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RESUMO

O controle da demanda bioquimica de oxigénio (DBOs), que significa a
determinacdo do consumo de oxigénio molecular pelas matérias organicas
presentes na dgua num periodo de cinco dias, € um parametro importante para
avaliacdo da carga organica lancada nos recursos hidricos. Realizam-se duas
leituras da amostra, a primeira de forma imediata, logo quando a mesma € coletada
ou quando chega no laboratério de andlise, e a segunda apds cinco dias de
encubacdo em condi¢bes de temperatura controlada (20 °C). Um dos principais
métodos utilizados atualmente é o método Winkler modificado pela azida sédica. O
método depende da oxidagdo do hidroxido manganoso (managnés bivalente) pelo
oxigénio dissolvido na agua, resultando na formagdo de um composto tetravalente.
Quando a agua contendo o composto tetravalente € acidificada, iodo é liberado a
partir da oxidacdo do iodeto de potassio (ou de sédio). O iodo é equivalente
guimicamente a quantidade de oxigénio dissolvido presente na amostra e €
determinado por titulagdo com uma solucdo padrdo de tiossulfato de sédio. O
presente trabalho visa a substituicdo deste método pelo uso de um sensor de
oxigénio baseado na medida do tempo de vida da fluorescéncia. Para que esta
substituicdo fosse possivel foi necessario que se realizassem testes de seletividade,
sensibilidade, precisdo, exatidao e robustez. A metodologia mostrou-se indiferente a
presenca de interferentes na matriz para a determinacdo do analito. O limite de
deteccéo foi de 0,28 mg/L de O, e a comparacao entre os resultados obtidos pelos
dois métodos se mostraram semelhantes.

Palavras-chaves: Demanda bioquimica de oxigénio. Analise de aguas.
Winkler. Luminescéncia. Validacéao.
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1 INTRODUCAO

O oxigénio dissolvido é considerado um dos parametros mais significativos
para expressar a qualidade de um ambiente aquatico. E sabido que a dissolucdo de
gases na agua sofre a influéncia de distintos fatores ambientais (temperatura,
pressdo, salinidade). As variagdes nos teores de oxigénio dissolvido estédo
associadas aos processos fisicos, quimicos e bioldégicos que ocorrem nos corpos
d’agua. Para a manutengdo da vida aquatica aerdobica s&o necessarios teores
minimos de oxigénio dissolvido de 2 mg/L a 5 mg/L, exigéncia de cada organismo. A
concentracdo de oxigénio disponivel minima necessaria para sobrevivéncia das
espécies piscicolas é de 4 mg/L para a maioria dos peixes. Em condicbes de
anaerobiose (auséncia de oxigénio dissolvido) os compostos quimicos séo
encontrados na sua forma reduzida (isto é, ndo oxidada), a qual € geralmente
soluvel no meio liquido, disponibilizando, portanto, as substancias para assimilacéo
pelos organismos que sobrevivem no ambiente. A medida em que cresce a
concentracdo de oxigénio dissolvido os compostos vao precipitando, ficando
armazenados no fundo dos corpos d’agua.

O Departamento de Ensaios e Apoio Laboratorial (DEAL), também conhecido
como Laboratorio Central da CORSAN, é responsavel por analisar diversos
parametros de amostras de &agua bruta e tratada, coletadas nas localidades
atendidas pela CORSAN, assim como amostras coletadas pela equipe de coletas do
proprio DEAL. Entre esses parametros encontra-se 0 oxigénio dissolvido e a
demanda bioquimica de oxigénio. Estas analises atendem as normas internacionais,
o Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Métodos Padréo
para Inspecéo de Aguas e Aguas Residuais) de autoria das instituicGes americanas:
Associacdo Americana de Saude Publica (APHA), Associacdo Americana de
Trabalhos em Agua (AWWA) e Federacdo Ambiental da Agua (WEF).

As coletas sdo muitas vezes de locais a jusante ou a montante de pontos de
captacdo de agua para tratamento ou de pontos de descarga de efluentes. Com isto
€ possivel monitorar se o tratamento dos efluentes esta sendo satisfatério e também,
no caso dos pontos de captacdo de agua, pode-se ter uma ideia de como deve ser
conduzido o tratamento, assim como qual vai ser a demanda de reativos,
equipamentos e outros itens necessarios para a estacao de tratamento da localidade
analisada.

Para que as analises sejam conduzidas com maior eficiéncia, o laboratorio é
dividido em varios grupos, sendo cada grupo responsavel por um determinado
conjunto de parametros. Seguindo os critérios da norma ISO 17025, o DEAL é um
dos laboratérios acreditados pelo INMETRO, participando também de rodadas
periddicas de analises interlaboratoriais realizadas pela Rede Metrolégica-RS.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho é validar o método analitico
utilizado pelo laboratorio da CORSAN, para a determinacéo de oxigénio dissolvido e
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demanda bioquimica de oxigénio, substituindo o uso do método titulométrico
indicado pelo Standard Methods, para o uso de uma sonda luminescente j& descrita
pela Agencia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Este trabalho teve como objetivo realizar ensaios experimentais empregando
sonda luminescente para a determinacdo de DBOs atraves da detecgdo de oxigénio
dissolvido a fim de monitorar a qualidade de agua bruta superficial no Departamento
de Ensaios e Apoio Laboratorial da CORSAN.

2.2 Especificos

1) comprovar estatisticamente a semelhanca entre os resultados obtidos pelo
método proposto (sonda luminescente) frente ao método normalizado (Winkler
modificado pela azida sodica);

ii) avaliar a interferéncia da matriz da amostra, o limite de detecgdo, a
precisdo, a exatidao e a robustez do método proposto;

lil) comparar os custos das analises pelos dois métodos;

iv) fazer uma estimativa de custos do uso da sonda luminescente.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A AGUA

A agua € um fator de extrema necessidade para todas as formas de vida na
terra. Sabe-se que a maior parte da superficie do nosso planeta € recoberta por
agua, e que 97,5% desta 4gua € agua salgada, inapropriada para consumo e para a
maioria dos usos agricolas. Apenas 2,5% da &gua do planeta é doce.>? De toda
agua do planeta, 1,72% sdo agua doce congelada nas calotas polares e geleiras e
0,75% estdo em forma de dgua doce subterranea; restando apenas 0,02% de agua
contida em plantas e animais e s6 0,01% de toda agua do planeta esta disponivel
em rios, lagos e represas.’

Como a agua constitui um bem essencial para a sobrevivéncia de todos os
organismos, deve ser mantida em condi¢cdes adequadas. Para isso, o controle e
fiscalizacdo das fontes de poluicdo, impedindo o lancamento de efluentes que
possam comprometer a qualidade das aguas de rios, lagos e represas, e também do
mar, torna-se indispensavel.'

As disponibilidades de agua doce sao limitadas pelo alto custo da sua
obtencdo nas formas menos convencionais, como € 0 caso da agua de mar e das
aguas subterraneas. Deve ser, portanto, da maior prioridade, a preservacéo, o
controle e a utilizacdo racional das aguas doces superficiais.*

A poluicdo das aguas € gerada por: (i) efluentes domésticos (poluentes
organicos biodegradaveis, nutrientes e bactérias); (ii) efluentes industriais (poluentes
organicos e inorganicos, dependendo da atividade industrial) e (iii) carga difusa
urbana e agricola (poluentes advindos da drenagem destas areas: fertilizantes,
defensivos agricolas, fezes de animais e material em suspensao).*

A partir da revisdo da resolucdo CONAMA n° 20/86 surge a resolucdo n°® 357
de 18 de marco de 2005, onde, dentre uma série de reformulacfes, constam as
condicbes e padroes de emissdo e qualidade de agua. Dentre outros fatores
regulamentados, a concentracdo de O, em corpos aquaticos deve seguir 0s niveis
mostrados na Tabela 1:

Tabela 1: Niveis aceitaveis de oxigénio dissolvido em aguas doces, salobras e salinas em
todo o Territério Nacional estipulados pelo CONAMA, por meio da resolu¢éo n° 357 de 18 de marc¢o
de 2005 .°

Aguadoce  Aguasalobra Aguasalina

(mg L™ Oy)

6
5

Classe
4

N B O1T O
w b~ O
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Esse € um dos parametros mais importantes para exame da qualidade da
agua, pois os niveis de oxigénio dissolvidos tém papel determinante na capacidade
de um corpo d'agua natural manter a vida aquéatica. Uma adequada provisdo de
oxigénio dissolvido € essencial para a manutencdo dos processos naturais de
autodepuracdo em sistemas aquaticos e estacfes de tratamento de esgotos.
Através de medicdo do teor de oxigénio dissolvido, podem ser avaliados os efeitos
dos residuos oxidaveis sobre as aguas receptoras (qualquer rio, lago ou oceano em
gue a agua servida tratada ou nao tratada € descarregada.) e sobre a eficiéncia do

tratamento dos esgotos, durante o processo de oxidacao bioquimica.

7

Diante dessa realidade € importante entender os processos quimicos que
ocorrem nas aguas naturais para consumo humano e como o uso do conhecimento
qguimico pode ser empregado na avaliacdo da qualidade da agua.

3.2 OXIGENIO DISSOLVIDO

O oxigénio molecular dissolvido (O;) € o agente oxidante de maior importancia
encontrado em aguas naturais. Em uma reagdo envolvendo transferéncia de
elétrons, cada um dos atomos da molécula é reduzido do estado de oxidacdo zero
até o estado de oxidacao -2, formando H,O ou OH".

As semi-reacdes de reducdo do O, em solucdo acida e neutra sao,
respectivamente °:

O, + 4H" + 4e” - 2H,0 E°=1,23V (1)
O, + 2H,0 + 4e” - 40H" E°=0,40V (2)

A concentracado de oxigénio dissolvido (OD) em um corpo d’agua qualquer é
controlada por varios fatores, sendo um deles a solubilidade do oxigénio em agua.

A solubilidade do O, na 4gua, como para outras moléculas de gases apolares
com interacao intermolecular fraca com agua, é pequena devido a caracteristica
polar da molécula de agua (8,11 mg/L a 25 °C e 1 atm). A presenca do O, na agua
se deve, em parte. A dissolucéo do ar atmosférico para a agua.

O OD é necessario para a respiragcdo de microorganismos aerébicos, bem
como outras formas aerdbicas de vida. A sobrevivéncia dos peixes, por exemplo,
requer concentracbes minimas de OD entre a 10% e 60% de saturacao,
dependendo da espécie e outras caracteristicas do sistema aquatico.’

Um fator de elevada influéncia no valor de OD é a temperatura. A solubilidade
dos gases em agua sofre uma forte diminuicdo com o aumento da temperatura. Por
exemplo, no caso do oxigénio a pressao atmosférica, verifica-se uma variacdo de
14,6 mg/L a 0°C para menos de metade a 40°C (6.4 mg/L). A Figura 1 ilustra esta
dependéncia.
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Figura 1 - Solubilidade do oxigénio em funcdo da temperatura, a pressao atmosférica de 1 atm.
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FONTE: http://tps.com.au/assets/userfiles/files/content/handbook/900Dv3_0.pdf.

Ainda outro fator que altera a solubilidade do oxigénio na agua é a presenca
de ions, como acontece, por exemplo, em aguas salinas.

BN

A importancia do OD n&o se restringe apenas a sobrevivéncia dos seres
aquaticos. A presenca de OD em aguas residuarias (aguas servidas) industriais ricas
em material organico € desejavel por prevenir a formacdo de substancias com
odores desagradaveis que comprometem os diversos usos da agua como, por
exemplo, fonte de agua potavel ou meio de recreacéo.

Apesar de desejavel nos sistemas aquaticos naturais, a presenca de altas
concentracbes de OD nao é conveniente em aguas que percorrem tubulacdes de
ferro e aco, por favorecer a corroséo. Esse fato resulta do poder oxidante do O, (Eq.

1) e, por esse motivo, em aguas tratadas € recomendado que os valores de OD
fossem menores que 2,5 mg L™.

3.3 DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENIO

A matéria organica da agua € necessaria aos seres heterotrofos (seres vivos
consumidores, incapazes de produzir seu préprio alimento), na sua nutricdo, e aos
autoétrofos (seres vivos produtores, ou seja, possuem capacidade de produzir seu
préprio alimento), como fonte de sais nutrientes e gas carbbnico. Em grandes
guantidades, no entanto, podem causar alguns problemas, como cor, odor, turbidez
e consumo do oxigénio dissolvido pelos organismos decompositores. O consumo de
oxigénio é um dos problemas mais sérios do aumento do teor de matéria organica,
pois provoca desequilibrios ecoldgicos, podendo causar a extingdo dos organismos
aerobicos. Um dos indicadores utilizados de matéria organica na agua é a Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO).

A DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) é um dos parametros utilizados
para indicar a presenca de matéria organica na agua. E conhecido que a matéria
organica é responsavel pelo principal problema de poluicdo das aguas, que é a
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reducdo na concentracdo de oxigénio dissolvido. Isto ocorre como consequéncia da
atividade respiratéria das bactérias para a estabilizacdo da matéria organica. Dessa
forma, a avaliacdo da presenca de matéria organica na agua pode ser feita pela
medicdo do consumo de oxigénio. A DBO indica a demanda de oxigénio necessario
para estabilizar a matéria organica contida na amostra de agua. Esta demanda é
referida convencionalmente a um periodo de cinco dias, jA que a estabilizacédo
completa da matéria organica exige um tempo maior, e a uma temperatura de 20°C.2

Os maiores aumentos em termos de DBO, num corpo d’agua, séo provocados
por despejos de origem predominantemente organica. A presenga de um alto teor de
matéria organica pode induzir ao completo esgotamento do oxigénio na agua,
provocando o desaparecimento de peixes e outras formas de vida aquética.’

Um elevado valor da DBO pode indicar um incremento da microflora presente
e interferir no equilibrio da vida aquética, aléem de produzir sabores e odores
desagradaveis e, ainda, pode obstruir os filtros de areia utilizados nas estacdes de
tratamento de agua.’

Segundo a Resolucdo n° 357 do CONAMA para aguas doces de classe 2
(dguas utilizadas no presente trabalho) é permitido para padroes de DBOs a 20 °C
até 5 mg/L O,°

3.4 LUMINESCENCIA

A técnica de medicao do OD utilizando a luminescéncia foi incorporada como
método C da norma D888-05 do Standard Test Methods for Dissolved Oxygen in
Water em janeiro de 2006, segundo a Sociedade Americana para Testes e Materiais
(AMERICAN SOCIETY FOR TESTING AND MATERIALS, 2007). Espera-se que
esse método seja incorporado no Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater nas proximas edicoes.

A luminescéncia é a emissdo de luz ultravioleta, visivel ou infravermelha, de
uma espécie quimica a partir de um estado excitado resultante de um estimulo de
luz, de uma reacdo quimica ou de radiacao ionizante.

Quando uma molécula absorve a energia de um foton, ela passa de um
estado energético fundamental para um estado energético excitado, correspondente
a ocupacao de niveis energéticos mais elevados por um elétron de valéncia (Figura
2). O regresso da molécula ao seu estado fundamental pode ser acompanhado por
emissdo luminescente, mas também existem outras possibilidades de decaimento
nao radiativo (com diferentes probabilidades de ocorréncia) tais como a conversao
interna, cruzamento intersistemas e transferéncia de carga intermolecular *°.
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Figura 2 - Diagrama de Jablonski, mostrando os processos fisicos que podem ocorrer apds uma molécula
absorver um féton com energia da faixa ultravioleta ou visivel. Sy é o estado eletronico fundamental, S;, e Ty
sdo os estados excitados singleto e tripleto de menor energia, respectivamente. S, é um segundo estado
excitado singleto. As setas retas representam os processos envolvendo fétons, e as setas onduladas sdo as
transigOes ndo-radioativas (que ndo emitem radiagdo).
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FONTE: SKOOG, D. A. et al. Fundamentos de quimica analitica. 82. ed. Sdo Paulo: Cengage Learning, 2008. 1124 p.

Os avancos da eletrbnica, dos dispositivos Opticos e das técnicas de
processamento de sinal contribuiram com o desenvolvimento dos sensores de
oxigénio baseados na Iluminescéncia. As vantagens destes sensores sao
basicamente: ndo haver nenhum consumo de oxigénio no processo; nao exigir
nenhum eletrodo de referéncia; serem insensiveis a taxas de fluxo ou velocidade da
amostra; imunidade ao campo elétrico exterior e apresentarem precisdo similar ao
método de Winkler.

Quase todos 0s sensores Opticos de oxigénio baseiam-se na utilizacdo de
fluoréforos cuja intensidade e tempo de vida de fluorescéncia sdo dependentes da
concentracdo de oxigénio no meio em analise. O decaimento da intensidade
fluorescente de um fluor6foro devido a acdo do oxigénio (supressdo) tem sido
amplamente estudado, desde que em 1939 Kautsky ** descreveu este fenémeno,
gue esta ilustrado na Figura 3.

Este é um processo fotofisico que ndo envolve qualquer reacdo quimica, ou
seja, ndo ha consumo do analito durante a analise (oxigénio ndo € consumido).
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Figura 3 - Processo de supressao de um fluoroforo na presenca de oxigénio

\\ | | Fluoroforo no estado inicial
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fluorescéncia molécula de O,
&
& &
& Y Y Transferéncia de energia

para a molécula de O,
@ (supresséio)

Fluoroforo no estado inicial

FONTE: Imagem adaptada, disponivel no site da internet: http://www.in-situ.com/.

A escolha do fluoréforo desempenha um papel crucial no sucesso da
aplicacdo. Eis alguns critérios que deverao ser considerados na escolha ***3:

» o0 fluoréforo deve apresentar tempo de vida elevado para que consiga exibir
supressao por colisdo com as moléculas de oxigénio;

* 0 parametro de fluorescéncia medido deve ser suficientemente sensivel a
variacdes da concentracao de oxigénio que se pretende medir;

* para garantir uma boa razao sinal-ruido, deve apresentar um coeficiente de
excitacao e eficiéncia quantica elevados

« alta seletividade ao analito.

» os fluoréforos com propriedades fotofisicas insensiveis a temperatura
permitem esquemas de calibracdo mais simples;

» um desvio de Stokes elevado garante que haja uma boa discriminacao entre
o sinal de excitacdo e o de emissdo, minimizando erros na quantificacdo da
intensidade fluorescente, tempo de vida ou fase medida, dependendo da técnica de
analise utilizada;

* boa solubilidade a matriz de suporte.
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Os fluoréforos mais utilizados em esquemas oOpticos de medicdo de oxigénio
sdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), os complexos de metais de
transicdo (Ru(ll), Os(Il), Ir (Ill), etc.) , as metaloporfirinas (Ex. Pt(ll), Pd(ll), Rh(II),
etc.), e ainda fulereno (C60 e C70) .

Apesar de precursores como fluoroforos para medicdo de oxigénio e ainda
serem usados os HPA vem sendo substituidos expressivamente por compostos
organometalicos, visto que estes apresentam caracteristicas mais vantajosas, tais
como uma elevada intensidade fluorescente e tempos de vida longos o que os torna
adequados para utilizagdo em sensores de oxigénio.

Os complexos de polipiridil ligados a ruténio, na forma [Ru(L)s]**, em que L
representa o ligando polipiridil, sdo os mais comuns em medi¢cdo de oxigénio. Os
grupos ligandos mais utilizados s&o o 2,2 -bipiridil (bpy) e o 4,7-difenil-1,10-
fenantrolina (dpp), podendo ainda formar complexos com ligandos mistos da forma
[Ru(bpy)x(dpp),]* (em que x+y=3).'> Os complexos de polipiridil ligados a 6smio tém
a particularidade de absorver radiacdo em comprimentos de onda mais elevados
(vermelho) do que os complexos de ruténio possibilitando a utilizacdo de fontes de
radiacdo com elevada poténcia e de baixo custo, como séo os diodo lasers. Estes
complexos sédo considerados mais estaveis que os de ruténio, embora apresentem
como desvantagem uma supressao mais baixa o que conduz a uma menor
sensibilidade.

Figura 4 — Representacdo dos compostos organometdlicos de Ru (ll) mais comuns usados atualmente como
, i « A 16
fluordrofos para medicao de oxigénio.

24 | - | T (2,2 bipindina)

tfanantrolina)

(4, 7-difenik1, 104enantmlina)

Entre as metaloporfirinas destacam-se as octaetilporfirinas de platina e
paladio, PtOEP e PdOEP, respectivamente, que apresentam elevada fosforescéncia
a temperatura ambiente com tempos de vida relativamente longos. Quando as
metaloporfirinas referidas anteriormente séo ligadas a um grupo cetona (PtOEPK e
PdOEPK) apresentam uma estabilidade quimica e fotoquimica superior e um desvio
dos espectros de emissdo e excitagdo para comprimentos de onda mais elevados o
que constitui uma vantagem.®’
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Figura 5 — Exemplos de estruturas de metaloporfirinas aplicadas como fluoréforos para medigdo de oxigénio
usando platina (Pt) como metal."”® onde (A) 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina de platina e (B)
octaetilporfirina de platina.

(A) (B)

Quanto a matriz de suporte para os fluoréforos, esta deve apresentar algumas
caracteristicas especificas, assim como o proprio fluoroforo. Estas caracteristicas
sdo: servir de suporte para o fluoréforo sem alterar as propriedades fotofisicas
favoraveis que este apresenta; proteger o fluoroforo de lixiviamento, ou seja, da
perda de material por arrastamento para fora da matriz; exibir elevada
permeabilidade ao oxigénio e apresentar propriedades Oopticas e mecanicas
adequadas.®®

Apesar da maioria dos trabalhos publicados sobre sensores de oxigénio
serem baseados na supressao da fluorescéncia, esta técnica apresenta algumas
caracteristicas desfavoraveis para sua mensuracdo. As principais sdo a
susceptibilidade a fonte de luz externa, movimento do sensor, alteracdes no caminho
otico, degradacéo ou lixiviacdo do fluoroforo. Estes efeitos podem ser suprimidos se
usarmos um sensor no dominio de tempo ao invés da intensidade.?

A medida de tempo de vida da fluorescéncia apresenta vantagens sobre a
medida através da intensidade, isto porque o tempo de decaimento ndo é
influenciado pela concentracdo do fluoréforo, sua deterioracdo,?* variacédo na fonte
de excitacdo ou espessura do filme. Esta medida é dita intensiva, ou seja, é
independente do tamanho da amostra.

Héa duas classes de arranjo de sensores 6ticos que se diferenciam pelo uso
ou ndo da fibra oOtica. O uso da mesma apresenta alguns problemas. A luz de
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excitacdo deve ser acionada com a menor largura de pulso possivel. Essa luz deve
estar compreendida na regido UV do espectro e a pulsacdo ou sua modulacdo se
faz necessaria para determinar o tempo de vida. A baixa intensidade luminosa de
emissdo do fluoréforo é outro problema encontrado, além da reducéo da eficiéncia
externa quando acoplado a fibra 6tica. No presente trabalho o sensor utilizado ndo
apresenta fibra ética.

Uma grande variedade de intera¢cdes moleculares pode resultar no fenémeno
da supresséo. Para a determinagdo de oxigénio dissolvido o fendbmeno envolvido
para a supressdo da fluorescéncia é dito colisional ou dindmico. Na supresséo
colisional ou dindmica, a diminui¢cdo da intensidade da fluorescéncia € descrita pela
equacéo de Sterm-Volmer %

B 1t kmalQ] = 1+ Ky[0) ®

Nesta expressao I, e I sé&o as intensidades de fluorescéncia na auséncia e
presenca do supressor, respectivamente, k, € a constante bimolecular de
supresséao; 1, € o tempo de vida do fluor6foro na auséncia do supressor, K, € a
constante de supressdo de Ster-Volmer e [Q] € a concentragdo do supressor. A
constante de supressao bimolecular, k,, nos informa a eficiéncia da supresséo e a
acessibilidade dos fluoroforos aos supressores. As medidas de supressdo sao
geralmente representadas em um grafico de I,/I versus [Q]. Deste modo, espera-se

que I,/I seja linearmente dependente da concentracao do supressor.

Outra importante caracteristica da supresséo coloidal € a equivaléncia entre
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia e do tempo de vida do fluoroforo,
ilustrada pelas equacdes: ** %

To
= =14 kg7o[Q] (4)

De modo que,

Iy 7o (5)

A diminuicdo de tempo de vida ocorre devido a diminuicdo da populacédo do
estado excitado devido ao decaimento por colisao.

3.5 DETERMINACAO DE OD E DBOs EM AGUAS BRUTAS SUPERFICIAIS

Segundo o Standard Methods ** ha seis métodos para a determinacdo de
oxigénio dissolvido em agua. Atualmente o oxigénio dissolvido é determinado pelo
método empregando um sensor de oxigénio dissolvido polarografico ou galvanico,
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também conhecido como eletrodo de membrana que representa o método padrédo
para a determinacdo deste parametro. Além do método eletrodo de membrana,
outros métodos de medida de OD sao conhecidos: manométrico, métodos quimicos,
eletroquimicos e o6pticos. O método manométrico é baseado numa medicdo de
pressao ou volume realizado em uma camara apropriada. Apresenta-se como um
método adequado em algumas situagcbes, porém exige aparelhagem complexa e
cara. Entre os métodos quimicos, o mais conhecido e utilizado é o desenvolvido por
Winkler. Esse método foi muito estudado e modificado com o passar dos anos. Hoje
em dia, ele apresenta quatro modificagfes: método Winkler modificado pela azida
sédica, pelo permanganato, pela floculagdo com aluminio e pela floculagdo com
acido sulfamico-sulfato de cobre. O método da azida sddica, no entanto, € 0 mais
utilizado em amostras de aguas e € o método empregado atualmente no laboratério
do Departamento de Ensaios e Apoio Laboratorial da CORSAN.

3.5.1 Winkler modificado pela azida sddica

Essa metodologia é a mais empregada em laboratorios para a determinagao
de OD em aguas e compreende diversas fases. A primeira é a fixacdo do oxigénio
dissolvido da amostra, que deve ser feita imediatamente apos a coleta, para evitar
alteracdes na concentracdo. As amostras de agua de superficie devem ser retiradas
através de imersdo cautelosa do frasco (utilizam-se frascos de vidro de
aproximadamente 300 mL) para evitar borbulhamento. Ap0s a coleta, sao
adicionadas a amostra as solucdes de sulfato manganoso, MnSO,, e a solucéo
alcali-iodeto-azida, que contém hidroxido de potassio, KOH, iodeto de potassio, Kl, e
a azida sédica, NaN3z.?

A fixacdo do oxigénio dissolvido ocorre através da formacdo de oOxido de
manganés (precipitado), segundo as reacoes:

MNnSO, + 2KOH — Mn(OH); + K>SO4 (6)

2 Mn(OH); + O2 = 2 MnO(OH); (7)

A segunda fase é a liberacdo de iodo, que ocorre apds a adicdo de acido
sulfurico concentrado, que provoca a resolubilizacdo do manganés e o
desenvolvimento de uma coloracdo amarelada, cuja intensidade é proporcional a
concentracdo de oxigénio dissolvido presente inicialmente na amostra. Esta reacéo
pode ser expressa por:

2 MNO(OH); + 4H,S04 — 2Mn(SOJ), + 6H,0 (8)

Existe uma reacdo imediata entre o Mn(SO4), e o0 iodeto de potassio
adicionado previamente, liberando iodo e resultando em agua com coloracao tipica
de iodo (marrom):



23

ZMI’I(SO4)2 + 4Kl - 2MnSO4 + 2K,S04 + 15 (9)

Nota-se que o ion iodeto é oxidado a iodo molecular, proporcionalmente a
guantidade de 6xido de manganés, que, por sua vez, € proporcional a concentracdo
de oxigénio dissolvido na amostra, conforme mostrado na reacgéo de fixagao.

A fase final da analise é a titulacdo do iodo liberado com tiossulfato de sodio
(iodometria). Esta reacdo pode ser representada por:

2Na,S,03 + I, » Na,S,06 + 2Nal (10)

A azida sodica é utilizada para remover a interferéncia de nitritos, que pode
ser representada por:

NaNz + H" - HN3 + Na* (11)

HN3; + NOy™ + HY - N, + N>,O + H,O (12)

O indicador desta reacdo € uma solucdo de amido, com viragem de azul para
incolor. Os resultados sdo expressos em termos de mgO,/L). %°

3.5.2 Tempo de vida da fluorescéncia

Uma das técnicas mais comuns utilizadas para a determinacédo do tempo de
vida da fluorescéncia € o método de modulacdo de fase. Na modulacdo de fase, o
elemento é excitado por um feixe de luz preferencialmente modulado senoidalmente,
em uma frequéncia w = 2rnf, onde f é a frequéncia. A emisséo fluorescente do
fluoréforo é forcada a responder a este sinal de excitacéo, e desta forma a amplitude
do sinal de excitacdo € modulada na mesma frequéncia. Devido ao tempo de vida do
fluoréforo no estado excitado, a emissao fica deslocada em fase por um angulo 6 em
sinal ao sinal de excitacdo. O tempo de vida pode ser calculado através da medicéo
do deslocamento de fase (tanf = wr). %2’
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Figura 6 — Diagrama do sensor luminescente de oxigénio dissolvido HACH, ilustrando sua constituicdo e a
presenca do par de LEDs: vermelho (esquerdo) e azul (direito). *®
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O sensor consiste de um par de LEDs (azul e vermelho) e um fotodetector de
silicio. A capa sensora contém um fluoroforo (platina), o qual é excitado pelo LED
azul. O fluoroforo é protegido pelo ambiente externo com uma camada de isolante
de poliestireno, evitando a interferéncia de fontes externas de luz quando a capa
sensora esta acoplada a sonda. O circuito de medicdo para este sensor esta
baseado no tempo de vida da luminescéncia, determinado através de uma diferenca
de fase entre a modulacédo senoidal do LED azul e a luminescéncia detectada pelo
fotodiodo. 2

Os LEDs azul e vermelho sdo chaveados alternadamente entre ciclos de
medida, permitindo que o LED vermelho forneca uma referéncia interna para o
caminho otico e sinal eletrénico. Esta referencia fornece a estabilidade da medida
corrigindo para mudancas na temperatura ou por tempo induzido na medida de fase.

3.6 VALIDACAO

A necessidade de se mostrar a qualidade de um ensaio quimico esta sendo
cada vez mais exigida e recomendada, isto se deve pelo fato agregar ao ensaio trés
principais fatores: comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. Resultados
analiticos nao confidveis podem conduzir a decisfes desastrosas e gerar grandes
prejuizos, tanto ao laboratorio, quanto ao meio ambiente.

Segundo a ISO/IEC 17025 validagédo € o processo de definir uma exigéncia
analitica e confirmar que o método sob investigacdo tem capacidade de
desempenho consistente com o que a aplicacdo requer. Ou seja, deve garantir,
através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA). A
confiabilidade de um laboratorio esté relacionada com a escolha de seus métodos
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analiticos. Métodos reconhecidos, como os descritos nas normas EPA e Standard
Methods, sdo aceitos internacionalmente.

A validacdo envolve estrutura adequada (padrbes rastreaveis, controle de
temperatura, higiene, seguranca, formacéo dos analistas), ndo existindo um modelo
a ser seguido. Pela propria definicdo, conforme o Vocabulario Internacional de
Metrologia (VIM)®, a validacdo é uma “verificagdo na qual os requisitos
especificados sdo adequados para um uso pretendido”, devendo ficar a critério do
laboratdrio os requisitos a serem avaliados.

O INMETRO disponibiliza um documento orientador sobre a validagédo de
métodos analiticos, indicando os parametros que devem ser avaliados, conforme o
tipo de ensaio.®® Para andlises qualitativas, sdo recomendados: seletividade,
robustez e limite de deteccdo. Albano e Raya-Rodrigues® apresentam, em recente
obra, um guia abordando conceitos e aplicacdes praticas dos principais parametros
requeridos como evidéncia da validacéo de ensaios. Além dos parametros sugeridos
pelo INMETRO, optou-se por realizar os parametros de exatiddo e precisao para a
validacdo do método. A seguir sdo discutidos, individualmente, os parametros de
validacéo avaliados neste trabalho.

3.6.1 Parametros de desempenho
3.6.1.1 SELETIVIDADE

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo. Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a
magnitude do efeito também pode depender da concentracdo (INMETRO, 2010).
Assim, a seletividade de um método analitico pode ser definida como a capacidade
do mesmo ser indiferente a presenca de interferentes na amostra, que possam vir a
mascarar a determinacdo do analito em estudo (ALBANO E RAYA-RODRIGUEZ,
2015).%!

Uma das maneiras de avaliar a seletividade é através da construcdo de curva
analitica utilizando a matriz de trabalho como solvente. Este método é utilizado
guando nédo é possivel obter a matriz isenta da substancia de interesse. Neste caso

é feita uma curva analitica sem a presenca da matriz.
3.6.1.2 SENSIBILIDADE

A sensibilidade de um método é definida pelos limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ). O LD é a menor concentracdo da espécie de interesse que pode
ser detectada pela técnica instrumental, enquanto o LQ é a mais baixa concentracao
gue pode ser quantificada dentro dos limites de precisdo e exatiddo do método
durante as operacdes de rotina do laboratério, em condicées usuais.*

Ha trés formas de estimar os limites de deteccdo e de quantificacdo, e a
escolha de uma delas deve levar em consideracdo a técnica analitica utilizada e o
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grau de confiabilidade estatistica necessaria: método visual, método da relacéo
sinal-ruido, e método baseado em parametros da curva analitica. No método visual,
realiza-se a andlise de amostras contendo baixas concentracdes conhecidas da
espécie de interesse. Considera-se o LD como sendo a menor concentracdo que
pode ser detectada e que seja distinta do sinal analitico do ruido. O método da
relacdo sinal-ruido pode ser aplicado em procedimentos analiticos que apresentam
ruido da linha de base e € estimado a partir da comparagdo do sinal analitico obtido
para uma amostra contendo baixas concentracdes da espécie de interesse com o
sinal de uma amostra do branco. Em geral, considera-se aceitavel uma relacao
sinal-ruido de 3:1 ou 2:1. J4 o Método baseado em parametros da curva analitica
apresenta maior confiabilidade estatistica, pois leva em consideracao o intervalo de
confianca da regressao. O LD neste caso é definido como a concentracdo minima
de uma substéncia que pode ser medida e informada com 99% ou 95% de
confianca.** Para o presente trabalho foi utilizado o método baseado em parametros
de curva analitica.

3.6.1.3 PRECISAO

A precisao reflete a concordancia entre varios valores experimentais obtidos.
Quanto menos for a variabilidade das medidas, maior sera a preciséo.*" Esta medida
reflete a tendéncia de maior ou menor afastamento (erro) entre os resultados dos
ensaios. Este erro pode ser expresso pelo desvio padréao (s) da série de valores de
um experimento ou pelo respectivo Coeficiente de Variacdo (CV), que é o desvio
padrao expresso como percentagem da media;

desvio padrao
CV (%) = mésl_a 2100 (13)

A precisdo pode ser estimada em dois niveis: repetibilidade e
reprodutibilidade. O termo repetibilidade define a precisdo dos resultados obtidos
dentro do préprio laboratério, por um mesmo analista e com a mesma
instrumentacdo. Enquanto que o termo reprodutililidade define a precisdo dos
resultados obtidos para uma determinada andlise realizada por laboratorios
diferentes, mas seguindo a mesma metodologia.

3.6.1.4 EXATIDAO

Exatiddo € o grau de concordancia entre o resultado de uma medi¢cdo e um
valor verdadeiro mensurado.*

A exatiddao pode ser avaliada pelos seguintes testes: comparacdo entre
método normalizado e ndo normalizado e Z-score interlaboratorial.
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No teste de comparagdo entre método normalizado e ndo normalizado os
resultados sdo obtidos aos pares, onde as andlises de diferentes amostras podem
ser feitas em momentos diferentes, mas através dos dois métodos testados
simultaneamente. O Z-score interlaboratorial é obtido através da participacdo em
programas de ensaios de proficiéncia organizados por érgaos voltados a qualidade
laboratorial.

3.6.1.5 ROBUSTEZ

A robustez de um método é a sua capacidade de resistir a pequenas
variagbes dos parametros analiticos sem alterar significativamente sua exatiddo e
precisdo, portanto, € uma medida da quantidade de variabilidade que o método pode
suportar, sem perder a confiabilidade, e sua estimativa depende do tipo de
metodologia analitica utilizada.*

A robustez de um meétodo pode ser estimada variando-se 0s parametros
analiticos e comparando a precisao obtida em cada determinacéo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e reagentes

Para a realizacdo da parte experimental deste trabalho, todos os materiais
(frascos contendo as amostras de agua bruta, pipetas, baldes volumétricos e demais
vidrarias) foram devidamente lavados. Os frascos passaram por uma lavagem &cida
de 24h e entdo enxaguados com agua corrente e agua deionizada.

A solucao padrao de DBOs foi preparadas a partir de uma solucao inicial (P;)
de 0,300 g/L de acido glutamico : glucose (1:1 m/m). A &gua de diluicdo, usada na
andlise de alguns parametros de validacé@o é conservada em incubadora a 20 °C até
a hora do seu uso.

4.2 Equipamento

A determinagdo de oxigénio dissolvido durante os ensaios foi realizada
utilizando-se uma sonda luminescente de medicéo direta HQDBODO1 (HACH). Esta
sonda é conectado a um leitor multiparametro HQ40d (HACH).

Figura 7 — Sonda luminescente HQDBODO1 (HACH) conectada ao leitor multiparametro HQ40d (HACH).

FONTE: Imagem disponivel no site da internet: http://www.hach.com/hg40d-portable-meter-kit-with-lbod101-
luminescent-dissolved-oxygen-ldo-probe-for-bod-measurement/product?id=7640502954.

Para a determinacdo de oxigénio dissolvido usando sonda luminescente é
necessario que previamente se realize a calibragdo da sonda em dois pontos (0 e
100%) para tanto se conecta a mesma ao medidor multiparametro. A ponta da
sonda deve ser lavada com agua deionizada e entédo seca.
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Para a calibracdo em 0%, um frasco de Winkler € completado com agua
deionizada, se adiciona 300 mg de sulfito de sddio, tampa-se e agita-se pra que haja
total dissolucéo. Antes da leitura € necesséario aguardar 30 minutos. Decorrido esse
periodo o frasco é aberto e se conecta a sonda ao bocal do frasco, a agitacdo deve
ser acionada. No medidor multiparametro seleciona o comando CALIBRACAO e
LER, quando a medicao estiver estavel o valor calibrado ira aparecer na tela.

Figura 8 — Frasco de Winkler de 300 mL para determinagao de DBOs.

300 mL

. J

FONTE: Imagem disponivel no site da internet: http://www.vidrafoc.com/vidrafoc/es/Categoria/-230-242-
/frascos.aspx?Pagelndex=3.

Para a calibracdo em 100% preencher % do frasco Winkler com agua
deionizada, tampar e agitar vigorosamente por cerca de um minuto para saturar o ar
com agua. Apos, acoplar a sonda no bocal do frasco, nesta etapa ndo € necessario
agitacdo. A leitura é realizada seguindo os mesmos passos da calibracdo em 0%.
Entre uma leitura e outra é necessario que a sonda seja lavada e seca.

Realizada a calibracdo da sonda € possivel seguir com a leitura de oxigénio
dissolvido nas amostras. Esta leitura é feita de modo direto, acoplando-se a sonda
ao bocal do frasco completamente cheio, sob agitacdo constante. Posteriormente, a
amostra é incubada a 20 °C por cinco dias para que se realize uma nova leitura, da
gual sera calculado o valor de DBOs.

4.3 Validacao
4.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada segundo ALBANO E RAYA-RODRIGUEZ (2015).
Preparam-se dois grupos, nos quais foram utilizados dois tipos de solvente (dgua
bruta superficial e agua estéril). Cada grupo contendo 5 (cinco) amostras, onde se
adicionou 10 mL de solucéo do padrdo de DBOs em diferentes concentragbes. Os
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pontos da curva foram preparados diluindo-se diferentes volume da solucéo P; (0,5;
2,0; 3,0; 40 e 50 mL) em 500 mL de agua estéril. Além do padrdo, foram
adicionados 50 mL do solvente em cada ponto da curva. O frasco de Winkler foi
entdo preenchido com agua de diluicdo até completar todo seu volume
(aproximadamente 300 mL).

Analisou-se 3 (trés) vias de cada ponto, além de uma via contendo apenas
agua de diluicdo para o controle da andlise. Ap6s o registro dos resultados, as
amostras sao incubadas por cinco dias a 20 + 1 °C. Passado o periodo de
incubacao, realiza-se uma nova leitura das trés vias de cada ponto, além do frasco
controle contendo apenas de agua de diluicdo.

De posse de todos os resultados é possivel calcular o valor da DBOs, que séo
transformados em logaritmos de base 10, de todas as vias. A partir dos resultados,
plota-se no mesmo grafico de “seletividade” as duas curvas. Caso as mesmas
apresentem resultados muito proximos e sejam paralelas, pode-se dizer que ndo ha
interferéncia da matriz na determinacao da substancia de interesse.

4.3.2 Sensibilidade

O calculo de LDM foi realizado conforme metodologia interna do laboratorio
(PGQ 013 — Revisao 05) através do ensaio de amostras preparadas com material
branco sem analito. Analisou-se 7 (sete) aliquotas de 300 mL em periodo de, no
minimo 3 (trés) dias para garantir que a determinacdo do LDM seja mais
representativa do que se fosse obtida atraves de medicOes realizadas
sequencialmente.

4.3.3 Preciséo (repetitibidade e reprodutibilidade)

Para a avaliacdo de repetitibilidade e reprodutibilidade considerou-se o
desempenho do DEAL em programas de proficiéncia realizados junto a Rede
Metrologica. Analisou-se o0s valores obtidos em 5 (cinco) diferentes rodadas
ocorridas durante os anos de 2015 e 2016.

A repetitibilidade se deu entre o resultado das 3 (trés) vias analisadas para o
ensaio em cada rodada. A reprodutibilidade foi avaliada segundo a média das vias
frente aos demais laboratérios envolvidos no programa. O critério de aceitacdo em
ambas as avaliacdes foi que o resultado estivesse abaixo de 2 (dois), sendo, dessa
foram, considerado satisfatorio.

4.3.4 Exatidao
4.3.4.1 Método normalizado x método ndao normalizado

A exatiddo do método a ser validado (sonda de Iluminescéncia), foi
determinada pela comparacdo com o método Winkler modificado pela azida sodica,
j& normalizado. Foram analisadas 10 amostras distintas de agua bruta pelos dois
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métodos. Analisaram-se os resultados de métodos aos pares, onde as analises das
10 amostras foram feitas em momentos diferentes, mas através dos tipos de
métodos testados simultaneamente.

Estipulam-se as hipéteses do Teste t: hipétese nula (Hp) supbs-se a igualdade
dos métodos e a hipétese alternativa (H1) supds-se a diferenca entre os métodos. A
partir dos resultados € possivel calcular o valor de t (t.qicuiado):

d (14)

Lealculado =
E
med

onde d é a média das diferencas e E,,,;, € 0 erro da média dos desvios.
Comparando t,qcuiado (€M MOdulo) com tigperado, CASO O Primeiro seja menos que o
segundo conclui-se que os métodos nao possuem diferencas significativas.

4.3.4.2 Estudo de Z-score interlaboratorial

Avaliar as participagdes em programas de proficiéncia de ensaio, onde sera
comparado o resultado do DEAL frente a média e o desvio padréo robustos obtidos
no programam.

Caso o desempenho para Z-score tenha sido menos ou igual ao limite
estabelecido pelo provedor do programa de proficiéncia a participacéo é considerada
satisfatoria para o analito.

4.3.5 Robustez

Para a verificacdo da robustez do meétodo variou-se a temperatura, o
equipamento de andlise (sonda) e os dias de incubacéo. Separou-se uma amostra
homogénea de agua bruta, a mesma foi coletada em dois conjuntos de 6 vias.
Ambos os conjuntos foram medidos por duas sondas e seus valores de OD foram
registrados.

Um dos conjuntos foi submetido a incubacdo a temperatura de 25° C por 5
dias. O outro conjunto foi submetido a incubacéo a temperatura de 20° C por 5,6 e 7
dias. Decorrido o periodo de incubacdo as amostras foram novamente lidas e o0s
valores de OD foram registrados. Com os valores de OD foi possivel calcular a DBO.



32

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os parametros de seletividade, exatiddo e robustez fez-se uso dos
valores de DBOs, visto que se tratava de parametros que exigiam o uso de padréo
ou a avaliacdo de variacOes realizadas durante o ensaio, impossiveis de serem
determinadas apenas com a andlise de OD.

5.1 Seletividade

Para o estudo da seletividade deve-se analisar se a curvas, com os diferentes
solventes (agua bruta superficial e agua estéril), apresentam linearidade, estédo
préximas e se o valor do coeficiente de determinacéo (R?) é superior a 0,9.%

As Tabelas 2 e 3 apresentam os valores calculados de DBOs feitos a partir
das leituras das amostras na hora e ap6s 5 dias. O valor obtido para a agua de
diluicdo na hora e apdés 5 dias foi de 8,85 mg O, L e 883 mg O, L™,
respectivamente, sendo a variacao igual a 0,02 (menor que 2), validando o ensaio.
Os resultados foram transformados em logaritmo de base 10 (logip) como
recomentado pelo Standard Methods por se tratar de uma analise microbiologica.

Tabela 2 — Valores calculados de DBOs do analito em agua estéril.

DBOs (I0g10)

REPLICATA 0,5mL 2,0mL 3,0mL 40mL 50mL
1 0,24 0,40 0,54 0,68 0,76
2 0,20 0,39 0,52 0,67 0,76
3 0,18 0,41 0,54 0,68 0,75

Tabela 3 - Valores calculados de DBOs do analito em matriz.

REPLICATA DBOs (10g10)

0,5mL 2,0 mL 3,0mL 4,0 mL 5,0 mL
1 0,39 0,53 0,74 0,84 0,91
2 0,33 0,53 0,74 0,84 0,92
3 0,35 0,54 0,72 0,85 0,91

A partir dos resultados obtidos nas Tabelas 2 e 3 foi possivel a constru¢édo da
curva analitica considerando o efeito da matriz e sem o efeito da mesma.
Consideraram-se, para a construcdo dos graficos da Figura 9, os pontos
(concentracao de padrao adicionado) no eixo x e os valores de DBOs calculados no
eixoy.
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Figura 9 — Gréfico Seletividade comparando o efeito da matriz de dgua bruta superficial frente a agua
estéril.

-1 -
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No grafico da Figura 9 a reta expressada pelos pontos vermelhos refere-se
aos valores calculados de DBOs do analito em matriz, enquanto que a reta com 0s
pontos azuis refere-se aos valores calculados de DBOs do analito em agua estéril.
Na Figura 9 é possivel observar que as retas estdo paralelas e que apresentam
valores de R? superior a 0,9. Dessa forma considera-se que o método é seletivo e
gue o unico efeito da matriz € a interferéncia natural causada pelo nivel basico do
analito.

5.2 Sensibilidade

Os valores obtidos no estudo do limite de deteccdo do método (LDM)
encontram-se na Tabela 4. O mesmo foi calculado de acordo com ALBANO E
RAYA-RODRIGUES (2015), através da equacéo 15:

LDM = X + 3,143 s (15)

onde X é a média dos valores dos brancos da amostra, 3,143 é a abscissa da
distribuicdo de Student para 99% de confianca e 6 graus de liberdade (7 amostra) e
s é 0 desvio padréo dos brancos da amostra.
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Tabela 4 — Valores calculados de DBOs (mg/L O,) para o ensaio de sensibilidade.

Replicata Valores calculados DBOs (mg/L O,)

1 0,12
0,10
0,11
0,20
0,19
0,08
0,08

~NOoO b~ WNDN

Média 0,12
Desvio-padrao 0,05

A partir da média e do desvio-padréo, foi possivel determinar o valor de 0,28
mg/L O, como LDM.

5.3 Precisao

Para o teste de repetitibilidade e reprodutibilidade, foi analisado as
participagdes nas rodadas do Programa de Ensaios de Proficiéncia em Analises
Ambientais (PEPAA) e do Programa de Ensaios de Proficiéncia em Amostragem
(PEPAmM) promovido pela Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul nos anos de 2015
e 2016, onde o parametro de DBOs foi avaliado em matriz sintética e amostras de
rede. As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados obtidos em cada um dos
programas para ambos 0s parametros.

Tabela 5 — Valores obtidos para estudo de repetitibilidade e reprodutibilidade durante o Programa de Ensaios
de Proficiéncia em Andlises Ambientais nos anos de 2015 e 2016.

o Valor N° de
Média . . .
Replicata das 3 designado laboratorios Z-score Z-score
P vias como participantes Repetibilidade Reprodutibilidade
referéncia no ensaio
Segunda
(2015) 346,0 295,0 62 1,167 0,655
Quarta
(2015) 172,0 210 54 1,060 0,660
Segunda 160,3 176,9 55 0,697 0,262

(2016)
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Tabela 6 - Valores obtidos para estudo de repetitibilidade e reprodutibilidade durante o Programa de Ensaios
de Proficiéncia em Amostragem nos anos de 2015 e 2016.

g Valor N° de
Média . L.
Renlicata das 3 designado laboratoérios Z-score Z-score
P vias como participantes Repetibilidade Reprodutibilidade
referéncia no ensaio
Segunda
(2015) 6,10 5,73 17 -1,384 0,313
Primeira
(2016) 7,14 6,95 23 -0,58 0,150

Os valores de repetitibilidade e reprodutibilidade apresentaram resultados
satisfatorios, pois estiveram abaixo de 3, com relacdo a Repe e abaixo de 2, com
relacdo a Repro.

5.4 Exatidao
5.4.1 Método normalizado vs Método ndo normalizado

Os resultados obtidos para a comparacdo da validacado da exatidao entre os
métodos - normalizado (Winkler modificado pela azida sodica), e o0 método a ser
validado - encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados obtidos para o estudo da comparacdo entre 0 método normalizado e néo
normalizado.

Resultados de DBOs (mg/L O,)

Amostras Método Método ndo leereni;a d?
. . (A-B)=d
normalizado (A) normalizado (B)
1 0,80 0,75 0,05 0,00
2 2,00 1,75 0,25 0,06
3 1,00 1,09 -0,09 0,01
4 0,80 0,90 -0,10 0,01
5 0,40 0,22 0,18 0,03
6 0,30 0,53 -0,23 0,05
7 0,60 0,72 -0,12 0,01
8 2,50 2,36 0,14 0,02
9 2,00 1,82 0,18 0,03
10 5,00 5,01 -0,01 0,00
SOMA 15,2 15,4 0,25 0,23

O valor de d calculado foi de 0,03, enquanto que o valor calculado de E,,,, foi
de 0,05. O valor de t.,;. deve ser comparado com o valor de t,,;, (retirado da tabela
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t de Student, com 95% de confianga, ou seja, com um alpha de 0,05). Neste caso,
para verificar o valor de t;,,, deve-se verificar os graus de liberdade e o grau de
confianca (alpha = 0,05 para 95% de confiancga e gl = n-1).

O valor de t.,. € de 0,60. O valor de t,,;, (para alpha de 0,05 e gl = 9) é de
2,26. Como t.q. € menor que o t.;;, conclui-se que os métodos ndo possuem
diferencgas significativas (Se aceita Ho).

5.4.2 Estudo de Z-score Interlaboratorial

Para o teste de Z-score interlaboratorial, foi analisado as participagbes nas
rodadas do Programa de Ensaios de Proficiéncia em Analises Ambientais (PEPAA)
e em Amostragem (PEPAm) promovido pela Rede Metrolégica do Rio Grande do Sul
no ano de 2015 e 2016, onde o parametro de DBOs foi avaliado em matriz sintética e
amostras de rede. A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos de Z-score pelo
laboratorio.

Tabela 8 — Resultados obtidos para o estudo de Z-score

Rodada (ano) Z-score
Segunda (2015) — (PEPAA) 0,655
Quarta (2015) — (PEPAA) -0,660
Segunda (2016) — (PEPAA) -0,262
Segunda (2015) — (PEPAmM) 0,313
Primeira (2016) — (PEPAM) 0,150

Como as participagbes nos programas de ensaio de proficiéncia
apresentaram resultados satisfatorios (Z-score < 2) a metodologia cumpre mais um
critério para ser considerada exata.

5.5 Robustez

Para se analisar a robustez do método se fez necessario comparar o
resultado do desvio da robustez (S,) com o desvio da reprodutibilidade (@,,), obtido
anteriormente no item 5.2. Assim, o critério de aceitacdo para o estudo de robustez é
S, <a,,. Arobustez foi calculada de acordo com Albano e Raya-Rodriguez.

As Tabelas 9 e 10 apresentam os resultados de DBO transformados em
logaritmo de base 10 para os conjuntos analisados.
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Tabela 9 — Valores de DBO transformados em logaritmo de base 10 para o conjunto bindrio avaliando Sonda e
Temperatura.

Replicatas Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
“20°C + “20°C + “25°C + “25°C +
sonda A” sonda B” sonda A” sonda B”
1 -0,37 -0,24 -0,06 0,03
2 -0,59 -0,43 -0,04 0,03
3 -0,49 -0,29 -0,01 0,07
4 -0,64 -0,43 -0,15 -0,05
5 -0,54 -0,39 -0,12 -0,03
6 -0,44 -0,28 -0,12 -0,03
Média -0,51 -0,35 -0,08 0,00

Tabela 10 — Valores de DBO transformados em logaritmo de base 10 para o conjunto binario avaliando Sonda e Dia.

Replicatas Conjunto Conjunto Conjunto Conjunto
“5 dias + “5 dias + “6 dias + “6 dias +
sonda A” sonda B” sonda A” sonda B”
1 -0,37 -0,24 -0,33 -0,17
2 -0,59 -0,43 -0,46 -0,21
3 -0,49 -0,29 -0,39 -0,19
4 -0,64 -0,43 -0,55 -0,35
5 -0,54 -0,39 -0,44 -0,28
6 -0,44 -0,28 -0,34 -0,21
Média -0,51 -0,35 -0,42 -0,23

Apoés a analise das 6 (seis) vias de todos os conjuntos estudados, calculou-se
a média das vias e verificou-se o efeito dos fatores analisados como demostrado no
exemplo abaixo:

—-0,37) + (—0,24 —0,06) + (0,03
(03N + (028 (009009 _ 45

Fator temperatura (F;) =

Apés a verificagdo dos fatores analisados elevam-se ao quadrado os
mesmos. Por fim, somam-se os desvios elevados ao quadrado (M) e faz-se a média.
Os valores calculados para os fatores sonda (Fs), temperatura (F;) e dia (Fp), assim
como seus valores elevados ao quadrado encontram-se na Tabela 11. Para o
calculo do desvio da Robustez usou-se a formula presente na Equacao 19.

Srop = /2 x (M) (16)
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Tabela 11 — Resultados calculados de para os fatores sonda, temperatura e dia dos dois conjuntos analisados

para teste do parametro de robustez.

Sonda +Temperatura Sonda + Dia

Fg -0,127 0,175

Fr -0,388 -

Fp - 0,103
(Fs)? 0,016 0,031
(Fr)? 0,151 -
(Fp)? - 0,010

M 0,083 0,020

De posse dos valores da Tabela 10 calculou-se S,,, para cada um dos
conjuntos, sendo 0,408 e 0,203 para os conjuntos “Sonda + Temperatura” e “Sonda
+ Dia”, respectivamente. Para andlise comparativa entre o desvio da robustez e o
desvio da reprodutibilidade optou-se por usar o valor referente a segunda rodada de
2016, visto que a mesma foi a mais recente. Considerando que o desvio de
reprodutibilidade obtida no item 5.2. para a segunda rodada de 2016 foi igual -0,262
pode-se considerar que o método ndo é robusto, ou seja, é sensivel frente a

pequenas variacdes experimentais

5.6 Parametros avaliados

Parametros

Resultados

Seletividade

A metodologia é seletiva para OD

Sensibilidade

LDM = 0,28 mg/L de O,

Precisao

Todos os resultados obtidos nas cinco
rodadas nas quais a sonda participou
nos PEP apresentaram-se satisfatorios:

e Abaixo de 3, com relacdo a Repe
e abaixo de 2, com relacéo a
Repro.

Exatidao

o toge =060 <t =226

e Todos os resultados obtidos nas
cinco rodadas nas quais a sonda
participou nos PEP apresentaram-se
satisfatorios (Z-score < 2)

Robustez

O método nao é robusto — apresenta
variagdes experimentais quando exporto
a fatores diferentes de 20 °C e 5 dias.
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6 AVALIACAO DE CUSTOS

A avaliacdo dos custos de cada metodologia é importante para a substitui¢éo
do método titulométrico para o uso da sonda luminescente. Custo referente ao
salario do analista € semelhante para os dois métodos, logo, ndo sera levado em
consideracao para analise comparativa de custos. Como fontes relevantes para esse
calculo tém-se os reagentes, a vidraria, o tempo e o tratamento de residuos.

Considerou-se, para o calculo, as quantidades de reagentes necessarios para
um conjunto médio mensal de 20 amostras. Os valores dos reagentes utilizados,
segundo cotacao realizada em outubro de 2016, estdo demonstrados na Tabela 12,
bem como o consumo anual estimado.

Tabela 12 — Consumo de reagentes e custo para o uso do método titulométrico.

Reagente Quantidade Custo Consumo Custo anual
anual
Fluoreto de 1000 gramas R$ 133,00 Aprox. Aprox. R$ 15,00
potassio 100 gramas
Sulfato 1000 gramas R$ 100,00 Aprox. Aprox. R$ 10,00
manganoso 100 gramas
Iode,to (.je 1000 gramas R$ 434,00 Aprox. 1 grama  Aprox. R$ 0,50
potassio
Hidroxidode 4 5 oramas R$ 67,00 Aprox. Aprox. R$ 10,00
potassio 100 gramas
. L Aprox. Aprox.
Azida soédica 1000 gramas R$ 700,00 225 gramas RS 160,00
ACMOSXHUHCO 1 Litro R$ 60,00 Aprox. 500 mL Aprox. 30,00
Tiossulfato de Aprox.
<6dio 1000 gramas R$ 350,00 10 gramas Aprox. R$ 3,50

A metodologia validada, para a qual se utiliza sonda luminescente, diferencia-
se em termos de custo dos valores mostrados na Tabela 12, pois hdo ha uso de
reagentes, visto que a sonda realiza leitura direta do OD no frasco de coleta. Dessa
forma, o custo anual com reagentes € nulo.

No método titulométrico para a determinacdo de OD utiliza-se um erlenmeyer
de 250 mL, uma proveta de 100 mL e uma bureta de 50 mL, ambas calibradas. O
valor de cada uma das vidrarias encontra-se na Tabela 13.
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Tabela 13 — Custo das vidrarias utilizadas no método titulométrico.

Vidraria Custo (unidade)
Bureta (50 mL) R$ 35,00
Erlenmeyer (250 mL) R$ 7,85
Proveta (100 mL) R$ 58,00

Cada sonda luminescente HQDBODO1 (HACH) custou para a empresa
CORSAN R$ 3.500,00, enquanto que o medidor de oxigénio luminescéncia HQ40
custou RS 8.200,00. A cotacgéao realizada pela empresa para a compra dos sensores
de oxigénio encontra-se no Anexo. Esse valor supera em mais de 35 vezes a soma
dos valores das vidrarias e dos reagentes usadas para o0 método normalizado.

Com relacdo ao tempo de andlise, 0 método ndao normalizado apresenta
grande vantagem, visto que n&o ha necessidade de nenhum tratamento prévio da
amostra. Os resultados, em mg/L, sdo obtidos de forma direta em até meio minuto
apos o inicio da leitura.

Para os custos envolvendo tratamento dos residuos gerados nas duas
metodologias, € importante ressaltar que ha uma reducéo drastica no volume. Assim
como no uso de reagentes, os residuos passam a ser nulos, sem a necessidade de
tratamento.
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7 IMPACTO AMBIENTAL

Considerando que as andlises usando sonda luminescente neste trabalho
foram realizadas de forma direta, sem o uso de qualquer reagente, além do uso do
padrao (P;) que consiste em dois compostos considerados nao perigosos segundo
suas fichas de informacdes de seguranca (FISPQ), ndo houve tratamento dos
residuos, visto que 0os mesmos se tratavam de agua bruta superficial. A principal
vantagem da substituicdo do método € a economia de tempo.
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8 CONCLUSAO

A andlise de DBOs através do uso de sonda luminescente, de medicao direta
de oxigénio dissolvido, se mostrou equivalente ao método Winkler modificado pela
azida sodica, ja empregado no DEAL. Apdés a execucdo dos parametros de
seletividade, sensibilidade, precisdo, exatiddo e robustez, os resultados se
mostraram satisfatorios.

O uso deste novo método ndo tras para o laboratério uma reducdo de custo
imediato, porém uma reducdo no tempo de analise e eliminacdo dos residuos
gerados. O uso do método titulométrico exige que durante a coleta de amostras de
agua bruta, realizada pelos técnicos treinados da CORSAN, sejam coletadas 3 vias
de 300 mL, uma para titulagéo

O fato de a sonda ser de facil manipulacdo e poder ser transportada durante
as coletas realizadas pelos técnicos da CORSAN agrega a analise de DBOs, pois
desta forma é possivel o recolhimento de dados de forma imediata, sem a
necessidade de coletar duas vias de amostras (para ensaio imediato no laboratério e
para incubacéo por 5 dias).
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Figura 10 — Valores do medidor de oxigénio e
produtos HACH no Brasil.
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ANEXO

da sonda fornecidos pela Hexis Cientifica fornecedora dos

Hach Medidores de Oxigénio
Dissolvido por Luminescéncia

e Precisdo e Estabilidade de Leitura:
Sem interferéncias nas leituras - LDO Hach,
produz medicoes mais estaveis e precisas por
mais tempo;

« Velocidade: Ndo necessita de polarizacao,
ligue o medidor e comece a medir;

o Calibracdo: Sem necessidade de calibragoes
frequentes - cada eletrodo LDO Hach possui
um chip de calibracao;

« Manutencdo Reduzida: Sem substitui¢ao de
membrana, sem eletrélito para substituir ou
contaminar, sem necessidade de manutencao
e limpeza dessas partes, sem cdtodo e anodo;

. uranga: Nao ocorre contaminagao
pelo H2S, um dos.pr»m‘cnpans interferentes
na medicao de oxigénio por membrana.

MEDIDOR OXIGENIO LUMINESCENCIA HQ40
COM SENSOR LDO 1M

C6d. HX0001-03427 | Preco Promocional RS 8.200,00

MEDIDOR OXIGENIO LUMINESCENCIA HQ40
COM SENSOR ROBUSTO LDO 5M

Céd. HX0001-05266 | Preco Promocional RS 8.700,00

ELETRODO LDO INTELLICAL CABO 1M
Cod. HX0001-02329 | Preco Promocional RS 3.000,00 + 5% IPI

SONDA LDO ROBUSTA INTELLICAL CABO 5M
Cod. HX0001-02294 | Preco Promocional RS 3.500,00 + 5% IPI



