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RESUMO

VIEIRA NETO, O. F. Avaliacdo da incerteza na medi¢cao do ensaio Demanda
Bioquimica de Oxigénio. 2020. 107f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Ambiental) — Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

As concentracbes limites de muitos poluentes exigidos pelas legislacdes
ambientais estdo cada vez menores, demandando desenvolvimento de métodos que
fornecam resultados mais exatos e precisos. Quanto menor o limite de quantificacéo,
maior € o desvio nesse nivel de concentracdo, e € nesse momento que o0 conceito
de incerteza tem maior relevancia, por mais treinado que seja o analista e por melhor
gue seja o sistema de medicdo.O presente trabalho relata a validacdo do método
para determinacdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) pela medicado do
oxigénio dissolvido por luminescéncia (APHA, 2017), para a comprovacédo do limite
de quantificacdo (LQ) e a estimativa de incerteza de medi¢coes associada aos
resultados. O limite de quantificacdo, precisdo e o tempo de resposta foram
comparados por trés metodos distintos: quimico, luminescente e eletrodo com
membrana no ensaio DBO. Foram utilizados os resultados dos ensaios de branco,
padrbes e materiais de referéncia, agua coletada no rio dos Macacos na Floresta da
Tijuca — RJ, e efluentes de industrias localizadas no Rio de Janeiro. Os testes foram
realizados conforme diretrizes do DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016) e do
Guia Eurachem/Citac (2012). Foi possivel estabelecer o LQ igual a 1 mg.L! de O,
precisao de 4,3% e recuperacdo de 103% para medi¢cdo do oxigénio dissolvido por
luminescéncia. O LQ pelo método de Winkler foi igual a 0,4 mg.L?, porém mais
trabalhoso. Menos preciso, o LQ igual a 3 mg.L%, precisdo de 4,6% e recuperacéo
de 106%foi alcangado quando utilizado um sensor com membrana para quantificar
O2. Ficou demonstrado que o método por luminescéncia foi satisfatorio para avaliar o
enquadramento na Resolugdo Conama n° 357 (BRASIL, 2005), conforme limite de 3
mg.L? para aguas classe Il. A precisdo do analista, componente Tipo A, demonstrou
ser a contribuicdo mais relevante para a estimativa da incerteza. O coeficiente de
variacao foi de 12% a 21% para DBO entre 10 e 50 mg.Lt; 2,4% a 5,5% para DBO
entre 100 e 4000 mg.L?!, em funcdo das matrizes estudadas. Os demais
componentes Tipo B contribuiram pouco na estimativa de incerteza combinada dos
resultados de DBO. A planilha eletronica foi validada contemplando as entradas de
dados e férmulas para simplificacdo dos calculos envolvidos na estimativa da
incerteza.

Palavras-chave: Demanda Bioquimica de Oxigénio; Validacédo; Incerteza.



ABSTRACT

VIEIRA NETO, O. F. Evaluation of uncertainty in the application of the Biochemical
Oxygen Demand Test. 2020. 107f. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia Ambiental)
— Faculdade de Engenharia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

The limits of many pollutants required by environmental legislation are
becoming ever smaller, requiring the development of methods that provide more
accurate and precise results. The lower the limit of quantification, the greater the
deviation at this concentration level, and, at this point, the concept of uncertainty is
more relevant, even considering trained analyst and the best measurement system.
The present study reports the validation of the method for determination of
Biochemical Oxygen Demand (BOD) by measuring the dissolved oxygen by
luminescence (APHA, 2017), to evaluate the quantification limit (LQ) and estimate
the measurement uncertainty associated with data. The quantification limit, precision
and response time for three different methods were compared: chemical, luminescent
and membrane electrode in the BOD assay. The results of the assays for dilution-
water blank, standards and reference materials, water collected from the Rio dos
Macacos in the Tijuca Forest - RJ, and industrial effluents from Rio de Janeiro were
used. The limit of quantification was also investigated using the chemical method of
Winkler and using a membrane sensor. The results were treated according to DOQ-
CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016) and guide of Eurachem/Citac (2012). It was
possible to define the LQ equal to 1 mg.L* Oz, precision of 4.3%, recovery of 103%
for the dissolved oxygen by luminescence. The LQ by the method of Winkler was
equal to 0.4mg.L%; however, the method is more complex. Less accurate, LQ equal
to 3 mg.L?, precision of 4.6%, and recovery of 106% were obtained for the method
using a sensor with membrane to quantify dissolved oxygen. It was demonstrated
that the luminescence method was satisfactory for assessing compliance with
Conama Resolution n° 357 (BRASIL, 2005), according to the limit of 3 mg.Lt. The
analyst's precision, Type A component, demonstrated a more relevant contribution to
an uncertainty estimate. The variation coefficient was 12% to 21% for BOD between
10 and 50 mg.LY; and 2.4 % to 5.5% for BOD between 100 and 4000 mg.LY,
depending on the matrices studied. The others Type B components contributed little
in the estimation of the combined uncertainty of the BOD results. The spreadsheet
was validated with input data and formulas to simplify the calculations involved in
estimating uncertainty.

Keywords: Biochemical Oxygen Demand; Validation; Uncertainty.
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INTRODUCAO

A estimativa de incerteza de medicdo do ensaio torna-se uma tarefa
complexa, pois varias caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas de varias matrizes
ambientais se alteram constantemente, além da possibilidade de interferéncias que
provocam desvios nas metodologias analiticas. Os erros de indicagdo em sistemas
de medi¢cdo sao inevitaveis e sdo causados por dois fatores: o primeiro, condicdes
ambientais (temperatura, pressédo, umidade, ruidos, poeira, flutuacdo de tensédo de
alimentacdo, etc.), e o segundo, pelos instrumentos de medicdo (erro de zero, erro
de ganho, erro de paralaxe, entre outros). Por melhor que seja o sistema de
medicdo, por mais treinado que seja o operador e por mais controladas que sejam
as condi¢cdes ambientais, ainda assim, o erro de medi¢cdo existira em maior ou
menor grau.

Na area ambiental muitas decisfes sédo pautadas em resultados analiticos
que precisam ter uma qualidade assegurada. Os limites dos parametros exigidos
pelas legislacbes ambientais estdo cada vez menores. Um resultado duvidoso, com
uma declaracdo de incerteza mal estimada podera provocar grandes prejuizos
econdbmicos e ambientais, para as empresas de consultoria prestadoras de servico,
bem como para as fontes geradoras da poluicdo. A sociedade € beneficiada com
resultados confidveis metrologicamente por garantir que especificacdes técnicas,
regulamentos e normas existentes, sejam devidamente atendidos e que 0s peritos e
autoridades legais facam uso desses nas suas tomadas de decisbes com
seguranca.

Para se atender a classificacado de corpos de diretrizes ambientais em relagcéao
ao enquadramento de rios despoluidos, expostos aos lancamentos de esgotos e
efluentes das atividades antrOpicas, bem como aos recentes acidentes com
rompimentos de barragens contendo rejeitos de mineracgéo, afetando a qualidade da
agua de bacias hidrogréaficas utilizadas na captacdo para abastecimento publico, é
indispensavel que os laboratérios desenvolvam novas metodologias e fornegam
resultados analiticos mais exatos e precisos, associados a incerteza de medicao.
Conhecer as fontes de incerteza e estima-la ainda é desafiador no Brasil e

necessario para confiabilidade dos resultados.
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O Marco Legal do Saneamento Basico, sancionado em 15 de julho de 2020,
Lei n°® 14.026 (BRASIL, 2020), deve atrair mais de R$ 700 bilhdes em investimentos
e gerar, em média, 700 mil empregos no pais nos préximos 14 anos, segundo o
Ministério da Economia (G1.COM, 2020). O novo Marco Legal facilita privatizacbes
no servico de saneamento e estabelece cobertura de 99% para o fornecimento de
agua potavel e coleta de esgoto para 90% da populacao até o fim de 2033, ficando a
cargo da Agéncia Nacional de Aguas a regulacdo do saneamento basico. (BRASIL,
2020). Neste momento, para o abastecimento publico, a agua deve ser captada de
corpos hidricos, agua doce, classe 1, 2 ou 3, contendo pouca poluicdo por matéria
organica, expressa pela DBO, apés tratamento convencional ou avancado conforme
classificagdo da Resolugdo Conama n° 357, 17/03/2005 (Brasil, 2005). A Demanda
Bioquimica de Oxigénio também é importante para se avaliar a eficiéncia das
Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETE), a partir da reducédo de carga organica
biodegradavel entre as amostras de esgotos sanitarios.

A partir da década passada, o Conselho Nacional de Meio Ambiente, através
de suas Resolucbes CONAMA n° 344, 25/03/2004 (BRASIL, 2004), n°® 357 de
17/03/2005 (BRASIL, 2005) e n°® 430, de 13/05/2011 (BRASIL, 2011) vém exigindo
qgque as analises fisicas, quimicas e biolégicas em matrizes ambientais sejam
realizadas em laboratérios ambientais que possuam sua competéncia técnica
reconhecida formalmente através da acreditacdo concedida pela CGCRE-INMETRO.
Tal exigéncia alcancou os procedimentos de amostragem, conforme preconiza a
norma INMETRO-NIT-DICLA-057.Rev.04 (INMETRO, 2018). Unidades Federativas
vém adotando o mesmo critério para cadastramento de laboratérios em seus bancos
de dados, e como consequéncia, houve um grande crescimento no numero de
acreditacdo. No Brasil, em 1999 pouco mais de uma centena de organismos
(laboratérios de ensaios e analises clinicas) estavam acreditados pela CGCRE-
INMETRO. Em meados de 2005 este niumero aumentou para 200 laboratérios, e
dobrou nos cinco anos a frente. Na ultima década, o aumento foi superior a 270% de
organismos acreditados em relagdo a década anterior INMETRO, 2020).

Neste trabalho, por se praticar métodos normalizados e reconhecidos pela
comunidade cientifica internacional, os parametros de interesse da validacao foram:
limite de deteccéo, limite de quantificacdo e estimativa da incerteza de medi¢céo do
resultado de DBO, que precisam ser comprovados nas rotinas dos laboratorios,

conforme o sistema de qualidade implantado. Foram utilizados os procedimentos
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descritos no Manual INMETRO-DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016),
apoiados no Guia para Expressado da Incerteza de Medicdo (JCGM 200, 2008) e no
Guia Eurachem/Citac (2012), adotados internacionalmente como referéncia para o
estabelecimento da incerteza de um resultado de medigéo.

O ensaio de DBO tem sua importancia ambiental por representar o parametro
mundial utilizado para avaliagcdo da qualidade da agua em relacdo a presenca de
matéria organica biodegradavel, indicador da conformidade da descarga de &guas
residuais e da eficiéncia das esta¢Bes de tratamento dos efluentes e residuos de
acordo com as normas ambientais vigentes. Existem varias metodologias aplicadas
a determinacdo da DBO, tais como 0 manométrico, métodos quimicos,
eletroquimicos e o6pticos. Sabe-se que quanto menor o limite de quantificacdo do
método, maior € o desvio nesse nivel de concentracdo, e € nesse momento que 0
conceito de incerteza tem grande relevancia, e ainda € pouco estudada, sendo
estimadas pelos laboratorios acreditados conforme a norma NBR ISO 17025:2017
(ABNT, 2017).

O presente trabalho tem por objetivo validar e comparar o limite de
quantificacdo do ensaio DBO, utilizando trés métodos distintos para medicdo do
oxigénio dissolvido: método quimico de Winkler, medidor por luminescéncia, e
eletrodo com membrana, aplicados em aguas residuarias e de superficie. Além
disso, os objetivos especificos incluem:

e Investigar a influéncia das componentes da incerteza no ensaio DBO;

e Avaliar a melhor metodologia a ser utilizada na aplicagdo do ensaio em
atendimento a legislacdo ambiental,

e Contribuir no esclarecimento e disseminacdo de critérios relevantes para a
estimativa da incerteza de medi¢ao do ensaio DBO;

e Propor uma planilha para a estimativa da incerteza de medi¢cao da DBO.

Para alcancar os objetivos propostos, a presente dissertacdo é estruturada da
seguinte maneira:

No capitulo um faz-se uma revisao bibliografica de metodologias utilizadas,
em nivel mundial, para estimar a incerteza de medicdo em ensaios quimicos em

diversos laboratorios, visando atender os variados segmentos da ciéncia.
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No capitulo dois faz-se uma descricdo sumaria das trés metodologias do
ensaio DBO, conceitua-se a incerteza de medicdo e os parametros relevantes de
desempenho de validacéo, objeto de interesse desta dissertacao.

No capitulo trés sdo descritos 0s ensaios experimentais realizados no
laboratorio da TECMA, acreditado pela CGCRE-INMETRO, sob CRL n° 0200,
localizado no Rio de Janeiro. O método do ensaio completo da DBO esta
apresentado no Anexo A.

O capitulo quatro apresenta os resultados obtidos dos estudos em laboratério
com amostras de aguas de superficies, esgotos sanitarios e efluentes industriais
para validar o limite de quantificacdo entre os trés métodos, bem como uma
avaliacdo das principais fontes de incerteza, cujas equacdes utilizadas no célculo
estdo expostas no Apéndice A.

Finalmente é apresentada a conclusao, incluindo recomendacdes futuras de

estudos de validacao.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicdo, o GUM, e o Guia
Eurachem/Citac (2012) de calculo de incerteza em medicfes analiticas, apresentam
metodologias reconhecidas em nivel mundial, para estimar a incerteza de medicao
em ensaios quimicos em diversos laboratorios, visando atender os variados
segmentos da ciéncia.

Mendez (2013) comparou as metodologias de determinacdo da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) por refluxo aberto e colorimetria com refluxo fechado
descritas no Standard Methods for the Water and Wasterwater (APHA, 2012). As
incertezas foram calculadas utilizando o protocolo estabelecido no Guia
Eurachem/Citac (2012) e concluiu que o método colorimétrico foi mais preciso que o
titulométrico na determinacdo da DQO em amostras de efluentes e chorume,
requerendo maior treinamento do analista no método titulométrico, por refluxo
aberto, a fim de reduzir a contribuigcdo Tipo A da incerteza padréo.

Para estimar a incerteza dos resultados de alguns desreguladores enddécrinos
na agua superficial por cromatografia gasosa com espectrdbmetro de massa, em
Portugal, Martins et al. (2014) utilizaram o protocolo do Guia Eurachem/Citac (2012)
e da norma NIT-DICLA-021.Rev04 — “Expressdo da incerteza de medicdo por
laboratérios de calibracdo”. O processamento de amostras e a determinacao
cromatografica podem significativamente ter influéncia na incerteza dos dados
analiticos. Os resultados mostraram que a recuperacdo do método e a calibracao
com matriz sdo os dois principais contribuintes para incerteza. O método possui uma
incerteza expandida relativa (fator k igual a 2,447 e nivel de confianca de 95%) de
cerca de 8 a 19% e na faixa de 4 ng.mL?* a 2 ug.mL™.

Na Franca, Lequy et al. (2016) adotaram as diretrizes do Guia
Eurachem/Citac (2012) para determinar as incertezas associadas as concentragdes
de elementos medidos em musgos, que se caracteriza como uma ferramenta
conveniente para estabelecer exposicdo especifica ou em larga escala a metais
vestigiais atmosféricos e poluicdo por nitrogénio. Incertezas foram expressas como
funcbes lineares das concentragbes dos elementos, com declives minimos e
maximos de 14 e 61%, correspondendo a nitrogénio e cromo e mediana de 32%. As

analises quimicas contribuiram para uma pequena proporc¢ao da incerteza associada
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ao protocolo, exceto para a andlise de cromo. O periodo de amostragem e a
variabilidade intra-local contribuiram amplamente para essa incerteza.

Pinto et al. (2016) estimaram as incertezas da concentracdo de sedimento em
suspensao, determinada por um procedimento analitico gravimétrico por filtracéo, e
da descarga sdlida de rio, usando tanto a lei de propagacdo das variancias (de
incertezas), com base no Guia para a Expressao da Incerteza de Medi¢cao, o GUM, e
no Guia Eurachem/Citac (2012). As maiores contribuicbes para a incerteza da
concentracdo de sedimento em suspensdo foram as incertezas da precisdo
intermediaria e pesagens das amostras.

Um procedimento para estimar a incerteza de medicdo de um método
espectrofotométrico de UV foi validado para quantificacdo de desloratadina na
formulagéo de comprimidos. O método espectrofotométrico por UV foi linear (r? igual
a 0,9972) e preciso (recuperacdo meédia de 100,8%). Utilizando o Guia
Eurachem/Citac (2012), as incertezas associadas a preparacdo de desloratadina e
solugcdes de amostra foram as mais significativas, contribuindo com cerca de 54,7 %
e 40,9%, respectivamente. Incertezas gerais obtidas usando o Guia Eurachem/Citac
(2012) foi 98,2 £ 1,1% (Takano et al., 2017)

Na Espanha, Soto-Ferreiro et al. (2018) desenvolveram um método para
determinacao da fracdo bioacessivel de cromo em sedimentos marinhos, utilizando
pela primeira vez a diluicdo de isétopos espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado. Os parametros como tempo morto do detector,
interferéncias espectrais, fator de discriminacdo de massa e selecdo da relacéo
amostra/pico ideal foram corrigidos para minimizar o erro. A fracdo de Cr medida se
correlacionou bem com a soma do contetdo certificado da extragdo sequencial em
trés etapas do Programa de Padrbes, Medidas e Testes, ao analisar o sedimento
BCR-701. A estimativa da incerteza foi estudada com base no Guia Eurachem/Citac
(2012), propagando juntos os componentes individuais da incerteza da diluicao
isotopica, obtendo uma incerteza expandida relativa satisfatoria de 1,9%. O método
proporcionou boa reprodutibilidade (1,4%) e baixo limite de detecgdo, 16,7 ng.g™".

Na China, Pang et al. (2018) utilizaram os procedimentos descritos no Guia
Eurachem/Citac (2012) e avaliaram a incerteza da determinacdo de residuos
multipesticidas no cha por cromatografia gasosa com espectrometro de massa
acoplada a trés meétodos diferentes de pré-tratamento: (1) hidratacdo do cha +

extracdo por oscilagdo com acetonitrila + extracdo liquido-liquido com hexano, (2)
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hidratacdo por cha + extracdo por oscilacdo com acetronitrila + extracdo em fase
sélida e (3) extracdo homogénea por acetonitrila + extracdo em fase sdlida. A
comparacao conclui que, referente ao componente de incerteza para a recuperagéo
de diferentes métodos e a formacao de incertezas, o terceiro método € superior ao
primeiro e ao segundo métodos. A principal componente da incerteza foi a
repetibilidade, o processo de preparacdo da quantificacdo de curvas padrdo, a
quantificacdo de curvas padréo e as recuperagoes.

Vieira Neto, Giordano e Bila (2019) utilizando o Guia para a Expressao da
Incerteza de Medicdo, o GUM, e as diretrizes do Guia Eurachem/Citac (2012),
demonstraram que o limite de quantificacdo para o ensaio de cloro livre pelo método
DPD (APHA, 2017) é 0,10 mg.L?, com precisdo de 11%, superior ao limite legal de
0,01 mg.L?, estabelecido na resolugcdo Conama n° 357 - Classe Il — 4guas doces
(BRASIL, 2005).

Na Grécia, Tzakos et al. (2019) desenvolveram o primeiro método rapido e de
baixo custo para quantificar o sunitinibe, inibidor de tirosina-quinase multidirecionado
aprovado para o tratamento de carcinoma de células renais e tumor gastrointestinal,
no plasma humano e em estudos de captacdo celular. O método foi validado
conforme as diretrizes do Eurochem/Citac (2012). Possui alta sensibilidade com
limite de quantificacdo em 0,1 ng.mL! e estabelece um protocolo para a avaliacdo
do acumulo de sunitinibe nas células de glioblastoma M095K. Esse método pode
contribuir significativamente para as fases do desenvolvimento no reaproveitamento
desse medicamento em diferentes tipos de cancer.

Vassileva et al. (2019), na Polénia, Mbnaco e Bélgica, validaram um
procedimento analitico para medicdes simultaneas das fracdes de massa de Cd, Co,
Cu, Pb, Mn, Ni, Pb e Zn em &guas do oceano. A validacédo inclui estimativas
sistematicas de incerteza combinada nos resultados das medicdes, conforme os
requisitos da norma ISO IEC 17025 e do Guia Eurachem/Citac (2012). Seletividade,
faixa de trabalho, linearidade, recuperacdo (de 93% a 100%, obtida usando o
material de referéncia certificado para varios elementos, produzido pela National
Research Council, Canada, repetibilidade de 1,5% a 3%, precisao intermediéaria igual
a 2%, limites de deteccéo (0,06 a 4,0 ng.kg™") foram avaliados sistematicamente. As
incertezas expandidas relativas obtidas variaram de 7,0% a 14,0% (k = 2).

Na india, Srivastava et al. (2019) validaram o método UPLC que quantifica

simultaneamente cinco compostos marcadores bioativos - acteosideo, isoacteésido,
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durantoside-l, quercetina e metilapigenina-7-O-B-D-glucopiranuronato em D. erecta,
erva valiosa usada no sistema tradicional de medicina na india e na China para o
tratamento da malaria e abscessos. As condi¢cfes otimizadas de UPLC na coluna de
fase reversa Phenomenex Luna® (C18, 2,5um, 2,0x100mm) e a eluigdo com
gradiente binario resultou em melhor separacédo para todos os cinco fitoconstituintes.
Caracteristicas de validagédo: linearidade (r* > 0,999), precisdo < 2,0%, precisdo de
1,62 a 2,59%, recuperagéo de 99 a 101% e sensibilidade (limite de detecc¢do: 0,27 a
0,40 yg.mL%; limite de quantificacdo: 0,90 a 1,35ug.mL™?), atenderam os critérios de
International Conference on Harmonization (ICH). A incerteza na medi¢cdo também
foi estimada usando o guia Eurochem/Citac (2012) para atender aos requisitos da
ISO 17025:2017 (ABNT, 2017).

No México, Méndez et al. (2019) aplicaram a abordagem sugerida pelo guia
Eurochem/Citac (2012) para calcular a incerteza de medicdo da hemoglobina glicada
no sangue. Essa abordagem permite a inclusdo da imprecisdo e incerteza da
calibracdo do método. O valor foi obtido usando dados gerados a partir da avaliacao
externa da qualidade do Randox International Quality Assessment Scheme e do
sistema de software de gerenciamento de dados Unity. A imprecisao foi calculada
apos a analise diaria de dois niveis de soros de controle. Devido aos diferentes
resultados de viés obtidos usando dois programas externos diferentes de qualidade,
os resultados de U (incerteza expandida) foram significativamente diferentes (z
0,19% versus * 0,43%) um do outro; no entanto, em ambos 0s casos, 0s resultados
da incerteza expandida foram inferiores a incerteza maxima sugerida de * 0,5%.

Na China, Zhang et al. (2020) desenvolveram uma abordagem quantitativa
para analisar inseticidas neonicotindides (NEOs) e fipronils (FIPs) no cha, usando
um método modificado, baseado no procedimento de extragdo em fase solida
dispersiva, com cromatografia liquida de alta resolucdo e espectrometria de massa.
O método foi validado pelas diretrizes da Agéncia Européia de Medicamentos e do
Guia Eurachem/Citac (2012), aplicado com sucesso as amostras de cha para analise
de NEOs e FIPs. Para remover interferéncias da matriz, foram aplicados
polivinilpolipirrolidona e adsorvente de troca catibnica forte como adsorventes
dispersivos para eliminar polifenéis e cafeina do extrato de cha, respectivamente.
Sob otimas condi¢des, um leve efeito de matriz foi observado para NEOs e PIFs

devido as maiores reducdes de polifendis e cafeina (94% e 88%, respectivamente).
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Heath et al. (2020) desenvolveram na Eslovénia e Bélgica um método para
avaliar a migracdo de bisfendis de latas de bebidas e garrafas esportivas
reutilizadas, aplicando cromatografia gasosa com espectrdmetro de massa com
limite de quantificacdo em ng.L, recuperacédo aceitavel (78 - 107%) e incerteza
estimada (U > 20%, exceto no LQ) seguindo as diretrizes do Guia Eurachem/Citac
(2012). Estabeleceram a migracdo e a estabilidade de doze bisfendis em dois
simuladores de alimentos (C: 20% de etanol e B: 3% de &cido acético), a partir de
latas de bebidas (n = 16) e garrafas esportivas reutilizaveis de metal e plastico (n =
51). Latas lixiviaram bisfenol A (< 5865 ng.L™), trés isomeros de bisfenol F (8,2 -
1286 ng.L?) e bisfenol AP (1,6 ng.Lt), enquanto as garrafas esportivas lixiviaram
bisfenol A ( < 222 ng.L?) e bisfenol F, bisfenol E , bisfenol B e bisfenol Z (1,1 - 4,6
ng.L). O simulador C foi mais agressivo que o simulador B, e as concentracdes de
bisfendis diminuiram com a exposi¢cao consecutiva aos simuladores.

Cindro et al. (2020), na Eslovénia, avaliaram a contribuicdo do procedimento
de amostragem para a estimativa total de incerteza da espectrometria de raios gama
de alta resolucdo de amostras de solo ambiental, agua da torneira e filtro de
aerossol. A determinacado da incerteza da amostragem foi baseada na avaliacdo do
desvio padrao do conjunto de resultados da medicdo e no orcamento combinado da
incerteza da preparacédo e analise da amostra, com base nas orientacdes do Guia
Eurachem/Citac (2012). Quando as heterogeneidades espaciais e temporais sao
baixas, a incerteza de amostragem é estimada em cerca de 5% (k = 1) para
amostras de solo e 30 a 40% (k = 1) para amostras de ar.

Prenesti et al. (2020), desenvolveram na Franca e Italia, um estudo que avalia
a incerteza de medicao da Capacidade Antioxidante Total (TAC) do plasma humano
estimada pelo método CUPRAC, um método fotométrico que utiliza o par redox Cu
(I / Cu () para estimar a capacidade redutora de um fluido. O urato é geralmente
usado como molécula de referéncia no campo da quimica clinica. A incerteza de
medicdo foi avaliada nos valores de TAC obtidos usando urato e Cu (I), como
espécie de referéncia, e dois aparelhos de medicdo: um espectrofotdbmetro visivel
por UV e um auto-analisador de rotina. As incertezas estimadas estéo relacionadas
aos efeitos de: curva de calibracdo, repetibilidade, temperatura, pH, concentracao
das solucdes de estoque de referéncia, troca eletronica da reacéo redox entre Cu (I1)
e urato. As medicdes realizadas com o aparelho automatico associado ao uso do ion

Cu (I) para a calibracao fornecem a menor incerteza, u(TAC)/TAC = 0,0094.
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2 PARAMETRO INDICADOR DE MATERIA ORGANICA - DBO

Em 1908 a "Demanda Bioquimica de Oxigénio" (DBO) foi selecionada como
um indicador da poluicdo dos rios pela U.K. Royal Commission on River Pollution. O
periodo para incubacéo de 5 dias na estimativa da DBOs foi definido no teste porque
esse era supostamente o tempo que a agua do rio levava para viajar de sua fonte ao
seu estuério no Reino Unido (GREAT BRITAIN, 1908).

E uma determinacdo indireta da concentracdo de matéria organica pela
demanda de oxigénio exercida por microrganismos por meio da respiracdo, a
temperatura de 20 + 1°C, durante incubacéo de 5 dias, expressa em mg.L de O2. E
uma medida que procura retratar em laboratério o fenémeno que acontece no corpo
d"agua, e os resultados podem variar de acordo com o laboratério, principalmente
devido a flutuagBes na semente, diversidade de microrganismos responsaveis pela
biodegradacédo da matéria organica. (APHA, 2017)

Podem ser citadas algumas aplicacdes do ensaio DBO, por exemplo:
indicador da conformidade da descarga de aguas residuais e da eficiéncia das
estacdes de tratamento dos efluentes e residuos de acordo com as normas vigentes.
Nas estacdes de tratamento de aguas residuais, geralmente a relacao entre DBO e
DQO (demanda quimica de oxigénio) indica a fragcdo de biodegradabilidade do
efluente. A diferenca dos valores de DBO e DQO pode indicar a presenca de solidos
suspensos coloidais e sedimentaveis, de substancias intoxicantes as bactérias, ou
matéria organica recalcitrante. A razdo DBO/DQO pode ser utilizada como
parametro para o dimensionamento de uma estacdo de tratamento de aguas
residuais necessaria para uma localizacdo especifica (GIORDANO; SURERUS,
2015).

Em aguas do mar, os valores de DBO sdo muito baixos, cerca de 2 mg.L?, e
0s métodos utilizados para sua analise sdo pouco desenvolvidos (Simon et al.,
2011). A crescente atencdo dada a dessalinizacdo da agua do mar no ambiente
mediterraneo e fendbmenos relacionados, como a bioincrustacdo de membranas de
osmose reversa, estimularam o interesse pela DBO da 4gua do mar perto da costa
espanhola. De acordo com Simon et al. (2011) o ensaio de DBO foi refinado com a
introducdo de uma nova etapa na qual € adicionada uma quantidade critica de

microrganismos autoctones, medidos como trifosfato de adenosina, e permitiu obter
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medi¢bes confiaveis e replicaveis de DBO, 2,0 + 0,3 mg.L* de Oz, padronizadas com
solucdes de glicose e acido glutamico e acetato. Apds 7 dias de duracédo da analise,
mais de 80% da DBO final foi alcancada, o que, no caso de compostos facilmente
biodegradaveis, representa quase 60% da demanda tedrica de oxigénio.

2.1 Medicéo do oxigénio dissolvido

Alguns métodos sdo conhecidos para a determinacdo do oxigénio em meio
aquoso, a saber: manomeétrico, métodos quimicos, eletroquimicos e épticos.

O método manométrico é baseado na variacdo de pressao ou volume em um
recipiente apropriado. E uma metodologia mais complexa com aparelhagem cara,
com implicagcdes que requer maior cuidado na aplicacdo com algumas matrizes
ambientais.

A seguir € realizada a descricdo dos trés métodos utlizados no

desenvolvimento deste trabalho.

2.1.1 Método de Winkler

O método quimico classico adotado amplamente em solu¢cdes aquosas € 0
desenvolvido por Winkler. E um método trabalhoso, e exigem algumas etapas
criticas, que devem ser rigorosamente respeitadas (APHA, 2017): fixagcdo do
oxigénio dissolvido da amostra, imediatamente apds a coleta; utilizar frasco de vidro
especifico de 300 mL com gargalo esmerilhado para evitar borbulhamento da
amostra; amostras em profundidade sdo coletadas com auxilio de garrafas
especificas e imediatamente apos a coleta séo adicionadas as amostras as solucoes
de sulfato manganoso e a solugao alcalina iodeto-azida.

As reagfes quimicas envolvidas neste método de Winkler sdo representadas
pelas equacbes de 1 a 10 (SAWYER, 2003):
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Quando nao ha oxigénio dissolvido, um precipitado branco Mn(OH). é
formado quando sulfato manganoso e solucéo alcalina iodeto-azida sdo adicionados

a amostra:

Mn?*(aq) + 2HO™(aq) » Mn(OH), (s) (1)

Se ha oxigénio dissolvido presente na amostra, o ion Mn (Il) € oxidado a Mn
(IV) e precipitado na forma de Oxido. A reagdo é geralmente representada pela
Equacéao 2 e Figura 1.

Mn(OH); (s) + 30, (g) - MnO,(s) + H,0(aq) 2)

Figura 1 — Fixacao do oxigénio dissolvido pelo método de Winkler

=
——
-

<
—
-
=
=

Legenda: (a) e (b) Precipitagdo marrom do 6xido manganico apos adi¢do de
sulfato manganoso e azida sodica.

Fonte: O autor, 2020.

7

O ion nitrito € um dos interferentes mais frequentes na determinacdo do
oxigénio dissolvido. Sua principal ocorréncia é nos efluentes industriais por
tratamento envolvendo processos bioldgicos. Sob estas condicdes, ndao ha oxidacao
do ion Mn (ll), mas o ion iodeto é oxidado a iodo (I,). A forma reduzida N202 é
convertida novamente a NO; pela oxidagdo do oxigénio dissolvido presente na
amostra durante a titulacdo. As reacbes podem ser representadas pelas Equacgbes 3
e 4:
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2NO3 (aq) + 21~ (aq) + 4H* (aq) » I,(aq) + N,0,(s) + 2H,0(aq) (3)

N20,(s) + 50(g) + H.0 (aq) - 2NO3 (aq) + 2H*(aq) (4)

Para eliminar a interferéncia de nitritos € utilizada azida sodica (NaNs).
Quando o acido sulfarico é adicionado ao meio reacional, a concentracao de nitrito é
destruida conforme Equacgbes 5 e 6:

NaN3(aq) + H*(aq) - HN3(aq) + Na*(aq) ()

HN3(aq) + NOz(aq) + H*(aq) = N,(g) + N,0(s) + H,0 (aq) (6)

A outra etapa € a liberacdo de iodo, que ocorre imediatamente apds adicao de
acido sulfturico concentrado, resolubilizando o manganés e o surgimento da
coloracdo amarelada da solucdo. A intensidade da cor (iodo molecular formado) é
proporcional a concentracdo de oxigénio dissolvido inicialmente na amostra (Figura
2a, 2b). O ion iodeto € oxidado ao iodo molecular, que por sua vez, € proporcional a

concentrag&o de oxigénio dissolvido, conforme mostrado na Equagéao 7:

MnO,(s) + 217 (aq) + 4H*(aq) » Mn?*(aq) + 1,(aq) + 2H,0(aq) (7
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Figura 2 — Liberacao de iodo apos adigéo de acido sulfarico

© (d)

Legenda: (a) e (b) - coloracao do iodo liberado apés adicdo do

acido proporcional a concentracéo de OD na amostra;
(c) e (d) - viragem da titulacdo do iodo liberado pelo
método de Winkler.

Fonte: O autor, 2020.

A Ultima etapa é a titulacdo do iodo liberado contra tiossulfato de sodio

(iodometria), expressa pela Equacéo 8 ou 9:
2Na,S,05.5H,0 (aq) + I, (aq) » Na,S,04(aq) + 2Nal(aq) + 5H,0(aq) (8)

25,05 (aq) + L(aq) - S,05~ (aq) + 21" (aq) C)

E utilizada uma solu¢do de amido como indicador para auxiliar a percepc¢éo

do ponto de viragem de azul para incolor (Figura 2c, 2d).
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Os resultados sédo expressos em mg.L! de O, aplicando a Equacédo 10 e

utilizando o equivalente grama do oxigénio:

-1 _ NNa25‘203 X VNaZSZOSX 8000
mg L de 02 - mL da amostra (10)
Sendo:
N — Concentragdo da solucgéo de tiossulfato de sédio, Eq.L™.

V — Volume da solucéo de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo, mL.

Além de trabalhoso, o método de Winkler ndo é muito vantajoso quando
aplicado em amostras de aguas e de efluentes industriais que apresentem cor,
turbidez ou substancias oxidantes ou redutoras que provoquem interferéncias ao
método quimico. Condicbes especificas de coleta e armazenamento devem

respeitadas para garantir auséncia de bolhas no interior das garrafas (APHA, 2017).

2.1.2. Sensor eletroguimico — eletrodo de membrana

O oxigénio é uma das substancias interferentes mais significativas na analise
polarografica, que é reduzida com a utilizacdo de um eletrodo inerte. A interferéncia
€ normalmente removida lavando a amostra com um gas nao redutivel, como
nitrogénio. Contudo, aproveita-se a redutibilidade do oxigénio na determinacao
polarografica do oxigénio dissolvido. Um polarograma do oxigénio é apresentado na
Figura 3. Uma inflexdo é observada em torno de — 0,05 V, pela reducéo do 0, a
H,0,, uma segunda inflexdo, -0,9 V, corresponde a reducdo do O2 a H:20.
Normalmente, o centro do platé entre as duas inflexdes é usado para realizar
medic¢des quantitativas (SAWYER, 2003):
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Figura 3 — Curva tipica do O corrente-voltagem

1A
O FRP NWPHMOUIO N OO

0 -0,4 -0,8 -1,2 -1,6
Volts

Fonte: Adaptado do SAWYER, 2003.

O principio do método consiste na célula de Clark (CLARK, 1959) onde uma
membrana permeavel ao oxigénio separa o eletrdlito interno e os eletrodos (catodo e
anodo) do meio externo. Com a polarizagcdo dos eletrodos, a concentracdo do
oxigénio do meio ser& proporcional a corrente elétrica.

Para o catodo € utilizado um metal nobre (ouro, prata ou platina) e como
anodo utiliza-se um eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), ambos imersos em
solucao de eletrolitica de cloreto de potassio 0,1M. As reacdes envolvidas no sensor
eletroquimico sao:

A Equacdo 11 representa a reducdo do oxigénio no catodo formando ions

hidréxido:

4e + 0,(g) + 2H,0 (aq) —» 40H™ (aq) (11)

Os elétrons para a reacdo quimica séo fornecidos pela oxidacéo do eletrodo

de Ag, conforme apresentado na Equagéo 12:

4Ag (s) + 4Cl~ (aq) —» 4AgCl (aq) + 4e (12)

O consumo de oxigénio gera um diferencial de presséo parcial de 0, entre o
interior do eletrodo e o meio externo, favorecendo a difusdo de O, através da
membrana do meio externo para a solucéo eletrolitica. Assim, para cada molécula
de 0, reduzida no catodo séo liberados 4 elétrons pelo anodo gerando uma corrente

proporcional ao 0, consumido.
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Este método apresenta algumas caracteristicas operacionais que devem ser
respeitadas para melhorar a exatiddo dos resultados: remocédo de AgCl depositado
na superficie do anodo de prata; reposicdo da solucao eletrolitica; limpeza da
membrana da célula eletrolitica para garantir permeabilidade das moléculas de 0,;
agitacao lenta da amostra durante a medi¢cédo, sem formacgao de bolhas, para garantir
a difusdo de 0,; polarizacdo da sonda; calibragdo do sensor em ar saturado e
comparacao com amostras pelo método Winkler (HACH, 2012).

A Figura 4 representa 0 método que adota um sensor de oxigénio dissolvido
polarografico ou galvanico, geralmente conhecido como eletrodo de membrana

ainda utilizado para determinacéo deste ensaio, em muitos laboratérios e em campo.

Figura 4 - Medidor de oxigénio dissolvido com eletrodo de membrana

(b)

Legenda: (a) Medidor utilizado nos testes; (b) Detalhe do sensor.
Fonte: O autor, 2020.

2.1.3. Sensor optico — luminescente

Métodos mais rapidos e automatizados tém sido desenvolvidos nas ultimas
décadas. Os métodos oOpticos, incluindo os espectrofotométricos, sao aplicados na
quantificacdo do oxigénio por meio de substancias que reagem com a amostra

desenvolvendo alguma alteracdo na cor, na absorvancia ou fluorescéncia.
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A fluorescéncia € um processo de fotoluminescéncia no qual os atomos ou
moléculas séo excitados por absorcdo de radiacdo eletromagnética (Figura 5) e da
dissipacéo de energia por emissao de radiacdo. A absorcao pode causar a excitagédo
do analito para um maior estado de energia. As espécies excitadas entdo relaxam
ao estado fundamental, liberando seu excesso de energia como fétons
(luminescéncia). A emissao ocorre em todos os angulos, e os comprimentos de onda

emitidos correspondem as diferencas de energia entre os niveis (SKOOG, 2016).

Figura 5 - Esquema de fotoluminescéncia

Luminescéncia

Radiacao Radiacéao

Incidente Transmitida

Fonte: Adaptado de SKOOG, 92 edicao, 2016.

Uma das caracteristicas mais relevantes da fluorescéncia molecular esta na
sua sensibilidade. Para determinadas espécies sob condicbes controladas, a
presenca de uma Unica molécula pode ser determinada pela espectroscopia de
fluorescéncia. Contudo, os métodos de fluorescéncia sdo pouco aplicados em razéao
do numero limitado de sistemas quimicos que fluorescem com intensidade
apreciavel (SKOOG, 2016).

Quando selecionada uma combinacdo adequada de um polimero
fotoluminescente e um comprimento de onda de excitacdo, a intensidade da
luminescéncia e o tempo que esta leva a desaparecer dependeréo da concentragao
de 0, da amostra em contacto com o polimero fotoluminescente. A luz azul pulsada
de alta energia é transmitida por um LED até o polimero fotoluminescente, para o
qual transfere parte da sua energia radiante. Alguns dos elétrons do polimero
fotoluminescente saltam do nivel de energia fundamental para um nivel mais

elevado. Em micro segundos, os elétrons voltam ao nivel fundamental, passando por
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uma série de niveis intermédios e emitindo a energia que perdem sob a forma de luz
vermelha, ilustrada na Figura 6 (HACH, 2012, 2014).

Figura 6 - Principio do funcionamento do sensor por luminescéncia.

LED de referéncia

Fotodiodo

LED de medigao

Fonte: Adaptado da HACH, 2012.

Quando as moléculas de oxigénio se encontram em contato com o polimero
fotoluminescente, ocorrem dois efeitos: (1) As moléculas de oxigénio sdo capazes de
absorver a energia dos elétrons do nivel mais elevado, permitindo-lhes voltar ao
nivel energético fundamental sem emissdo de luz vermelha; (2) Quanto maior a
concentragéo de oxigénio, maior a reducao na intensidade da luz vermelha emitida e
mais rapido os elétrons abandonam o nivel de energia excitado. Logo, o tempo de
vida da luz vermelha emitida é diminuido (HACH, 2012).

Neste trabalho foi utilizado um medidor por luminescéncia (Figura 7):

Figura 7 - Medidor de oxigénio dissolvido por luminescéncia

(b)

Legenda: (a) Medidor de Og; (b) Detalhe da sonda.
Fonte: O autor, 2020.
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2.2. Incerteza de medicao:

A declaracdo de qualquer resultado de uma medicdo fisico-quimica ou
biologica é completa quando o valor atribuido ao mensurando estiver associado a
sua incerteza de medicéo.

O documento mais adotado internacionalmente como referéncia para o
estabelecimento da incerteza de um resultado de medicdo € o “Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement” (GUM, 2008). De acordo com o0 guia, a
incerteza de medicdo compreende muitos componentes. Alguns podem ser
estimados com base na distribuicdo estatistica dos resultados de séries de medicbes
e podem ser caracterizados por desvios padréo experimentais. Outros séo avaliados
por meio de distribuicbes de probabilidade supostas, baseadas na experiéncia ou
em outras informacGes. A incerteza de medicdo pode ser entendida como a
indicagdo quantitativa da davida inerente ao processo de medi¢cdo do resultado
analitico. Assim, é mais bem embasada a tomada de decisdo para verificar a
conformidade do resultado em relacdo a uma especificacdo de interesse.

No Brasil, a estimativa de incerteza ainda € uma tarefa complexa e pouco
difundida. Ainda que o valor exato de uma medicdo, seja acompanhado de duvida, é
possivel mensura-la, com um determinado nivel de confianga.

O manual INMETRO-DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016) estabelece
que as caracteristicas de desempenho do método devam estar claramente
declaradas e incluir, quando aplicavel: sensibilidade, limite de deteccao, limite de
quantificacdo, exatidao, preciséo, robustez e incerteza de medicdo. Por definicdo, o
limite de detecgcédo (LD) € a concentragdo minima de uma substancia medida e
declarada com 95% ou 99% de confianca se a concentracdo do analito € maior que
zero. O limite de quantificacdo refere-se a menor concentracdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo. Pode ser considerado como a
concentragdo do analito correspondente ao valor da média do branco mais cinco,
seis ou 10 desvios padrdo. Algumas vezes €& também denominado “Limite de
Determinagao”.

Na avaliagdo da estimativa de incerteza devem-se investigar todas as
possiveis fontes de incerteza, e analisadas suas influéncias no resultado. As

principais fontes de incerteza em ensaios quimicos podem ser consideradas a partir
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do guia Eurachem/Citac (2012): qualificacdo do analista no ensaio, amostragem,
condicbes de armazenamento, efeitos aleatorios, validacdo do método analitico,
propriedades e condicdo do item ensaiado, condigcbes ambientais, calibracdo de
equipamentos, incerteza de massas e materiais volumétricos, desvios na leitura de
instrumentos, pureza dos reagentes, uso dos materiais de referéncia apropriados e
registro dos procedimentos operacionais.

A seguir sdo comentadas algumas fontes de incerteza (EURACHEM, 2012):

Amostragem: Variacdes aleatorias entre diferentes amostras e tendéncias na coleta

das amostras geram componentes de incerteza que afetam o resultado.

Condicdo Ambiental: Efeitos de temperatura, pressdao e umidade devem ser
corrigidos. Por exemplo, podem existir incertezas associadas a temperatura dos
liquidos e dos materiais, com dilacdo térmica de vidraria, que devem ser

consideradas.

Pureza de reagentes: Os fabricantes de reagentes declaram a pureza destas
substéancias, que por ndo serem totalmente puros, devem ser corrigidos e analisados

criteriosamente pelo laboratério.

Estequiometria: Fundamental considerar a estequiometria do processo analitico,

assim como se as reacfes envolvidas sdo incompletas ou secundarias.

Ensaio Branco: Existem incertezas associadas na determinacdo do branco quanto

na correcdo dos resultados.

Efeitos instrumentais: A calibragcdo dos equipamentos, instabilidade ocasionada
por falta de manutencao, ruidos, contaminagdo cruzada por outras amostras, Sao

exemplos desta influéncia.

Modelos matematicos: Definir a melhor equacéo para realizar os célculos analiticos
€ uma tarefa crucial para ndo introduzir fontes de erros e influenciar diretamente no
resultado. Por exemplo, uma calibracdo linear numa resposta néo linear conduz a

ajuste deficiente e maior incerteza.



36

A contribuicdo de cada componente de incerteza de um resultado de medicao
€ expressa como incerteza padrao (desvio padréo). Basicamente, as componentes
de incerteza podem ser agrupadas em duas, de acordo com o tipo de avaliagao:
Tipo A ou Tipo B, conforme documento NIT DICLA 21.Rev10 (INMETRO, 2020) e
Eurachem/Citac (2012).

2.2.1. Avaliacdo tipo A da incerteza padrao

De acordo com a norma NIT DICLA 21.Rev10 (INMETRO, 2020), avaliagao
Tipo A é proveniente da avaliagdo da precisdo e exatiddo de um método, e séo
realizadas observac¢des independentes da grandeza de entrada. Na pratica, € aquela
em que o analista que realiza os ensaios é o responsavel por gerar os resultados.
Sendo assim, para a grandeza de entrada (x;) determinada a partir de n medicbes
independentes, a média aritmética dos resultados das medi¢es (x), € usada como
estimativa da grandeza de entrada (x;).

Quando os n valores obtidos forem resultados médios de medicdes de xi, a
melhor estimativa da incerteza padrdo do Tipo A é dada pelo desvio padrdo da

média s(x), obtida conforme Equacéo 13:

u, == (13)

Para que a média e o desvio padrdo sejam boas estimativas da posicao
central e da dispersdo de uma distribuicdo, respectivamente, os resultados das

medi¢cbes devem ser normalmente distribuidos e sem valores discrepantes.

2.2.2. Avaliacao tipo B da incerteza padrao

De acordo com a norma NIT DICLA 21.Rev10 (INMETRO, 2020), para uma

estimativa (x;) de uma grandeza de entrada (X;) que ndo tenha sido obtida através



37

de observacbes repetidas, a incerteza-padrdo u(x;) € avaliada por julgamento
cientifico baseando em todas as informacdes disponiveis sobre a possivel
variabilidade de X;. Os dados sédo fornecidos em dados de medicdes prévias,
certificados de calibracdo, manuais de fabricante ou literatura cientifica, e néo
podem ser alterados pelo responsavel pelo ensaio. Por conveniéncia, sdo referidos
como incerteza-padréo do Tipo B.

Se a estimativa x; for obtida de uma especificacdo do fabricante, certificado
de calibracado, manual técnico ou outra fonte e sua incerteza citada for declarada ser
um determinado mdultiplo de um desvio padrdo, a incerteza padrdo u(x;) €
simplesmente o valor mencionado dividido pelo multiplicador, e a variancia estimada
u’(x;) é o quadrado desse quociente. A avaliacdo do Tipo B da incerteza padrdo
pode ser tdo confiavel quanto uma avaliacdo do Tipo A, especialmente numa
situacdo de medicdo onde uma avaliacdo do Tipo A é baseada em um numero

comparativamente pequeno de observagdes estatisticamente independentes.

2.2.3. Distribuicdo de probabilidades

O guia para Expressao da Incerteza de Medi¢ao (JCGM 200, 2008) apresenta
alguns tipos de distribuicdo de probabilidade para os valores estarem dentro dos
seus limites em relacao ao ponto médio. Geralmente as distribui¢cdes utilizadas sao:

retangular, triangular e normal, a saber:

(a) Distribuicdo Retangular:
Aplica-se nas situagdes: quando ndo se tem informagéo sobre a natureza do
componente, leitura das medi¢cdes em equipamentos digitais, medicdo das
variacdes de volume devido a diferenca de temperatura, exatiddo declarada

dos equipamentos e nas vidrarias nao classe A.

(b) Distribuicao Triangular:
Aplica-se nas situagOes: vidrarias, equipamentos e instrumentos calibrados,
leitura em equipamentos analogicos e valores proximos do centro sdo mais

provaveis do que préximos dos limites.
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(c) Distribuicdo Normal:

E aquela em que a média se situa no centro de um intervalo e os pontos
extremos sdo eventos menos provaveis de acontecerem. Expressa por um grafico
simétrico que possui a forma de sino, também chamado de curva gaussiana. Aplica-
se nas situacdes: (i) quando esta declarada no certificado de calibracao; (ii) adota-se
a distribuicdo normal para dados obtidos em certificados de calibracdo, em manuais
de equipamentos, em especificacbes de fabricantes, e outros, em que o valor médio
e seu intervalo sédo declarados juntamente com o fator de abrangéncia (k) e o nivel
de confianca 95% ou outro percentual adotado.

A Figura 8 representa a estimativa do valor de uma grandeza de entrada e a
avaliagdo da incerteza dessa estimativa decorrente das distribuicbes de
probabilidade da forma como um componente de medicdo estd distribuido e

depende da natureza do componente.

Figura 8 - Representacao dos intervalos de confianga para as distribuicdes
de probabilidade

Fonte: Adaptado do GUM, 2008.

Para obtencdo da incerteza padronizada, u(y), divide-se o valor de cada
contribuicdo de incerteza pelo desvio padréo, o, obtido pela metade do intervalo de

confiancga, L, da distribuicdo de probabilidade, para um nivel de confianca declarado.

2.2.4. Definindo um fator de abrangéncia

O valor do fator de abrangéncia k é escolhido com base no nivel da confianca

requerido para o intervalo y - U ay + U. Em geral, k estara entre 2 e 3. Para este
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trabalho foi adotado o fator k igual a 2 para um intervalo de confianca de 95,45%,
conforme norma NIT DICLA 21.Rev 10 (INMETRO, 2020).

Para estudos especificos, o valor do fator de abrangéncia k que produz um
intervalo correspondente a um nivel especificado da confianca p, requer-se um
conhecimento detalhado da distribuicAo de probabilidade caracterizada pelo
resultado da medicdo e sua incerteza-padrdo combinada. Alguns exemplos sao

dados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Valor do fator de abrangéncia k para uma distribuicdo normal.

Nivel de confianca % Fator de abrangéncia (K)
68,27 1
90 1,645
95 1,960
95,45 2
99 2,576
99,73 3

Fonte: Adaptado do GUM, 2008.

Tabela 2 - Divisores para distribuicdes de probabilidades distintas

Distribuicdo Nivel de confianca Fator
Normal 95,45% 2

Retangular 100% V3

Triangular 100% V6

Fonte: Adaptado do GUM, 2008.

A dispersdo dos valores das estimativas das grandezas de entrada
independentes x4, x,, x3, ..., xyfornece a dispersdo da estimativa da grandeza de
saida y. Através da combinagdo apropriada das variancias, calcula-se a partir da
Equacdol4a incerteza padronizada combinada, u, (y) conforme norma NIT DICLA
21.Rev 10 (INMETRO, 2020).

ue () = |ZZ v ) (14)
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A grandeza u;(y) (i=1,2,3,..,N) € a contribuicdo a incerteza padrdo
associada a estimativa de saida y, resultante da incerteza padrdo associada a
estimativa de entrada x;.

Estabelecido o critério de confianca, calcula-se pela Equacédo 15 a incerteza
expandida, U, multiplicando-se a incerteza padrdo combinada pelo fator de
abrangéncia k, ou seja:

U=Kk.u.(y) (15)

Essa multiplicacdo pelo fator de abrangéncia k n&o fornece nenhuma
informacé&o adicional; sendo apenas uma nova forma de representar a incerteza final
associada a um nivel da confianca, conforme a Norma NIT DICLA 21.revl0
(INMETRO, 2020).

2.2.5. Expressando a incerteza

O Guia para Expressao da Incerteza de Medicdo (JCGM 200, 2008) orienta
qgue o resultado da medicdo pode ser expresso de diversas maneiras, quando a
medida da incerteza é a incerteza padrdo combinada u.(y) ou incerteza expandida

U = k.u.(y). Neste ultimo caso, o resultado é expresso pela Equacéol6:

Y=y +U (16)

Isto significa que a melhor estimativa do valor atribuivel ao mensurando Y é vy,
com o intervalo [y — U a y + U] no qual se espera abranger uma extensa fracdo da
distribuicdo de valores atribuidos a Y. Ainda ao relatar o resultado de uma medicéo,
deve-se fornecer uma descricdo completa de como o mensurando Y € definido,
fornecer as unidades de y e U, fornecer o valor de k usado para obter U e o nivel de

confianga.
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2.3 Validacéo

Os ensaios para determinar os parametros de validagdo devem ser realizados
com equipamentos e instrumentos dentro das especificacbes e devidamente
calibrados, para confirmar se os meétodos sdo apropriados para atender as
necessidades de uma determinada aplicagéo ou area de aplicacao.

O Manual DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016) e as diretrizes do guia
Eurachem/Citac (2012) estabelecem que as caracteristicas de desempenho do
método devam estar claramente declaradas e incluir, guando aplicavel: seletividade,
linearidade, faixa de trabalho, faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de
deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ), tendéncia/recuperacdo, preciséo
(repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade) e robustez

Normalmente a robustez € um procedimento opcional, realizado previamente
a validacdo do método, na etapa de otimizacdo do método.

Neste trabalho, por se praticar métodos normalizados, os parametros de
interesse foram os limites de deteccédo e quantificacdo e a estimativa da incerteza de

medicao.

2.3.1. Limite de Deteccao

O limite de deteccdo pode ser calculado de acordo com a Equacdo 17,

conforme definida no manual DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016):
LD = X + t(-1,1-w)-S (17)

Sabendo que:

X = Média dos valores dos brancos;

s = desvio padréo do branco em replicata;

t = valor da abscissa t de Student (7 replicatas, 95,45% de confianca);

n-1 = grau de liberdade;

1-a = nivel de confianca



42

2.3.2. Limite de Quantificacdo

O limite de quantificagdo foi determinado a partir de ensaios de sete (7)
replicatas de branco. O limite de Quantificacdo (LQ) adotado corresponde ao
resultado da Equacao 18, conforme definida no Manual DOQ-CGCRE-008.Rev05
(INMETRO, 2016):

LD = X+ 10.s (18)

2.3.3. Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes
ou padrdes, em condi¢cdes definidas. Pode ser expressa como o0 desvio padrdo ou
coeficiente variagdo (cv %) ou desvio padrdo relativo (DRP), utilizou-se a Equacéo
19 para sua determinacdo, conforme definida no Manual DOQ-CGCRE-008.Rev05
(INMETRO, 2016):

ov= (5=) x 100 (19)

Sabendo que:
s = desvio padréao;

CMD = concentracdo média determinada

2.3.4. Exatidao (recuperacao)

A exatiddo pode ser definida como a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor aceito como referéncia e convencionalmente verdadeiro. A exatidao,
quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica uma combinacdo de

componentes de erros aleatorios e sistematicos (tendéncia).
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A exatiddo é avaliada numericamente através da tendéncia, definida como a
diferenca entre a média de repeticbes e um valor de referéncia. Utilizou-se a

Equacao 20 para o célculo da recuperacao, (APHA, 2017):

Recuperacgéao (%) = % x 100 (20)

2.3.5. Tendéncia (z score)

O indice Z score € um modo de avaliar o desempenho do laboratério em
comparacoes interlaboratoriais e pode ser definido pela Equacdo 21, conforme
definida no Manual DOQ-CGCRE-008.Rev05 (INMETRO, 2016):

z = Hap= Xy (21)
Sendo:
X,ap = Média dos valores obtidos experimentalmente
X, = Valor aceito como verdadeiro

o = desvio padréao do ensaio de proficiéncia

Sabendo que o critério de avaliacao é:

|z|<2 Satisfatério
2</z|<3 Questionavel
|z >3 Insatisfatorio

Além dos controles intralaboratoriais, os laboratérios acreditados demonstram
sua competéncia técnica na realizacdo de ensaios, calibracbes, exames e/ou
amostragens por meio da participacdo com desempenho satisfatério em atividades
de ensaios de proficiéncias, conforme define a norma INMETRO-NIT DICLA
026.Rev13 (INMETRO, 2020).
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2.4 Abordagem para estimar a incerteza de medicéo

O diagrama de Ishikawa é uma ferramenta da qualidade, também chamada
de diagrama de espinha de peixe ou diagrama causa-efeito, muito usada por ndo
especialistas para determinacdo das diversas causas que podem levar a dada
consequéncia, analisando todos os fatores que envolvem a execucdo do processo.
(ASQ, 2020) E uma ferramenta muito utilizada para a avaliacdo das fontes de
incerteza envolvidas em um método, que possibilita identificar, simplificar e agrupar
as incertezas do procedimento (Eurachem, 2012).

De acordo com o guia Eurachem/Citac (2012), os principais componentes
para se estimar a incerteza de medigéo associada ao resultado de um ensaio (Figura
9) sao: especificar o0 mensurando, identificar as fontes de incerteza, quantificar as
componentes de incerteza, avaliar as incertezas padrdo do tipo A, avaliar as
incertezas padr&o do tipo B, determinar a incerteza padrdo combinada, determinar a
incerteza expandida, analisar as contribuicbes das incertezas e expressar 0

resultado.

Figura 9 - Fontes de incerteza ilustradas no Diagrama de Ishikawa

~ Vidraria
Capau;agao SoPipeta  pouipamentos  Amostra
" Baldo 2 Bureta N Pipeta
. Volumético N\ N\, Pipeta %
3 \ > Resultadot U
’ Optico —7 ,.-"" (mg/L)
'— T ~Pureza » Eletroquimico
Fatores Metodologias Balan¢a
St MRC Analitica
Ambientais

Fonte: Adaptado do Guia Eurachem/Citac, 2012.
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3 METODOLOGIA

O ensaio de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foi realizado conforme

método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA (APHA, 2017).

3.1 Cuidados narealizacao do ensaio DBO

Para a realizacdo dos ensaios foram utilizados equipamentos e reagentes
disponiveis em um laboratério de engenharia sanitaria, com sistema de qualidade
implantado e acreditado pela CGCRE-INMETRO, localizado no Rio de Janeiro,
conforme os requisitos da norma NBR ISO 17025:2017 (ABNT, 2017). A Figura 10

ilustra as principais fontes de contribuicdo do laboratério para a estimativa de
incerteza no resultado da DBO.

Figura 10 — Algumas fontes de incerteza Tipo B da DBO
|

\

(b) (c)

Legenda: (a) Balanca analitica; (b) Leitura de menisco

(c) Vidrarias, reagentes, medidor de oxigénio dissolvido.
Fonte: O autor, 2020.
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Os materiais de referéncias certificados (MRC) sdo dos fornecedores
Inorganic Ventures, ERA e NSI LAB, que atendem aos requisitos definidos na norma
NBR ISO 17034:2016 (ABNT, 2017). Outros reagentes comerciais das marcas
Merck e Qhemis, com grau de pureza definido também foram utilizados no preparo
das solucdes utilizadas nos ensaios de DBO.

Todos os procedimentos adotados nos testes de DBO assim como a lista de
equipamentos e reagentes estao descritos na metodologia que consta no Anexo A.

A medicéo do oxigénio dissolvido é realizada antes e depois da incubacgéo e o
valor da DBO é calculado pela diferenca entre as medi¢6es do OD, proporcional ao

fator de diluicdo da amostra, conforme Equacéo 22:

[(D1—D3)—(S)XVs]XVin

DBOs, mg.L™1 de 0, = 7

(22)

Sabendo que:
D1: OD inicial da amostra, em mg.L™* de Oz;
D2: OD final da amostra apés 5 dias de incubacédo a 20 + 1°C, em mg.L* de Oz;
S: Deplecdo de oxigénio da semente (diversidade de microrganismos
responsaveis pela biodegradacio da matéria organica). E calculada pela
variacdo do OD por mL de suspenséo de semente adicionada por garrafa (S=0
se as amostras ndo forem semeadas);
Vs: Volume da semente no respectivo frasco de DBO, em mL;
Vm: Volume médio da garrafa de DBO, em mL;

Va: Volume de amostra, em mL.

Geralmente sdao comercializados frascos DBO com volume nominal declarado
de 300 mL. De modo a eliminar esta fonte de erro, o volume de cada frasco foi
aferido e o valor correto utilizado no calculo da DBO. O Apéndice B apresenta os
volumes aferidos de alguns frascos DBO utilizados neste trabalho.

Amostras de certas atividades industriais, com presenca de metais toxicos,
cloro livre, peréxidos, agentes redutores, organicos recalcitrantes ao tratamento
biolégico ou outro material toxico demandam tratamento preliminar para eliminar
interferéncia na semente. Geralmente a propria diluicho da amostra reduz a

interferéncia de materiais toxicos. Estas substancias inibidoras devem ser
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verificadas, e removidas, bem como manter registrado no relatério de ensaio para
analisar criticamente os resultados obtidos.

Para os efluentes industriais brutos, com alta temperatura ou com valores
extremos de pH ou que nao contenham populagdo microbiana suficiente, para tais
despejos, semeou-se a agua de diluicdo contendo nutriente e adicionou-se uma
populacao de microrganismos. Amostras com alcalinidade (pH > 8) ou acidez (pH <
6) podem produzir a desnaturacdo de proteinas e, consequentemente, a inativacao
da maioria das enzimas. O método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA
(APHA, 2017) preconiza que o pH de cada amostra seja verificado, se necessario,
neutraliza-se as amostras para a faixa de pH entre 6,5 a 7,5. Utiliza-se solucdo de
acido sulfarico 1 N ou solucao hidroxido de sédio 1 N (ou concentracdes diferentes),
de tal modo que a quantidade de reagente adicionada néo dilua a amostra por mais
de 0,5%.

Amostras supersaturadas com oxigénio, que contenham mais de 9 mg.L™?,
podem causar perda de oxigénio durante a incubacdo e superestimando a DBO.
Neste caso registra-se esta condi¢ao junto com o resultado fornecido.

A temperatura é outro fator importante que costuma ser fonte de erro para o
ensaio DBO. O método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA (APHA, 2017)
estabelece condicdes criticas de controle do laboratério para o ensaio de DBO, e
informa que devem ser garantidas as temperaturas das etapas: aclimatizar a agua
de diluicdo a 20 + 1°C; pré-tratamento da amostra a 20 + 3°C; preparo da agua de
diluicdo a 20 + 3°C; manuseio das amostras a 20 + 3°C; incubacdo das amostras a
20 + 1°C; diariamente deve-se verificar a temperatura da incubadora e a amostra
deve ser analisada logo apés a coleta, caso contrario, armazena-la em temperatura
de 4 + 2°C;

Nestes testes foram utilizadas sementes liofilizadas Polissed da MERK, e
mantendo os procedimentos preconizados no método, ndo houve inibicdo da
demanda de compostos nitrogenados. O valor corresponde a demanda de oxigénio
apos o 5° dia de incubacéao 20 + 1°C, isento de luz.

A Figura 11 apresenta os itens criticos que requer cuidadosa execucao
conforme definido no método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA (APHA,
2017) para a determinagéo da DBO.
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Figura 11 — Itens criticos do método 5210 (B) 5 - Day BOD Test

1 - Condicdes ambientais
(Temperatura e interferentes)

2 - Preparo da agua de diluicdo
(Minalba)

3 - Afericdo do oximetro pelo
método de Winkler

4 - Semente liofilizada (reativacdo)

5 - Preparo das amostras

6 - Controles de qualidade

7 - Medicdo do OD inicial

8 - Incubacdo durante 5 dias
a20+1°C, naausénciade luz.

9 - Medicdo do CD final e calculos

Fonte: O autor, 2020.

A temperatura das amostras, geralmente mantidas frias entre a etapa da
coleta, transporte e entrada no laboratorio, deve ser ajustada para a temperatura do

laboratério 20 + 3°C e o pH entre 7,0 a 7,2, conforme preconiza a metodologia.

A Figura 12 ilustra o recipiente utilizado dentro do laboratério para manter os
frascos de DBO imersos em agua aclimatizada, visto que, durante o periodo de
incubacéao, a abertura de porta da incubadora favorece a troca térmica.
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Figura 12 — Acondicionamento dos frascos DBO

Fonte: O autor, 2020.

A verificagdo da temperatura € realizada utilizando termémetro calibrado com

multicanais imersos durante a incubacéao (Figura 13).

Figura 13 — Temperatura da incubadora DBO

Sensores de

temperatura distribuidos

naincubadora

Fonte: O autor, 2020.

A sala do ensaio DBO deve ter a temperatura controlada para minimizar o

7

risco do desenquadramento. A temperatura € verificada diariamente, quando
necessario, o controlador é ajustado de modo a garantir a faixa de 20 + 1°C.
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O desenvolvimento deste estudo foi fundamentado em 5 etapas, incluindo as
avaliacoes das fontes Tipo A e Tipo B, e testes com matrizes distintas utilizadas na
rotina do laboratério de engenharia sanitéria (Figura 14):

Figura 14 — Etapas envolvidas neste estudo para a estimativa da incerteza

Etapa 1l

eDeterminacgdo do LQ
estatistico

Etapa 5 Etapa 2

eConfirmagdo do LQ
experimental

eElaboracdo da planilha
para estimativa de

incerteza
Etapa 4 Etapa 3
eEstudo de repetibilidade eAvaliagdo das fontes
Tipo A Tipo B

Fonte: O autor, 2020.
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3.2 Etapa 1 - Determinacdo do LD e LQ

De acordo com APHA, WEF e AWWA (2017), o limite de deteccdo para o
ensaio DBO também pode ser estimado em funcdo das matrizes, conforme

apresentado na Tabela 3:

Tabela 3 - Estimativas para o limite de deteccdo em fungcéo das matrizes

Condicéo Origem Céalculodo LD

Amostras diluidas e sem Esgoto sanitario 2mg.Ltx F
adicdo de sementes
Efluente bruto e tratado; afluente;
Amostras diluidas e com chorume; esgoto sanitario; aguas 1 mg.L* - corregédo

adicdo de semente de canal, lagoas e rios da semente
Amostras nao diluidas e Branco da 4gua de dilui¢céo do ~0,1 mg.L?
sem adicdo de sementes ensaio de DBO, sem sementes
Amostras néo diluidas e Aguas de rio pouco poluido ou AOD - Correc¢éo da
com adicdo de sementes nascente semente

Fonte: O autor, 2020.

Sabendo que:
F = fator de diluicéo

AOD = variagao de oxigénio dissolvido (deplecédo da amostra)

Outro fator limitante para obtencdo de baixos valores do limite de deteccao
estd associado a qualidade da agua utilizada no ensaio do branco.

Inicialmente foram realizados testes de repetibilidade e reprodutibilidade na
determinacdo do branco da agua reagente utilizada no ensaio DBO, adotando o
método Winkler para a quantificacdo do oxigénio dissolvido. Dez replicatas
independentes foram preparadas por dois analistas distintos, A e B. Cada analista
utilizou a agua mineral e agua desionizada produzida pelo laboratorio, adotando todo
o0 cuidado no armazenamento da agua reagente e no processo de aeracao para
evitar contaminacdo cruzada no laboratério. A composicdo da agua mineral
encontra-se descrita na Tabela 4, conforme processo DNPM n° 805.163/1971,
portaria de Lavra n° 679 de 12/05/1987, Boletim n° 453/LAMIN/CPRM-SP.
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Tabela 4 - Composi¢cdo quimica da dgua mineral utilizada como
agua de diluicdo no ensaio DBO

Parametros Valor
Bario, mg.L* 0,018
Bicarbonato, mg.L* 110,78
Célcio, mg.L? 16,8
Cloreto, mg.L™ 0,11
Estroncio, mg.L? 0,02
Fluoreto, mg.L? 0,05
Magnésio, mg.L? 11,1
Nitrato, mg.L? 0,77
Sédio, mg.L? 1,21
Sulfato, mg.L* 0,13
Caracteristicas Fisico-Quimicas
pH a 25°C 7,76
Temperatura da agua na fonte, °C 17,9
Condutividade a 25°C, uS.cm™ 143,5
Residuo de evaporacgédo a 180°C, mg.L? 109,95
Radioatividade na fonte a 20°C e 760 mm de Hg 9,79

Fonte: Autor, 2020.

O analista A possui experiéncia de sete anos nos ensaios fisico-quimicos, e o
analista B tem pouco mais de um ano de treinamento no ensaio DBO.

O recipiente para armazenamento da agua de diluicdo foi devidamente
descontaminada com solucdo de hipoclorito de sodio 5%, enxague com agua em
abundancia, em seguida com agua quente, e rinsada novamente com a agua a ser
testada. Durante o processo de aeracdo o ar atmosférico € lavado por uma solucéo
de dicromato de potassio 2% e por elementos filtrantes e dessecantes, durante 10
minutos. A agua de diluicdo foi mantida em repouso por 1 hora na incubadora de
DBO até o inicio do teste.

Testes de repetibilidade foram conduzidos com o analista A, reproduzindo a
melhor condicdo de rotina do laboratério. Foram preparadas trés seéries de sete
replicatas independentes do branco utilizando agua mineral. O oxigénio dissolvido foi
quantificado por trés metodologias: Winkler, por luminescéncia e eletrodo com

membrana.
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O limite de deteccao foi estimado estatisticamente a partir da Equacao 17, e o
limite de quantificacdo, pelo uso da Equacdo 18, utilizando os resultados das

replicatas dos brancos.

3.3 Etapa 2 - Investigacdo do LQ experimental

Para determinar experimentalmente o limite de detecgcéo (LD) e o limite de
quantificacdo (LQ) do método preparou-se solucbes de 1; 2; 3 e 5 mg.L! de Oz, a
partir de glicose e acido glutamico, grau PA e material de referéncia certificado
(MRC), para calcular os dados estatisticos.

Solucéo de Glicose e Acido Glutamico (GGA): Secou-se os reagentes glicose
e acido glutamico grau reagente, a 103°C por 1h. Em baldo volumétrico, adicionou-
se 150 mg de glicose e 150 mg de acido glutamico a agua e com agua completou-se
o volume até 1L (solucdo mae). A solucao foi preparada imediatamente antes do uso
a menos que a solucao seja mantida em condicdo estéril. Em seguida, a partir da
solucdo mae, preparou-se de modo independente as sete replicatas das
concentracdes de 1; 2; 3 e 5 mg.L! de O, utilizando pipetas e balées volumétricos
calibrados. Paralelamente, a partir do material de referéncia certificado da marca
Inorganic Venture, 1000 mg.L' de O: preparou-se sete replicatas para cada
concentragdo 1; 2; 3 e 5 mg.L? de O2. Todas as solugbes sdo mantidas
armazenadas em geladeira com temperatura inferior a 6°C.

O limite de quantificacdo experimental foi avaliado a partir dos testes de
repetitividade. Preparou-se duas séries de sete replicatas para cada solucdo padrao
de 1; 2; 3 e 5 mg.L* de O2. Cada série de padrédo teve o oxigénio dissolvido medido

com o oximetro por eletrodo com membranas e por luminescéncia, respectivamente.
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3.4 Etapa 3 - Analise das fontes de incerteza — Tipo B

A estimativa Tipo B da incerteza padrdo foi obtida pela analise dos
certificados de calibracdo e manuais de fabricante dos equipamentos e reagentes
disponiveis no laboratério de engenharia sanitaria. Nestes documentos a incerteza
declarada é multiplo de determinado desvio padréo, logo, a incerteza padrao u(xi) €
simplesmente o valor mencionado dividido pelo multiplicador, e a variancia estimada
u’(xj) é o quadrado desse quociente conforme norma NIT DICLA 021. Rev10
(INMETRO, 2020).

Importante destacar que a periodicidade da calibracdo RBC é definida pelo
laboratorio acreditado levando em consideragbes as normativas disponiveis no
INMETRO (2019), as condic¢des do instrumento e o nivel de servi¢o oferecido a seus
clientes, entre outros parametros. Por exemplo, a validade da verificagcdo em balanca
€ de 1 (um) ano, conforme estabelece o item 11 (validade da verificacdo) do
Regulamento Técnico Metrolégico aprovado pela Portaria n® 236 (INMETRO, 1994).

Visando assegurar a rastreabilidade metrolégica das medicbes, o laboratorio
utiiza materiais de referéncia certificados na rotina dos ensaios, conforme
estabelece a norma NIT DICLA 30-Rev12 (INMETRO, 2020). Cabe ao laboratorio
determinar com base no histérico das calibracbes e estado de conservacdo dos
equipamentos uma andlise critica da conformidade do item para a aplicacdo
pretendida, garantindo a rastreabilidade metrolégica, € ndo comprometer a
qualidade do resultado oferecido dentro dos limites definidos na especificacdo. Por
exemplo, a ASTM E287-02 estabelece padrbes para buretas de vidro. (ASTM,
2019).


http://www.inmetro.gov.br/rtac/detalhe.asp?seq_classe=1&seq_ato=180
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3.5 Etapa 4 - Repetibilidade para matrizes distintas.

Para avaliar a incerteza padrao Tipo A nas concentra¢des superiores ao limite
de quantificacdo, utilizou-se diferentes matrizes disponiveis no laboratério, como
agua de rio, esgotos sanitarios e efluentes industriais para os testes de repetibilidade
da DBO. A cada dia de trabalho, conforme rotina do laboratério, ao menos 7
replicatas independentes para cada amostra foram determinadas conforme o0s
procedimentos preconizados no método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por
AWWA (APHA, 2017). A concentracdo do oxigénio dissolvido foi medida apenas por
luminescéncia, conforme rotina do laboratério. Manteve-se o cuidado quanto ao pré-
tratamento das amostras para eliminacdo dos interferentes, verificou-se a
necessidade da adicdo de sementes, e preparou-se 0s controles das condicbes
ambientais de modo a reduzir as fontes de erro do método para determinacdo da
DBO.

Os célculos estatisticos para estimativa da incerteza padrdo Tipo A foram

praticados conforme Equacéo 13 para cada matriz.

3.6 Etapa 5 - Elaboracao de planilha eletrénica

Elaborou-se uma planilha eletrénica no Excel @Microsoft para auxiliar na
estimativa da incerteza expandida dos resultados. Utilizou-se os recursos basicos
do Excel com inumeras formulas, ferramentas e funcdes que simplificam os calculos,
facilitam a entrada de dados dos certificados de calibracdo (Tipo B) e das
repetitividades das matrizes (Tipo A), permitindo maior confiabilidade dos resultados.
Os célculos realizados em outra plataforma, por calculadora ou a mao serviram para
validar as formulas inseridas na planilha, que depois de testadas foi protegida, a
partir de recurso disponivel no Excel, para evitar alteracdes ou que seja corrompida
durante o uso pelos analistas do laboratério. E também possivel visualizar
graficamente as principais componentes que contribuem para a estimativa da
incerteza expandida do resultado DBO. A cada uso, salva-se a planilha com a data

do ensaio, mantendo-se o arquivo original na formatagcdo modelo.
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4 RESULTADOS

Neste trabalho, no inicio de cada teste, foram investigadas e tratadas as
possiveis interferéncias presentes nas amostras, adicionadas as sementes as
amostras e mantidas as faixas de temperatura do laboratorio, em cada etapa critica,
que afeta diretamente os resultados da DBO. O uso de reagentes de boa qualidade,
material de referéncia certificado e correcdes dos valores a partir dos certificados
RBC dos fornecedores contribuiram para reducao do erro de medicao.

Foi utilizada a Equacdo 23, apresentada no glossario, para o calculo do
desvio padrdo das medicfes do oxigénio dissolvido inicial e final de cada teste. J& o

desvio padréo da deplecao do branco foi obtido pela aplicagédo da Equacao 14.

4.1. Etapal- Determinacgao do LD e LQ para o ensaio DBO

4.1.1 Agua utilizada no ensaio DBO

Os resultados da repetibilidade de cada analista utilizando o método de
Winkler para determinacdo do oxigénio dissolvido estdo representados nas Tabelas
5 e 6 para a analista A, e nas Tabelas 7 e 8 para o analista B.

A Tabela 5 indica o valor médio para a deplecdo do ensaio branco igual a
0,11 mg.L! de Oz para o teste utilizando agua mineral. Resultado satisfatério porque
é inferior ao limite de 0,20 mg.L! de Oz preconizado no método 5210 B. 5-Day BOD
Test descrito por AWWA (APHA, 2017). Observa-se também que as concentracdes
de oxigénio dissolvido no inicio dos testes e ap0s a etapa de incubacdo mantiveram-

se estaveis, com coeficiente de variagédo de 0,3% e 0,9%, respectivamente.
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Tabela 5 - Resultados de oxigénio dissolvido (mg.L* de O,) para os brancos
utilizando dgua mineral pelo método de Winkler — analista A

Ensaio Branco (n) OD inicial OD final Deplecédo

1 8,03 7,81 0,22

2 8,07 7,96 0,11

3 8,04 8,01 0,03

4 8,09 7,91 0,18

5 8,10 7,97 0,13

6 8,07 7,91 0,16

7 8,07 7,95 0,12

8 8,08 8,06 0,02

9 8,09 8,04 0,05

10 8,07 7,97 0,10

Média 8,07 7,96 0,11
Desvio padréao 0,022 0,072 0,075

Coeficiente de variacdo 0,3% 0,9% -

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 6 - Resultados de oxigénio dissolvido (mg.L* de O,) para os brancos
utilizando &gua desionizada pelo método de Winkler - analista A

Ensaio Branco (n) OD inicial OD fina Deplecéo

1 8,47 8,09 0,38

2 8,47 8,06 0,41

3 8,47 8,05 0,42

4 8,53 8,04 0,49

5 8,58 8,14 0,44

6 8,57 8,06 0,51

7 7,98 7,85 0,13

8 7,98 7,79 0,19

9 8,01 7,80 0,21

10 8,24 7,94 0,30

Média 8,33 7,98 0,35
Desvio padréo 0,25 0,13 0,28

Coeficiente de variacdo 3,0% 1,6 % -

Fonte: O autor, 2020.

Quando utilizado a agua desionizada produzida pelo laboratério, o valor
médio da deplecdo do ensaio branco foi igual a 0,35 mg.L' de O2, conforme

apresentado na Tabela 6. O resultado € reprovado porque ultrapassa o limite de
0,20 mg.L* de Oz definido no método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA
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(APHA, 2017). Este valor correspondeu a 3 vezes a deplecdo obtida a partir dos
testes com agua mineral. Observa-se também que as concentracdes de oxigénio
dissolvido no inicio dos testes e ap0s a etapa de incubacado tiveram maior variagdo
entre si, com coeficiente de variagao de 3,0 % e 1,6 %, respectivamente.

Na Tabela 7, o analista B reproduziu os ensaios do branco utilizando agua
mineral pelo método de Winkler com deplecdo média igual a 0,18 mg.L* de O2. O
resultado também foi satisfatério porque é inferior ao limite de 0,20 mg.L* de O2
definido no método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA (APHA, 2017).

Tabela 7 - Resultados de oxigénio dissolvido (mg.L* de O,) para os brancos
utilizando &gua mineral pelo método de Winkler — analista B

n OD inicial OD final Deplecgéo
1 8,10 7,98 0,12
2 8,09 7,94 0,15
3 8,04 7,97 0,07
4 7,89 7,65 0,24
5 7,97 7,71 0,26
6 7,91 7,73 0,18
7 7,89 7,65 0,24
8 7,95 7,79 0,16
9 7,91 7,73 0,18
10 7,99 7,77 0,22
Média 7,97 7,79 0,18
Desvio padréao 0,079 0,127 0,15
Coeficiente de variagéo 1,0% 1,6% -

Fonte: O autor, 2020.

O mesmo analista B, quando utilizou a agua desionizada, produzida pelo
laboratorio, obteve o valor médio para a deplecéo do ensaio branco foi igual a 0,55

mg.L* de Oz, conforme Tabela 8.
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Tabela 8 - Resultados de oxigénio dissolvido (mg.L* de O,) para os brancos
utilizando &gua desionizada pelo método de Winkler— analista B

n OD inicial OD final Deplecdo
1 7,89 7,65 0,24
5 7,97 7,62 0,35
3 7,91 7,59 0,32
4 8,40 7,70 0,70
5 8,35 7,48 0,87
6 8,39 7,75 0,64
7 8,40 7,70 0,70
8 8,35 7,69 0,66
9 8,39 7,69 0,70
10 7,75 7,40 0,35
Média 8,18 7,63 0,55
Desvio padréo 0,264 0,110 0,286
Coeficiente de variagdo 3,2% 1,4% -

Fonte: O autor, 2020.

Os testes realizados com o analista B forneceram resultados de branco com
coeficiente de variacéo entre 1,0% e 1,6% (Tabela 7) das concentracGes de oxigénio
dissolvido na agua mineral no inicio dos testes, e apds a etapa de incubacéo se
mantiveram mais estaveis que 0s testes com agua desionizada, com coeficiente de
variacao de 3,2% e 1,4% (Tabela 8).

Na Figura 15, os analistas A e B tiveram o resultado do branco reprovado
quando utilizada a agua desionizada porque os valores médios da deplecédo
ultrapassaram o limite de 0,20 mg.L™* de Oz preconizado no método 5210 (B) 5-Day
BOD Test descrito por AWWA (APHA, 2017).
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Figura 15 - Deplecéo do branco pelo método de Winkler
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Fonte: O autor, 2020.

Foi observado que, tanto os resultados do analista A quanto do analista B,
apresentaram valores da deplecdo do branco, a partir da 4gua desionizada, trés
vezes superiores aos valores da deplecédo obtida a partir com agua mineral. Estes
valores demonstram que a agua mineral € mais estavel, independente da habilidade
do analista, em relacdo a agua desionizada preparada a cada dia no laboratorio,
fornecendo assim baixa deplecdo do oxigénio dissolvido e menores limites de
quantificacdo. A agua desionizada € fornecida pela concessionaria responsavel pelo
abastecimento publico da cidade, que apds um tratamento por troca ibnica, e
oxidacdo conforme descrito no item 3.2 deste trabalho ainda apresentava
contaminagdo por matéria organica ocasionando a deplecao do branco apos 5 dias
incubada na presenca de microrganismos responsaveis pela biodegradacao.

Os testes de reprodutibilidade foram realizados com os dois analistas nas
condi¢cdes laboratoriais idénticas, utilizadas a mesma agua mineral e agua
desionizada, assim como o uso de vidrarias calibradas e reagentes para fixacdo do
oxigénio dissolvido e titulacdo pelo método Winkler. A Unica variavel foi a destreza

dos analistas. Constata-se que o Analista A foi mais preciso que o analista B.
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4.1.2 Limite de Deteccdo (LD) da DBO

Utilizando as trés metodologias distintas para a quantificagdo do oxigénio
dissolvido, o limite de deteccdo foi estimado estatisticamente pela aplicacdo da
Equacédo 17, a partir das replicatas dos brancos reproduzidos pelo analista A, melhor
condicdo. A Tabela 9 apresenta os resultados das deple¢bes dos brancos, cujos
valores calculados para o limite de deteccao (LD) sao:

e Método Winkler: 0,17~ 0,2 mg.L* de Oz;
e Medicdo do OD por luminescéncia: 0,30 ~ 0,3 mg.L? de Oz;

e Medicéo do OD por eletrodo com membrana: 1,06 ~ 1,1 mg.L* de O2
Os resultados estdo expressos com duas casas decimais meramente para

uma avaliacdo estatistica entre os valores, mas o método DBO nédo tem esta

precisao e relevancia sanitaria, pois os valores sao expressos em nameros inteiros.

4.1.3 Limite de Quantificacdo (LQ) da DBO

A Tabela 9 apresenta o limite de quantificacdo (LQ) determinado
estatisticamente, a partir da Equacdo 18, com base no desvio padrdao das sete (7)
replicatas do ensaio branco da DBO utilizando agua mineral, e pela melhor condicao
do analista A. A contribuicdo da incerteza padrdao Tipo A foi calculada a partir da
Equacéo 13.

Os valores obtidos sdo LQ igual a 0,79 mg.L? de O para o método por
luminescéncia; LQ igual a 2,75 mg.L' de O: pelo método do eletrodo com

membrana e LQ igual a 0,37 mg.L* de Oz pelo método quimico de Winkler.



62

Tabela 9 - Resultados das sete replicatas do branco (mg.L™? de O2) da DBO para os
trés métodos de determinacdo do O-

Replicatas do Branco da DBO

Ensaios (n) Winkler Membrana Luminescéncia
(mg.L de O2) (mg.L de O2) (mg.Lt de O2)
1 0,09 0,25 0,17
2 0,15 0,48 0,07
3 0,08 0,56 0,08
4 0,13 0,21 0,18
5 0,11 0,46 0,06
6 0,10 0,65 0,20
7 0,08 0,86 0,21
Média 0,106 0,496 0,139
Desvio Padréo 0,026 0,225 0,066
Limite de Deteccéo 0,17 1,06 0,30
Limite de Quantificagédo 0,37 2,75 0,79
Incerteza padréo - Tipo A 0,0099 0,085 0,025

Fonte: O autor, 2020.

Os resultados dos ensaios de branco, utilizando os métodos de Winkler e por
luminescéncia na determinacdo do OD, apresentaram valores de médias de 0,106 e
0,139 mg.L* deOz2, respectivamente, atendendo ao requisito (Branco < 0,20 mg.L?
de O2) estabelecido no método 5210 B. 5-Day BOD Test descrito por AWWA (APHA,
2017). Os resultados obtidos com uso do eletrodo por membrana ndo atenderam
este critério.

E possivel observar que o método quimico foi 0 mais preciso dentre os trés
meétodos investigados, apresentado o menor desvio padrdo. Seguido pelo método de
determinacao do OD por luminescéncia, e 0 método por eletrodo com membrana foi
0 menos preciso, correspondendo a 7 vezes o valor do LQ obtido pelo método
Winkler.

Assim, com base nos resultados deste laboratério, envolvendo a capacitacao
da equipe técnica e as condicbes dos equipamentos disponiveis, chega-se a
correlacdo (1:2:7) entre os limites de quantificacdo (Figura 16), para os métodos
estudados:

Winkler < Luminescéncia < Eletrodo com membrana

0,37 mg.L? 0,79 mg.L? 2,75 mg.L?
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Figura 16 — Limite de quantificacdo® da DBO por trés metodologias
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Winkler Luminescéncia Eletroquimico
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Fonte: O autor, 2020.

O método quimico é trabalhoso por incluir muitos procedimentos manuais,
etapas de adicdo de produtos quimicos, a cinética da reacéo, titulacdo e célculos. O
método Winkler apresentou o maior tempo para obtencéo do resultado do oxigénio
dissolvido, aproximadamente 10 minutos, em comparacdo aos 20 segundos pelo
método por luminescéncia. Por ter a melhor precisdo entre as metodologias
estudadas, o método Winkler foi adotado na calibragdo com ajuste dos medidores de
oxigénio dissolvido, a cada dia antes do uso.

A metodologia para quantificacdo do oxigénio dissolvido pelo método da
luminescéncia apresentou exatiddo satisfatéria, LQ igual a 0,79 mg.L! de Og,
permitindo a determinacdo da DBO em aguas de superficies visando atender o
enquadramento da legislagdo ambiental Resolugdo Conama n° 357 para aguas
doces - Classe | e Il, cujos limites sdo 3 e 5 mg.L* de Oz, respectivamente.(BRASIL,
2005)

E importante destacar que o LQ (2,75 mg.L! de O2) para a determinacéo da
DBO pelo método de eletrodo com membrana embora seja inferior ao limite legal
(3,0 mg.Lt de O2), ndo foi o mais seguro para aplicacdo nos ensaios com Aguas
contendo pouca contaminagdo por matéria organica biodegradavel. Isto porque ao

resultado deve-se ainda associar a contribuicdo da incerteza.

1 O limite de quantificacdo foi considerado como a concentracdo do analito correspondente ao valor
da média do branco mais dez desvios padréo.
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Quando a medicdo do oxigénio dissolvido € realizada por eletrodo com
membrana, o menor LQ obtido é igual ao proprio limite legal da norma supracitada,
quando expresso sem casa decimal, conforme definido no método 5210 (B) 5-Day
BOD Test descrito por AWWA (APHA, 2017).

Devido a pouca disponibilidade de artigos sobre validacdo da DBO na
literatura, para efeito comparativo, os resultados validados neste trabalho utilizando
0 sensor por luminescéncia aplicados as matrizes de aguas doces, permitiram obter
medicdes (0,79 + 0,06 mg.L* ou 0,8 + 0,1 mg.L') mais precisas que os obtidos por
Simon et al. (2011), 2,0 + 0,3 mg.L?, que investigaram DBO em aguas do mar com

introducé@o de microrganismos autoctones.

4.2 Etapa 2 - Confirmacéao experimental do LQ da DBO

Com base nos resultados estatisticos a partir do branco da DBO, o limite de
quantificacdo foi verificado experimentalmente. Sete replicatas independentes das
solucdes padrées de 1; 2; 3 e 5 mg.L* de Oz tiveram o oxigénio dissolvido medido
por luminescéncia e por eletrodo com membrana. Os resultados estdo apresentados

nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Resultados das repeticdes dos padroes 1, 2, 3e 5 mg.L? de O.. A
medi¢édo do OD foi por luminescéncia

Solugéo Padréo

Replicatas 1mg.L? 2mg.L? 3 mg.L? 5mg.L?
1 0,95 1,93 3,11 5,04
2 1,08 1,98 3,01 4,85
3 1,05 1,88 2,88 4,81
4 1,04 1,84 3,13 5,30
5 0,99 1,89 3,15 5,05
6 1,04 1,99 3,24 5,19
7 1,05 1,95 3,09 4,95
Média 1,029 1,923 3,087 5,027
Desvio padro 0,044 0,055 0,114 0,176
Coeficiente de variagdo 4,3% 2,9% 3,7% 3,5%
Recuperacéo 103 % 96% 103% 101%
uTA 0,0145 0,0184 0,038 0,058

Fonte: O autor, 2020
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Tabela 11 - Resultados das repeticdes dos padrdes 1; 2; 3e 5 mg.L? de O.. A
medicdo do OD foi por eletrodo com membrana

Solucédo Padrao

Replicatas 1 mg.L? 2 mg.L? 3 mg.L? 5 mg.L?
1 1,58 2,61 3,34 5,35
2 1,28 2,55 3,28 4,92
3 1,13 2,42 2,94 5,19
4 1,15 2,16 3,05 5,25
5 1,40 1,82 3,15 5,43
6 1,51 2,25 3,20 5,10
7 1,74 1,95 3,32 5,20
Média 1,399 2,251 3,183 5,206
Desvio padréo 0,227 0,298 0,148 0,166
Coeficiente de variagdo 16,2% 13,2% 4,6% 3,2%
Recuperacéo 140% 113% 106% 104%
uTA 00758 00992 00492  0,0555

Fonte: O autor, 2020.

Experimentalmente foi possivel demonstrar na Tabela 10 que as replicatas
independentes do padrdo 1 mg.L? de O: tiveram recuperacdo de 103% com
coeficiente de precisdo igual a 4,3% pelo método de Iluminescéncia. Melhor
resultado quando comparado ao método de determinacdo do OD por eletrodo com
membrana, cujos valores constam na Tabela 11. Para o método utilizando o eletrodo
com membrana, os menores padrdes (1 e 2 mg.L* de O2) apresentaram resultados

de recuperacéo de 140% e 113%, precisdo de 16,2 % e 13,2%, respectivamente.

As Figuras 17 e 18 ilustram os resultados da preciséo e exatidao
comparativos entre os métodos, por luminescéncia e o uso do eletrodo com
membrana, utilizados na determinacdo do oxigénio dissolvido para o calculo do

ensaio da DBO.
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Figura 17 - Precisdo dos métodos para determinagéo do OD no ensaio DBO
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Fonte: O autor, 2020.

Figura 18 — Recuperacdo do LQ da DBO por medi¢éo do O por luminescéncia e
eletrodo com membrana
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Fonte: O autor, 2020.

O método da medicdo de oxigénio dissolvido por eletrodo com membrana
garante ao laboratério LQ experimental igual a 3 mg.L? de Oz, precisdo de 4,6% e
recuperacgdo de 106%, conforme Figuras 17 e 18. Portanto, as medicdes obtidas por
luminescéncia, além de mais rapidas, foram mais exatas e precisas que o método

utilizando eletrodo com membrana.
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4.3 Etapa 3 - Fontes de incerteza - Tipo B

A partir dos certificados de calibracdo das vidrarias e equipamentos foram
obtidas as contribuicdes da incerteza (Tipo B) de cada peca critica, assim como
certificados dos reagentes e padrbes primarios e MRC disponiveis no laboratorio de
engenharia sanitaria com sistema de qualidade acreditado pela CGCRE-INMETRO,
conforme a norma NBR ISO 17025, para a determinacdo do ensaio DBO. Estes
valores estdo apresentados no Apéndice A.

Para uma amostra que apresentou resultado igual a 54 + 10 mg.L? de Oz foi

possivel avaliar as componentes criticas para ensaio DBO por luminescéncia,
conforme Figura 19:

Figura 19 - Contribuicdo das fontes de incerteza Tipo Bpara o ensaio DBO

u-Pureza K2Cr207
u-Massa K2Cr207
u-Solugdo Na2S5203
u-Solugéo K2Cr207

ON u-Oximetro

S i .

o u-Baldo Volumétrico 0,0101

?:)!) u-Frasco DBO 0,0102

% u-Volume de amostra 0,0109

Z u-Pipeta 0,0110

u-Bureta Na25203 0,0110
u-Proveta 0,0109

u-Bureta - calibragéo 0,0110

Fonte: O autor, 2020.

Na Figura 19 a maior componente Tipo B é igual a 0,011 mg.L! de O2
proveniente de vidraria, que € muito inferior aos valores decorrentes da dispersao
dos dados, componente Tipo A (Figura 20):
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Figura 20 — Contribuicéo das fontes Tipo A para DBO inferiores a 50 mg.Ltem
comparacdao as fontes de incerteza Tipo B (volumetria)
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Fonte: O autor, 2020.

Conforme aumenta o valor da DBO menor é a representatividade das fontes
Tipo B (legibilidade da balanca analitica, dilatacéo térmica da vidraria, paralaxe no
menisco das vidrarias, calibracdo das vidrarias). Por exemplo, para uma amostra
com DBO igual a 1 mg.L*, a maior contribuicdo da incerteza padrdo Tipo B (u-Bureta
igual a 0,011mg.LY) é 7 vezes inferior a fonte Tipo A (0,0751 mg.L?). Na faixa de
DBO igual a 12 mg.L* de Oz a incerteza padrdo Tipo A (uTA igual a 0,88 mgL™?) é 80
vezes superior a componente Tipo B; na faixa de 50 mg.L?, é 209 vezes maior, €
assim sucessivamente, demonstrando ter as fontes Tipo B pouca relevancia para o
calculo de incerteza combinada dos resultados de DBO.

Na pratica, visto que o resultado da DBO é expresso em numero inteiro, e a
expressdo da incerteza deve acompanhar o resultado (JCGM 200, 2008), ndo ha
significancia sanitaria os valores estatisticos calculados com duas casas decimais.

Os resultados deste trabalho evidenciaram que a dispersao dos dados (Tipo
A) foi a Unica fonte relevante para a estimativa da incerteza padrao expandida (U).

Uma andlise critica é fundamental para justificar os investimentos dos
laboratorios nos itens verdadeiramente criticos para garantir a rastreabilidade
metrolégica (pureza declarada de reagentes e calibragbes de equipamentos e
vidrarias criticas para 0 ensaio) e que afetem expressivamente na estimativa de

incerteza dos resultados, visando otimizar a precisdo e exatiddo, em funcdo da
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aplicacdo de cada método quimico (faixa de deteccdo) de acordo com os objetivos

pretendidos nos variados segmentos da ciéncia, como foram observadas nas

pesquisas realizadas por:

Pinto et al. (2016) estimaram as incertezas da concentracdo de sedimento em
suspensao, e as maiores contribuicbes para a incerteza da concentracao
foram as incertezas da preciséo intermediaria e pesagens das amostras;
Takano et al. (2017) estabeleceram procedimento para estimar a incerteza de
medicdo de um método espectrofotométrico de UV validado para
quantificacdo de desloratadina na formulagcdo de comprimidos. As incertezas
associadas a preparacdo de desloratadina e solucfes de amostra foram as
mais significativas;

Pang et al. (2018) avaliaram a incerteza da determinacdo de residuos
multipesticidas no cha por cromatografia gasosa com espectrdmetro de
massa. A principal componente da incerteza foi a repetibilidade, o processo
de preparacdo da quantificagdo de curvas padrao, a quantificacdo de curvas
padrao e as recuperacoes;

Cindro et al. (2020) avaliaram a contribuicdo do procedimento de amostragem
para a estimativa total de incerteza da espectrometria de raios gama de alta
resolucdo de amostras de solo ambiental, agua da torneira e filtro de aerossol.
A incerteza de amostragem € estimada em cerca de 5% (k = 1) para amostras

de solo e 30-40% (k = 1) para amostras de ar.
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4.4 Etapa 4 - Repetibilidade das amostras ambientais

A contribuicdo Tipo A para estimar a incerteza dos resultados do ensaio DBO
foi investigada em laboratério a partir das replicatas de amostras ambientais de
matrizes distintas.

A fim de gerar uma maior faixa de concentragcdo a ser investigada, as
amostras pouco poluidas (0,1 a 5 mg.L' de O2) foram geradas em laboratério
utilizando branco e solucao padréo diluidas a partir do MRC (material de referéncia
certificado). Para os testes com concentragées maiores de 10 mg.Lt de O2 foram
utilizadas amostras de esgotos sanitarios (bruto e tratado) e efluentes industriais
(farmacéutica, fabricantes de bebida e refrigerantes, alimenticia e chorume de aterro
sanitario) coletados em empresas localizadas na regido metropolitana da cidade do
Rio de Janeiro. A escolha dessas matrizes se deu por serem as mais analisadas no
laboratério em questéo.

Para a determinacdo do oxigénio dissolvido foi adotado o método por
luminescéncia por se o medidor utilizado na rotina do laboratério. Foram realizadas
coletas em 3 pontos (A, B e C) no rio dos Macacos, na Floresta da Tijuca, RJ. Os

resultados das replicatas da DBO e os célculos estdo apresentados na Tabela 12:

Tabela 12 - Resultados das repetices da DBO em 3 amostras do rio dos Macacos,
na Floresta da Tijuca - RJ. A medi¢cdo do OD por luminescéncia

DBO (mg.L? de Oy) do rio dos Macacos

Replicatas

Amostra A Amostra B Amostra C

! 1,2 2,2 5,7

2 18 2,9 5,8

3 1,4 3.1 6.1

4 13 3.4 6,8

> 1,6 2,6 5,2

6 1,5 2,9 5,9

7 1,4 2,6 6.1
Média 1,457 2,814 5,943
Desvio padréo 0,199 0,389 0,486
Coeficiente de variagéo 13,64% 13,83% 8,18%
uTA 0,0751 0,1471 0,184

Fonte: O autor, 2020.
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De modo a viabilizar os calculos estatisticos, para efeito didatico, os
resultados foram expressos com uma casa decimal. Contudo, chama-se a atencao
para os resultados da DBO serem expressos em numero inteiro devido ao
significado sanitario e a prépria imprecisdo do método .

A Tabela 12 apresenta os resultados das amostras com baixa concentracao
de matéria organica (1 a 6 mg.L* de O2) e coeficiente de variagdo entre 8,2% e
13,8%, superiores aos coeficientes de variacdo dos resultados de DBO maiores que
800 mg.L* de Oz, que se manteve na faixa de 2,6 a 3,5% do coeficiente de variacdo

apresentados na Tabela 13:

Tabela 13 - Repetibilidade do ensaio DBO (mg.L* de O2) em amostras coletadas em
estacOes de tratamento de efluentes industriais localizadas no Rio de Janeiro

Resultados da DBO (mg.L* de O2)

Replicatas

Esgoto Sanitario Efluente Industrial
Tratado Bruto A B ((© (D (E)
1 12 28 46 135 186 368 | 880 1180 1882 2560 3870
2 8 22 52 140 189 409 | 935 1260 1944 2486 3855
3 9 36 48 124 191 422 | 890 1240 1990 2445 3920
4 12 28 60 | 130 175 391 | 882 1164 1870 2286 4018
5 15 30 50 | 136 190 418 | 870 1260 1840 2513 4156
6 10 32 42 124 188 428 | 898 1220 1893 2459 3800
7 12 26 56 130 194 384 | 905 1190 1930 2420 3940
Média 11,1 289 50,6 |131,3 187,6 4029 | 894,3 12163 1907,0 24527 3937,0
Desvio padrao | 234 445 608 | 607 608 2227 | 21,41 39,03 5077 8681 11889
C.Variacao, o | 20 154 120 | 46 32 55 | 24 32 27 35 3,0
uTA 088 1,68 230 | 230 230 842 | 809 1475 1919 32,81 44,93

Legenda: (A) Farmacéutica; (B) Chorume; (C) Bebida; (D) Alimenticia; (E) Refrigerante.
Fonte: O autor, 2020.

Os maiores resultados do coeficiente de variagdo (12% a 21%) foram
calculados com as amostras de esgotos sanitarios tratados. Uma possibilidade para
tal ocorréncia observada pode ser atribuida a presenca de flocos biologicos do lodo
ativado, e o maior volume de amostra transportado para o frasco DBO com proveta

promovendo uma pequena alteragdo na composicado das amostras testadas.
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A transferéncia de aliquotas das amostras com concentracfes superiores a
100 mg.L* de O: foi realizada com pipeta volumétrica. Foram utilizadas pequenas
aliquotas, ou até diluicdo da amostra, para nao consumir todo o oxigénio dissolvido
no frasco DBO durante os cinco dias de incubacdo a 20°C. Nestas condi¢cdes as
amostras submetidas aos ensaios foram mantidas homogéneas, e sem presenca de
material em suspensdo, predominando as fracGes solUveis e coloidais de matéria
organica, o que contribuiu para a baixa dispersdo dos resultados, associada a
destreza do analista, com preciséo entre 2,4% e 5,5% (Tabela 13).

A contribuicao da componente Tipo A, a mais relevante para a estimativa da
incerteza, foi calculada pela aplicacdo da Equacdo 13, cujos valores estao
apresentados na ultima linha dasTabelas 12 e 13. Conforme aumenta os valores da
DBO aumenta proporcionalmente o valor da incerteza Tipo A. Esta tendéncia esta

ilustrada nas Figuras 21 e 22.

Figura 21 — Precisdo da DBO em funcédo da concentracdo e amostras, pela
medicao do oxigénio dissolvido por luminescéncia
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Fonte: O autor, 2020.
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Figura 22 - Incerteza expandida da DBO, medicdo do OD por luminescéncia.
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Fonte: O autor, 2020.

O laboratorio para atender os requisitos da qualidade, participa do programa
anual de proficiéncia de ensaios quimicos. Na Tabela 14 s&do apresentados os
resultados das triplicatas das amostras X e Y submetidas ao controle externo
promovido pela Rede Metroldgica do Rio Grande do Sul- Brasil. A determina¢éo da
DBO utilizou o medidor de oxigénio dissolvido por luminescéncia, adotado na rotina

do laboratorio.

Tabela 14 - Resultados das proficiéncias da Rede Metrolégica do Rio Grande do Sul

Amostra Rodada Resultado Duplicata Triplicata Média X, Z score
X 22 186 162 173 174 166 0,164
Y 22 331 297 316 315 301 0,134
Y 42 311 299 309 306 312 -0,054
X 42 186 203 195 195 166 0,425

Fonte: O autor, 2020.

Sabendo que X, corresponde ao resultado verdadeiro proveniente do estudo
de homogeneidade do programa de ensaio de proficiéncia, conforme relatério do
provedor.

O laboratério apresentou desempenho satisfatério no programa de ensaio de
proficiéncia, com valores de z score variando entre -0,05 a 0,16 em duas rodadas de

avaliacdo da amostra Y e uma avaliagdo da amostra X. A quarta rodada da amostra
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X teve desempenho z = 0,425, superior aos demais resultados, todavia dentro da
faixa considerada satisfatoria (z score < 2), quanto a exatidao.

A Figura 23 representa graficamente um dos controles de qualidade praticado
rotineiramente no ensaio DBO. De acordo com a metodologia (APHA, 2017) o
padrdo de glicose e acido glutamico (300 mg.L?) tem recuperacéo aceitavel na faixa
de 198 + 30 mg.L* de Oa.

Figura 23 — Carta controle do ensaio DBO com padrdo de 198 + 30 mg.L* de O:
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Fonte: O autor, 2020.

4.5 Etapa5 - Elaboracao da planilha eletrénica

Uma planilha foi elaborada utilizando o Excel @Microsoft para auxiliar os
analistas a realizarem os calculos para a estimativa da incerteza. Com base nos
procedimentos do Guia Eurachem/Citac (2012) foram avalidadas as principais fontes
de incerteza (Tipo A e Tipo B) ilustradas no diagrama Ishikawa (Figura 9). As fontes
de incerteza padrdo que foram identificadas estdo apresentadas no Apéndice A

desta dissertacdo. A planilha eletrdnica desenvolvida esta ilustrada no Apéndice C.
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4.6 Interpretando aincerteza

Dois laboratérios A e B determinam a DBO do efluente industrial apés
tratamento biolégico para avaliacdo quanto ao enquadramento legal conforme DZ
215-Rev.04 (RIO DE JANEIRO, 2007). O resultado do laboratério B foi igual a 52 *
10 mg.L* de O2. O resultado obtido pelo laboratério A foi igual a 54 + 5 mg.L! de Oz.
Os resultados dos dois laboratérios aparentemente atendem o padrdo para
lancamento de efluentes, entretanto quando associado ao intervalo da incerteza, o
laboratorio B ultrapassa o limite legal (Figura 24). O laboratério A, embora tenha
informado um valor da DBO maior em relacdo ao laboratério B, a contribuicdo da
incerteza do laboratério A (£ 5) mantém o intervalo do resultado inferior ao limite
legal.

Figura 24 - Interpretacéo do resultado associado a incerteza
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Fonte: O autor, 2020.
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CONCLUSAO

A qualidade da agua utilizada no preparo da agua de diluicdo das amostras foi
fundamental para se obter deplecdes de oxigénio dissolvido inferiores a 0,20 mg.L™?
de Oz, limite preconizado no método 5210 (B) 5-Day BOD Test descrito por AWWA
(APHA, 2017), e consequentemente menores limites de quantificacdo. A agua
mineral apresentou resultados estaveis e satisfatérios para o branco: 0,11 mg.L* e
0,18 mg.L? quando testados por dois analistas, em comparacdo com a &agua
reagente desionizada preparada no laboratério, cujos valores foram trés vezes
maiores.

Foi demonstrado que quanto menor o limite de quantificacdo, maior € o
coeficiente de variacdo, ou seja, mais dificil € garantir precisdo e exatiddo dos
resultados. Em relacdo as metodologias estudadas, obteve-se a correlacédo entre 0s
limites de quantificacdo, LQ (1: 2: 7), determinados estatisticamente, nesta ordem:
Winkler igual a 0,37 mg.L* de Oz, luminescéncia igual a 0,79 mg.L* de O2, e eletrodo
com membrana igual a 2,75 mg.L* de O2. Os limites de deteccdo equivalem a 1/3
dos limites de quantificacao.

A determinacdo sistematica do oxigénio dissolvido com sensor por
luminescéncia apresentou LQ igual a 1 mg.L! de O2, preciséo de 4,3% e
recuperacdo de 103%, permitindo medi¢cbes confidveis e replicaveis da DBO em
aguas de superficies para o enquadramento da legislacdo ambiental Resolucao
Conama n° 357 - Aguas doces - Classe | e Il, cujos limites sdo 3 e 5 mg.L ! de O,
respectivamente (BRASIL, 2005).

O limite de quantificagdo do meétodo de eletrodo com membrana foi validado
em 3 mg.L! de Oz, preciséo de 4,6% e recuperacédo de 106%. Ndo demonstrou ser
seguro para aplicacdo nos ensaios com aguas contendo pouca contaminacao por
matéria organica biodegradavel porque o LQ é proximo do limite definido na norma
supracitada, e quando associado a incerteza de medicdo ultrapassa o limite legal.
Fatores como desgaste dos eletrodos, cdpsula (membrana), saturacdo da solucdo
eletrolitica, mecanismos de agitacdo adequada da amostra contribuiram para o
aumento da dispersdao dos resultados, e consequentemente do limite de

quantificacdo do método.
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O meétodo quimico (Winkler) demonstrou ser mais exato e preciso, porém,
muito trabalhoso por incluir etapas de adicdo de produtos quimicos, a cinética da
reacgdo, titulagdo e célculos. Os resultados podem ser afetados pelo procedimento de
preservacao da amostra e por contaminantes (por exemplo: cor e turbidez intensas,
sulfetos, cloro). Foi adotado na calibracdo com ajuste dos medidores de oxigénio
dissolvido, a cada dia antes do uso, para assegurar os melhores resultados quanto a
exatidao.

No estudo em questdo, constata-se que a incerteza de maior contribuicédo é a
dispersdo dos dados, componente Tipo A. As demais fontes Tipo B (legibilidade da
balanca analitica, dilatacdo térmica da vidraria, paralaxe no menisco das vidrarias,
calibragdo das vidrarias, pureza do reagente) demonstraram ter pouca relevancia
para a estimativa de incerteza combinada dos resultados da DBO.

Do ponto de vista prético, envolvendo a melhor condicdo, a estimativa da
incerteza dos resultados da DBO pode ser considerada basicamente a partir do
desvio padréo dos dados.

Uma criteriosa analise pela equipe técnica do laboratério fez-se necessaria
para justificar os relevantes investimentos nos itens que garantem a rastreabilidade
metrologica (pureza declarada de reagentes e calibracdes de equipamentos e
vidrarias criticas para 0 ensaio) e que afetem expressivamente na estimativa de
incerteza, na precisdo e exatiddo dos resultados, em concordancia com a
quantidade de casas decimais definidas em cada método quimico (faixa de
deteccdo), de acordo com o0s objetivos pretendidos nos variados segmentos da
ciéncia.

Os resultados expressos com duas casas decimais neste trabalho serviram
para uma avaliacdo estatistica. Entretanto, o método DBO néo preconiza preciséao e
relevancia sanitaria para resultados com casas decimais, pois S40 expressos em
nameros inteiros.

Cuidados especiais devem ser adotados em relacéo a capacitacéo do técnico,
pois a repetibilidade (Tipo A) foi a componente dominante na estimativa da incerteza
(U) expandida (k = 2 e 95,45% de confianca): 0,8 + 0,1 mg.L?; 11 + 2 mg.LY; DBO
entre 30 a 188 mg.L? (U igual a 5 mg.L!); conforme o valor da DBO aumentou de
400 mg.L* até 4000 mg.L?, U variou de + 17 a = 90 mg.L, em fungdo das matrizes

estudadas.
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A planilha eletrénica contemplando todas as componentes de entrada (Tipo A
e Tipo B) estudadas nesta dissertacdo atendeu a expectativa de simplificacdo dos
calculos envolvidos na estimativa da incerteza. Assim foi possivel constatar os itens
criticos que merecem investimentos de recursos do laboratorio: o continuo
treinamento da equipe técnica.

Com as condicbes ambientais controladas, o medidor de oxigénio dissolvido
por luminescéncia acrescentou qualidade e produtividade ao laboratério, mantidas
as calibragbes com ajustes pelo método de Winkler. Quanto menor a incerteza do
resultado, quando bem estimada, melhor é a qualidade do laboratdrio.

Por fim, cabe aos laboratérios continuarem buscando novas metodologias e
assegurarem a rastreabilidade metrologica dos resultados a fim de atender aos
limites dos parametros exigidos pelas legislacdes ambientais, cada vez menores.

Como aprofundamento da pesquisa, torna-se viavel a realizacdo de mais
estudos, visando disseminar o conceito da metrologia em laboratérios de ensaios,
abordando alguns topicos:

e Ampliar o conceito de avaliacdo da incerteza dos resultados para outros
ensaios fisico-quimicos, incluindo a investigacdo das fontes provenientes dos
ajustes de modelos mateméaticos na elaboracdo das curvas de calibracao, e
nos ensaios microbiolégicos;

e Qutros ensaios, em menores concentragbes, ug.L! e ng.L?t, pg.L7?,
demandam que cada componente, Tipo B, considerada desprezivel neste
estudo, seja investigada sua relevancia na estimativa da incerteza;

e |Identificar as fontes de incerteza e estima-las proveniente da etapa de
amostragem;

e Recomenda-se continuar o estudo de validacdo das metodologias sobre o
possivel impacto na utilizacdo de novos equipamentos, proficiéncia da equipe,

gualidade dos reagentes e outros fatores relevantes;
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GLOSSARIO

Método de avaliacdo de incerteza pela andlise estatistica de
séries de observacgdes (JCGM 200, 2008)

Método de avaliacdo de incerteza por outros meios que nédo a
analise estatistica de séries de observacdes. (JCGM 200,
2008)

O valor (1 — a) da probabilidade associada com um intervalo de
confianca ou um intervalo estatistico de abrangéncia [ISO
3534-1, 1993]

Para uma série de n medicdes de um mesmo mensurando, a
grandeza s, que caracteriza a dispersdo dos resultados, é
dada pela formula: (JCGM 200, 2008)

n . —%)2
.= /zl=1<: %) (23)

Sabendo que X a média aritmética dos n resultados.

Resultado de uma medicdo menos o valor verdadeiro do
mensurando. (JCGM 200, 2008)

Paréametro, associado ao resultado de uma medicdo, que
caracteriza a dispersdo dos valores que podem ser

razoavelmente atribuidos ao mensurando. (VIM, 2012)

Incerteza-padrao do resultado de uma medicdo, quando esse
resultado é obtido por meio dos valores de varias outras
grandezas, sendo igual a raiz quadrada positiva de uma soma
de termos, que constituem as variancias ou covariancias

destas outras grandezas, ponderadas de acordo com o gquanto
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o resultado da medicdo varia com mudancas nestas
grandezas. (JCGM 200, 2008)

Quantidade que define um intervalo em torno do resultado de
uma medicdo com o qual se espera abranger uma grande
fracdo da distribuicio dos valores

gque podem ser

razoavelmente atribuidos ao mensurando. (JCGM 200, 2008)

Em geral, o nUmero de termos numa soma menos o0 ndmero

de restricdes sobre os termos da soma (ISO 3534-1, 1993)

Material de referéncia acompanhado duma documentacao
emitida por uma entidade reconhecida, a qual fornece um ou
mais valores de propriedades especificadas com as incertezas
e as rastreabilidades associadas, utilizando procedimentos
validos. (VIM, 2012)

Propriedade dum resultado de medicéo pela qual tal resultado
pode ser relacionado a uma referéncia através duma cadeia
ininterrupta e documentada de calibragbes, cada uma

contribuindo para a incerteza de medigao. (VIM, 2012)

Grau de concordancia entre os resultados de medicBes
sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as

mesmas condi¢des de medigéo (VIM, 2012)

Grau de concordancia entre os resultados das medi¢cdes de um
mesmo mensurando efetuadas sob condicbes modificadas de
medicdo (VIM, 2012)

Cultura microbiana capaz de prover diferentes microrganismos
responsaveis pela biodegradacdo da matéria organica em

efluentes industriais e esgotos sanitarios (APHA, 2017)
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APENDICE A - Fontes de incerteza padr&o Tipo B - DBO

Nota 1: Para simplificacdo, o calculo da dilatacdo volumétrica foi desprezado o valor
do coeficiente de dilatagdo do vidro (9,9x10%°C-1), que é muito inferior ao da agua
(2,1x104°C1). Foi adotado a variacdo de altura Ah = 0,1 cm; AT= 10°C para o célculo
dos erros relacionados a dilatagéo da vidraria.

Nota 2: Para o preenchimento das Tabelas a seguir, os valores de U e fator k séo
obtidos diretamente dos certificados de calibracdo, de reagentes ou informacdes do

fabricante.
A seguir sdo apresentadas as fontes e equacgOes utilizadas na estimativa da

incerteza do resultado de amostra com DBO igual 58 mg.L* de Oo.

1 — Preparo da solucdo de dicromato de potassio 0,025 N

1.1.uMP — Incerteza padrdo da massa pesada de dicromato de potassio

v Valor (x) = massa pesada de dicromato de potassio = 1,2264g

v/ uDC - Incerteza do dicromato de potassio = % (24)
v uLD - Incerteza da legibilidade digital = =222 22 70 (25)
v' uB — Incerteza da balanca = % (26)
v Incerteza Padrdo = ux = VuLD? + uB? + uDC? (27)
v’ Incerteza Padrao relativa = uMP = —= (28)
valor (x)
Tabela 15 — Fontes Tipo B da pesagem do dicromato de potassio
Contribuicéo Valor (U)  Tipo Fator (k) u(x)

uDC - K2Cr207 0,0003 B Raiz (3) 0,00017321

uLD - legibilidade digital 0,0001 B 2 0,00005

uB- balanca 0,0001 B 2 0,00005

Fonte: O autor, 2020

Calcula-se u(x) pela aplicacéo da Equacéo 25, com os dados obtidos na Tabela 15 e uMP
pela Equacéo 28:

Incerteza Padréo u(x) = \/(59510_5)2 +(5x107%)2  + (1,73x107*)2 - 0,000187
Incerteza Padrdo Relativa, uMP = 0,0001525
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1.2. uPu - Incerteza padréo da pureza do dicromato de potassio

v valor (x) = Pureza % = 99,97 % (29)

v Incerteza Padrdo = ux = % (30)

v’ Incerteza Padrao relativa = uPu = —= (31)
valor (x)

Logo, a partir do certificado do reagente, e Equacdes 30 e 31, obtém-se:

Incerteza Padréo u(x) = 0,00017321

Incerteza Padrdo Relativa, uPu = 0,00017326 (32)

1.3. uBV - Incerteza padréo do baldo volumétrico

v’ valor(x) = volume calibrado do baldo volumétrico = 1000,1 mL

uBV — Incerteza do baldo volumétrico = @: (33)

v
v UREP - Incerteza da repetitividade do baldo = Desvio padrao de 10 pesagens
v Erro

UEi — Incerteza do erro de indicacéo do balédo = 7 (34)
-4
v uDV - Incerteza devido a dilatago volumétrica = 2= X\/ZE’O x10 (35)
. . zx(P/,)° x An
v' UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco = ZT (36)
v Incerteza Padrdo = ux = VuBV?2 + uREP? + uEi% + uEM? + uDV? (37)
v’ Incerteza Padrao relativa = uBY = —= (38)
valor (x)
Tabela 16 - Fontes Tipo B do baldo volumétrico da solucdo de dicromato de potassio
Contribuigéo Valor (V) Tipo Fator (k) u(x)
U Batao volumétrico = 0,13 2,046 0,063538612
U repetitividade do baldo 1% 10,001
Erro indicagéo do baldo - uEi 0,1 raiz (6) 0,040824829

Dilatacdo volumétrica - uDV
Erro na leitura do menisco - UEM
Diametro gv (cm) 2

raiz(3) 1,154816008
raiz (3) 0,18137994

0ww>w

Fonte: O autor, 2020

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacédo 37, com os dados obtidos na Tabela 16 e uBV
pela Equacéo 38:

Incerteza Padrao u(x) =10,0693696

Incerteza Padrdo Relativa, uBV = 0,01006836 (39)
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Incerteza da solucao de dicromato de potassio (uSDC):

uSDC = Concgacrao7 x\/uMP2 + uPu? 4+ uBV? =

uSDC = 0,0250)6\/0,00015252 +0,000173262 + 0,010068362 =
= 0,02501 x 0,01007 = 0,00025185 (40)

2 - Padronizacdo da solucdo de tiossulfato de s6dio 0,025 N

2.1. UPV - Incerteza padrao da pipeta para transferéncia da solucdo K2Cr207

na padronizacédo da solucéo de tiossulfato de sddio 0,025N

v valor(x) = volume calibrado da pipeta volumétrica = 10,009 mL
v UPV - Incerteza da pipeta volumétrica = % (41)
v’ UEi — Incerteza do erro de indicacdo da pipeta = E\r/go (42)
v' UREP - Incerteza da repetitividade da pipeta = Desvio padrdo de 10 pesagens
-4
v uDV - Incerteza devido a dilatagéo volumétrica = =7 ng’o x10 (43)
. . P ><(D/2)2 x Ah
v' UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco = — 5 (44)
v Incerteza Padrdo = ux = VuPV?2 + uREP? + uEi%2 + uEM? + uDV?2 (45)
v’ Incerteza Padrao relativa = uPV = —= (46)
valor (x)
Tabela 17 - Fontes Tipo B pipeta utilizada na solucdo de Na»S,03
Contribuigéo Valor (U) Distribuicdo Fator (k) u(x)
U Pipeta Volumétrico = 0,002 Triangular 2,158 0,000926784
Erro indicag&o da pipeta - UEi 0,1 Quadrada Raiz (6) 0,003674235
U repetitividade da pipeta 1% Tipo A 0,10009
Dilatacéo volumétrica - ubV Tipo B Raiz (3) 0,011557398
Erro na leitura do menisco - UEM Tipo B Raiz (3) 0,04534498
Diametro gv (cm) 1

Fonte: O autor, 2020

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacéo 45, com os dados obtidos na Tabela 17
e uPV pela Equacéo 46:

Incerteza Padrédo u(x) = 0,11055364

Incerteza Padrdo Relativa uPV = 0,01104542 47



2.2. uBU - Incerteza padrédo da bureta utilizada na titulacdo da solucado de
dicromato de potassio contra a solucao de tiossulfato de sédio 0,025 N
v valor(x)= volume maximo calibrado da bureta = 10,007 mL

v' UBU — Maior incerteza da bureta = % (48)

Erro

V6
v' UREP - Incerteza da repetitividade da pipeta = Desvio padrdo de 10 pesagens

v’ UEi — Incerteza do erro de indicacao da pipeta = (49)

V X AT X 2,0 X 10~%

v uDV - Incerteza devido a dilatagdo volumétrica = N (50)
. . zx(P/,)? x an
v/ UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco = ZT (51)
v Incerteza Padrdo = ux = VuBu? + uREP? + uEi? + uEM? + uDV?2 (52)
v’ Incerteza Padrao relativa = uBU = —= (53)
valor (x)
Tabela 18 - Fontes Tipo B da bureta utilizada na etapa da padronizacéo
Contribuigcéo Valor (U) Tipo Fator (k) u(x)
U Bureta = 0,002 B 2,149  0,000930665
U repetitividade da bureta 1% A 0,10007
Erro indicacdo da bureta - UEi 0,007 B raiz (6) 0,002857738
Dilatacédo volumétrica - ubV B raiz(3) 0,011555088
Erro na leitura do menisco - UEM B raiz (3) 0,04534498

Diametro gv (cm) 1
Fonte: O autor, 2020.

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacéo 52, com os dados obtidos na Tabela 18 e
uBU pela Equacao 53:

Incerteza Padrao u(x) = 0,1105112
Incerteza Padrdo Relativa, uBU = 0,01104339 (54)

Combinando os resultados obtidos nas etapas (40), (54) e (47) com

a préxima Equacéo (53) , obtém-se a uTIO:

Incerteza da solugédo de tiossulfato de sodio (uTIO):

uTI0 = Concyazs207 xJuSDCZ +uPV2 + uBU? = (55)

uTlO = 0,02501x\/0,000251852 +0,011045422 + 0,011043392 = 0,000397

90
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3 - Titulacdo do branco utilizado na calibracdo do oximetro

3.1. uPRO - Incerteza padrao da proveta para transferéncia do branco

v valor(x)= volume calibrado da proveta = 100,08 mL

_ Uproveta

v UPRO - Incerteza da proveta = — (56)

Erro

V6
v' UREP - Incerteza da repetitividade da proveta = Desvio padréo de 10 pesagens

v’ UEi — Incerteza do erro de indicacdo da proveta = (57)

V X AT X 2,0 X 10~

v uDV - Incerteza devido a dilatagdo volumétrica = = (58)
. . T X(D/2)2 X Ah
v' UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco = — 5 (59)
v Incerteza Padrdo = ux = VuPR0O? + uREP? + uEi% + uEM? + uDV? (60)
v’ Incerteza Padréo relativa = uPRO = —= (61)
valor (x)
Tabela 19 - Fontes Tipo B da proveta para transferéncia do branco
Contribuigéo Valor Tipo Fator u(x)
U proveta = 0,04 B 2,255 0,017738359
U repetitividade da proveta 1% A 1,0008
Erro indicag&o da proveta - uEi 0,08 B raiz (6) 0,032659863
Dilatacdo volumétrica - uDV B raiz(3) 0,11556243
Erro na leitura do menisco - UEM B raiz (3) 0,40810486

Diametro sy (cm) 3
Fonte: O autor, 2020.

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacao 60, com os dados obtidos na Tabela 19 e
UPRO pela Equacéo 61.:

Incerteza Padrao u(x) = 1,08760572
Incerteza Padrdo Relativa, uPRO = 0,01086736 (62)

3.2. uBU - Incerteza padrao da bureta utilizada na titulagcéo do branco
v valor(x) = volume méximo calibrado da bureta = 10,005

v/ uBu — Maior incerteza da bureta :% (63)

Erro

V6
v UREP - Incerteza da repetitividade do bureta = Desvio padrédo de 10 pesagens

v UEi — Incerteza do erro de indicacdo da bureta = (64)

V X AT x 2,0 x 10™%

v/ ubDV - Incerteza devido a dilatagéo volumétrica = =

(65)
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7 x(P/y)" x an

v' UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco N (66)

v Incerteza Padrdo = ux = vuBu? + uREP2 + uEi? + uEM? + uDV? (67)

v’ Incerteza Padréo relativa = uBU = —= (68)
valor (x)

Tabela 20 - Fontes Tipo B da bureta utilizada na titulacdo do branco

Contribuicéo Valor (U) Tipo Fator (k) u(x)
U Bureta = 0,003 B 2,217 0,00135318
U repetitividade da bureta 1% A 0,10005
Erro indicacdo da bureta - UEi 0,005 B raiz (6) 0,002041241
Dilatacédo volumétrica - ubV B raiz (3) 0,011552779
Erro na leitura do menisco - UEM B raiz (3) 0,04534498

Diametro sy (cm) 1
Fonte: O autor, 2020

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacdo 67, com os dados obtidos na Tabela 20 e
uBU pela Equacéao 68:

Incerteza Padrao u(x) = 0,110479

Incerteza Padrao Relativa, uBU = 0,011042 (69)

Combinando os resultados obtidos, itens 69 e 62, com a Equacéo (70), se
obtém uBRA:

uBRA = Brancopgg x\/uBu2 + uPro? = (70)

Considerando que o valor do branco ndo pode ser superior a 0,20 mg.Lde O, logo:

uBRA = 0,2x,/0,0110422 + 0,010867362 = 0,00309

4 - VVolume da amostra utilizada no ensaio DBO

v valor(x) = volume calibrado da proveta/pipeta volumétrica = 100,08 mL

v UPV - Incerteza da proveta/pipeta volumétrica = Upipeta (71)
k
v UEi — Incerteza do erro de indicacdo da proveta/pipeta = E\r/go (72)
v UREP - Incerteza da repetitividade = Desvio padrdo de 10 pesagens
—4
v uDV - Incerteza devido a dilatagéo volumétrica = 22 X\/Zéo x 10 (73)
. : zx(P/,)° x An
v/ UEM - Incerteza do erro na leitura do menisco ZT (74)
v Incerteza Padrdo: ux = VuPV2 + uREP? + uEi?2 + uEM? + uDV?2 (75)
v’ Incerteza Padrao relativa; uV4 = —= (76)

valor (x)
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Tabela 21 - Fontes Tipo B da proveta para transferéncia da amostra

Contribuigéo Valor (U) Tipo Fator u(x)
U proveta = 0,05 B 2,512 0,019904459
U repetitividade da proveta 1% A 1,0008
Erro indicacdo da proveta - UEI 0,08 B raiz (6) 0,032659863
Dilatacédo volumétrica - ubV B raiz(3)  0,11556243
Erro na leitura do menisco - UEM B raiz (3) 0,40810486

Diametro gv (cm) 3
Fonte: O autor, 2020

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacao 75, com os dados obtidos na Tabela 21 e
UuPRO pela Equacéo 76:

Incerteza Padréo u(x) = 1,08764321
Incerteza Padrao Relativa, uVA = 0,01086774 77)

Dependendo do aspecto e matriz da amostra, a aliquota utilizada no ensaio
DBO pode variar de poucos mililitros até encher completamente o frasco DBO. Com
base no histérico do laboratério na Tabela 22 foram registradas as contribuicées,

incerteza e fator k de abrangéncia para as principais vidrarias (pipetas e provetas).

Tabela 22 - Volume de amostra utilizada no ensaio DBO (pipeta ou proveta)

Volume vggrge vi d:firia k UREP  uDV UEM uv uEl uvA
1 1,002 0,001 2,649 0,01002 0,000231 5,6681E-05 0,0003775 -0,000816 0,01004
2 1,996 0,001 2517 0,01996 0,000461 5,6681E-05 0,0003972 0,0016329 0,01003
3 2,098 0,002 2517 0,02998 0,000692 5,6681E-05 0,0007945 0,0008164 0,01001
4 4,002 0,002 2,429 0,04002 0,000924 5,6681E-05 0,0008233 -0,000816 0,01000
5 4,996 0,002 2,366 0,04996 0,001154 5,6681E-05 0,0008453 0,0016329 0,01000
8 7,099 0,002 2133 0,07999 0,001847 5,6681E-05 0,0009376 0,0004082 0,01000

10 9,985 0,002 2,084 0,09985 0,002306 5,6681E-05 0,0009596 0,0061237 0,01002
15 15,012 0,002 2,035 0,15012 0,003467 5,6681E-05 0,0009828 -0,004898 0,01000
20 19,999 0,008 2,145 0,19999 0,004619 5,6681E-05 0,0037296 0,0004082 0,01000
50 50,04 0,05 2,512 0,5004 0,011556 0,09068997 0,0199044 -0,016329 0,01017
100 100,08 0,05 2,429 1,0008 0,023112 0,09068997 0,0205846 -0,032659 0,01005

250 250,11 0,06 2,169 25011 0,05776 0,09068997 0,0276625 -0,044907 0,01001
Fonte: O autor, 2020.
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5 - Volume do frasco de DBO

v valor(x) = yolume do frasco utilizado = 298,85 mL

v' UREP - Incerteza da repetitividade do baldo = Desvio padrdo de 10 pesagens

V X AT X 2,0 x 10™%

v uDV - Incerteza devido a dilatagdo volumétrica = = (78)
v Incerteza Padrdo: ux = VuREP2 + uDV? (79)
v’ Incerteza Padrao relativa = uVFR = —= (80)
valor (x)
Tabela 23 - Fontes Tipo B da proveta para transferéncia da amostra
Contribuigéo Valor Tipo Fator u(x)

U frasco DBO = 0,12 A 2 0,06

U repetitividade do frasco 1% A 2,9885

Erro indicacao do frasco - UEi -1,15 B raiz (6) -0,46948553

Dilatacéo volumétrica - ubV B raiz(3) 0,34508225

Diametro gv (cm) 2
Fonte: O autor, 2020.

Calcula-se u(x) pela aplicacdo da Equacao 79, com os dados obtidos na Tabela 23 e
uVFR pela Equacéo 80:

Incerteza Padrao u(x) = 3,04536216
Incerteza Padrao Relativa, uVFR = 0,01019027 (81)

Incerteza Padréo combinada relativa para o resultado DBO (u,):

Incerteza Expandida: U =k X u, (82)

Para uma amostra com DBO igual a 58 mg.L* de O2 a incerteza padrdo Tipo A
pode ser obtida a partir da Tabela 12, e a incerteza expandida é:

u, = JuTAZ + uSDCZ + uTIO2? + uBRAZ + uVFR2 + uVAZ +uEQUI? =

0,01

2
\/2,32 +0,000251852 + 0,0003972 + 0,00309% + 0,010190272 + 0,010867742 + (T) =2,30

Para um nivel de confianca de 95,45%, fator k = 2;
U=2x230=46~5

Logo o resultado é 58 + 5 mg.L? de O2



APENDICE B - Volumes dos frascos aferidos para o ensaio DBO

Tabela 24 — Tabela indicativa dos volumes dos frascos DBO

n Volume, mL| Erro ukl ubVv uREP v FDRI;A(‘)SCO
1 296,00 -4,00 |-1,63299 | 0,170896 2,96 3,384889
2 304,41 4,41 ]1,800375| 0,175751 | 3,0441 3,541014
3 303,70 3,70 [1,510519| 0,175341 | 3,037 3,396436
4 309,61 9,61 [3,923266| 0,178753 | 3,0961 5,00098
5 312,80 12,80 |5,225578| 0,180595 | 3,128 6,092919
6 269,90 -30,10 |-12,2883 | 0,155827 | 2,699 12,58215
7 305,42 5,42 12,212706| 0,176334 | 3,0542 3,775619
8 281,20 -18,80 |-7,67507 | 0,162351 | 2,812 8,175596
9 300,60 0,60 ]0,244949| 0,173551 | 3,006 3,020953
10 302,04 2,04 10,832827| 0,174383 | 3,0204 3,137965
11 300,20 0,20 0,08165 | 0,173321 | 3,002 3,008107
12 287,80 -12,20 |-4,98063 | 0,166161 | 2,878 5,754751
13 303,00 3,00 [1,224745| 0,174937 3,03 3,272843
14 292,00 -8,00 |-3,26599 | 0,168586 2,92 4,384232
15 292,70 -7,30 |-2,98021| 0,16899 2,927 4,180616
16 301,70 1,70 |0,694022| 0,174187 | 3,017 3,100693
17 293,80 -6,20 |-2,53114| 0,169626 | 2,938 3,88166
18 304,60 4,60 |1,877942| 0,175861 | 3,046 3,582696
19 290,30 -9,70 |-3,96001 | 0,167605 | 2,903 4,912959
20 271,40 -28,60 |-11,6759 | 0,156693 | 2,714 11,9882
21 309,30 9,30 [3,796709| 0,178574 | 3,093 4,900361
22 307,30 7,30 |2,980213| 0,17742 3,073 4,284446
23 293,40 -6,60 |-2,69444 | 0,169395 | 2,934 3,987111
24 282,80 -17,20 |-7,02187 | 0,163275 | 2,828 7,571718
25 310,70 10,70 |4,368257| 0,179383 | 3,107 5,363515
26 282,90 -17,10 |-6,98105| 0,163332 | 2,829 7,53425
27 282,40 -17,60 -7,18517 0,163044 2,824 7,721931
28 304,00 4,00 1,632993 0,175514 3,04 3,455296
29 288,01 -11,99 -4,8949 0,166283 2,8801 5,681782
30 302,66 2,66 1,08594 0,174741 3,0266 3,220265
31 271,40 -28,60 -11,6759 0,156693 2,714 11,9882
32 293,02 -6,98 -2,84957 0,169175 2,9302 4,090814
33 305,10 5,10 2,082066 0,17615 3,051 3,697922
34 305,50 5,50 2,245366 | 0,176381 3,055 3,795498
35 283,90 -16,10 -6,5728 0,16391 2,839 7,161596
36 302,60 2,60 1,061446 0,174706 3,026 3,211521

Fonte: O autor, 2020.
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APENDICE C - Planilha para a estimativa da incerteza da DBO

Figura 25 - Componentes tipo A e tipo B (incerteza padrdo) da DBO

Célculo da Incerteza - Dados de Referéncia - DBO
1. Incerteza Tipo A- Repetitividade

Fonte dos dados: Relatério de validacéo, amostras cegas e carta controle.

Branco Rio dos Macacos Esgoto Tratado Esgoto Bruto Esg. Sanitério
1 ou 146 | 281 | 594 1104 | 289 | 51 | 131 | 188 | 403 804 | 1216 | 1907 | 2453 | 3937
2|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|mg/L de O,|m /Lde02|mglLdeO mg/L de O,
3 017 12 22 57 12 28 46 135 186 368 880 1180 1882 2560 3870
40 0,07 18 29 58 8 22 52 140 189 409 935 1260 1944 2486 3855
50,08 14 31 6.1 9 36 48 124 191 422 890 1240 1990 2445 3920
6018 13 34 6.8 12 28 60 130 175 391 882 1164 1870 2286 4018
710,08 16 2,6 52 15 30 50 136 190 418 870 1260 1840 2513 4156
8 02 15 29 59 10 32 42 124 188 428 898 1220 1893 2459 3800
9 021 14 26 6,1 12 26 56 130 194 384 905 1190 1930 2420 3940
Desvio Padréo 0,066 0,199 0,389 0,486 2,340 4,451 6,079 6,075 6,079 22,274 21,406 39,029 50,771 86,810 | 118,885
Coef. Variacdo, % 474% 13,6% 13,8% 82% 21,0% 15,4% 120% 4,6% 32% 55% 24% 32% 2,1% 35% 3,0%
n 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
uTA 0,025 0,075 0,147 0,184 0,884 1,682 2,298 2,296 2,298 8,419 8,091 14,751 19,190 32,811 44,934

2. Ajuste do Oximetro

2.1. Padronizagéo da solugdo de tiossulfato de sddio 0,025N

Dados de Entrada:
Dicromato de Potassio: | Baldo volumétrico: Balanca: Pipeta Volumétrica |Burela: Tiossulfato de sédio“
Conc (N) kocr07 = 0,025|D (cm) gy = 2[Resolugéo balanca (g) 3 0,0001D (cm) py = 1D (cm) gy = 1{Conc (N) 52] 0,02501]
U cocor= 0,0003(Erro (mL)g, -0,1{U balanga = 0,0001(Erro (mL) py 0,009|Erro (mL) g, 0,007
M (9) oci0r PESada = 12264k gy = 2,046|K balanca = 2lkey = 2,158[k 5 = 2,149
Pureza % = 99,97|Ugy = 0,13 Upy = 0,002|U gy = 0,002
Vol Cal (m]  1000,1 Vol Cal (ml 10,009[Vol. (L) 5y 10,007,
Ah (cm) = 0,05 Ah (cm) = 0,1]Ah (cm) = 01
AT (C)= 10 AT ()= 10[AT (C) = 10|
Incertezas: ubC = 0,0001732 uBV = 0,0635386 UPV = 0,0009268 uBu = 0,0009307
WP uLD = 0,00005 UREP = 10,001, UEI= 0,0036742 UEI= 0,0028577
uB = 0,00005 BV UEI= -0,040825 uPV UREP = 0,10009 BU UREP = 0,10007
UMP = FEEEEEEE ubv = 1,154816 ubv= 0,0115574 ubv= 0,0115551
uPu uPu = R UEM = 0,09069 UEM = 0,045345 UEM = 0,045345
uBVv = 0,0100671 uPvV= 0,0110454 uBu = 0,0110434
luspc = |
[uTio= [ 0,0003507| Contribuigdo da Incerteza
UBU -..| 0,01372

2.2. Titulagdo da &gua utilizada para ajustar o oximetro
UPRO | 0,01181

Dados de Entrada: uTio | 0,00039
Proveta Bureta: usoc | 000025
D (cm) pro = 3 D(MmL)gys 05
Erro (ML) pro = 008 |Eroindic.g{ 0,007 UBU -.. 0,01104
K pro = 2255 |kgy= 2,149 upv | 001105
U pro = 01 |Ug= 02
Vol. Cal (ML) org = 100,08 |Vol. Cal. (m| 10,007 T (e
Ah (cm) = 005 |ah(em)= | 005 vPU. | 0000173
AT (C)= 0 [AT(Q= | 10 i |l
VAR
Incertezas: UPRO= | 0,0443459) uBu= 0,0930665] AR
UEI= 0,0326599 UEI= 0,0028577 UVA 0,01030
UPRO UREP = 1,0008, WBu UREP = 0,10007 U-BRA | 0,00362 2,29(759
ubV = 0,1155624] ubV = 0,0115551]
EM= | 0.2040524 EM= | 0,0056681 UTA —
uPRO=__ | 00118118 uBu = 0,0137196 0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000
lu=BrRANCO | 0,0036208]Calibragéo do oximetro u(x)

Fonte: O autor, 2020.



Figura 26 - Planilha eletrbnica para calcular o resultado e estimar a incerteza da DBO

[XIBatelada com semente [CIBatelada sem semente
[ CONTROLE DE SEMENTE CONTROLE DA AGUA DE DILUICAO: Tolerawel:< 0,2 mg/L de O,
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
0D, (mylL) 7,97 7,97 7,96 Média da Deplegdo | Coef. De Variagdo oD, (mg/L) 7,94 7,94 7,94 ob
0D, > 1,0 mglL 4,90 473 3,56 (mg/L de O, pormL | (%) do controle de oDy (mglL) 7,79 7,89 7,94 Heo:
Deplecéo 3,07 3,24 4,40 de semente) Semente (< 30%) N mg/L de O,
Volume Semente (L) 12,00 | 1300 | 1500 Deplegdo (mg/l)] 015 0.05 0.00
c""s“"‘r’nfedgze(n"g;‘;e Ol 026 | 025 0,29 0,2661 8,9% Branco da Agua de Diluigo (mg/L de Oy) 0,07
Nameroda | Codigo do Volume (d\gs)sz:)r:::t: v I(V""")d OD; * inicial | OD;*final |Adeplecdo de Deplecio . Calcu'? Resultados | Média dos | Coef. de Incerteza | Média da Incerteza
Amostra Frasco do frasco no frasco Z;r;;rae daamosta|daamosta| 0D =20 (mg Oy/L) DBQ = |-(OD1 — ODZ ~Sx VS J ad n gl de | resultados |Variagao (mg/L) (mg/L)
(mL) mL) (mglLOy) | (mglL Oy | mQLO,? \V} 0; |(mg/Lde Oz %
(mL) am
456 301,91 1,50 4,00 7,89 5,04 SIM 285 [ 789 - 504 )- 02661 X 15  ]X 30191 / 4,00 185 + 4 198 +/- 30,5
Padrao 470 296,57 1,50 5,00 7,89 4,24 SIM 365 [[( 789 - 424 )- 02661 X 15 )X 29657 / 5,00 193 194 5% [+ 5
475 30187 ] 150 6,00 7,89 3,44 S 245 | 789 - 344 )- 02661 X 15 )IX 30087 | 60 204 ¥ 5 mg/L de O,
6 269,90 1,50 0,50 7,78 4,60 SIM 318 [[( 7,78 - 460 )- 02661 X 15 )X 269,90 / 0,50 1501 + 19
509-1 4 309,61 1,50 1,00 7,88 3,26 SIM 462 [[( 78 - 326 )- 02661 X 15 RS 309,61 / 1,00 1307 1404 10% [+ 19 + 27
¢ - )- X NX / +
1 296,00 1,50 50,00 7,73 7,00 NAO 073 [[( 773 - 700 )- 02661 X 15 )X 29600 / 50,00 2 + 01
509-3 4 309,61 1,50 80,00 7,70 6,98 NAO 072 [[( 770 - 698 )- 02661 X 15 )X 30961 / 80,00 1 3 - + 01 + 1
5 312,80 1,50 100,00 7,63 5,02 SIM 261 [[( 763 - 502 )- 02661 X 15 NX 312,80 / 100,00 7 + 01
605 300,00 1,50 5,00 7,81 3,93 SIM 388 |[(_ 78 - 393 )- 02661 X 15 )] X 30000 / 5,00 209 + 47
510-1 I - )- X )X / 209 - + + 5
I( - )- X NX / +
422 302,15 1,50 50,00 7,67 5,77 NAO 19 | 767 - 577 )- 02661 X 15 NX 302,15 ! 50,00 9 + 0,1 v
527-2 454 301,35 1,50 80,00 7,36 3,33 SIM 403 [ 73 - 333 )- 02661 X 15 )X 30135 / 80,00 14 1 21% |+ 15 + 2
479 301,80 1,50 100,00 6,99 2,93 SIM 406 [[( 699 - 293 )- 02661 X 15 )]X 30180 / 100,00 11 + 15
514 297,09 1,50 50,00 7,59 6,99 NAO 060 |[( 759 - 699 )- 02661 X 15 )X 297,09 / 50,00 + 01
527-3 527 296,64 1,50 80,00 7,44 6,31 NAO 113 | 744 - 631 )- 02661 X 15 N X 296,64 ! 80,00 3 2 - + 0,1 + 1
532 296,49 1,50 100,00 7,32 6,42 NAO 09 [ 732 - 642 )- 02661 X 15 )X 29649 / 100,00 + 01
DEMONSTRAQAO E CAPACIDADE DO ENSAIO
Avaliacéo CONTROLES ANALITICOS
¢ Padrio de Glicose + Ac. Glutamich |_Cogficiente de Variagéo(< 30% ) | Deplecéo de OD (> 2,0 mg/L de | OD Final (> 1,0 mg/L de Op) Branco da Agua de PARECER FINAL
(198 +30,5mg/L de O,) Amostras | Padréo Contr. da Amostras | Padréo contr-da ) mostras | Padrao | SO 98 Diuigdo (< 0,20 AVALIAGAO DATA ASSINATURA
! Semente Semente Semente mg/L de O,)
Satisfatorio ® ® ® ) O @ @ ® ® ® @ Satisfatorio 0
Insatisfatorio 9] ] ] ] 9] »] 9] ] ) ] ] Insatisfatorio 0
Satisfatério Satisfatério com
com O O O O ® O o O o O &) Excecdes 0
Data de Inicio |Data de término: Digitado por: Célculos verificados por: Data: Dados verificados por: Data:
15/03/2019 20/03/2019 Camilla Luana 21.03.2019

Fonte: O Autor, 2020.
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ANEXO A - Método do ensaio DBO

Os ensaios de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foram realizados com
base nos procedimentos definidos no método 5210 B. 5-Day BOD Test descrito por
AWWA (APHA, 2017), a seguir:

MATERIAIS E SOLUCOES

Equipamentos
a) Incubadora, capaz de atender faixa de 20 + 1°C;
b) Balanca semi-analitica com precisdo de 1mg;
c) Recipiente de 20L para preparo da 4gua de dilui¢éo;
d) Frascos para oxigénio dissolvido;
e) Provetas de 100, 500 e 1000 mL com tampa,;
f) Pipetas volumétricas de 1; 2; 5 e 10 mL;
g) Bécher de 50 e 100 mL;
h) Garrafa especial de DBO (garrafas de + 300 mL com tampa esmerilhada);
i) Bomba a vécuo;
j) Buretade 10 mL;
k) Termbémetro;
[) pHmetro;
m) Medidor de oxigénio por luminescéncia;

n) Medidor de oxigénio dissolvido com eletrodo de membrana.

Reagentes

Solucédo tampao de fosfato: Dissolver 8,5 g de fosfato monopotassio (KH2POa),
21,75 g de fosfato dipotassio (K2HPOa4), 33,4 g de fosfato dissédio (Na2HPO4 .7H20),
e 1,7 g de cloreto de amoénio (NH4Cl) em cerca de 500 mL de agua e diluir para 1 L.

O pH deve ser 7,2 sem ajuste posterior.

Solucdo de sulfato de magnésio: Dissolver 22,5 g de MgS0O4.7H20 em agua e diluir
para 1l L.



99

Solucgéo de cloreto de calcio (CaClz): Dissolver 27,5 g de CaCl2 em agua e diluir para
1L.

Solucéo de cloreto férrico: Dissolver 0,25 g de FeCls.6H20 em agua e diluir para 1 L.

Solucéo acida e alcalina 1 N, para neutralizacdo de amostras:
Acido — Adicionar, vagarosamente, 28 mL de &cido sulfurico concentrado a agua.
Diluir para 1 L.

Base — Dissolver 40 g de hidroxido de sddio em agua. Diluir para 1 L.

Solucdo de sulfito de sodio: Dissolver 1,575 g de Na2SOs em 1000mL de agua. Esta

solucao € instavel; preparar diariamente.

Solucéo de Glicose e Acido Glutamico (GGA): Secar os reagentes glicose e acido
glutamico grau reagente, a 103°C por 1h. Adicionar 150 mg de glicose e 150 mg de
acido glutdmico a agua e diluir para 1L. Preparar imediatamente antes do uso a
menos que a solucdo seja mantida em condicdo estéril. Armazenar todas as

misturas GGA em < 6°C.

Solucéo de cloreto de amoénio: Dissolver 1,15 g de NH4Cl em cerca de 500 mL de
agua de grau reagente, ajustar o pH para 7,2 com solucdo de NaOH e diluir para 1L.
A solucédo contém 0,3 mg de N/mL.

Agua de diluicdo DBO: agua de nascente, na regido montanhosa de Campos do
Jordao — SP.

DETALHAMENTO

Condicdes ambientais do trabalho

A metodologia informa que devem ser garantidas as temperaturas das etapas

criticas do ensaio: agua de diluicdo: 20 + 1°C; pré-tratamento da amostra: 20 + 3°C;
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preparo da agua de diluicdo: 20 = 3°C; manuseio das amostras: 20 £+ 3°C e

incubacédo das amostras: 20 £ 1°C.

Preservacéao e validade da amostra

Armazenar amostra em frasco de polietileno ou vidro preferencialmente, com
volume minimo de 500 mL. A amostra deve ser analisada logo apds a coleta, caso
contrario, armazena-la em temperatura de < 6°C. Prazo recomendado para a analise

é de 6 h, preferencialmente, e 48 h, no maximo.

Interferentes

Substéncias téxicas: certos despejos industriais, por exemplo, despejos de
galvanizacdo, contém metais toxicos. Tais amostras geralmente necessitam de um
estudo e tratamento especiais. No entanto, a prépria diluicdo da amostra reduz a
interferéncia de materiais toxicos.

Compostos de cloro residual: amostras cloradas podem ndo conter uma
populacdo microbiana suficiente. No caso em que o cloro residual ndo se dissipe em
um tempo razoavelmente curto, proceder a eliminacao do cloro residual pela adicdo
de solugdo de Na2S203, com a menor quantidade suficiente para ndo diluir a
amostra.

Alternativamente, o cloro residual em amostras pode ser eliminado por
aguecimento em banho maria, pois é volatil acima de 35 °C. Neste caso, outras
substancias volateis também serdo eliminadas por aquecimento. Considerar esta
informacgao e registrar no relatorio de ensaio para analisar criticamente os resultados
obtidos.

Amostras supersaturadas com oxigénio: amostras que contenham mais de 9
mg.L? podem causar perda de oxigénio durante a incubacdo. Reduzir o OD para
saturacdo a 20°C através da agitacdo da amostra em recipiente parcialmente

preenchido ou por aeracdo com ar comprimido limpo e filtrado.
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Amostras contendo alcalinidade caustica (pH > 8) ou acidez (pH < 6): Pode
produzir a desnaturacédo de proteinas e, consequentemente, a inativacdo da maioria
das enzimas. Neutralizar, se necessério, as amostras para pH a faixa de 6,5 - 7,5
com solugcdo de acido sulfarico ou hidréxido de sodio 1N (ou concentragbes
diferentes), de tal modo que a quantidade de reagente nao dilua a amostra por mais
de 0,5%.

Populacdo microbiana: €é necesséario ter presente uma populacdo de
microrganismos capaz de oxidar a matéria organica biodegradavel na amostra.
Alguns despejos industriais nao tratados, despejos desinfetados, com altas
temperaturas ou com valores extremos de pH ndo conttm uma populacéo
microbiana suficiente. Para tais despejos, semear a 4gua de diluicdo ou a amostra
utilizando uma populagdo de microrganismos (semente). Pode-se utilizar como
semente o efluente ou lodo misturado de um processo de tratamento biolégico ou o
sobrenadante de agua residuaria doméstica (esgoto domeéstico), apos sedimentacao
a temperatura ambiente por pelo menos 1h e ndo mais que 36h.

Amostras contendo peréxido de hidrogénio: o excesso em amostras de alguns
processos industriais, tais como fabricas de papel e nas industrias de tecidos, pode
causar supersaturacdo dos niveis de oxigénio nas amostras. Para eliminacao,
devem-se misturar tais amostras vigorosamente em recipientes abertos por tempo
suficiente, para permitir a dissipacéo do perdxido. Verificar a eficiéncia da remocao
observando as concentra¢cfes de oxigénio durante o tempo de mistura ou utilizando
tiras de teste especificas para peroxido. Os tempos de mistura podem variar de 1 a 2
h dependendo da concentracdo de peroxido. A reacdo pode ser considerada
completa quando a concentracdo de OD ndo aumentar durante 30 minutos apos a

mistura.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Preparo da Agua de Dilui¢&o

Estimar o volume de agua de diluicdo a ser utilizado da seguinte forma:

V, =12x(Ax3+B+P)x300 (83)
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Sabendo que:
A = quantidade de amostras a analisar;
B = quantidade de brancos;
P = quantidade de padroes;
300 mL = volume médio das garrafas de DBO;

VT = volume total da agua de diluicdo, em mL;

Colocar o volume de agua mineral estimado no recipiente de 4gua de diluicdo.
N&o € necessario promover a areacdo da agua de diluicdo se a concentracdo de OD
for igual ou superior a 7,50 mg.L* de O2. Adicionar as solugdes nutrientes durante o
preenchimento do recipiente para promover homogeneizacdo. Aguardar no minimo
30 minutos para utilizar a 4gua. Se a agua estiver com OD inferior a 7,5 mg.L?
promover a aeracdo de acordo: Saturar com oxigénio a agua de diluicdo por
aproximadamente (10 — 20) minutos através de aeracao utilizando uma bomba de
vacuo, tubos de silicone e pedra porosa de vidro. Durante a aeragéo, adicionar para
cada litro de adgua aerada, 1mL de cada uma das seguintes solu¢des: tampédo de
fosfatos, solucdo de sulfato de magnésio 22,5 g.L?, cloreto de célcio 27,5 g.L?! e
cloreto férrico 0,25 g.L™2.

Deixar a agua de diluicio em repouso em geladeira com temperatura (20 +
1°C), por aproximadamente 1 a 2 horas antes do inicio do teste. Ndo armazenar
agua de diluicdo por mais de 24 horas, principalmente se ja foram adicionados 0s

nutrientes.

Determinacao do oxigénio dissolvido dos brancos da agua de diluicéo

Inicialmente encher 4 frascos de DBO com &agua de diluicdo. Separar uma
garrafa para determinac&o do oxigénio dissolvido (inicial) pelo método de Winkler. Os
outros trés (3) frascos de DBO com agua de diluicdo devem ser armazenados na
incubadora por 5 dias a 20 + 1°C, para determinacdo do OD final. Apds o 5° dia,
retirar os 3 frascos da incubadora e determinar o oxigénio dissolvido (final) pelo

meétodo de Winkler. Registrar os dados brutos e calcular o OD.
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Preparo das amostras, brancos e padrfes

Para cada dia de trabalho, analisar, no minimo, 3 controles de semente, 3
padrées de controle de 300 mg.L! de glicose + acido glutamico e 3 ensaios brancos
sem adicdo de semente para controle da agua de diluicdo. Os controles de semente
e padrdes deverao ser tratados da mesma forma que as amostras.

Em caixa plastica contendo 4gua na faixa de 20 + 1°C, alcancada com gelo gel,
deixar as amostras atingirem equilibrio térmico antes do inicio do ensaio. O mesmo
tratamento deve ser adotado quando concluir o ensaio DBO apés o 5° dia. Ao retirar
os frascos da incubadora, manté-los em caixa plastica contendo 4gua na faixa de 20
+ 1°C.

Para cada amostra utilizam-se trés garrafas de DBO, podendo, também, fazer
uma quarta diluicdo, se a experiéncia com a amostra particular for desconhecida.
Para evitar grandes diluicbes da amostra, estimar uma faixa de volume de amostra
(Va), em mL, a ser utilizado nas garrafas através do valor da DQO, em mgL* de Oz,
conforme a seqguir: Frasco 1 (1200/DQO); Frasco 2 (1500/DQO); Frasco 3
(2100/DQO); Frasco 4 (valor intermediario entre as outras garrafas).

Verificar o pH de todas as amostras usando pHmetro. Se pH < 6,0 ou pH > 8,0
devem ser neutralizadas para pH na faixa de 6,5 — 7,5 utilizando solugédo de H2SOa4
ou NaOH, de modo a néo diluir a amostra por mais de 0,5%.

Verificar o cloro residual, com medidor de cloro, das amostras brutas
provenientes de despejos industriais, efluentes industriais ou &aguas residuarias
contaminadas por cloro. Eliminar conforme detalhado no tratamento de
interferéncias.

Amostras com elevado teor de matéria organica, fazer diluigbes maiores 1:100.

Uso da semente liofilizada:

Preparar a semente pela adicdo de uma ampola em 500 mL de agua mineral.

Fazer aeracdo por 30 minutos, esperar que ocorra a sedimentacao e utilizar apenas
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0 sobrenadante. Em cada garrafa de amostra e padréo, adicionar entre 0,5 a 1,5 mL
de semente liofilizada. N&o utilizar semente com pH fora da faixa 6,0 — 8,0.

Para amostras que se tenha o conhecimento de terem passado por algum
processo de desinfeccdo ou que apresentem condi¢cdes extremas de pH, como
amostras de chorume, utilizar volumes maiores de esgoto (semente). Em paralelo,
inocular em 3 garrafas distintas a solucdo padrao de verificacdo (solucdo glicose +

acido glutamico 300 mg.L* de O2).

Determinacao do oxigénio inicial e final do ensaio

A determinacdo do oxigénio dissolvido inicial e final das amostras e brancos de
semente devera ser realizada por oximetro, apds calibracdo pelo método de Winkler.
Registrar o valor do oxigénio dissolvido de cada amostra na ficha de dado bruto.

Fazer o ajuste do oximetro utilizando duas garrafas de DBO, preenchidas
cuidadosamente com agua de diluicdo, no mesmo instante, evitando formacao de
bolhas de ar e manter o selo d’agua. Na primeira garrafa medir a concentragcao do
OD com uso do oximetro. Utilizar a segunda garrafa para determinar o OD pelo
método de Winkler.

Preencher a garrafa do branco da agua de diluicdo. Usar um tubo de silicone
gue devera ser conectado a torneira da recipiente de agua de diluicdo. Inserir o tubo
no interior da garrafa de DBO, sem manter contato com o liquido para evitar
contaminacdo. Abrir a torneira da recipiente e, com cuidado para evitar o
borbulhamento dentro da garrafa de DBO, deixar a agua escorrer. Conforme a
garrafa de DBO for sendo preenchido, suspender lentamente o tubo de silicone até
que todo o frasco esteja preenchido com agua de diluigéo.

Inserir de 0,5 a 1,5 mL de semente devidamente preparada em cada frasco
DBO.

Com auxilio de proveta ou pipeta, transferir para o frasco DBO a aliquota
(volume) da amostra estimada com base no valor da DQO. Completar o volume das
garrafas com agua de diluicdo até o gargalo. Evitar ao maximo o borbulhamento

durante o preenchimento da garrafa.
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Fazer a leitura inicial de oxigénio dissolvido inicial das amostras com auxilio do
oximetro. Iniciar a leitura de OD das bateladas pelo branco da agua de diluicéo,
controle de semente, padrdo e amostras. Se necessario, recolocar agua de diluicdo
apos a leitura do OD para repor o conteudo deslocado com a introdugdo da sonda na
garrafa de DBO. Registrar a leitura do OD inicial de cada amostra, branco e padrao
diretamente na ficha de dados brutos.

Fechar cuidadosamente cada garrafa de DBO de modo a formar um selo de
agua (excesso de agua de diluicdo que ultrapassa o gargalo, mas nao transborda) e
nao ocasionar bolhas no interior da garrafa.

Transferir os frascos DBO para a incubadora por 5 dias a 20 + 1°C, dentro de
bacias contendo agua, de modo que as garrafas figuem submersas cerca de 2/3 da
sua altura. No quinto dia fazer a leitura do oxigénio final com auxilio do oximetro
calibrado.

Registrar a leitura do oxigénio dissolvido final de cada amostra, branco e
padrdao na ficha de dado bruto. Qualquer ocorréncia durante o procedimento que

venha interferir no ensaio devera ser registrada na ficha de dados brutos.

RESULTADOS

Célculo da DBO

DBOs,mg.L™" de 0, = Cr=22= P (84)
a

Sabendo que:

D1: OD inicial da amostra, em mg.L™* de Oz;

D2: OD final da amostra apés 5 dias de incubacéo a 20 + 1°C, em mg.L* de Oz;

S: Deplecédo de oxigénio da semente (diversidade de microrganismos responsaveis
pela biodegradacdo da matéria organica). E calculada pela variagdo do OD por mL
de suspenséao de semente adicionada por garrafa (S = 0 se as amostras néo forem
semeadas);

Vs: Volume da semente no respectivo frasco de DBO, em mL;

Vm: Volume médio da garrafa de DBO, em mL;

Va: Volume de amostra, em mL.
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De posse dos resultados de cada diluicdo da amostra e na auséncia de uma
anomalia 6bvia, reportar a meédia dos resultados validos. Os resultados de oxigénio
dissolvido devem ser expressos com duas casas decimais. O resultado da DBO em
nlimero inteiro, em mg.L* de Oo.

Caso os resultados divergirem entre si, o0s mesmos devem ser analisados
criticamente, pelo laboratério, levando em consideracdo o volume da amostra
utilizado no ensaio, a origem da amostra e a deplecdo de Oz obtida, os resultados
devem apresentar valores com divergéncia maxima e 30% entre 0 menor e maior

valores.

ACEITACAO DOS RESULTADOS

Utilizar a média aritmética dos valores de oxigénio dissolvido nas leituras dos
ensaios de controle de semente. Se, a partir da recuperacdo do padrédo, algum
resultado do branco for suspeito, desconsidere-o dos calculos. Faca uma observacéo
e investigue a causa.

Observar as concentracbes de OD no ensaio. O OD inicial apresenta,
geralmente, concentragdes com valores préximos. Caso haja alguma oscilacdo
acentuada ou tendenciosa, realizar a verificacao e ajuste do oximetro. Para 0s casos
onde a estabilizacdo da concentracao seja demorada, verificar o oximetro.

E importante destacar que o volume utilizado de amostra pode promover o
aumento ou diminuigdo do OD inicial, em virtude da matriz analisada. Por exemplo:
em matrizes de lagoa e agua de rio, observa-se concentracdo de OD elevada, ja
amostras de efluente tratado, tais como, petroquimica, chorume, apresentam baixa
concentracao.

A deplecéo de oxigénio dissolvido atribuida ao controle de semente deve ser no
minimo 2 mg.L* e um OD residual de, no minimo, 1 mg.L? apés 5 dias de
inoculagao.

As amostras diluidas que apresentem resultados de Oxigénio Dissolvido, ap6s
5 dias de incubacdo, menores que 1,0 mg.L* de Oz devem ser rejeitadas e, para
efeitos de calculos, considerar apenas aquelas diluicdes com OD final maior que 1,0
mg.L? de Oa.



107

Plotar o resultado do padrdo na planilha de carta controle. Padrdes com
recuperacao satisfatoria liberar os resultados de DBO, quando ultrapassar os limites,
rejeitar o teste e repetir o ensaio de DBO com uma amostra recém coletada ou
relatar no relatério final como controle de qualidade néo atendido.
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