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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método alternativo de quantificagdo de Cor da &gua,
utilizando dicromato de potassio, como reagente padrdo, e Espectrofotbmetro UV/VIS
para mensurar a Cor da solucéo, visando a praticidade e baixo custo, visto que, o reagente
padrédo de Platina-Cobalto, indicado pelas normas nacionais e internacionais, possui um
custo elevado e a estabilidade da solugdo € de apenas seis meses. Para certificar-se que se
tratava de uma solugéo estavel, foi feito sucessivas medi¢des das solugdes de dicromato
de potassio nas concentracdes de 1,0 a 10,0 mg L™ em é&cido sulfarico a 0,005M, em
equipamentos de Espectrofotdmetro UV/VIS, no comprimento de onda de 450,0 nm. A
partir dos resultados das mensuragdes foi determinado um fator de converséo da cor em
dicromato de potassio para platina-cobalto. Esse fator foi estabelecido fazendo correlacéo
das cores obtidas em dicromato de potassio com as cores apresentadas pelas solugdes do
padrdo platina-cobalto, nas concentragdes de 5,0 a 50,0 mg L, obtendo um fator de
conversdo de 5,2. Em razdo das &guas do rio Negro apresentarem cores de valores
elevados, foi feito novas calibragBes nas concentragdes de 10,0 a 50,0 mg L de
dicromato de potassio e de 50,0 a 250,0 mg L de platina-cobalto, resultando o mesmo
valor do fator de conversdo das concentracdes mais baixas. Os valores de cor obtidos
utilizando o fator de conversdo foram equivalentes ao padrdo platina-cobalto,
apresentando erro sisteméatico semelhante, com uma sensibilidade de 0,0067 para o
método dicromato de potassio e 0,0013 para o platina-cobalto. A repetitividade (n=10) e
reprodutibilidade (n=6) do método foram verificadas por meio dos coeficientes de
variacdo das medidas das amostras analisadas no mesmo dia (< 10,0%) e em dias
diferentes (< 10,0%) mostrando conformidade com os valores indicados pela IUPAC. As
etapas de validagdo confirmaram a intercambialidade entre os métodos Pt/Co e K2Cr20y,
mostrando que o0 método alternativo pode ser utilizado com uma tolerancia de 10% no
valor final da Cor, sendo que na pratica € aceitavel uma tolerancia de até 20%, conforme
indicado pelos Métodos Padrdo para o Exame de Agua e Esgoto (APHA, AWWA and
WEF, 1999; 2012). Por esta razdo, o método foi aplicado em amostras de agua bruta, de
rios de agua preta, comprovando a eficiéncia do método alternativo na determinacéo da

Cor usando cubetas de 10, 20 € 50 mm.

Palavras-chave: Escala Hazen, Cor da agua, Dicromato de potassio.



ABSTRACT

In this work was developed an alternative method for quantifying water color, using
potassium dichromate as standard reagent and UV-Visible spectrophotometer to measure
color, with a view to practicality and low cost, since the standard reagent, platinum-cobalt,
indicated by national and international standards, it has a high cost and this solution has
stability of only six months. And to make sure that it was a stable solution was made
successive measurements of potassium dichromate solutions in 1.0 to 10.0 mg L2 in 0.005
M sulfuric acid, and using the spectrophotometer UV / VIS a wavelength of 450.0 nm.
And from the results of the measurements was determined a color conversion factor of
potassium dichromate for the platinum-cobalt. This factor was established by doing a
correlation of colors obtained in potassium dichromate to the colors displayed in the
solutions of the platinum-cobalt standard at concentrations of 5.0 to 50.0 mg L. Because
the waters color of the black river produce high values the study was also done with the
concentrations to 10.0 to 50.0 mg L™ of the potassium dichromate and from 50.0 to 250.0
mg L? of the platinum-cobalt, and the conversion factor of the color to highest
concentrations was similar to that of the lower concentrations, a value equal to 5.2. The
color values obtained by applying the conversion factor was equal to the values given by
the standard method platinum-cobalt, with similar systematic error the potassium
dichromate method, which showed a sensitivity (0.0067) higher that the standard method
platinum-cobalt (0.0013). The repeatability (n = 10) and reproducibility (n = 6) of the
method were verified by the variation coefficient of the measured samples and analyzed
on the same day (<10.0%) and on different days (<10.0%) showing compliance with the
values indicated by IUPAC. The validation steps confirmed the interchangeability
between the Pt / Co and K>Cr.O7 methods, showing that the alternative method may be
used with a tolerance of 10% at the end value of the Color, and in practice a tolerance of
20% is acceptable as indicated by the Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (APHA, AWWA and WEF, 1999; 2012). For this reason, the method
was using applied with the raw water samples of black water rivers, with the that was
proved the efficiency of the alternative method to determine the water color using cuvettes
of 10, 20 and 50 mm of the fused quartz.

Keywords: Hazen scale, water color, potassium dichromate.
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INTRODUCAO

A &gua que é utilizada para o consumo humano e para as atividades
socioecondmicas por ser retirada de rios, lagos, represas e aquiferos, tem influéncia direta
sobre a salde, a qualidade de vida e o desenvolvimento das populagdes (SOUZA, 2000).

A Organizacdo Mundial da Saude define como agua potéavel aquela com aspecto
limpido e transparente e que ndo apresenta cheiro ou gosto refutavel, além de ndo conter
nenhum tipo de micro-organismo ou substancia que possa causar prejuizos a saude
(BRASIL, 2011; SCURACCHIO, 2010).

No inicio da civilizacdo a qualidade da agua para consumo humano ndo era
considerada um fator importante, os efeitos dos langamentos de dejetos e a origem da
captacdo de agua eram despreziveis, embora os aspectos estéticos (aparéncia, sabor, odor)
influenciassem na escolha da fonte. Com o aumento da populacéao fixada e agrupada em
assentamentos, que hoje sdo grandes centros urbanos, acentuou-se a contaminacgéo das
aguas superficiais e subterrdneas (ANTUNES; CASTRO; GUARDA, 2004; RICHTER;
AZEVEDO NETTO, 1998).

Historicamente, até o século XVIII, a4gua pura era classificada apenas como
limpa, clara, de bom sabor e sem odor. As pessoas ndo relacionavam a impureza da agua
as doencas e por ndo terem acesso a uma tecnologia adequada para determinar os
contaminantes presentes na dgua baseavam-se apenas na estética, apesar deste critério ndo
dar garantia da auséncia de microrganismos nocivos a satude (PADUA, 2009).
Acreditava-se que quanto maior a turbidez e Cor apresentada pelo corpo hidrico, maior
seria a perspectiva de transmissdo de moléstias.

Porém, no século XIX, ap6s ocorrerem inimeras mortes devido a célera, é que
se estabeleceu correlagdo entre a &gua consumida e a transmissdo de doencas
(ANTUNES; CASTRO; GUARDA, 2004). Contudo, embora a Cor ndo seja um
parametro de andlise bioldgica ela pode fornecer indicac@es preliminares importantes
para caracterizacdo da qualidade fisico-quimica da &gua e, atualmente, é um dos
principais parametros utilizados pela resolugdo 357/2005 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente — CONAMA para caracterizar os corpos hidricos do Brasil (BRASIL, 2005).

A Cor da agua esta associada ao grau de reducdo que a intensidade da luz sofre
ao atravessa-la, isso acontece em virtude da absor¢do de parte dessa radiacdo, devido a
presenca de solidos dissolvidos, principalmente material em estado coloidal organico e

inorganico (SCURACCHIO, 2010). Dentre os coloides organicos, que influenciam na
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Cor dos ambientes aquaticos, podem-se mencionar os acidos humico e fulvico, que sdo
substancias naturais que resultam de mistura complexa da degradagéo quimica e bioldgica
de residuos, vegetais e animais, e da atividade de sintese dos microrganismos que sao
levados para os rios, mares, lagos e oceanos por lixiviagdo ou erosdo dos solos e
transportadas pelas aguas das chuvas (ROCHA; ROSA, 2003; SARGENTINI JR, 1999;
ZEIDEMANN, 2001). H& também compostos inorganicos capazes de possuir as
propriedades e provocar os efeitos de matéria em estado coloidal. Os principais séo 0s
oxidos de ferro e manganés, que sdo abundantes em diversos tipos de solo. Sendo que, 0
pH também pode influenciar na Cor da agua dos rios (MACEDO, 2004).

A combinacdo de fatores naturais e antrépicos interferem nas caracteristicas e
propriedades das aguas superficiais e subterraneas, atribuindo um caréater especifico de
acordo com as interagcdes ambientais de cada lugar. Essas interferéncias modificam as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas da agua, influenciam na Cor, que é um
parametro fisico visivel, e comprometem a potabilidade, quando se trata de agua
destinada ao abastecimento publico e outras utilidades nobres (LUiZ; PINTO; DE
OLIVEIRA SCHEFFER, 2012). Portanto, com o designio de melhor atender e orientar a
populacdo, 0 CONAMA na Resolugdo 357/2005 classifica as aguas doces conforme a
qualidade e destino. Com isso, é determinado que a Cor da agua superficial destinada ao
abastecimento publico seja de 75 mg Pt-Co/L e para consumo humano de 15 mg Pt-Co/L
(BRASIL, 2005, 2010, 2011). Porém, as aguas superficiais dos rios Amazénicos possuem
valores mais elevados de Cor que ndo se enquadram neste critério da legislagdo (SILVA
et al., 2013). Devido as diferentes tonalidades de Cor apresentada pelos rios amazonicos
eles sdo classificados como: rios de aguas brancas, rios de aguas pretas e rios de aguas
claras (SIOLI, 1985).

A anélise de Cor da agua se tornou um fator perempt6rio no processo de
tratamento, ndo sO por causar questionamentos, por parte dos consumidores quanto a
potabilidade, mas em certas industrias esse fator pode causar problemas na qualidade dos
produtos fabricados, como produtos farmacéuticos (BRASIL, 2010; PEIXOTO, 2007).
Em efeito da problemaética apresentada tém sido desenvolvidas varias metodologias de
tratamento da &gua para remocdo de Cor e que precisam realizar a quantificacdo deste
parametro para estar em concordancia com a legislacdo em vigor (SARGENTINI, E. C.
P.; RODRIGUES, E. S.; SARGENTINI JUNIOR, 2009). O procedimento mais utilizado
para determinacgdo da Cor de agua € o método Hazen, no qual se usa, como padrdo, uma

solucdo de platina-cobalto que é um reagente de custo elevado e que possui um prazo de
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validade de apenas seis meses. Diante da restricdo de recursos apresentada nos
laboratorios académicos, observa-se a importancia de obter um padrdo alternativo que

seja de baixo custo, estavel a longo prazo e de facil acesso.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 COR DA AGUA E OS TONS DA AMAZONIA

A Cor € uma caracteristica da agua devido a existéncia de substancias no meio
aquatico que derivam de compostos organicos, ions como ferro e manganés, produtos
industriais, vegetacéo e diversos outros materiais que podem influenciar na intensificagcéo
da Cor (LIMA, 2007; MACEDO, 2001). Portanto, muitos so os fatores que influenciam
na dinamica e na caracterizacdo dos ecossistemas aquaticos. As cores apresentadas por
cada corpo de &gua derivam das interagcdes naturais do proprio ambiente e da influéncia
antropica (UMETSU et al., 2007).

Os rios que compdem a Bacia Amazodnica apresentam cores distintas que sao
reflexos da diversidade do ecossistema desta regido que influenciam na composicédo
quimica das aguas, causando mudanca na Cor de origem (QUEIROZ et al., 2009). A
presenca de substancias dissolvidas ou em suspensdo modifica a coloragdo da agua,
dependendo da quantidade e da natureza do material presente no corpo hidrico
(RICHTER; AZEVEDO NETTO, 2002).

A Cor caracteristica de cada rio Amazonico € resultante das interacfes
biogeoquimica e da diversidade fisiografica de cada local, como a inundagao das varzeas
no periodo da cheia dos rios (um processo ecoldgico sazonal que ocasiona a
transformacdo periodica dos ambientes terrestres em aquéaticos) onde € liberada uma
grande concentracdo de matéria organica para os rios (AFFONSO et al., 2011). Outro
fator contributivo sdo os detritos lixiviados das florestas e dos centros urbanos no periodo
chuvoso que fornecem coloragdo as aguas dos rios (FERREIRA; ALMEIDA, 2005;
LIMA, 2007).

Os rios Amazoénicos possuem trés denominagdes bésicas, de acordo com a
tonalidade observada em cada sistema aquatico: rios de aguas brancas ou barrentas (como
os rios Solimdes, Amazonas, Purus, Jurua e o Madeira), rios de aguas pretas (rio Negro e
Urubu) e rios de aguas claras (verde-azuladas) como os rios Tapajés e Xingu
(FORSBERG, 2009; IBAMA, 2006).

Os rios de aguas brancas tém visibilidade de 0,1 m a 0,5 m de profundidade e
possuem pH préximo do neutro, variando de 6,0 a 7,2. O aspecto barrento, apresentado
por este tipo de agua, tem proveniéncia da quantidade de matéria orgénica erodida e
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elevada concentracdo de nutrientes e eletrélitos (QUEIROZ et al., 2009; SILVA et al.,
2011).

Os rios de &guas pretas, cujo maior representante € o rio Negro por ser
considerado 0 mais extenso rio de agua preta do mundo, possui visibilidade com mais de
4 m de profundidade, pH &cido, variando entre 3,5a 5,0, e a coloracéo de aspecto marrom-
oliva, € resultado da influéncia da decomposicdo da vegetacao que representam a grande
quantidade de matéria organica dissolvida no rio, tornando-o mais acido e escuro
(PINHEIRO; BORGES, 2013; SIOLI, 1985).

Os rios de aguas claras, ou verde-azuladas, tém visibilidade de 1,50 a 2,50 m de
profundidade e pH acido, na faixa de 4,0 a 7,0. Apresentam pouca matéria organica em
suspensdo e a Cor esverdeada da agua provém da presenca de algas, que proliferam
devido a grande incidéncia de luz. Os rios de tonalidades azuladas possuem essa Cor
devido aos efeitos dpticos comuns em grandes quantidades de agua e de ar (JUNK, 1986).

A regido Amazonica € repleta de encontros entre rios de cores diferentes e cada
tonalidade de adgua pode definir as espécies de peixes e de plantas que vivem em cada
lugar dessa imensa regido tdo admirada bela sua beleza natural e diversidade da fauna e
da flora (FORSBERG, 2009). Um dos locais que mais encanta os turistas que visitam a
Amazonia é o local onde ocorre 0 encontro das aguas barrentas do Rio Solimdes com as
aguas escuras do rio Negro, localizado a poucos quildmetros da cidade de Manaus.
Devido ao grande porte dos rios tem-se a impressao que dois mares de cores distintas se
encontram sem se misturarem: um de tinta branca e outro de tinta negra, como exposto

na Figura 1.
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Figura 1: Encontro das aguas barrentas do Rio Solimdes com as aguas escuras do Rio Negro (Fonte:
noamazonaseassim.com).

A Cor é um fator importante por ser um indicativo da presenca de substancias
dissolvidas na &gua, um parametro de aspecto estético de aceitacdo ou rejeicdo do produto
(RICHTER, 2009; SABESP, 2015). Porém, as aguas superficiais, dos rios Amazo6nicos,
sdo improprias para 0 consumo humano imediato devido a elevada concentracdo de
substancias dissolvidas que aumentam significativamente a Cor das aguas dos rios, com
isso, necessita-se de um tratamento prévio adequado antes de ser consumida (LIMA,
2007; SARGENTINL E. C. P. ; RODRIGUES, E. S.; SARGENTINI JUNIOR, 2009;
SILVA et al., 2013).

1.2 IMPORTANCIA DA DETERMINACAO DE COR DA AGUA

A Resolugdo n° 357/2005 do Conselho Nacional de Meio Ambiente -
CONAMA, que dispde sobre os niveis de qualidade das &guas naturais do territério
brasileiro, inclui a Cor como pardmetro de classificacdo dos corpos hidricos. Esta
determinacdo é importante, pois nas aguas destinadas ao abastecimento publico, a Cor
torna-se um problema estético, e estd associada as dificuldades na penetracdo da luz e a
presenca de compostos recalcitrantes (ndo biodegradaveis, isto é, com taxas de
decomposicdo muito baixas) que em geral sdo toxicos aos seres humanos (SABESP,
2015). Embora existam técnicas mais especificas para a identificacdo de substancias
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toxicas na agua, a Cor apresentada por ela pode ser indicadora dessa possibilidade
(PIVELLI, 2006).

A &gua destinada ao consumo humano deve obedecer a critérios de qualidade
definidos por normas nacionais ou internacionais, pelo fato dela ser um excelente solvente
e capaz de veicular grande quantidade de contaminantes quimicos e bioldgicos
(ALVARENGA, 2010). A obediéncia a esses critérios determina que a selecdo da
tecnologia de tratamento a ser adotada considere, além da qualidade da agua a ser tratada,
a propria caracteristica da comunidade a ser beneficiada (DI BERNARDO; BRANDAO;
HELLER, 1999; DI BERNARDO, 2005).

Os mananciais superficiais Amazonicos utilizados para o abastecimento publico
deveriam enquadrar-se na classe Il da Resolucdo 357/2005 do CONAMA (BRASIL,
2005), sdo aguas satisfatdrias, porém, em todas as amostras de agua dos rios amazo6nicos
abordados na literatura apresentaram parametros, como a Cor, acima do permitido pela
legislacdo brasileira (LIMA, 2007; SARGENTINI, E. C. P. ; RODRIGUES, E. S.;
SARGENTINI JUNIOR, 2009; SILVA et al., 2013), que determina para agua superficial
destinada ao abastecimento publico o valor de 75 mg Pt-Co L™ e para consumo humano
de 15 mg Pt-Co Lt (BRASIL, 2005; 2011).

Devido a existéncia de diversas substancias dissolvidas, nas aguas superficiais
destinadas ao consumo humano, faz-se necessario a remo¢do das mesmas, e
posteriormente, deve-se quantificar a Cor, observando se este critério esta de acordo com
a legislacdo brasileira em vigor (SARGENTINI, E. C. P. ; RODRIGUES, E. S,
SARGENTINI JUNIOR, 2009), pois a remoc¢do inadequada da matéria organica
dissolvida na agua, destinada ao abastecimento publico, pode ocasionar uma série de
fatores desagradaveis ao consumidor e as empresas abastecedoras. Em razdo de a matéria
organica dissolvida causar coloracdo a agua, e a auséncia destas substancias deixam a
agua com aspecto limpido, com a descoberta de que tais substancias sdo precursoras da
formacéo de trihalometanos (THM), quando € utilizado cloro no processo de desinfeccao,
cujo elemento ao interagir com a matéria organica dissolvida, presente na agua,
proporciona a formacéo de compostos organoclorados, que sdo substancias cancerigenas
e, portanto nocivas a satide humana, (PIVELI, 2006; ROCHA; ROSA, 2003) com isso, a
quantificacdo de Cor da &gua passou a ser peremptdria no processo de analise da
qualidade deste produto.

A presenca de compostos organicos em aguas destinadas ao uso domestico ou

industrial pode ser associada a varios problemas, pois, estes compostos complexam-se
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facilmente com &xidos e interagem com argilo-minerais, acidos graxos e pesticidas,
promovendo sua solubilizagdo (JULIO et al., 2006).

Os compostos organicos, como as substancias humicas, quando presentes em
aguas de abastecimento, podem causar Cor, sabor e odor, e proporcionar condigdes para
o desenvolvimento de microrganismos, prejudicando a qualidade bacterioldgica da agua
distribuida (ROCHA; ROSA, 2003). Sua presenca também tem sido relacionada com
problemas de corrosdo em sistemas de distribuicdo e interferem nos processos de
desmineralizagdo, proporcionando saturacdo acelerada das resinas trocadoras de ions ou
colmatacdo das membranas (JULIO et al., 2006).

No processo de determinacéo da Cor, as amostra de agua podem ser classificados
conforme os materiais em suspensdo que geram coloracdo as mesmas: agua de Cor
aparente, ou seja, como o ser humano a enxerga, € o resultado da reflex&o e dispersdo da
luz nas particulas em suspensdo (PIVELI, 2006). Apds a remocdo do material em
suspensao por centrifugacdo ou filtracdo, diz-se que a Cor é verdadeira (KOWATA,
RIBEIRO; TELLES, 2000). A diferenca entre a Cor verdadeira e a Cor aparente, que ¢
ocasionada pela turbidez, é observada pelo tamanho das particulas, ou seja, particulas
com didmetro superior a 1,2 mm causam turbidez e as particulas de tamanho inferior
causam Cor, na categoria de coloides e substancias dissolvidas que permanecem na dgua
apos a filtracdo em membrana de 0,45 um (JULIO et al., 2006; KOWATA; RIBEIRO;
TELLES, 2000; PIVELI, 2006).

A Cor é um parametro que fornece indicagdes preliminares importantes para
caracterizacdo da qualidade fisico-quimica da agua (SOUZA, 2000), pois, a agua pura é
virtualmente ausente de Cor (RICHTER; AZEVEDO NETTO, 2002; RICHTER, 2009).
Diante da necessidade de quantificar a Cor verdadeira da agua na presenca de
contaminantes, como efluentes industriais, no meio aquatico, o sanitarista norte-
americano, Allen Hazen, desenvolveu uma escala de Cor, que foi adotada por varias
empresas e 0 uso da escala foi se expandindo a outras atividades, como o abastecimento
de &gua para consumo humano, sendo largamente utilizada pelos 6rgaos de gestdo da
qualidade e de recursos hidricos (GOMES, 2010).
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1. 3 ESCALA DE COR DA AGUA

A escala de Cor se baseia na preparacao da solucdo padrdo de cores com platina-
cobalto (Pt-Co), que foi originalmente descrita em 1892 pelo Dr. Allen Hazen e publicada
no American Chemical Journal, o que resultou no uso do termo "Padrbes de Cores de
Hazen" e "Unidade de Hazen" (uH) para a escala platina-cobalto (GOERLITZ; BROWN,
1972; HAZEN, 1896). A mesma metodologia foi descrita pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Waste Water da Associacdo de Saude Publica Americana
(American Public Health Association — APHA, 1985), de forma que quando se analisa
agua a escala platina-cobalto é frequentemente chamada de "Cores APHA", ou, "Cor
APHA/Hazen/Pt-Co" (Pt-Co/Hazen/APHA Colour). O método transformou-se no
processo comum de avaliacdo padronizada da Cor de amostras de fluidos cuja coloragéo
tenha como componente cromético o amarelo, Cor para o qual o método foi, inicialmente,
desenvolvido (GOERLITZ; BROWN, 1972; GOMES, 2010).

A escala padréo de avaliacdo de Cor da agua designada escala platina-cobalto (Pt-
Co) ou escala Hazen foi concebida para detectar os tons amarelos tipicos de efluentes
urbanos e de 4guas contendo matéria organica, como as aguas do Rio Negro, sendo que,
na escala 0 uH corresponde a agua pura e 500 uH a um fluido amarelo péalido (GOMES,
2010; PIVELLI, 2006).

A escala platina-cobalto também é adotada pela Portaria n°® 2914/2011 do
Ministério da Saude que estabelece para Cor aparente da agua o valor maximo permitido
de 15 uH (representa 0 mesmo que 15 mg Pt-Co L) como padrio de aceitagdo para
consumo humano (BRASIL, 2011). As aguas naturais possuem intensidade de Cor que
varia entre 0 a 200 unidades, pois, acima disso, ja seriam aguas de brejo e pantano com
elevada concentracdo de matéria organica dissolvida (PIVELI, 2006; POVINELLI, 2009)
aspecto caracteristico das dguas do Rio Negro, que apresentam Cor aparente no intervalo
de 108 a 280 mg Pt-Co L (PINHEIRO; BORGES, 2013; SARGENTINIL E. C. P. ;
SARGENTINI JUNIOR; BOLSON, 2011; SILVA et al., 2013). No Brasil, ¢ aceitavel
para agua bruta, ou seja, antes do seu tratamento e distribuicdo em sistemas urbanos,
valores de Cor de até 75 mg Pt-Co L (BRASIL, 2005).

O método adotado pela Resolucéo 357/2005 do CONAMA (BRASIL, 2005) para
classificacdo das aguas do territorio brasileiro também utiliza a escala Pt-Co para
quantificacdo da Cor dos corpos hidricos. Porém, o reagente padrdo platina-cobalto,

utilizado na anélise de Cor da agua e efluentes industriais liquidos, possui um custo muito
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elevado o que inviabiliza o uso deste produto em andlises experimentais académicas,
principalmente em grande escala, em conspecto da estabilidade deste reagente ser de
apenas seis meses. Com isso, faz-se necessario a obtencéo de um produto alternativo que
tenha 0 mesmo desempenho e baixo custo como o dicromato de potassio.

O dicromato de potassio, assim como, o Pt-Co é um material de referéncia
certificado (SRM) pela NIST (ASTM, 2014; 2003), poréem, possuem valores de mercado
muito diferentes. O dicromato de potassio em solucdo é estavel indefinidamente
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; SKOOG et al., 2007) e € um reagente largamente,
utilizado para calibragdo da escala fotométrica dos espectrofotbmetros UV/VIS
(STARNA, 2006; ASTM, 2014; SOUZA; FIGUEIREDO; CUNHA, 2008; STARNA,
2012).

1.4 DICROMATO DE POTASSIO

O Dicromato de potéssio, K2Cr.07, € um reagente quimico inorganico comum,
amplamente, usado como agente oxidante em varias aplicacbes industriais e em
laboratorios de pesquisa (COSTA et al., 2010; SOUZA et al., 2014), as suas solucOes
acidas sdo usadas como padrao de calibracdo na regido do ultravioleta e do visivel
(UVIVIS) dos espectrofotbmetros (BURKE; MAVRODINEANU, 1976; SOUZA;
FIGUEIREDO; CUNHA, 2008; STARNA, 2012), como padrdes para dosimetria de
radiagéo ionizante (CONCEICAO, 2006; SHARPE; BARRET; BERKLEY, 1982) e para
limpeza de vidrarias (EAST, 2013).

Em detrimento do K:Cr,O7 fazer parte do grupo de compostos do cromo
hexavalente (VI1), este, deve ser manuseado e descartado de forma adequada devido ao
fato de oferecer risco a saude quando ingerido ou inalado em altas concentracdes. Por esta
razdo, a legislacdo brasileira, estabelecida pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA na Resolugédo de n° 430 de 13 de maio de 2011, estabelece para descarte de
residuos uma concentracdo maxima permitida de 1,0 mg L™ para Cromo (l11) e 0,10 mg
L para Cromo (V1) (BRASIL, 2011).

O estudo do comportamento quimico do Cromo (VI) em solucdo aquosa
necessita de especial atencdo em consequéncia de ser considerado carcinogénico devido
a sua natureza fortemente oxidante e a sua mobilidade por meio de membranas animais
(SENA et al., 2001). Entretanto, o corpo hidrico que apresenta uma grande quantidade de

matéria organica pode reduzir o Cromo (V1) a Cromo (I11) desempenhando um importante
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papel na diminuicdo do impacto ambiental ocasionado pelo cromo (SILVA; PEDROZO,
2001).

O cromo existe em baixas concentra¢des na maioria dos alimentos: como peixes,
frangos, levedo de cerveja e diversos mariscos. Por esta razdo, a legislagcdo brasileira,
visando a qualidade de vida da populacédo, determina que a quantidade maxima de cromo
permitida em produtos alimenticios seja equivalente a 1,0 pg mL™ para Cromo (111) e 0,05
ug mL™ para Cromo total (SILVA, 1991; COSTA et al., 2010; SILVA; PEDROZO,
2001) e para ingestdo diéria de cromo, a quantidade méxima recomendavel, para uma
pessoa adulta é de 35,0 pg e 15,0 pg para crianga acima dos 7 anos (ANVISA, 2005).

O Cromo (111) é considerado um micronutriente essencial que desempenha papel
importante no metabolismo da glicose, lipideos e proteinas do organismo humano
(DAUDT; CANTO, 1995; KARAK; BHAGAT, 2010). Apresenta atividade biologica
relevante na interagdo com a insulina; como receptor celular através da formagdo do
complexo dinicotinado de cromo—glutationa, comumente chamado de fator de tolerancia
a glicose (FTG) (COSTA et al., 2010; DAUDT; CANTO, 1995). Entretanto, a sua
deficiéncia pode provocar neuropatia periférica, perda de peso e disfuncdo do
metabolismo da glicose, hiperglicemia, niveis elevados de colesterol, aterosclerose,
opacidade da cornea, dentre outras moléstias (ASTDR., 2012; MERTZ, 1974;
PEHLIVAN; CETIN, 2009).

A quimica inorganica do cromo é rica em cores, geometrias e estados de
oxidacdao. Seus estados de oxidagdo variam de —2 até +6. Os estados +2 e +3 sdo 0s mais
estaveis termodinamicamente, enquanto +3 e +6 sdo 0s de maior importancia em solucéo
aquosa (DAUDT; CANTO, 1995; LEE, 1980).

As solucdes que contém cromo podem apresentar varias cores, como verde, azul,
amarelo, laranja, dependendo de seu estado de oxidacdo (LEE, 1980), essa diversidade
de Cor justifica o significado do nome do elemento que deriva da palavra grega chroma,
que significa aquilo que apresenta Cor. Efeito similar também pode ser observado em
algumas pedras preciosas, como a esmeralda, o rubi, a safira, a jade que devem suas
exuberancias a presenca deste metal em suas composi¢oes (SILVA; PEDROZO, 2001).

Dentre 0s sais inorganicos que contém cromo em sua composi¢do e apresentam
Cor intensa, destaca-se o dicromato de potéssio (K2Cr207), por ser um solido cristalino
de coloracao vermelho-alaranjada. Porém, quando este sal é solubilizado ocorre mudanca
na sua Cor e essa coloracdo pode variar em funcéo da concentracdo de cromo e do pH da

solucdo. Esse efeito ocorre devido o equilibrio quimico entre as espécies ibnicas mais
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comuns de Cromo (VI): cromato, CrO4%, e o dicromato, Cr.07* (JEFFERY et al., 1989;
LEE, 1999).

A Cor alaranjada da solugdo de K»Cr.O7, pode ser observada em pH éacido e
neutro (0,0 a 7,0), com predominancia das espécies idnicas Cr.07> e HCrO4, como
exposto na Equacao 1 e 3. Porém, essa Cor da solucdo pode mudar para amarela em pH
> 8, onde predomina a espécie iénica CrO4>, como mostrado na Equacéo 2. Quando o
aumento do pH da solucéo for superior a 12,0 é favorecida a formacéao da espécie ibnica

Cr** e ocorre a mudanca da Cor amarela para verde, como exposto na Equago 4.

Equacéo (1)
—
5 KoCr07 + 5 H,SO4+ 4 H,O 4 Cr,07% + HCrO4 + CrO4 + 5 K;SO4 + 3 H,0 + 9 H*
Alaranjado Alaranjado
Equacéo (2)
—
2Cr,0# + HCrOs + 50H v 5CrOs# + 3H,0
Alaranjado Amarelo
Equacdo (3)
—
2CrOs%# + H* v 2Cr,0# + H0

Amarelo Alaranjado

Equacéo (4)

—_—
3CrO+ + 4 OH ¢ 3Cr® + 2H,0 +70,

Amarelo Verde

Segundo Costa e colaboradores (2010), o intervalo de converséo entre as
espécies idnicas de Cr.07%" e CrO4> comprime a faixa de pH entre 5,0 a 7,0. Contudo, em
pH < 5,0 predomina a espécie Cr.07%, enquanto que em pH > 7,0 a espécie predominante
é 0 CrO4>. Embora existam divergéncias na literatura em relagdo as espécies idnicas de
cromo em fungdo do pH da solucdo, as principais espécies de cromo presumivel em
solugBes aquosas s&o: os fons hidrogénio cromato (HCrOx4), cromato (CrO4%), dicromato
(Cr207%) e cromo 111 (Cr?"), além de acido cromico (H2CrO4), que existe em meio acido
concentrado (FROIS, 2010; SENA et al., 2001).

O reagente padrdo primario esta disponivel comercialmente a um prego acessivel
(SKOOG, et al. 2007) e apresenta uma pureza superior a 99,97%, pois as Unicas
impurezas significativas que foram detectadas, por espectrometria de emissao Optica para

rastreamento de impurezas elementares, sdo de sodio e rubidio nas fragdes de massa
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estimados em 0,02% e 0,03%, respectivamente. Em Secagem a 105 °C durante 12 horas
mostrou que a umidade da superficie deste material era inferior a 0,01% (TRAVIS et al.,
2000; YOSHIMORI et al., 1973). Por esta razéo, o presente trabalho propGe o uso deste
reagente, de grau analitico suficientemente puro, como padrdo alternativo para

quantificacdo da Cor de agua em espectrofotobmetros UV/VIS.

1.5 TECNICAS DE DETERMINACAO DA COR DE AGUA

A Cor da agua em sistemas publicos de abastecimento é esteticamente
indesejavel, visto que, 4gua de Cor elevada provoca a sua rejeicdo por parte do
consumidor e o leva a procurar outras fontes de suprimento muitas vezes inseguras, por
esta razdo sua medida é de fundamental importancia (BRASIL, 2011). Com isso, a Cor
das aguas tem sido historicamente medida usando métodos colorimétricos de comparacao
visual, empregando-se solugdes padrdo de platina-cobalto, e fonte de luz (CLESCERI,
GREENBERG; EATON, 2005).

A Colorimetria pode ser conceituada como um procedimento analitico com o
qual se determina a concentracdo de espécies quimicas mediante a absor¢édo de energia
radiante (luz). Portanto, quando uma solugéo sofre incidéncia de luz apresenta uma Cor
que é resultante da absorcéo relativa de varios comprimentos de onda que a compdem.
Esta absor¢éo, em cada comprimento de onda, depende da natureza da substancia, de sua
concentracdo e da espessura da mesma que ¢ atravessada pela luz (JEFFERY et al., 1989).

A técnica colorimétrica é usualmente empregada para determinar a concentracdo
de uma substéancia, pela medi¢do da absor¢do de luz visivel da solu¢do, comparando-a
com a absorcdo de uma solugdo de concentragdo conhecida, denominada padrdo de
referéncia (FERREIRA, 2011).

Os métodos colorimétricos que utilizam fonte de luz, denominados 6pticos,
baseiam-se nas propriedades de interacdo da luz com a matéria para realizar analises
quantitativas ou qualitativas das substancias (DIAZ et al., 2006). A fonte de luz pode
emitir energia radiante em varios comprimentos de onda e isto pode ser observado pela
quantidade de luz emitida em cada comprimento de onda no espectro visivel (BROWN
et al., 2005). Em decorréncia de a Cor ser uma resposta psicofisica da interacdo fisica da
energia da luz com o objeto observado, existem trés fatores que podem influenciar na

percepcao da Cor: a fonte de luz, o objeto observado e o observador.
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As cores detectaveis pelo olho humano compreendem a faixa do espectro visivel
de 400,0 a 750,0 nm. Séo cores resultantes da absorcao de certos comprimentos de onda
pela matéria e da transmissdo de outros. Portanto, a Cor observada (Cor complementar)

corresponde ao comprimento de onda que a substancia ndo absorveu (RODELLA, 2006).

1.5.1 Relacgéo entre Cor observada e Cor absorvida

A Cor de uma substancia é o resultado da absorcdo de parte da luz branca
incidente e da transmissdo de um componente especifico do espectro eletromagnético
(Cor). Assim, quando uma substancia apresenta a Cor amarela ela na verdade absorve o
azul da radiacdo incidente e transmite o componente azul de forma inalterada (SKOOG,
2007, p. 685). Dessa forma, existe uma relagdo entre Cor absorvida e Cor transmitida,
chamada de cores complementares, que pode ser vista na Tabela 1. As determinagdes
colorimétricas sdo realizadas com base nessa propriedade, ou seja, a fonte de luz utilizada

para excitar as moléculas da substancia exibe a Cor complementar a absorvida por ela.

Tabela 1: relagéo entre Cor observada e Cor transmitida (SKOOG, 2007, p 685).
O Espectro Visivel

Regido do comprimento de Cor da luz absorvida Cor complementar

onda absorvido (nm) transmitida
400-435 Violeta Amarelo-esverdeada
435-480 Azul Amarela
480-490 Azul-esverdeada Laranja
490-500 Verde-azulada Vermelha
500-560 Verde Purpura
560-580 Amarelo-esverdeada Violeta
580-595 Amarela Azul
595-650 Laranja Azul-esverdeada
650-750 Vermelho Verde-azulada

A Cor final de cada substancia é determinada pelo padrdo de cores refletido e
absorvido por ela, pois cada substancia absorve um padrédo de cores especifico de acordo
com a sua estrutura molecular (LENZ, 1997). Portanto, pode-se concluir que a Cor da
substancia observada pelo olho humano é a Cor Corresponde a luz que ela ndo absorveu,
isto €, a luz que interage e que tem relacdo com a estrutura eletrénica dos cromoforos,
presentes na solucdo, corresponde a Cor que nao se vé e que é detectada pelo instrumento
de medicao da luz transmitida/absorvida (RODELLA, 2006).
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Para estudos envolvendo necessidades de medidas com maior grau de precisdo
é recomendado o método de determinacdo da Cor por espectrofotometria, onde é expressa
pelo comprimento de onda dominante na transmissao da luz em um aparelho denominado
espectrofotdmetro. Esse método atende todas as especifica¢des, de analise de Cor da dgua,
das normas nacionais (INMETRO, 2013) e internacionais como Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater e das normas publicadas pela International
Standartization Organization (1SO) (CLESCERI; GREENBERG; EATON, 2005;
PARRON, 2011).

1.5.2 Colorimetria visual

Na colorimetria visual usa-se luz branca natural ou artificial como fonte de
radiacao e as determinages sdo feitas com instrumentos simples, chamados colorimetros
ou comparadores de Cor, entretanto, deve-se observar que este método é de certa forma
subjetivo, pois depende da sensibilidade da visdo de cada operador. (FERREIRA, 2011;
PIVELLI, 2006).

A visdo humana é uma resposta do organismo ao espectro magnético da luz visivel
(380,0 nm a 780,0 nm), ou seja, a interpretacdo da Cor é um dos aspectos da experiéncia
visual que estd intimamente relacionada com os estimulos elétricos interpretados pelo
cerebro (MALASPINA, 2009).

A interpretagdo da Cor, pelos olhos humanos, é resultado de trés processos
distintos que ocorrem no momento em que os olhos séo estimulados pela luz: estimulagéo,
sensacao e percepc¢do. Esse fenémeno é explicado por varios campos da ciéncia (fisica,
quimica, fisiologia e psicologia) que estdo interligados entre si, dentre os quais, se destaca
a psicofisica que estuda os estimulos que a luz, energia radiante, causa nas experiéncias
de percepcéo da Cor (AHMAD, 1999).

A percepc¢éo da Cor pode variar de acordo com o observador por estar diretamente
ligada aos estimulos psicofisicos. Portanto, estara vulneravel a influéncias como: cansaco
visual, fadiga do observador e humor (JHONSTON and KAO, 1989). Apesar de tais
limitacGes a visdo humana, quando treinada, é capaz de identificar diferencas sutis de Cor
em métodos padronizados para discriminacdo de Cor.
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1.5.2.1 Método platina-cobalto ou Disco de comparacédo de Cor

O método platina-cobalto possui este nome devido o disco de Cor conter uma
solucdo de cloroplatinato de potéssio (K2PtCls) com cloreto de cobalto (CoCl2). Esta
solucdo tem uma tonalidade esverdeada, tal como as 4guas dos rios europeus que eram as
fontes de pesquisa quando o método foi introduzido.

Para determinacdo de Cor utilizando este método séo necessarios dois tubos de
Nessler, um para a amostra e outro para agua destilada. Em seguida, deve-se ligar a
lampada do aparelho e observar a ocorréncia de uma mancha escura no campo referente
a amostra, a formacdo desta mancha ocorre devido a absor¢do de parte da radiagéo
luminosa, enquanto que, no campo da agua destilada a imagem ¢é bastante clara.
Posteriormente, deve-se pesquisar no disco de Cor qual a Cor correspondente as manchas
apresentadas.

O funcionamento do método é baseado na correlacéo entre a Cor da amostra de
agua e a Cor do disco, ou seja, uma agua com Cor 5,0 apresentara sombreamento
semelhante ao produzido pela dgua destilada quando se posicionar sobre ela o disco na
posicéo 5,0 que contém a solugdo com 5,0 mg L de platina-cobalto.

Este método de comparagdo visual é visto como subjetivo, pois, depende da
sensibilidade do operador, fator este, que pode ocasionar erro quando as numeracoes
especificas das cores forem proximas (CIE, 2004). Além disso, existem aguas que
apresentam coloragdes muito diferentes da solucdo de platina-cobalto, dificultando a
comparacédo (PIVELI, 2006).

Embora a técnica de analise visual ainda seja usada nas medidas de Cor, nas
Gltimas duas décadas, muitos pesquisadores tém optado pela técnica espectrofotométrica
para determinacgdo de Cor. Este procedimento fundamenta-se na medida da absorcdo de
energia da luz em um ou mais comprimentos de onda dentro da faixa do ultravioleta
proximo e na gama do visivel do espectro. Com isso, encontra-se uma diversidade de
pesquisas em que foram utilizados diferentes comprimentos de onda para quantificar a
Cor de aguas naturais, como: 270,0 nm (DAVIES AND CLOSE, 1990); 340,0 nm
(DAVIES et al. 1987); 400,0 nm, (KOENINGS and EDMUNDSON 1991); 420,0 nm
(HEIKKINEN 1990; CUTBERT, 1992); 430,0 nm (TRANVIK 1990); 405,0 a 450,0 nm
(MIERLE and INGRAM 1991); 455,0 nm (PEIXOTO, 2007; THERMO SCIENTIFIC,
2013) e 445,0 a 470,0 nm (HONGVE and AKESSON, 1996; BENETT and DRIKAS,
1993).



32

O Standard Methods (APHA, 1992) sugere que a andlise da Cor de aguas
naturais seja realizada na faixa de comprimento de onda que compreende entre 395,0 a
465,0 nm. Todavia, o comprimento de onda frequentemente utilizado para a medicéo da
Cor de agua aguas naturais € o 440,0 nm (KIRK 1976, 1983; BOWLING et al. 1986;
CUTBERT, 1992; RACHE and PACE, 2002; MENKEN, et al. 2005; WEBSTER, et al.
2008), aproximando-se do padrdo britanico que determina a medicdo de Cor de aguas
naturais em 436,0 nm (BSI Method BS6068, 1986). Contudo, existem instrumentos
fotométricos que sdo comercializados e j& sdo fabricados para realizar essa mensuracao
no comprimento de onda de 450,0 nm, especificamente, seguindo a escala padrédo de
Unidade Hazen (uH).

A estimativa da Cor é feita relacionando os coeficientes de absorcdo da agua
com as concentra¢des das solugdes padrdo de Pt-Co, indiretamente, é também um método
comparativo, embora seja, consideravelmente, mais eficaz e confidvel por fornecer
medidas de precisdo do que o tradicional método de comparagdo visual, que € uma
técnica altamente subjetiva e portanto, ndo podem detectar as combina¢Ges complexas de
matiz, saturagdo e brilho que é perceptivel na “Cor" das aguas naturais (WETZEL, 1983;
DAVIES, et al. 1990).

1.5.3 Colorimetria fotoelétrica ou Fotometria

Essa técnica é fundamentada na interagdo da matéria com a radiacao na regido do
visivel do espectro eletromagnético, ou seja, baseia-se na medida da quantidade de
radiacdo absorvida pelas moléculas ou pelas espécies ionicas de interesse (SKOOG, et al.
2007).

As espécies responsaveis por absorver a Cor da solucdo sdo chamadas de
cromoforos, que em quimica, é qualquer molécula, ou parte de uma molécula, responsavel
pela Cor do material. Quando a luz atinge um cromoforo, a excitacdo de um elétron faz
com que sejam emitidos fotons de uma Cor especifica (SUSUMA, et al. 2006).

Quando se substitui a colorimetria visual por um instrumento designado como
colorimetro fotoelétrico, fotocolorimetro ou fotdmetro, os erros devido as caracteristicas
individuais de cada observador sdo eliminados (VOGUEL, 1989).

Os fotdbmetros empregam um filtro para selecdo do comprimento de onda
juntamente com um transdutor de radiacdo, que converte as intensidades radiantes em
sinais elétricos (SKOOG, et al. 2007; GOMES, et al. 2008). Neste caso, usualmente
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emprega-se radiacdo correspondente a um intervalo relativamente estreito de
comprimentos de onda obtido pela passagem de luz branca através de filtros opticos, de
absorcéo ou interferéncia, que transmitem somente a regido espectral limitada de interesse
(HOOLEY and DESSY, 1983); o nome “fotdmetro de filtro”” também é utilizado para
designar estes aparelhos.

Os fotdbmetros apresentam as vantagens da simplicidade, da robustez e do baixo
custo. Porém, quando se deseja uma analise com maior precisdo na determinagéo de Cor
da agua sao geralmente utilizados os espectrofotdmetros (PIVELLI, et al. 2005).

Os espectrofotdmetros oferecem uma vantagem bastante significativa, diante dos
fotbmetros, os comprimentos de onda podem ser alterados continuamente tornando
possivel registrar-se um espectro de absor¢do (SKOOG, et al. 2007). A maioria dos
espectrofotdbmetros cobre a regido do UV/Visivel e, ocasionalmente, a regido do
infravermelho proximo, enquanto os fotbmetros sdo quase exclusivamente utilizados na
regido do visivel. Ambos, os fotbmetros e os espectrofotdmetros sao regidos pela lei de
absorcédo ou Lei de Lambert e Beer e podem ser encontrados nas variedades de feixe Unico
ou duplo (VOGUEL, 1989).

1.5.4. O processo de absorcao e a Lei de Beer-Lambert

Cada espécie molecular é capaz de absorver suas proprias frequéncias (que sao
nimero de oscilagdes que ocorrem em um segundo) caracteristicas da radiacao
eletromagnética. Esse processo transfere energia para a molécula e resulta em um
decréscimo da intensidade da radiacdo eletromagnética incidente. Dessa forma, a
absorcdo da radiacdo atenua o feixe de acordo com a lei da absorcdo (SKOOG, et al.
2007; HARRIS, 2012).

A lei de absorcdo, também conhecida como lei de Beer-Lambert ou somente
como lei de Beer, expressa quantitativamente como a grandeza da atenuacdo depende da
concentracdo das moléculas absorventes e da extensdo do caminho 6ptico sobre o qual
ocorre a absorcdo (SKOOG, et al. 2007; HARRIS, 2012; BEHERA, et al. 2012).

A medida que a luz atravessa um meio contendo um analito absorvente, ocorre
a diminuicdo do numero de fotons, por segundos presentes no feixe da radiacdo incidente
(Po), na proporcdo que o analito é excitado. Para uma solucdo de determinada
concentracdo (c) do analito, quanto mais longo for o comprimento do caminho o6ptico (b)

do meio através do qual a luz passa, maior sera a absorcéo devido a existéncia de mais
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centros absorventes presentes no caminho, e maior sera a atenuacao, isto €, a diminuicdo
no numero de fotons por segundo presentes no feixe da radiacdo emergente/transmitida
(P), que também sofre influéncia das perdas de fétons por: reflexdo e espalhamento, pois
a luz pode também ser espalhada em todas as direcOes a partir da superficie de moléculas
grandes ou de particulas (como poeira) presentes na solucéo, e esse espalhamento pode
causar uma atenuacdo adicional no feixe emergente, como mostrado na Figura 2.
Portanto, quanto maior for a concentracdo de absorventes, mais forte sera a atenuagdo
(SKOOQG, et al. 2007; HARRIS, 2012).
Solugio
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concentracdo €
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Figura 2: Processo de absorcdo de um feixe de radiacdo monocromatica (Fonte: adaptado de SKOOG,
et al. 2007).

A Figura 2 mostra a atenuacdo de um feixe de radiacdo monocromatica quando
passa por uma solucdo absorvente de espessura b cm e de concentracdo igual a ¢ mols por
litro. A seta larga representa o feixe incidente demonstrando que a poténcia radiante é
maior que a transmitida pela solucéo devido as perdas por espalhamento na solucéo e pela
reflexdo que ocorrem em todas as fronteiras entre os diferentes materiais utilizados na
confeccdo das cubetas, recipiente no qual € inserida a amostra (SKOOG, et al. 2007).
Portanto, quando uma luz incide na amostra podem ocorrer quatro fatores: (1) parte da
luz ¢é transmitida através da amostra; (2) parte da luz é absorvida pelo material; (3) parte
da luz é refletida em cada superficie e acaba saindo da amostra em direcdo a fonte
luminosa e (4) parte da luz é dispersa para o lado (HARRIS, 2012; LAMEGO, 2011).

Para quantificar a absorcao de energia radiante, € preciso primeiramente dispor
de uma fonte de radiacdo. Todavia, quando a analise for realizada na regido visivel do
espectro, com espécies que produzem solucdes coloridas, uma lampada incandescente de

filamento de tungsténio serve perfeitamente para este proposito, pois emite radiacdes de
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comprimento de onda entre 380,0 e 780,0 nm (SKOOG, et al. 2007). Nessa faixa de
radiacdo seleciona-se o comprimento de onda, preferencialmente, aquele que é absorvido
pela espécie quimica de interesse. Essa selecdo € feita por meio de um sistema
monocromador, que é um dispositivo que possui uma fenda de entrada e uma fenda de
saida usada para isolar uma banda estreita de comprimentos de onda, cujo qual, direciona
um feixe luminoso sobre a face de um prisma, promovendo a decomposi¢édo da luz, pode
coletar radiacfes de comprimento de onda definidos, através de mecanismos de lentes e
espelhos (HARRIS, 2012). Essa sele¢do de comprimento de onda pode ser feita com redes
de difracdo ou com um filtro que nada mais é do que um pedaco de vidro colorido. Os
filtros sdo sistemas selecionadores de comprimento de onda bem menos eficiente que
grades de difracdo, pois serd selecionado um intervalo relativamente largo de
comprimentos de onda (PEREIRA, et al. 2013). A radiac&o selecionada é direcionada de
modo a atravessar a solugdo contida em um tubo transparente, denominado cubeta, que
pode ser feita de metacrilato, vidro e quartzo (LAMEGO, et al. 2011).

A poténcia do feixe de radiacdo incidente ¢ diminuida ao atravessar a solucao
contida na cubeta, devido ao processo de absor¢do. Um sistema detector, como uma
valvula fotomultiplicadora, é capaz de medir a poténcia da radiacao, indicando o resultado
através de um sistema de leitura. Esses sdo essencialmente os componentes de um
espectrofotdbmetro e fotdmetros empregados para medidas de absorcdo na regido visivel
do espectro (SKOOG, et al. 2007; HARRIS, 2012), esquematizado na Figura 3.

Lentes, fendas e colimadores: Amostra: absorve a Sistema de leitura:

estreitam e alinham os feixes de fracdo do comprimento converte os sinais

radiacdo. de onda incidente. em dados de leitura.

| A

Fonte produz radiacdo na Monocromador (seletor Detector: converte a

regido de interesse do comprimento de onda): dlspersa - .
" o radiagao transmitida

espectro eletromagnético. as radiagOes incidentes em um

Deve ser estavel e continuo comprimento de onda || €m um sinal elétrico

reprodutivel. gque sdo  escaneados ou simplificado.

individualmente selecionados.

Figura 3: Esquema do funcionamento interno de um espectrofotdmetro (Lenz, 1997).
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A lei de Beer se aplica diretamente as medidas feitas com a radiacdo
monocromatica, onde a absorbancia é proporcional a concentragdo da espécie quimica
absorvente, sendo constante o comprimento de onda, a espessura atravessada pelo feixe
luminoso, isto é, o caminho oOptico. Verifica-se uma relacdo linear entre absorbancia ou
densidade oOptica e concentracdo, e de uma relacdo logaritmica entre transmitancia e
concentracdo (HARRIS, 2012).

1.5.4.1 Transmitancia

A transmiténcia (T) de uma substancia em solucdo é a relacdo entre a quantidade
de luz que incide na amostra, Po, e a luz transmitida que atinge o detector depois de ter
passado através da amostra, P, como mostrado na Figura 2.

A transmitancia fornece uma medic&o fisica da relacéo da intensidade da radiacéo
que incide na amostra e a transmitida que passa através da mesma. Esta €, usualmente,

representada em porcentagem, que pode ser obtida com a Equacéo 5.

T=(P/Po)x 100 (5)

1.5.4.2 Absorbancia

A absorbancia, A, de uma solucéo esté relacionada com a transmiténcia de forma
logaritmica, como exposto na Equacdo 6. Entretanto, a lei que rege o processo de
absorcéo de radiacdo, denominada Lei de Lambert-Beer, que estabelece a relacdo entre a
absorbancia (A) e a concentracdo da espécie absorvente, corresponde ao inverso do

logaritmo decimal da transmitancia, como mostrado na Equacéo 7.

LogPo/P=¢gbc=A (6)

A=gb.c (7

Definicao: ¢ é a absortividade molar do analito, b € o comprimento do percurso éptico e

C a concentracdo da substancia absorvente.

A transmitdncia e absorbancia sdo os aparatos de medidas da radiacdo
eletromagnética nos instrumentos denominados espectrofotdmetros, que realizam
medidas de absorbancia ou transmitancia em fungdo do comprimento de onda. Esse

processo de medicdo € chamado de espectro de absorg¢do ou de espectro de transmissao,
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conforme o dado registrador selecionado no equipamento. O espectro de absorcao €
caracteristico para cada espécie quimica, sendo possivel a identificacdo de uma espécie

quimica por seu “espectro de absor¢do” (PEREIRA, et al. 2013).

1.5.5 Espectrofotometria no UV/VIS

A espectrofotometria na regido UV/VIS do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas em andlises bioldgicas e fisico-quimicas, em funcao
da robustez, custo relativamente baixo e grande nimero de aplicagbes desenvolvidas
(ROCHA e TEIXEIRA, 2004). Consiste num método de analise dptico que é
fundamentada na quantidade de radiacdo emitida ou absorvida por uma amostra.

Na espectrofotometria, a energia dos fotons € transferida para as moléculas do
meio material provocando transi¢cdes eletronicas associadas a transi¢des vibracionais e
rotacionais (HARRIS, 2012). Tendo em vista que o0s niveis energéticos das moléculas sdo
quantizados, apenas 0os comprimentos de onda cujos fétons tém energia idéntica a de uma
transicdo permitida, sdo absorvidos. A absorcdo pode ser considerada como um processo
especifico relacionado com a estrutura da espécie absorvente, que determina a energia
envolvida na transicdo e com a probabilidade de que a transi¢do ocorra (SKOOG et al.
2002).

O instrumento utilizado na espectrofotometria para a identificacdo e
quantificacdo de substancias por absorcdo no ultravioleta e visivel, denomina-se
espectrofotdbmetro que € caracterizado pela precisdo, sensibilidade, robustez e
simplicidade no manuseio do equipamento, (DIAZ, et al. 2009), e baseia-se na
propriedade de diversas espécies ibnicas ou moleculares que absorvem determinados
comprimentos de onda na gama de 190 nm a 800 nm (INMETRO, 2012).

O intervalo de 190 a 380 nm corresponde a regido do ultravioleta onde
geralmente sdo utilizadas como fonte de radiacdo as lampadas de deutério e hidrogénio.
Na regido do visivel, que compreende a faixa de 380 a 780 nm, sdo empregadas lampadas
de tungsténio (350 a 2.200 nm) ou tungsténio/halogénio (240 a 2.500), também chamadas
lampadas de quartzo haldégenas devido conter uma pequena quantidade de iodo dentro do
bulbo de quartzo que aloja o filamento. O quartzo permite que o filamento seja operado
a temperaturas de cerca de 3.500 K, o que leva a alta intensidade e estende a faixa da

lampada até a regido do ultravioleta. O tempo de vida de uma lampada de
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tungsténio/halogénio é o dobro de uma lampada comum de tungsténio (SKOOG, 2007,
HARRIS, 2012).

Em um espectrofotémetro UV/Vis tipico, a troca entre as lampadas de deutério
e tungsténio acontece em torno de 360 nm, de forma que sera utilizada sempre a fonte de
radiacdo mais intensa do instrumento para uma determinada medicdo (HARRIS, 2012).

A luz visivel provoca alteragdes no nivel de energia dos elétrons da camada de
valéncia, tem a capacidade de romper as ligagdes quimicas mais instaveis e é muito
utilizada em analises quantitativas de varias substancias, que para o olho humano tem
aspecto colorido (HARRIS, 2012).

Na regido do ultravioleta, as radiagbes sdo ionizantes e rompem ligagdes
efetivamente, fator este, que pode provocar profundas alteracdes na estrutura molecular
do analito, iniciando vérias reagdes quimicas na solugdo (HARRIS, 2012).

A intensidade da absorgdo ndo é diretamente mensuravel, mas ela determina uma
atenuacdo da radiacdo que incide na amostra que pode ser medida e relacionada com a
concentracdo da especie absorvente. Quando um feixe de radiacdo monocromatica
atravessa uma solucdo contendo uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante é
absorvida, a parte restante atravessa 0 meio, como mostrado na Figura 3. Chama-se de
poténcia radiante, a quantidade de energia transportada por segundos através de uma
unidade de secdo transversal (EWING, 1972, 2005; SKOOG, 2007; HARRIS, 2012).

O espectrofotbmetro € um instrumento que permite comparar a radiacdo
absorvida ou transmitida por uma solugdo que contém uma quantidade desconhecida de
soluto, por uma quantidade conhecida de uma substancia equivalente a mesma, que pode
ser uma solucéo padréo ou de referéncia (SKOOG, et al. 2007; HARRIS, 2012).

Todas as substancias podem absorver energia radiante, mesmo o vidro que
parece completamente transparente absorve comprimentos de ondas que pertencem ao

espectro visivel.

1.5.6 Calibracéo do espectrofotometro

A importancia da calibracdo do espectrofotdmetro UV/Vis é para detectar
problemas que afetam os resultados das leituras espectrofotométricas, causados pelo
desgaste natural dos equipamentos ou de seus componentes dpticos e eletrénicos, eliminar
a influéncia da estabilizacdo da rede elétrica e garantir a confiabilidade das medic6es
realizadas (SOUZA, FIGUEIREDO e CUNHA, 2008).
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A calibracdo de um equipamento é segundo o Instituto Nacional de Metrologia,
Normatizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011), o conjunto de operacfes que
estabelece, sob condicdes especificadas, a relagdo entre os valores indicados por um
instrumento de medicdo e os valores correspondentes das grandezas estabelecidas por
padrdes (como material de referéncia) e a finalidade da calibracdo de um instrumento é
verificar a conformidade de um determinado instrumento com as especificacdes ou
normas aplicaveis, estabelecendo uma relacdo entre a indicacao do instrumento e o valor
verdadeiro da grandeza que ele mede (BRITO et al., 2003; SOUZA et al., 2008).

Os materiais de referéncia padrdo dividem-se em duas categorias principais:
materiais usados na verificacdo e calibracdo da escala de comprimento de onda do
espectrofotdbmetro e materiais de referéncia empregados na verificacdo e calibracdo da
escala fotométrica do espectrofotdmetro (GOMES et al., 2008). A analise é realizada
levando em consideragdo as variagbes dos valores padronizados dos materiais de
referéncia, como filtros com certificacdo de laboratdrios nacionais de metrologia ou
filtros certificados pela NIST (EDQM, 2007; GOMES et al., 2008).

1.5.6.1 Comprimento de onda

Na calibracdo da escala de comprimento de onda de um espectrofotdmetro sdo
empregados materiais de referéncia apropriados que apresentam bandas de absorcédo
estreitas, em diferentes intervalos (BASTIE e TUBIANA, 1980). A largura de banda
espectral e a velocidade de varredura sdo selecionadas com o objetivo de melhorar a
resolucao do espectro e extrair o melhor desempenho do equipamento (PELLEGRINO e
ELSEBIO, 2007).

Dentre os diferentes materiais de referéncia padrdo mais usualmente empregados
destacam-se: filtros de vidro de didimio e de 6xido de h6lmio, usados como padrdes de
comprimento de onda desde 1945 e 1961, respectivamente (GOMES et al, 2008). O filtro
de didimio apresenta um grande nimero de bandas de absorcao nas regides espectrais do
visivel e do infravermelho proximo, enquanto que o filtro de 6xido de holmio apresenta
linhas de absorcdo mais estreitas nas regides espectrais do ultravioleta e do visivel. Na
regido espectral do ultravioleta também pode ser empregado vapor de benzeno como
material de referéncia padrdo. (GOMES et al, 2008).
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1.5.6.2 Escala Fotométrica

A verificacdo da escala fotométrica ¢ tdo importante quanto a da escala de
comprimento de onda. Com isso, s&o verificadas as escalas de transmitancia e absorbancia
do aparelho, usando filtros de vidro de densidade neutra, com diferentes percentuais de
transmitancia (absorbancia), referentes aos comprimentos de onda especificos (NIST,
2000). Varios materiais de referéncia tém sido empregados na determinacéo da exatidao
da escala fotométrica dos espectrofotdmetros, dentre os quais se destacam: filtros com
pelicula metélica em silica fundida, filtros de vidros inorgénicos e solugdes padrdo como
dicromato de potassio que sao usualmente empregadas, sendo normalmente mantidas em
cubetas seladas de quartzo (GOMES et al, 2008).

1.5.7 Padréo de calibracdo

Na calibracdo dos espectrofotometros sdo empregados materiais de referéncia
apropriados que apresentam bandas de absorcdo estreitas, em diferentes intervalos da
faixa espectral, do ultravioleta e visivel.

Dentre os diferentes materiais de referéncia padrdo mais utilizados na calibracao
dos espectrofotbmetros, destacam-se os indicados pela NIST (National Institute of
Standards and Techonoly, USA, 2012):

> Tolueno em Metanol;

Cloreto de Potéssio;
Nitrito de sodio;

lodeto de sodio;

Filtro de Oxido de Hdlmio;

Perclorato de H6Imio e

VvV V V VYV V V

Dicromato de potassio;

O dicromato de potassio apresenta uma série de vantagens que justificam a sua
utilizacdo como padrdo de calibracdo e como reagente alternativo para quantificacdo de
Cor da agua. Segundo Skoog e colaboradores (2007), as vantagens de usar o dicromato
de potéssio (K2Cr207) como solucéo padrdo preponderam-se em:

> Pode ser obtido puro;

> E estavel até seu ponto de fuso e, portanto, um excelente padrdo primario.
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> Solucdes padrdes de concentragbes conhecida podem ser preparadas
pesando o sal puro e seco, e dissolvendo-o no volume adequado de solvente.
> As solucbes aquosas sdo estaveis indefinidamente se forem protegidas

contra a evaporagéo.

1.6 PAPEL DA VALIDACAO

Validar um resultado significa garantir que o procedimento, que inclui desde as
condicBes de operagdo do equipamento até toda a sequéncia analitica, seja aceito como
correto. Além disso, é importante enfatizar que qualquer alteracdo em métodos
normatizados, publicados ou transferidos implica na necessidade de revalidar o método,
para que o laboratério demonstre que os novos métodos utilizados por eles conduzem a
resultados confiaveis, com garantia de qualidade, idoneidade e credibilidade de seus
produtos ou servicos (ZANG et al, 2007).

A validacdo do método proposto estabelece a frequéncia das avaliagbes mensais
das solucdes usando amostras de controle da qualidade (padrdes) durante as analises,
critérios de conformidade que envolve maltiplos aspectos, dentre eles a calibragdo do
espectrofotdbmetro utilizado.

Validacdo do método tem que estar de acordo com os parametros estabelecidos
pelo INMETRO (2011), tendo como objetivo principal assegurar que o procedimento
analitico forneca resultados reprodutiveis e confidveis, e que sejam adequados aos fins
para os quais foram planejados (MATIOLI et al., 2004). Para tanto, deve apresentar
linearidade, intervalo (faixa de trabalho e faixa linear), limite de quantificacéo,

sensibilidade, precisdo, exatidao e robustez adequados a analise (BRASIL, 2011).

1.6.1 Linearidade

A linearidade esté relacionada diretamente com o sistema analitico de medigé&o,
ou seja, é determinada pela regido linear da curva de resposta, compreendida entre a
menor e maior concentracdo, onde ha relacdo direta entre o sinal analitico e a
concentracdo do analito (LEITE, 2008). A linearidade de um método pode ser observada
pelo gréafico dos resultados dos ensaios em funcéo da concentracdo do analito e verificada

a partir da equacéo da regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados



42

(INMETRO, 2011). Portanto, o objetivo da linearidade é obter os resultados em

proporcao direta com as concentragdes das substancias em estudo (LEITE, 2008).

1.6.2 Faixa de trabalho e faixa linear

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdes do analito
ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado, que pode ser denominado
como faixa de trabalho ou faixa linear, isto é, dentro da faixa de trabalho pode existir uma
faixa de resposta linear e dentro desta, a resposta do sinal terd uma relacdo linear com o
analito ou valor da propriedade. A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a
avaliacdo da faixa de trabalho, que deve cobrir a faixa de aplicacdo para a qual o ensaio
vai ser usado e a concentracdo mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se
situar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2011).

1.6.3 Limite de quantificacéo e deteccdo

Na pratica, o limite de quantificagdo corresponde normalmente ao padrdo de
calibracdo de menor concentracdo (excluindo o branco). Este limite, apos ter sido
determinado, deve ser testado com amostras independentes, para averiguar se a tendéncia
e a precisao obtidas sdo satisfatdrias. Este parametro também €, usualmente, denominado
como “Limite de Determinagdo” (INMETRO, 2011).

Conforme a norma da IUPAC, o limite de deteccdo é calculado como
correspondente a concentracdo que produziria um valor do sinal medido trés vezes maior
que o nivel de ruido médio, medido com a solucéo de controle ou branco. E o critério
mais utilizado, e alguns autores o colocam no nivel de confianca de 95%. Pode ser
definido, também como o menor valor detectado em confiabilidade de precisdo aceitavel,
em funcdo do limite do sistema (eletrénico, instrumental etc.), ou seja, do ruido do sistema
(LEITE, 2008).
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1.6.4 Sensibilidade

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacéo da resposta em funcao
da concentragdo do analito e pode ser expressa pela inclinagdo da curva de regressdo
linear da calibracdo e pode ser determinada simultaneamente com os testes de linearidade
(INMETRO, 2011).

1.6.5 Precisao

O primeiro procedimento para verificacdo da confiabilidade de uma anélise é
investigar se a mesma se repete quando operada sequencialmente. Esta caracterizagdo
denomina-se precisdo e expressa a concordancia entre os valores experimentais obtidos,
Ou seja, quanto mais proximos entre si estiverem os resultados das medidas, menor sera
0 grau de disperséo dos dados (LEITE, 2008).

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra e pode ser avaliada em trés
niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo usualmente

expressas pelo desvio padréo e coeficiente de variagdo (ANVISA, 2003).

1.6.5.1 Repetibilidade

E a maxima diferenca aceitavel entre duas repeticdes independentes do mesmo
ensaio e no mesmo laboratério, sob as mesmas condi¢fes: mesmo procedimento de
medicdo; mesmo observador; mesmo instrumento usado sob as mesmas condigdes;
mesmo local, e repeti¢cBes no menor espaco de tempo possivel (LEITE, 2008; INMETRO,
2011).

1.6.5.2 Preciséo intermediaria

Precisdo intermedidria ou precisdo intercorridas: € a concordancia entre 0s
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisao intermediaria recomenda-

se um minimo de dois dias diferentes com analistas diferentes (INMETRO, 2011).
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1.6.5.3 reprodutibilidade

E a maxima diferenca aceitavel entre dois resultados obtidos em laboratorios
distintos para um mesmo processo e em condi¢des especificas. A reprodutibilidade pode
ser conceituada, também para amostra, quando esta é analisada por instrumentos
diferentes, obtendo-se desvio aceitdvel e compativel. De um modo geral, a
reprodutibilidade pode ser obtida a partir de: amostras diferentes do mesmo ponto
amostral; diferentes analistas, diferentes equipamentos; dias diferentes; técnicas

diferentes; calibragOes diferentes e ajustes diferenciados (LEITE, 2008).

1.6.6 Exatiddo

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacéo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003; LEITE, 2008).

1.6.7 Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos (ANVISA, 2003). Deve ser
considerada como um alerta da susceptibilidade do método as variac@es, e ndo como um
parametro de aprovacéo ou rejeicdo da condicdo analitica (LEITE, 2008).

Na espectrofotometria a robustez pode ser determinada variando o pH da solucéo,
temperatura e diferentes fabricantes de solventes/reagentes utilizado no ensaio (ANVISA,
2003).
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2 OBJETIVO

Investigar a viabilidade do uso do dicromato de potassio como reagente padréo
alternativo, para a determinacdo da Cor de 4&gua, utilizando a técnica de

espectrofotometria no visivel com ajuste matematico linear simples.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTACAO

Durante o desenvolvimento deste trabalho, foi utilizado um espectrofotémetro
de absorcéo molecular UV/Vis da Thermo Scientific, modelo AquaMate Plus (Figura 4),
com varredura de comprimentos de onda de 190,0 a 1100,0 nm, requisito que satisfaz as
analises com constituintes inorganicos e organicos, como a solugdo de K>Cr.0O7 e
amostras de agua. O mesmo possui duas fontes de luz, uma lampada de tungsténio e outra
de deutério, que garante 0 maximo desempenho nos métodos de analise de agua tanto na

dimenséo do ultravioleta como no visivel.

Figura 4: Espectrofotdmetro de absor¢do molecular UV/VIS da Thermo Scientific, modelo AquaMate
Plus.

Este equipamento apresenta resolucdo oOptica de 2,0 nm e sistemas de células
com opg¢oOes de 10 a 100 mm de caminho éptico, contudo, neste estudo foram utilizadas
cubetas de 10, 20 e 50 mm.

O instrumento possui um software padrdo, VISIONIite, que fornece medigOes
de concentracdo em comprimento de onda fixo, varredura dos comprimentos de onda,
analises em multi-comprimento de onda fixo, analise quantitativa e cinética. Com isso,
0s comprimentos de onda selecionados para calibragdo foram: 235,0, 257,0, 313,0, 350,0
e 430,0 nm.
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3.2 DESCONTAMINACAO DE MATERIAIS

O bom desempenho de um método de analise laboratorial depende da eficiéncia da
limpeza e descontaminagéo de todo material utilizado. Desta forma, vidrarias e materiais
utilizados no armazenamento das amostras e preparo das solugdes passaram por rigorosos
processos de limpeza e descontaminagéo. Primeiramente, foram lavados com detergente
neutro e enxaguados com agua destilada e desionizada. Em seguida, ficaram submersos
em solucdo de &cido nitrico 10% (v/v) pelo periodo de 48 horas. Posteriormente, foram
enxaguados novamente trés vezes com agua destilada e cinco vezes com Aagua
desionizada. Ap0s este procedimento foram colocados para secar em recipiente fechado,
e antes de sua utilizacdo foram novamente enxaguados com agua desionizada
(SARGENTINI JUNIOR, 1993; GAMA, 2010). O banho acido foi utilizado de duas a

trés vezes e, entdo, descartado.

3.3 CALIBRACAO DE VIDRARIAS E MATERIAIS

Para garantir o desempenho ideal, das vidrarias e materiais, em todas as
medicgdes foram feitos testes gravimétricos de acordo com as especificagdes do fabricante
e 0 documento do INMETRO de caréater orientativo - DOQ-CGCRE-027 (2011).

3.3.1 Calibracéo da balanca analitica

A calibracdo da balanca analitica SHIMADZU (Max. 220g e Min. 0,01g;
+0,0019) procedeu-se, com os pesos padrao fornecidos pelo OHAUS Corp. Florham Park,
NJ, USA. Foram feitas 10 pesagens para cada padrao e, posteriormente, calculada a média
dessas medidas. Foi utilizada regresséo linear para relacionar a leitura de corregéo (Lc)

com a leitura da balanca (L) a partir dos resultados da calibragéo.

3.3.2 Calibragao de pipetas

A calibracdo das pipetas automaticas Nichipet EX Plus (10 ~ 100; 20 ~ 200 e
100 ~ 1000 pL) foi feito de acordo com o0 manual de especifica¢des fornecido pelo proprio
fabricante do instrumento. Fez-se a tara do coletor vazio na balanca analitica, e em
seguida encheu-se a pipeta com agua destilada e transferiu-se o volume de &gua para o

recipiente coletor, mantendo a pipeta verticalmente com a ponta encostada na parede do
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recipiente. Este procedimento de calibracdo das pipetas foi repetido dez vezes em cada

volume: minimo, medio e maximo em temperatura controlada.

3.3.3 Calibracao de baldo volumétrico

A calibracao dos balGes volumétricos foi feita conforme descrito por RELACRE
(2012) Pesou-se o baldo limpo e seco, tomando nota da pesagem do baldo, em seguida
mediu-se a temperatura da agua destilada e com a mesma preencheu-se o baldo
avolumando-o até o menisco. Este procedimento foi repetido dez vezes, para determinar
0 volume médio e desvio padrdo, para expressar a capacidade do baldo e sua incerteza na

medida de volume.

3.4 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucgdes foram preparadas utilizando agua desionizada de alta pureza
(resistividade 18,2 MQ. cm) obtida em sistema Purelab Ultra, ELGA.

3.4.1 Acidos

3.4.1.1 Acido cloridrico
O é&cido cloridrico (HCI) de alta pureza foi obtido a partir da destilacdo sub-

ebulicdo, e 0 mesmo foi utilizado na preparacdo da solugéo padréo de platino cobalto.

3.4.1.2 Acido Nitrico

Acido Nitrico 65% Suprapur® (Merck) foi utilizado no preparo da solugio para
descontaminacdo das vidrarias e materiais, também foi utilizado no estudo de &cidos nas
concentragdes 0,005, 0,01 e 0,1 mol L™, para preparar as solucdes de dicromato de

potassio de 20,0 mg L1,

3.4.1.3 Acido Perclérico
O acido percldrico 70% (HCIO4) Merck PA foi utilizado no preparo das solucdes
de dicromato de potassio utilizadas na calibracéo das escalas fotométrica e comprimento

de onda (NIST, 2000). Diluiu-se 1 (um) mL do &cido concentrado com agua desionizada,
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avolumando o baldo volumétrico de 1000 mL, obtendo-se uma solu¢do de HCIO4 a 0,001

mol L.

3.4.1.4 Acido sulfdrico

Acido sulfarico 98% (H2SOs) Merck PA foi utilizado no preparo das solucdes
de dicromato de potassio. Diluiu-se 136,0 pL do &cido concentrado com agua desionizada
avolumando o bal&o volumétrico de 500 mL, obtendo-se uma solucéo de H2SO4 a 0,005

mol L.

3.4.2 Solucéo Padréo Pt/Co

A solugéo estoque de 500 unidades de Cor de Pt/Co foi preparada pela dissolucgao
de 1,245 g (2,562x10° mol) de cloroplatinato de potassio e de 1,000 g (4,20x102 mol)
de cloreto de cobalto hexahidratado com a adicdo de acido cloridrico a 10% (v/v). Os
demais padrdes de referéncia de Pt/Co foram preparados fazendo as dilui¢cdes necessarias
(5, 10, 15, 20, 40, 50, 100, 150 e 200 mg L) para a construgéo da curva de calibragéo,

utilizando &gua destilada como diluente.

3.4.3 Dicromato de Potéssio/Purificacdo do sal

O sal utilizado no preparo da solucéo de dicromato de potassio (K2Cr.O7 Merck
PA) passou por um processo de secagem. Este procedimento foi necessario para
certificar-se que o sal ndo apresentava umidade. Com isso, foi pesado um cadinho vazio,
anotou-se a massa obtida e tarou-se a balanca analitica SHIMADZU (Max. 220g e
d=0,1mg). Pesou-se novamente o cadinho acrescentando, aproximadamente, 1 g do
dicromato de potassio tomando nota da massa inicial. Apos o procedimento de pesagem
o sal foi colocado na mufla QUIMIS, modelo Q-318S24, a 150 °C por 2 horas. Ao
concluir o tempo de secagem, 0 K>Cr,Oy foi transferido para um dessecador ate atingir
temperatura ambiente. Repetiu-se 0 procedimento pesando novamente o recipiente
contendo o sal, e ao subtrair a massa final pela inicial observou-se peso constante,

concluindo que o sal de K>Cr,0Oy7 esta isento de umidade.
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3.4.4 Solucéo Padréo de Dicromato de Potéassio

A solucéo estoque de dicromato de potassio foi preparada dissolvendo-se 0,125
g do sal puro em solugio de cido sulfdrico a 0,005 mol L (preparado conforme item
3.4.1.4) e completou-se 0 volume do baldo de 50 mL até o menisco com o mesmo &cido,
obtendo-se a solucdo estoque de 2.500 mg L™ de KzCr.Os.

A partir de diluicdes da solucdo estoque foram preparadas solucdes, em
diferentes concentragdes (1, 2, 4, 8, 10, 15, 20, 30, 40, 50, e 60 mg L) com auxilio de
pipeta automética Nichipet EX Plus, (10 a 1000 uL), para aferi¢do do comprimento de
onda do espectrofotdmetro e para construcdo da curva de calibragdo. A diluicdo foi
realizada em balGes volumétricos de 25 mL utilizando a solucéo de H.SO4a 0,005 mol L

! como diluente e para completar o baldo volumétrico até o menisco.

3.5 ESTUDO DE ACIDOS

Em virtude de ter encontrado na literatura o uso de varios acidos minerais como
diluente para o dicromato de potassio, optou-se por fazer teste com os diferentes acidos:
nitrico (HNO3), sulfurico (H2SO4) e perclérico (HCIO4). Este procedimento foi feito para
definir o melhor diluente para obtencdo de uma solucéao estavel de dicromato de potassio
associado com baixo custo e facil disponibilidade comercial. Portanto, foram preparadas
solugBes em trés concentragdes diferentes de cada &cido (0,1; 0,01; 0,005 mol L) exceto
para o &cido percldrico que foi utilizado a concentragdo de 0,001 mol L. Em seguida,
preparou-se solugdes de dicromato de potéassio na concentragdo de 20 mg L™ para cada
solucdo dos acidos mencionados neste estudo e comparados com uma solu¢do com agua
deionizada. Posteriormente, realizou-se varredura no espectrofotdmetro UV/VIS nos
comprimentos de onda de 200,0 a 500,0 nm, com intervalo de 0,5 nm e usando cubeta de
50 mm, para averiguar 0 comportamento dos espectros entre os acidos e analisar eventual
influéncia entre as diferentes concentra¢@es de cada acido. Foi observada a estabilidade

das solucgbes de dicromato de potassio no periodo de 12 meses.

3.6 CALIBRACAO DO ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS

A calibracdo do espectrofotdmetro € fundamental para mensurar fatores que
influenciam na medicdo e para verificar periodicamente seu desempenho, mantendo a

rastreabilidade de suas medidas utilizando materiais de referéncia padrdo. Esta
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verificacdo faz-se necessaria devido ao desgaste fisico de alguns componentes dpticos do
instrumento e algumas normas orientam este procedimento, tais como ASTM E275,
ASTM 387, ASTM E925, ASTM E958 e ASTM E1866. Para avaliar o desempenho do
espectrofotdbmetro foram realizadas analises dos parametros que influenciam as medicGes
e que estdo diretamente relacionadas com a resposta analitica, a escala fotométrica e a
escala de comprimento de onda.

Os padrdes de calibracdo utilizados neste procedimento foram as solucbes de
K2Cr,07, nas concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mg L, solvatado em HCIO4a 0,001M
e H2SO4 a 0,005 M, conforme indicado na SRM 9352 NIST publicacdo especial 260-54,
e posteriormente, efetuou-se a leitura espectral na faixa de 320,0 a 370,0 nm, usando

cubeta de 10 mm.

3.6.1 Calibracdo do comprimento de onda

Na verificacdo da escala do comprimento de onda, sdo utilizados padrbes de
dicromato de potdssio que é um método bem estabelecido na calibragdo
espectrofotométrica, por apresentar picos caracteristicos de absorcdo maximo nos
comprimento de onda de 257,0 e 350,0 nm e picos de absor¢do minimo em 235,0 e 313,0
nm. Nesta escala sdo analisados os fatores de maior influéncia que afetam os resultados
das medicGes no espectrofotdmetro: a largura de banda espectral, a velocidade de
varredura e a exatiddo do comprimento de onda. Com isso, foi preparada uma solucéo de
dicromato de potassio na concentragdo de 60 mg L™, preparadas com H,SO4 a 0,005M e
HCIO4 a 0,001M. Posteriormente utilizando cubeta de 10 mm, foi feito varredura

espectral na faixa de 320,0 a 370,0 nm com largura de banda de 0,5 nm.

3.6.2 Verificacdo da escala fotométrica

Na escala fotométrica, em geral, a andlise da medida de transmitancia
(absorbéncia) do instrumento, é feito levando-se em consideracao as variagdes da resposta
analitica com respeito aos valores padronizados dos materiais de referéncia. Entretanto, a
calibracdo da escala fotométrica sofre influéncias dependentes diretamente do
instrumento, tais como luz espalhada, ruido fotométrico, estabilidade, linearidade e
reprodutibilidade fotométrica. Nesta verificacdo foi utilizado a solugdo de dicromato de
potéassio em acido perclérico 0,001M e em acido sulfurico 0,005 M, dentro da gama de

concentracéo de 20 a 100 mg L. A partir do preparo destas solugdes foi realizada a leitura
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espectral nos comprimentos de 235, 257, 313 e 350 nm, usando cubeta de caminho 6ptico
de 10 mm conforme indicado na SRM 9352 NIST publicagéo especial 260-54 (ASTM,
2014). Para examinar a linearidade e a reprodutibilidade fotométrica analitica foi
construida uma curva de calibracdo, observando se as absorbancias aparentes, da série de
solucdes do dicromato de potéssio, estdo em funcdo da concentracdo do material de

referéncia.

3.7 FATOR DE CONVERSAO

O fator de conversdo do método, que serd utilizado para converter a concentracdo
de K2Cr207 em Pt/Co foi determinado a partir de sucessivas repeticdes das analises das
solucdes, mencionadas no item 3.4.4, em espectrofotdmetro UV/VIS usando cubetas de
10, 20 e 50 mm. Este procedimento foi testado usando &gua dos igarapés Barro Branco e
Campinas, que foram coletadas durante o ano de 2014.

Os resultados obtidos, apds a aplicacdo do fator de conversdo, foram analisados
a partir do erro relativo, coeficiente de variancia, desvio padrdo e andlise estatistica
ANOVA, utilizando os testes T e F, cujo software usado para o tratamento estatistico foi
o OriginPro 8.0.

3.8 CALIBRACAO DO METODO

Com as solugdes de K2Cr.07 e Pt/Co efetuou-se as leituras no comprimento de
onda de 450,0 nm, do espectrofotdmetro, e as varreduras espectrais na faixa de 400,0 a
500,0 nm, largura da banda de 0,5 nm para velocidade de 150,0 nm/min, usando cubetas
de 10 e 50 mm. Este procedimento foi feito para analisar os espectros das solucdes de
Pt/Co e K>Cr,07 na faixa espectral mencionada.

Em observancia aos critérios exigidos pelas normas envolvendo validagdo de
metodologia, antes da construgdo da curva de calibracdo do método, os equipamentos
foram calibrados (3.6.1 e 3.6.2). Para estudo de calibracdo foram feitos experimentos
fazendo as curvas com Dicromato de Potassio e Pt/Co aplicando o fator de conversao nas
determinacbes de cor em faixa de comprimento de onda de 445,0 a 455,0 nm, com
incremento de 1,0 nm, isto é, valores acima e abaixo do comprimento de onda da
determinacdo da Cor de &guas definido em 450,0 nm (+ 5,0). Neste procedimento foram

utilizadas as mesmas solucdes usadas do padrdo de referéncia Pt/Co e do K.Cr,0O7 na
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construcdo das curvas de calibracdo, conforme descrito no item 3.4.2 e 3.4.4, utilizando

cubetas de 10, 20 e 50 mm de caminho optico.

3.9 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Os parametros escolhidos para validacdo feito no presente trabalho estdo em
concordancia com o documento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 — Revisao 04 —
Jul/2011 do INMETRO, (BRASIL, 2011).

Os parametros avaliados foram: linearidade, faixa de trabalho, limites de

deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ), sensibilidade, preciséo, exatidao e robustez.

3.9.1 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir da média das repeticdes auténticas de trés
curvas de calibragdo na faixa de 1,0 — 10,0 mg L™ . Para a construcdo de cada curva de
calibracdo foram preparadas, a partir da solugédo estogue de K>Cr207, cinco solucGes de
concentragdes diferentes: 1,0, 2,0, 4,0, 8,0 e 10,0 mg L. As leituras foram feitas em
triplicatas no comprimento de onda em 450,0 nm, e usando cubetas de 10, 20 e 50 mm e
a linearidade foi estimada por regressdo linear pelo método dos minimos quadrados
(INMETRO, 2011). O método padrédo seguiu 0 mesmo procedimento fazendo as leituras
das solucdes de Pt/Co nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 40 e 50 mg L.

Os dados das trés curvas de calibragcdo foram introduzidos numa planilha do
programa estatistico ORIGIN 8.0, calculou-se a média das repeticGes e, posteriormente,
com o auxilio do programa mencionado, foi plotada a curva de calibracdo observando se
havia relacdo direta entre o sinal analitico e a concentracdo do analito dentro da regido
linear da curva de resposta, compreendida entre a menor e maior concentracdo. Esse

procedimento foi realizado com os dados obtidos usando cubetas de 10, 20 e 50 mm.

3.9.2 Faixa de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracfes do analito
ou valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado, este critério denomina-se
faixa de trabalho, que deve ser abrangente a toda faixa de aplicacdo conforme o método
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que sera usado, e a concentracdo mais importante da amostra deve sempre que possivel,
ficar no centro da faixa de trabalho (INMETRO, 2011, LEITE, 2008).

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e dentro
desta, a resposta do sinal tera uma relacdo linear com a concentragdo do analito. A
determinacdo desses parametros foi estabelecido durante o estudo da linearidade (item
3.9.1) a partir da construcdo da curva de calibracdo do método, em espectrofotbmetro na
regido do Visivel (450,0 nm), com cubetas de 10, 20 e 50 mm, foram feitas as leituras das
solucdes do padrao primario K>Cr.O7 num intervalo que compreende as concentracdes
entre 1,0 a 10,0 mg L** (INMETRO, 2011).

3.9.3 Limites de deteccdo (LD) e quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir da curva
analitica considerando o desvio padrdo em razdo ao coeficiente angular (inclinagdo da
reta) obtido pela linearidade (item 3.9.1), nos quais foram utilizadas as Equacdes 8 e 9
para determinar o limite de deteccdo e quantificacdo, respectivamente (BRASIL, 2003;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

LD = DPa x 3/IC Equacéao (8)

LQ = DPa x 10/I1C Equacéo (9)

Definigo:

LD = limite de detecc¢éo;

LQ = limite de quantificacéo;

DPa = desvio-padrao do intercepto;

IC = inclinag&o da curva de calibragéo.

3.9.4 Sensibilidade

A sensibilidade é um pardmetro que mostra a variacdo da resposta analitica em
funcdo da concentracdo do analito e pode ser expressa pela inclinagdo da curva de
regressao linear da calibracdo, por esta razdo, a mesma foi determinada a partir da média
das repeticdes auténticas de 15 curvas de calibracédo, obtidas durante 5 dias alternados de
andlises, na faixa de concentragio de 1,0 — 10,0 mg L™ de K2Cr.0y, usando cubeta de 10

e 50 mm.



55

Neste trabalho a sensibilidade foi determinada simultaneamente com os testes
de linearidade (item 3.9.1), conforme a Equacéo 10 (INMETRO, 2011).

__dx

S_dc

Equacéo (10)

Definicao:

S = Sensibilidade;

dx = variacao da resposta;

dc = variagéo da concentragéo;

3.9.5 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada utilizando as trés formas mais comum de
expressa-la: repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, sendo esta,
usualmente expressa pelo desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV), que pode
ser expresso em porcentagem (%), também conhecido como desvio padrdo relativo,

calculado pela Equagédo 11:
DP x
CV =DPR =——x100 Equacao (11)
CMD

Definicéo:

CV = coeficiente de variancia,

DPR = desvio padréo relativo;

DP = desvio padrao;

CMD = concentragdo média determinada.

3.9.5.1 Repetitividade ou precisao intracorrida

Para caracterizacao da precisdo a partir da repetitividade foi necessario seguir o
mesmo procedimento analitico, durante 5 dias de andlises, utilizando um Unico
instrumento de medicdo sob as mesmas condigfes, com cubetas de 10, 20 e 50 mm e as
repeticbes foram realizadas no menor espaco de tempo possivel (manha, tarde e noite)
por um Unico analista (BRASIL, 2003).

A repetitividade foi expressa quantitativamente em termos da dispersdo dos
resultados, usando o material de referéncia Pt/Co nas concentragdes, de 5, 10, 20, 40 e 50
mg L*, que corresponde a faixa de trabalho do K,Cr,O7 de 1, 2, 4, 8 e 10 mg L*
(INMETRO, 2011).



56

Com auxilio do software OriginLab foi utilizado o teste de Cochran, que verifica
as variancias, seguido do teste de Grubbs, que verifica a compatibilidade de medias. Com
a decomposicdo das variancias, os valores dos quadrados médios indicam 0s componentes
de variancia atribuiveis as diferentes fontes de variacdo dentro do laboratorio.

A estimacdo dos componentes de variancia, com base nos resultados da anélise

de variancia, é obtida conforme a Equacéo 12:

Szdentro = QMdentro Equagéo (12)

Definicao:
s? = variancia da repetitividade (S%gentro = S%)

QMaentro: quadrados médios dentro de niveis ou grupos (variancia residual)

O indice r, repetitividade, é obtido associando os coeficientes de variancias que
levam em consideracéo o grau de confianca desejado e a forma da distribuicdo, conforme
Equacdo 13. Para uma distribuicdo normal no nivel de 95% de confianca, a funcéo do
valor de (n) é igual a f.v/2 = 1,96V2 = 2,77 = 2,8 vélido para a diferenca maxima
permitida entre dois resultados.

r (repé) = f(n) sr = 2,8 Sgentro Equacao (13)

3.9.5.2 Precisdo intermediaria ou intercorrida

A precisdo intermediaria foi obtida pela analise da amostra em dias alternados,
por cinco analistas diferentes, seguindo o mesmo procedimento analitico e usando o
mesmo equipamento. As medic¢des foram realizadas em triplicata, na concentragdo de 1,
2,4, 8e 10 mg L™ de K,Cr,0y7. A partir dos resultados obtidos foram calculados o desvio
padrdéo (DP) e o coeficiente de variagdo (CV), conforme INMETRO (2011).
Posteriormente, a precisdo foi avaliada por analise de variancia ANOVA (RUBIM;
LAPORTA; BANDEIRA, 2012).
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3.9.5.3 Reprodutibilidade

Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validacdo do método
executado por um unico laboratério, é considerada importante quando um laboratério
busca a verificacdo do desempenho dos seus métodos em relagdo aos dados de validagédo
obtidos por meio de comparacéo interlaboratorial (INMETRO, 2011).

A reprodutibilidade foi avaliada em cinco laboratorios diferentes, sob as mesmas
condigdes analiticas, usando cubetas de 10 mm e como material de referéncia foi usado o
Pt/Co nas concentragdes, de 5, 10, 20, 40 e 50 mg L™, que corresponde a faixa de trabalho
do K,Cr,07 de 1, 2, 4, 8 e 10 mg L (INMETRO, 2011). Porém, dentre os cinco
laboratorios, apenas trés disponibilizaram medic¢des usando cubetas de 20 e 50 mm.

A partir do desvio padrdo obtido nos ensaios de reprodutibilidade foi possivel
calcular o limite de reprodutibilidade (R), realizado conforme descrito por Chui e
colaboradores (2009), o qual permite expressar a diferenca entre os valores da triplicata
das amostras analisadas.

O indice R foi calculado seguindo o mesmo procedimento utilizado para o indice
r, com auxilio do software OriginLab foi utilizado o teste de Cochran, que verifica as
variancias, seguido do teste de Grubbs, que verifica a compatibilidade de médias. Com a
decomposicdo das variancias, os valores dos quadrados médios indicam 0s componentes
de variancia atribuiveis as diferentes fontes de variacéo, interacdo amostra/laboratorios.

A estimagao dos componentes de variancia, com base nos resultados da analise
de variancia, é obtida conforme a Equacgéo 14:

Szentre = QMentre - QMdentro EqanéO (14)
n

Definicao:
s entre = Variancia da reprodutibilidade (s’ = S%ntre + S’dentro)
QMentre: quadrados médios dentro de niveis ou grupos (variancia entre laboratérios)

n = ndmero de replicatas

O indice R, reprodutiblidade, é obtido associando os coeficientes de variancias
que levam em consideracdo o grau de confianca desejado e a forma da distribuigéo,
conforme Equacdo 15. Para uma distribuicdo normal no nivel de 95% de confianca, a
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funco do valor de (n) é igual a f.v/2 = 1,96V2 = 2,77 = 2,8 valido para a diferenca

méaxima permitida entre dois resultados.

R (reprd) = f(n) sr = 2,8 (S%ntre + S°dentro) 2 Equacéo (15)

3.9.6 Exatidao

Para a avaliacdo da concordancia dos valores experimentais com os valores do
padrédo de referéncia foi calculado o erro relativo (ER) de acordo com a Equagéo 16. O
indice Z foi calculado segundo a Equacédo 17 e a avaliacdo dos resultados do indice Z foi
realizada de acordo com a seguinte escala de pontuagao: |Z| < 2 = satisfatorio; 2 <|Z |<3
= questionavel; |Z | > 3 = insatisfatério (INMETRO, 2011).:

Equacéo (16)
Xlab — Xv
R = -

X 100
Xv

Definicao:
Xiab = média dos valores obtidos na andlise da solucéo de K,Cr.07;
Xv = valor teorico aceito como verdadeiro do Material de Referéncia Certificado (MRC)
Pt/Co.

Equacéo (17)

7 Xlab — Xv
~DP

Definigéo:
Xiab = média dos valores obtidos experimentalmente;

Xv = valor teorico aceito como verdadeiro (MRC);
DP = desvio padrdo do ensaio.

3.9.7 Robustez

A robustez de um método analitico mede a suscetibilidade em relacdo a pequenas
variacdes que podem ocorrer durante as analises de rotina. Os testes de robustez sdo de
fundamental importancia para que se conhecam quais fatores devem ser estritamente
controlados durante a execucdo de um método. Para examinar possiveis causas de
variabilidade nos resultados foram avaliados fatores como pH, em virtude das solug6es
que contém cromo apresentarem coloracdo diferentes em meio &cido, neutro e alcalino.

Com isso, preparou-se solugdes de K>Cr207, nas concentracGes de 3, 10, 20, 30 e 50 mg
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L™ em H,SO4 na faixa de pH de 2 a 5 e mensurou-se as mesmas em espectrofotdmetro
UV/VIS no comprimento de onda de 450 nm, usando cubeta de 50 mm. A estabilidade
da solucédo em relacdo ao tempo de armazenamento foi avaliada mensurando a mesma
solucéo durante 12 meses seguidos (INMETRO, 2011).

3.9.8 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos dados foi realizada através de analise de variancia
ANOVA unifatorial usando o software OriginLab®e planilhas Excel, no qual foi aplicado
teste F e teste T, onde os resultados sdo considerados significativos quando a
probabilidade ¢ inferiora 5 % (p < 0,05 para o intervalo de confianga de 95 %) (GLANTZ,
2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CALIBRACAO DE VIDRARIAS E MATERIAIS

Em razéo de a calibracdo ser um procedimento primordial para garantir maior
confiabilidade dos resultados e por tratar-se de um padréo de referéncia alternativo para
quantificar a Cor da agua, foi feito a calibracdo dos principais componentes utilizados no
referido estudo para o preparo das solugdes: balanca analitica, pipetas e baldes

volumétricos.

4.1.1. Calibracao da balanca analitica

A calibracdo da balanca analitica procedeu-se conforme descrito no item 3.3.1,
com o0s pesos padrdo fornecidos pelo OHAUS Corp. Florham Park, NJ, USA, cujos
resultados estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2: Dados da calibracdo da balanca analitica com os pesos padrdo fornecidos pelo OHAUS
Corp. Florham Park, NJ, USA.

Calibracao balanca analitica SHIMADZU AY?220

Peso Padrao (g) Média DP Var CV(%)
0,0020 0,0022 0,0001 1,12E-08 4,8818
0,0050 0,0051 0,0001 2,01E-08 2,7644
0,0100 0,0102 0,0002 3,51E-08 1,8407
0,0200 0,0200 0,0001 9,33E-09 0,4821
0,0500 0,0498 0,0001 2,67E-09 0,1036
0,1000 0,0999 0,0001 2,67E-09 0,0517
0,2000 0,2000 0,0000 2,28E-10 0,0075
0,5000 0,4993 0,0001 9,44E-09 0,0195
1,0000 1,0024 0,0001 1,38E-08 0,0117
5,0000 5,0010 0,0002 4,1E-08 0,0040
10,0000 10,0125 0,0002 5,57E-08 0,0024
20,0000 20,0021 0,0002 4,49E-08 0,0011

50,0000 49,9956 0,0002 3,34E-08 0,0004
100,0000 99,9756 0,0002 3,43E-08 0,0002
200,0000 199,9115 0,0003 6,84E-08 0,0001
ANOVA
Faixas de peso F calculado F tabelado

0,0020 - 0,1000g 1,06 <3,18

0,1000 - 1,0000g 2,52 <3,18

1,0000 - 200,009 1,24 <3,18

0,0020 — 200,009 1,18 <3,18
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Com os dados da Tabela 2 foram elaboradas as curvas de calibracdo
correlacionando as medidas padronizadas com a média das dez repeti¢Ges das leituras

fornecidas pela balanga, como mostrado na Figura 5.
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Figura 5: Correlagdo dos pesos de calibragcdo com as leituras da balanca, realizadas em trés faixas

intermediarias. A Figura 5A corresponde a faixa de 0,002 a 0,1g, a Figura 5B expde os dados da faixa

de 0,1 a 1,0g e a Figura 5C mostra os dados da faixa de 1,0 a 200,0g.
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As curvas de calibracdo da balanca foram elaboradas por faixas intermediérias,
como indicado por Follador (2011), e exposto na Figura 5, que apresentaram coeficiente
de correlacdo proximo de 1,0, entre os pesos padrdo e a leitura da balanca (ANVISA,
2003). A equacao da reta foi obtida através de regressao linear pelo método dos minimos
quadrados e avaliada por andlise de variancia (ANOVA). Conforme demonstrado na
Tabela 5, o F calculado foi menor do que o F tabelado, indicando que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados encontrados para um limite de confianga de 95% (p <
0,05).

4.1.2 Calibracao de pipetas

O resultado da calibracdo das pipetas mencionadas no item 3.3.2, mostraram que
as mesmas estdo em perfeitas condi¢des de uso e que as suas medidas sdo confiaveis, pois
os resultados obtidos com as sucessivas medi¢cdes em cada volume minimo, médio e
maximo estdo em concordancia com os valores estipulados pelo préprio fabricante do
material, como mostrado na Tabela 3, cujos erros relativos, obtido nos resultados, das
medidas de calibracédo das pipetas de 100, 200 e 1000 uL, sdo comparados com os valores
méaximo permitido, informado pelo fabricante no manual do instrumento. Com isso,
certificou-se que todas as pipetas utilizadas neste estudo apresentam veracidade quanto

ao volume pipetado.

Tabela 3: Correlagdo dos erros relativos obtidos na calibragcdo de pipetas com 0s erros maximo
permitido, informado pelo fabricante no manual do instrumento.

PIPETAS CALIBRADAS

Pipeta 1000 o Medido Er Fabricante Er
Média (mg) DP
L (%) (%)
1000 1,0012 0,0006 0,1 0,7
500 0,5010 0,0006 0,2 0,8
100 0,1010 0,0003 1,0 1,0
) o Medido Er Fabricante Er
Pipeta 200 L Média (mg) DP
(%) (%)
200 0,2006 0,0002 0,3 0,8
100 0,1006 0,0002 0,3 0,8

20 0,0208 0,0001 0,4 1,0
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Pipeta 100 uyL  Média (mg) DP
100 0,1005 0,0002
50 0,0502 0,0003
10 0,0104 0,0002

Medido Er
(%)
0,5
0,2
0,4

Fabricante Er
(%)
0,8
1,0
2,0

4.1.3 Calibragéo de balao volumétrico

Este procedimento foi realizado conforme descrito no item 3.3.3, usando bal&o

volumetrico de 25 mL classe A, com limite de erro para calibracdo de + 0,03, e 0s

resultados das dez (10) repeti¢cGes encontram-se na Tabela 4, na qual, estad exposto o

volume médio para expressar a capacidade do baldo e o desvio padrdo para mostrar a

incerteza das medicdes, do erro tipo A, na medida de volume, conforme descrito pelo

RELACRE (2012, p. 12).

Tabela 4: Resultado da calibracio dos bales volumétricos de 25 mL.

Bal&o seco Média DP CV (%)
1 20,8722 0,0001 0,0007

2 21,7762 0,0002 0,0007

3 21,8262 0,0001 0,0006

4 20,6913 0,0001 0,0003

5 19,1905 0,0002 0,0008
Baldo cheio Média DP CV (%)
1 45,7563 0,0060 0,0242

2 46,6538 0,0098 0,0393

3 46,7591 0,0100 0,0401

4 45,8553 0,0069 0,0275

5 44,1034 0,0045 0,0182
Massa da 4gua Média DP CV (%)
1 24,8842 0,0060 0,0002

2 24,8776 0,0097 0,0004

3 24,9329 0,0099 0,0004

4 25,1641 0,0069 0,0003

5 24,9129 0,0045 0,0002

Os resultados da calibracdo dos baldes volumétricos de 25 mL, expostos na

Tabela 4, mostram que 0s mesmos estdo dentro do limite de erro de calibracéo indicado
pelas normas internacionais + 0,04 (DIN EN 1SO 1042 apud BRAND®, 2014), para a
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incerteza e erro tipo A, gue esta associado a evaporacdo da agua, erro do menisco e
instabilidade da balanca analitica (RELACRE, 2012).

4.2 ESTUDO DE ACIDOS

Em razdo de encontrar-se na literatura varios acidos minerais como solvente para
o0 sal de dicromato de potassio (BURKE and MANVRODINEANU, 1976; GILLESPIE
and KAPOO, 1987; GOMES, et al. 2006; CONCEICAO, 2006; SOUZA, et al. 2008),
optou-se por fazer teste com os acidos: nitrico (HNO3) e sulfurico (H2SO4), em trés
concentragdes distintas 0,1; 0,01; 0,005 mol L, e com HCIO4 a 0,001 mol L, usando
cubeta de 50 mm.

Com os espectros obtidos neste estudo foi observada a diferenca e uma eventual

influéncia entre as diferentes concentracdes de cada acido, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6: Espectros das solucdes de K2Cr.O7 a 20,0 mg L * usando agua desionizada como solvente
e 0s &cidos H2SO4, HNO3z e HCIOa. (A) Varredura de 200 a 500 nm; (B) Observacao amplificada dos
espectros proximos de 450 nm em cubetas de 50 mm.
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A Figura 6A ¢ correspondente a varredura completa que foi feito nos
comprimentos de onda de 200,0 a 500,0 nm, onde, é possivel observar a influéncia do
acido HNOsz (0,01 e 0,1 M) na regido espectral de 270,0 a 320,0 nm, porém, na faixa
escolhida, em 450,0 nm, neste estudo para a quantificacdo de Cor da &gua, apresenta um
espectro semelhante aos das solugdes de K2Cr.O7 preparadas com H2SO4 e HCIO4. A
Figura 6B evidencia que as solucGes acidas de dicromato de potassio ndo apresentam
grandes diferencas, destacando apenas a solucdo de H2SO4a 0,01 mol L™ que tem um
pequeno aumento de absor¢do no comprimento de onda 450,0 nm e para 0 HCIO4a 0,001
mol L uma pequena queda na absorcdo em comparagdo com as outras solucdes
analisadas.

A comparacdo entre os espectros das solucbes de K>Cr,O; com os acidos
perclorico e sulfurico foi necessario devido o &cido perclérico ser indicado pelas normas
internacionais (NIST, 2000; ASTM, 2014) como sendo o solvente ideal para o sal de
dicromato de potéssio, em virtude deste acido ndo formar complexos mistos apos a
diluicdo do sal, sendo que, com o acido sulfurico ocorre formacdo de complexos
sulfurosos (BURKE, 1972).

Os espectros das solucdes de K2Cr.07 em &gua desionizada apresentaram
espetros semelhantes aos das solugdes &cidas de K.Cr,O;. Contudo, optou-se por
trabalhar com as solug@es de K>Cr.O7 em meio acido, por serem estavel em longo prazo
(SKOOG, 2007). Entre os &cidos mencionados neste estudo, foi escolhido o H2SO4 por
ser de baixo custo e facial acessibilidade, e todas as concentra¢des usando &cido sulflrico
apresentaram absorbancias satisfatorias em 450,0 nm, sendo que, ndo apresentaram
diferenca com as demais. Com isso, foram observadas a estabilidade das solucGes de
K2Cr207 com H2SO4 durante o periodo de 12 meses (resultados apresentados no anexo
D) e ndo houve diferenca nos dados obtidos. Este procedimento corrobora com o
documento E925 da NIST, U.S.A (2014), que afirma a estabilidade da solugdo por um

periodo de 24 meses.

4.3 CALIBRACAO DO ESPECTROFOTOMETRO UV/VIS

A calibracdo do espectrofotémetro foi realizada para averiguar possiveis fatores
que pudessem influenciar nas medicbes e que estdo diretamente relacionadas com a

resposta analitica, isto é, a escala fotométrica e a escala de comprimento de onda.
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4.3.1 Calibracdo do comprimento de onda

A calibracdo da escala do comprimento de onda procedeu-se a partir da
varredura espectral com solugdo padrdo, de dicromato de potassio com H2SO4 e HCIO4
para obtencdo do pico m&ximo de absor¢do no comprimento de onda de 350,0 nm, como

mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Varredura espectral das solucdes de K,Cr,O7a 60 mg L,com H,SO, a 0,005M e HCIO,4 a
0,001M, para andlise do ponto maximo de absor¢do em 350,0 nm.

Com os dados de absorcéo por comprimento de onda foi observado que para o
H2SO4 e HCIO4 0s maiores valores de absorbéancia foram em 350,0 nm, confirmando a
calibragdo do equipamento, com isso, optou-se por trabalhar com &cido sulfurico por ser
de baixo custo e facil acessibilidade aliado a estabilidade conforme descrito no item 4.2.
Este procedimento € necessario para certificar-se quanto a exatiddo do

comprimento de onda selecionado, tornando-se indispensavel sua realizacao.



espectrofotdbmetros dos

reprodutibilidade do método em estudo, como mostrado na Figura 8.
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A calibracdo da escala do comprimento de onda também foi realizada nos

laboratorios em que foram
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Figura 8: Calibracéo da escala de comprimento de onda de todos o0s espectrofotémetros
utilizados com solugdo de 60 mg L de K,Cr,07 em H,SO4 0,005 M. Na Figura 8A mostra a banda

A Figura 8 mostra que todos os espectrofotdbmetros utilizados apresentaram,

pico maximo de absor¢do no comprimento de onda de 350,0 nm, exceto o equipamento

do Laboratério 3 que exibiu desvio de + 2,0 nm, ou seja, apresentou pico maximo de

absorcdo em 352,0 nm, com isso foi necessario ajustar o equipamento para realizar as

medicOes em 348,0 nm fazendo um desconto de -2,0 nm.

4.3.2 Calibracao da escala fotométrica

A linearidade fotométrica corresponde a gama de concentracdes para a qual a

resposta do espectrofotdmetro € linear, ou seja, quando a relacdo entre a concentragdo e
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o sinal analitico pode ser descrita por uma reta. Com isso, foi construida uma curva de
calibragdo com as solugdes de K>Cr,O7 usando cubetas de 10 mm, como descrito no item
3.6.2, e foi observado que as absorbancias aparentes da série de solu¢fes do dicromato de
potassio com os diferentes acidos possuem uma Correlacdo linear, o que ficou

comprovado com a exposicao dos dados na Figura 9.
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Figura 9: Calibracdo da escala fotométrica com solucéo padréo de K>Cr,07 usando H.SO. a 0,005M
e HCIO,a0,001M, utilizando cubetas de 10 mm. A absorbancia obtida a partir das solugdes preparadas
com cada acido foi comparada com as absorbancias aparentes informadas pela NIST, USA (2000).

As absorbéancias obtidas na calibracdo da escala fotométrica a partir das solucdes
de K2Cr,07 em HCIO4 a 0,001M foram comparadas com as absorbancias apresentadas
pelas solugdes de K>Cr.O7 em H>SO4 a 0,005M para verificar se havia alguma diferenca
de absorcéo entre os padrdes por influéncia do solvente utilizado. Contudo, como exposto
na Figura 9, ndo ha diferenca significativa entre as absorbancias e ambas as solucdes de
K2Cr,0O7 apresentaram valores proximo ao informado pela NIST, U.S.A. (2000), com uma
tolerancia dentro do valor estipulado pelo INMETRO (2012), como exposto no ANEXO
A.
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A calibracdo da escala fotométrica foi necessaria para calcular o fator de
conversdo, dispensando o uso na aplicagdo do método, pois pela curva de calibragdo

gerada nas anéalises serd possivel constatar a linearidade.

4.4 FATOR DE CONVERSAO

A obtencéo do fator de conversdo dos valores de Cor das solugdes de KoCr.07
para Pt/Co, que é o reagente utilizado como padrdo para determinacdo da Cor de agua,
foi definido a partir de sucessivas repeti¢cdes das anélises das solucgdes de K>Cr.O7, como
mencionadas no item 3.8.

Com os dados das absorbancias, obtidos nas andlises utilizando as cubetas 10,
20 e 50 mm, foram construidas as curvas de calibracdo a 450 nm, levando-se em
consideracdo o caminho Optico de cada cubeta utilizada, ou seja, foram construidas trés

curvas de calibragdo, como mostrado na Figura 10.

- Curva de Calibracao = Cubeta 50mm
y = 0,0067x + 0,0002
R’=0,9993
%7 # Cubeta 20mm
y = 0,0027x + 0,0002
3 R’=0,9991
[ oy 4
o0
£ Cubeta 10mm
@ y =0,0013x + 0,0002
< 0.03- R’=0,99984
'
nlﬂfJ = T | T | T | T | T | T | T | T | T | T | T | T |
EI 1 2 3 4 5 i T 8 9 10 11 12

A
K,Cr,0, (mglL")
Figura 10: Curva de calibragdo realizada com as solugGes de K2Cr,O7 nas concentracoes
de 1,2, 4,6,8¢e 10,0 mg L* usando as cubetas de 10, 20 e 50 mm de caminho dptico.

A partir da equacéo linear gerada pela curva de calibragdo, usou-se a inversa da
fungéo para determinar a concentragdo em K,Cr.O7 da amostra analisada, como exposto

na Equagdo 1. Esse calculo da concentracdo em K,Cr,O7 procedeu-se com as trés
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equac0es lineares mostradas na Figura 10, respeitando as medidas de absorbancia em
cada caminho éptico, isto €, as medidas de absorbancia obtidas com a cubeta de 10 mm
foram usadas para calcular as concentragdes de K.Cr.07 e foi utilizada a equagéo linear
da reta gerada na curva de calibracdo, em que as medidas de absorbancia foram feitas

usando cubetas com 10 mm de caminho Optico.

0,0002+x

y="" mm v_-00067x+0,0002 "= vy =
a 0,0067

Equacéo (1)

Definigéo:

Y = concentracdo em K,Cr207;

a = coeficiente angular da curva de calibracéo;

X = Absorbéancia das amostras

b = coeficiente linear da curva de calibracgao.

Os dados usados como exemplo na equacéo (Y = 0,0067x + 0,0002) foram obtidos com
a curva de calibracao, cubeta de 50 mm, da figura 10.

A curva de calibracdo do método de determinacdo da Cor utilizando o padréo de

Pt/Co em 450,0 nm, utilizando cubetas de 10, 20 e 50 mm, estdo expostas na Figura 11.

B 50mm
| . ~ y =0,0013x + 0,0004
Curva de Calibraciao com Pt/Co 2
R“=0,0097
0,06 - #®  20mm
y = 0,0006x + 0,0002
o R%=0.0994
(5]
b= I
£ 10mm
o y = 0,0003x + 0,0001
w
o 2
< 0.03- R“=0,0929
OIOU = T | T | T | T | T | T | T | T | T | T | T |
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Pt/Co (mg L)

Figura 11: Curva de calibracdo realizada com as solucGes de Pt/Co nas concentragdes de 5,0, 10,0,
20,0, 40,0, e 50,0 mg L usando as cubetas de 10, 20 e 50 mm de caminho 6ptico.

O resultado da Equacéo 1 aplicou-se na Equacéo 2 que € o fator de conversao
para Pt/Co:
X=5.2Y Equacéo (2)
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Definigéo:
X = conversédo obtida em Pt/Co
Y = concentracdo em K2Cr207

Com as sucessivas repeticdes das medidas de absorbancia das solucdes de
K2Cr207, usando as trés cubetas de caminho optico diferente, observou-se a semelhanca
do fator de correcdo entre as cubetas utilizadas, apresentando uma variacdo de 0,2, isto
é, o fator de correcdo encontrado para converter os valores de Cor de K>Cr20O7 para Pt/Co
pode ser aplicado para os dados obtidos usando as trés cubetas: 10, 20 e 50 mm.

A partir dos dados das duas curvas de calibracdo foi construida uma outra curva
correlacionando as concentragdes de Pt/Co com K.Cr,O7 para averiguar se 0s metodos

possuem uma correlacédo linear, como mostrado na Figura 12.
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Figura 12: Correlacdo linear das concentragfes de Pt/Co com KzCr,07,

A correlacdo linear apresentada entre as concentracdes de Pt/Co e K2Cr20O7
mostrou um forte indicio de que os métodos sdo compativeis e que € viavel usar o KoCr.07
como padrdo alternativo para quantificacdo de Cor da &gua. Em conspecto da diferenca
entre os padrdes ser de aproximadamente 5,2 numa razao matematica, que é a forma mais
comum e préatica de fazer a comparacdo relativa entre duas grandezas, visto que esse valor

foi obtido pela equacédo linear da reta, como apresentado na Figura 12, dispbe-se da



72

necessidade de ter um fator de conversdo, embora, as solu¢fes tenham exibido valores de
absorbancias muito proximos, como mostrado no ANEXO B.

Apos a determinacdo do fator de conversdo da Cor, em K>Cr,0O7 para Pt/Co, 0
método foi aplicado usando aguas dos igarapés da Reserva Florestal Adolpho Ducke,

como exposto na Tabela 5.

Tabela 5: Determinacdo de Cor das aguas de igarapés aplicando o método K>Cr,O7, usando cubeta de
50,0 mm em 450,0 nm (n=3).

Amostras Método Desvio Meétodo Desvio CvVv
de agua cor Padrao CV (%) cor Padrao (%)
Pt/Co K2Cr207
1 35 1,218 3,484 34 1,489 4,347
2 48 0,628 1,308 47 0,435 0,920
3 40 0,862 2,183 39 0,782 2,012
4 32 0,264 0,819 32 0,666 2,085
S 24 0,677 2,834 24 0,377 1,597
6 18 1,244 6,764 18 1,586 8,683
7 45 0,773 1,707 44 0,864 1,964

A determinacdo da Cor de &4gua dos igarapés usando o método K>Cr>O7 mostrou-
se eficiente, apresentando desvio padrdo e coeficiente de variancia semelhantes aos do
Pt/Co e ambos apresentaram CV inferior ao valor maximo permitido pela IUPAC que é
de 10% como indicativo de precisdo do método. O teste também foi aplicado usando
cubetas de 10 e 20 mm, exibindo desempenho semelhante ao apresentado com a cubeta
de 50 mm, como mostrado no ANEXO C.

A comparacdo de métodos por Regressdo Linear estd em concordancia com o
documento do INMETRO de carater orientativo DOQ-CGCRE-008/Revisdao 02 de
junho/2007.

4.5 CALIBRACAO DO METODO

Antes de montar a curva de calibracdo do método, foi elaborado um estudo
comparativo dos métodos de quantificacdo de Cor da agua, Pt/Co e K>Cr,07, em torno
do comprimento de onda de 450,0 nm £ 5,0, com isso, pode-se observar o comportamento
de ambos os padrdes na faixa espectral de obsorcéo de 445,0 a 455,0 nm, conforme citado

em 3.6 e demonstrado na Figura 13.
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Figura 13: Espetros das solugdes de Pt/Co a 100 mg L™ e K2Cr,07 a 20 mg L* na faixa espectral de
445,0 a 455,0 nm, usando cubeta de 10,0 mm.

A varredura espectral das solucdes padréo de Pt/Co e K2Cr,O7 apresentaram um
comportamento inverso entre as absorbancias obtidas nos comprimentos de onda 445,0
a 455,0 nm, apresentando valores crescente para 0 KoCr,O7 e decrescente para os valores
de Pt/Co. Como o comprimento de onda da determinacdo de cor é em 450,0 nm, os valores
de absorbéncia abaixo deste comprimento de onda favorecem os valores de Pt/Co e
diminuem para os valores de K>Cr,O7. Porém, quando o comprimento de onda é
deslocado para a direita até 452,5 nm, observa-se 0 comportamento contrario ao
mencionado anteriormente. Essa diferenca de absorbancia influencia diretamente no valor
final da Cor ap06s a aplicacdo do fator de conversdo, como pode ser observado na Tabela
6.

Tabela 6: Cores convertidas de K,Cr,O7 para Pt/Co na faixa de 445,0 a 455,0 nm usando cubetas de
10 e 50 mm.

445 nm
Padrao 445 nm_cubeta 50 mm 445 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Cor Cor
PUCO | convertida | Er (%) DP Convertida | Er (%0) DP
mg L'l KzCI’zO7/ Pt-Co KzCI’zO7/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,31E-19
50 53 6,00 0,0006 53 6,00 0,00E+00
100 103 2,89 0,0000 105 4,98 0,00E+00
150 156 3,90 0,0006 161 7,33 0,00E+00
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200 207 3,68 0,0006 213 3,50 0,00E+00
250 260 4,13 0,0000 267 6,80 5,77E-04
446 nm
Padréo 446 nm_cubeta 50 mm 446 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor . . Cor . .
mg L- Convertida | Er (%0) DP Convertida | Er (%) DP
KzCrzO7/ Pt-Co KzCI’zO7/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,31E-19
50 53 6,00 0,0006 53 6,00 0,00E+00
100 104 4,00 0,0000 105 5,00 0,00E+00
150 157 4,67 0,0006 161 7,33 0,00E+00
200 209 4,50 0,0000 213 6,50 0,00E+00
250 262 4,80 0,0000 265 6,00 0,00E+00
447 nm
x 447 nm_cubeta 50 mm 447 nm_cubeta 10 mm
Padréao
dFiat/Céor Cor Cor
© | convertida | Er (%) DP Convertida | Er (%) DP
mg L K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0,/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0006 16 667 | 531E-19
50 53 6,00 | 0,0000 53 6.00 | 000E+00
100 103 4,00 0,0000 105 500 | 0,00E+00
150 156 4,67 0,0000 157 4,67 | 0.00E+00
200 207 350 | 0,0000 213 6,50 | 9 00E+00
250 260 4,00 0,0006 265 6.00 | 0.00E+00
448 nm
. 448 nm_cubeta 50 mm 448 nm_cubeta 10 mm
Padrao
de Cor Cor Cor
Pt/Co | convertida | Er (%0) DP Convertida | Er (%) DP
mg L- K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0006 15 0,24 5,31E-19
50 53 6,00 0,0000 52 4,00 0,00E+00
100 103 3,00 0,0000 104 4,00 0,00E+00
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150 157 4,67 0,0000 156 4,00 0,00E+00
200 208 4,00 0,0000 208 4,00 0,00E+00
250 262 4,80 0,0001 260 4,00 0,00E+00
449 nm
x 449 nm_cubeta 50 mm 449 nm_cubeta 10 mm
Padréao
de Cor Cor Cor
PUCo | convertida | Er (%) DP Convertida | Er (%0) DP
mg L- K.Cr,0,/ Pt-Co K.Cr,0,/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 14 6,67 5,31E-19
50 53 6,00 0,0006 51 2,00 0,00E+00
100 102 2,00 0,0000 103 2,88 0,00E+00
150 155 3,33 0,0000 155 3,33 0,00E+00
200 206 3,00 0,0000 203 1,50 0,00E+00
250 259 3,60 0,0000 254 1,57 5,77E-04
450 nm
Padréo 450 nm_cubeta 50 mm 450 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor Cor
mgL- | Convertida | Er (%) DP | Convertida | Er (%) DP
K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 14 6,67 5,3E-19
50 53 6,00 0,0006 51 2,00 0,0E+00
100 103 3,00 0,0000 100 0,13 5,8E-04
150 156 4,00 0,0000 151 0,67 0,0E+00
200 207 3,50 0,0000 203 1,50 0,0E+00
250 261 4,40 0,0000 251 0,40 0,0E+00
451 nm
Padrao 451 nm_cubeta 50 mm 451 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor _ . Cor _ .
maL- | Convertida Er (%) DP Convertida | Er (%) DP
g K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 14 6,67 4 34E-19
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50 53 6,00 0,0000 51 2,00 0,00E+00
100 103 3,00 0,0000 100 0,13 1,92E-04
150 157 4,67 0,0000 151 0,67 0,00E+00
200 209 4,50 0,0000 203 1,50 0,00E+00
250 262 4,80 0,0000 251 0,40 4 34E-19
452 nm
Padrio 452 nm_cubeta 50 mm 452 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor Cor
_- | Convertida Er (%) DP Convertida | Er (%) DP
mg K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,31E-19
50 52 4,00 0,0000 54 8,03 5,77E-04
100 102 2,00 0,0000 108 7,89 0,00E+00
150 155 3,33 0,0000 161 7,33 5,77E-04
200 207 3,50 0,0000 216 7,98 0,00E+00
250 259 3,60 0,0000 268 7,24 0,00E+00
453 nm
Padrao 453 nm_cubeta 50 mm 453 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor Cor
|- | Convertida Er (%) DP Convertida | Er (%) DP
mg KzCl"zO7/ Pt-Co K2Cr207/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,31E-19
50 52 4,00 0,0006 52 4,00 2,12E-18
100 102 2,00 0,0000 104 4,00 4,25E-18
150 154 2,67 0,0000 160 6,67 0,00E+00
200 206 3,00 0,0000 212 6,20 0,00E+00
250 259 3,60 0,0000 264 5,60 0,00E+00
454 nm
Padrao 454 nm_cubeta 50 mm 454 nm_cubeta 10 mm
de Cor
Pt/Co Cor Cor
|- | Convertida Er (%) DP Convertida | Er (%) DP
mg K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,3E-19
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50 52 4,00 0,0000 52 4,00 2,1E-18
100 103 3,00 0,0000 104 4,00 4,2E-18
150 155 3,33 0,0006 158 5,33 5,8E-04
200 207 3,50 0,0006 208 4,20 0,0E+00
250 260 4,00 0,0000 264 5,60 0,0E+00
455 nm
Padrio 455 nm_cubeta 50 mm 455 nm_cubeta 10 mm
d; Ucé(:)r Cor Cor
. | Convertida | Er (%) DP Convertida | Er (%) DP

mg L K,Cr,0;/ Pt-Co K,Cr,0;/ Pt-Co
15 16 6,67 0,0000 16 6,67 5,31E-19
50 52 4,00 0,0000 52 4,00 2,12E-18
100 102 2,00 0,0000 104 4,00 4,25E-18
150 155 3,33 0,0006 156 3,97 0,00E+00
200 207 3,50 0,0000 206 3,13 5,77E-04
250 259 3,60 0,0000 260 3,870 0,00E+00

Os dados da Tabela 5 mostram uma pequena diferenca no valor da Cor em
funcdo do desvio do comprimento de onda de 450,0 nm de = 5,0 nm, contudo, essa
variacdo ndo € superior a 10 % no valor final da Cor obtida com as cubetas de 50 e 10
mm.

Nota-se que no comprimento de onda de leitura em 450 nm, do método de
determinacéo da Cor, utilizando cubeta de 50 e 10 mm, os erros observados pelo método
proposto com Dicromato de Potassio ndo ultrapassaram a 6,67%. Observa-se que mesmo
0 equipamento possuindo um desvio de + 5,0 nm o maior erro observado foi de 8,03%, o
gue mostra que mesmo com este percentual de erro em um equipamento que nao esteja
alinhado é possivel fazer a determinacdo de cor utilizando o fator de conversdo de
K2Cr,07 para a Unidade Hazen do método padréo de Pt/Co.

4.6 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Os paréametros avaliados foram: linearidade e faixa de trabalho, limites de
quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD), sensibilidade, preciséo, exatidao e robustez.
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4.6.1 Linearidade e faixa de trabalho

O método K>Cr07 apresentou-se linear dentro da faixa de trabalho, que
compreende as concentragdes entre 1,0 mg L™ a 10,0 mg L™, para determinagéo de Cor,
conforme demonstrado na Figura 10, expondo um coeficiente de correlagédo de 0,999, que
é a relacdo dos eixos X e y na curva de calibracdo, pois quanto mais proximo da unidade
(1) maior é a relagdo linear (LEITE, 2008), com isso, utilizou-se como critério de

aceitacdo um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99.

4.6.2 Limites de quantificacdo (LQ) e deteccao (LD)

O limite de deteccdo apresentado pelo método foi de 0,05 mg L e o limite de
quantificacdo ¢ de 0,18 mg L, e ambos os valores foram determinados a partir da curva
analitica do K2Cr207, como exposto na Figura 10, considerando o desvio padrdo em razdo
ao coeficiente angular (inclinacdo da reta) obtido pela linearidade (item 4.6.1), nos quais
foram utilizadas as Equacdes 3 e 4, respectivamente (BRASIL, 2003, 2011). Contudo,
optou-se por trabalhar com um limite de quantificacdo de 1,0 mg L™, por se tratar da

concentracdo minima da faixa de trabalho.

4.6.3 Sensibilidade

A sensibilidade do método foi estabelecida, conforme o item 3.9.4, pelo
coeficiente angular da curva de calibracdo correspondente aos 5 dias de andlises,

conforme exposto na Tabela 7.

Tabela 7: Dados da analise de sensibilidade do método usando cubetas de 10, 20 e 50 mm.

Cubetas Sensibilidade
(mm) K2Cr207 Pt/Co
10,0 0,0013 0,0003
20,0 0,0028 0,0006
50,0 0,0067 0,0013

A sensibilidade exposta na Tabela 7 mostra uma diferenca de sensibilidade entre

os dois métodos, porém, este ndo é um fator determinante para afirmar a compatibilidade
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na medicdo de cor da 4gua usando K>Cr.0O7 e Pt/Co, pois, ambos 0s métodos mostraram

ser precisos e exatos, conforme as normas em vigor.

4.6.4 Precisao

4.6.4.1 Repetitividade ou precisao intracorrida

A precisdo intracorrida é a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. Por esta razdo, a
mesma foi expressa pelo desvio padrdo (DP) e coeficiente de variancia (CV), conforme
proposto pelo INMETRO (2011), e estes calculos foram realizados para averiguar a
precisdo dos dados obtidos com as cubetas de 50, 20 e 10 mm, como mostrado nas
Tabelas 8, 9 e 10.
Tabela 8: Resultado da repetibilidade (preciséo intracorrida) durante 5 dias de analises em um mesmo

Espectrofotdmetro utilizando padrdes de Pt/Co e usando o fator de conversdo de 5,2 para 0 K,CrOs
para determinacdo de cor utilizando cubeta de 50 mm.

Padrio Cor KoCr207 Erro
Dias KoCro0 convertida Cor Pt/Co Relativo Repetitividade CV
(r; El)7 em Referéncia (Er %) DP (%)
g Pt/Co(Média)
1 5 5 0,0 0,264 5,184
2 11 10 10,0 0,421 3,880
1° 4 21 20 5,0 0,530 2,513
Dia 8 42 40 5,0 0,584 1,384
10 53 50 6,0 0,498 0,934
1 5 5 0,0 0,343 6,375
2 11 10 10,0 0,262 2,491
2° 4 20 20 0,0 0,367 1,790
Dia 8 41 40 2,5 0,408 0,998
10 52 50 40 0,513 0,980
1 5 5 0,0 0,339 6,350
2 10 10 0,0 0,482 4,633
3° 4 20 20 0,0 0,462 2,274
Dia 8 41 40 2,5 0,693 1,705
10 52 50 40 0,549 1,058

1 5 5 0,0 0,331 6,093
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2 11 10 10,0 0,329 3,058
4° 4 20 20 0,0 0,373 1,807
Dia 8 41 40 2,5 0,577 1,411
10 52 50 4,0 0,528 0,999
1 5 5 0,0 0,379 7,567
2 11 10 10,0 0,367 3,349
5° 4 20 20 0,0 0,000 0,000
Dia 8 41 40 2,5 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000

Pode-se observar na Tabela 8, que a precisdo do método, obtida durante cinco
(5) dias de analises, com o uso da cubeta de 50 mm. Os dados mostraram-se precisos,
apresentando CV dentro do valor permitido pela IUPAC que é de 10% (THOMPSON;
ELLISON; WOOD, 2002; 2006), e pelo Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (1999) que é de 20%.
Tabela 9: Resultado da repetibilidade durante 5 dias de analises em um mesmo Espectrofotdmetro

utilizando padrdes de Pt/Co e usando o fator de conversao de 5,2 para 0 K,CrOy para determinagéo de
cor utilizando cubeta de 20 mm.

_ Padrio Cor KzC_r207 Err_o o
Dias K,CrOr convertida Cor PAt/C_o Relativo Repetitividade CV
(mg L) . Referéncia (Er %) DP (%)
Pt/Co(Média)
1 5 5 0,0 0,581 12,065
2 10 10 0,0 0,581 5,660
1° 4 21 20 5,0 0,554 2,634
Dia 8 41 40 2,5 0,739 1,809
10 50 50 0,0 0,847 1,702
1 5 5 0,0 0,453 9,485
2 10 10 0,0 0,000 0,000
2° 4 20 20 0,0 0,831 4,074
Dia 8 40 40 0,0 0,874 2,191
10 50 50 0,0 0,676 1,358
1 5 5 0,0 0,000 0,000
2 10 10 0,0 7,766 7,716

4 21 20 50 0,699 3,376
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3° 8 40 40 0,0 0,881 2,209
Dia 10 50 50 0,0 0,881 1,756
1 5 5 0,0 0,399 8,179
2 10 10 0,0 0,597 5,879
4° 4 21 20 50 0,707 3,410
Dia 8 40 40 0,0 0,840 2,090
10 50 50 0,0 0,949 1,902
1 5 5 0,0 0,000 0,000
2 10 10 0,0 0,691 6,887
5° 4 20 20 0,0 0,824 4,020
Dia 40 40 0,0 0,899 2,263
10 50 50 0,0 0,881 1,754

Os dados da Tabela 9 mostram a precisdo obtida usando a cubeta de 20 mm, na

qual, observa-se que as duas solucdes de concentragfes menores apresentaram um CV

maior que as demais solucBes. Porém, essas mesmas soluc@es apresentam o valor da Cor

convertida de K>Cr20O7 para Pt/Co equivalente a Cor determinada como verdadeira em

Pt/Co.

Tabela 10: Resultado da repetibilidade durante 5 dias de analises em um mesmo Espectrofotdmetro
utilizando padrdes de Pt/Co e usando o fator de conversao de 5,2 para 0 K,CrOy para determinagédo de
cor utilizando cubeta de 10 mm.

Padrio Cor K2Cr207 Erro

Dias convertida Cor Pt/Co Relativo Repetitividade CV

K2Cr207 A o o
(mg L) Referéncia (Er %) DP (%)

Pt/Co(Média)

1 3 5 40,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 1,155 10,16
1° 4 22 20 10,0 2,105 9,368
Dia 8 41 40 2,5 0,691 1,670
10 49 50 2,0 1,309 2,652
1 3 5 40,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,000 0,000
2° 4 23 20 15,0 0,970 4,274
Dia 8 42 40 5,0 0,000 0,000
10 49 50 2,0 0,000 0,000
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1 3 5 40,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,000 0,000
3° 4 22 20 10,0 0,000 0,000
Dia 8 40 40 0,0 1,841 4,590
10 50 50 0,0 1,626 3,276
1 3 5 40,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,911 8,125
4° 4 22 20 10,0 1,784 7,894
Dia 8 41 40 2,5 0,537 1,296
10 49 50 2,0 1,041 2,112
1 3 5 40,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,000 0,000
5° 4 22 20 10,0 0,000 0,000
Dia 8 40 40 0,0 1,732 4,283
10 50 50 0,0 1,472 2,967

A Tabela 10 expressa a precisdo do método usando a cubeta de 10 mm, na qual,
observa-se que o CV estd em concordancia com o valor indicado pela IUPAC que é de
10% (THOMPSON; ELLISON; WOQD, 2002; 2006), e pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA, 1999; 2012) que é de 20%.

Com a exposicdo dos dados obtidos durante 5 dias de analises, usando cubetas
de 10, 20 e 50 mm, observa-se o aumento da dispersdo dos dados em funcdo da
diminuigdo do caminho éptico das cubetas, isso mostra que a cubeta ideal para aplicacdo
do método € a de 50 mm de caminho 6ptico em virtude de proporcionar maior absor¢ao
de luz incidente. Porém, ndo se descarta a aplicacdo do método com as cubetas de
caminho dptico menor, pois a precisdo do método comprovou que 0 mesmo pode ser
aplicado em cubetas de 10 e 20 mm, sendo que ambas apresentaram CV em conformidade
com a IUPAC. E na prética de rotinas laboratoriais de determinagdo da Cor de &gua é
aceitavel uma dispersao de até 20% para a unidade de Cor em Pt/Co (APHA, 1999; 2012),
pois visualmente a Cor 15, valor maximo aceitavel para agua destinada ao consumo
humano, com uma variacdo de + 3 unidade de Cor ndo apresenta diferenca aparente.
Contudo, é importante ressaltar que os laboratérios que fornecem os padrdes de Cor Pt/Co
trabalham com uma variagédo de + 2 unidade de Cor (HUNDERLAB, 2012).
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As analises também foram realizadas em periodos mais curtos, manhd, tarde e
noite, contudo ndo apresentam diferenca significativa, como mostrado no ANEXO 2B.

Na precisdo intracorrida foi aplicado o teste T para comparar os métodos Pt/Co
e K2Cr207, o qual apresentou p < 0,05 para um nivel de significancia de 95%, mostrando

que existe intercambialidade entre os métodos.

4.6.4.2 Precisdo intermediaria ou intercorrida

A precisdo intermediéria ou precisdo intercorrida € a concordancia entre 0s
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes
ou com equipamentos diferentes (LEITE, 2008). Por esta razao, optou-se por averiguar a
precisdo intermedidria do método comparando cinco analistas usando o mesmo
instrumento e seguindo 0 mesmo procedimento experimental, cujos resultados estdo
expostos na Tabela 11, 12 e 13, nas quais, observa-se que 0s CV estdo dentro do valor

de 10% que é o recomendado pela IUPAC como indicativo de uma boa preciséo.
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Tabela 11: Resultado da analise de precisdo intermediaria com 5 analistas, usando cubeta de 50 mm
(n=6).

' Padrio Cor KerzO7 El’l’f)
Analistas K,Cr201 convertida Cor PAt/C_o Relativo DP CcVv
(mg L) em . Referéncia (Er %) (%)
Pt/Co(Média)
1 7 5 40,0 0,001 0,008
2 11 10 10,0 0,001 0,005
Analista 4 22 20 10,0 0,001 0,003
1 8 41 40 2,5 0,001 0,001
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 5 5 0,0 0,000 0,000
Analista 2 10 10 0,0 0,000 0,000
2 4 20 20 0,0 0,000 0,000
8 41 40 2,5 0,000 0,000
10 53 50 6,0 0,000 0,000
1 5 5 0,0 0,000 0,000
2 10 10 0,0 0,000 0,000
Analista 4 21 20 5,0 0,000 0,000
3 8 40 40 0,0 0,000 0,000
10 53 50 6,0 0,000 0,000
1 5 5 0,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,000 0,000
Analista 4 21 20 5,0 0,000 0,000
4 8 41 40 2,5 0,000 0,001
10 53 50 6,0 0,000 0,001
1 5 5 0,0 0,000 0,000
2 11 10 10,0 0,000 0,000
Analista 4 21 20 5,0 0,000 0,000
5 8 40 40 0,0 0,000 0,000
10 53 50 6,0 0,005 0,010

A analise da precisdo intermediaria com 5 analistas apresentaram valores de Cor
semelhantes e para melhor avaliar a variacdo em torno das médias apresentadas por cada

analista foi aplicado o teste F, no qual o valor de Fcaiculado f0i menor do que 0 Franelado
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(0,0004 < 5,05), indicando que ndo ha diferenca significativa entre os resultados

encontrados (p=0,05).

Tabela 12: Resultado da analise de precisdo intermediaria com 5 analistas, usando cubeta de 20 mm

(n=6).
Padrao Cor K2Cr207 Erro
Analistas K»Cr20O convertida Cor PAt/C.o Relativo DP Ccv
(mg LY . Referéncia (Er %) (%)
Pt/Co(Média)
1 7 5 40,0 0,000 0,008
2 11 10 10,0 0,001 0,000
Analista 4 22 20 10,0 0,000 0,000
1 8 41 40 2,5 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 6 5 20,0 0,000 0,000
Analista 2 10 10 0,0 0,000 0,000
2 4 20 20 0,0 0,000 0,000
40 40 0,0 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 6 5 20,0 0,000 0,000
2 10 10 0,0 0,000 0,000
Analista 4 20 20 0,0 0,000 0,000
3 8 40 40 0,0 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 6 5 20,0 0,001 0,009
2 11 10 10,0 0,001 0,005
Analista 4 21 20 5,0 0,001 0,003
4 42 40 5,0 0,001 0,001
10 53 50 6,0 0,001 0,001
1 6 5 20,0 0,000 0,000
2 12 10 20,0 0,001 0,000
Analista 4 22 20 10,0 0,000 0,005
5 8 43 40 7,5 0,000 0,000
10 53 50 6,0 0,001 0,001
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Foi aplicado o teste F para determinar se houve diferenca significativa entre as
respostas obtidas pelos 5 analistas, usando cubetas de 20 mm. Com isso, foi observado
que ndo ha diferenca significativa entre os resultados encontrados (p=0,05), pois 0

Fcalculado ol menor do que 0 Ftabelado (0,006 < 5,05).

Tabela 13: Resultado da analise de precisdo intermediaria com 5 analistas, usando cubeta de 10 mm
(n=6).

. Padrio Cor KzC?rzO7 Err.o
Analistas KoCrs01 convertida Cor PAt/C_o Relativo DP CcVv
(mg L) . Referéncia (Er %) (%)
Pt/Co(Média)
1 4 5 20,0 0,001 0,014
2 8 10 20,0 0,000 0,000
Analista 4 20 20 0,0 0,000 0,000
1 8 40 40 0,0 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 7 5 40,0 0,000 0,000
Analista 2 11 10 10,0 0,000 0,000
2 4 19 20 5,0 0,000 0,000
8 45 40 12,5 0,000 0,000
10 53 50 6,0 0,001 0,002
1 4 5 20,0 0,000 0,000
2 12 10 20,0 0,000 0,000
Analista 4 20 20 0,0 0,000 0,000
3 8 40 40 0,0 0,000 0,000
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 5 5 0,0 0,001 0,011
2 12 10 20,0 0,001 0,008
Analista 4 23 20 15,0 0,001 0,003
4 8 43 40 7,5 0,001 0,001
10 52 50 4,0 0,000 0,000
1 6 5 20,0 0,001 0,009
2 11 10 10,0 0,000 0,000
Analista 4 22 20 10,0 0,000 0,000
5 8 43 40 7,5 0,001 0,001

10 52 50 4,0 0,000 0,000
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Os resultados obtidos na determinacéo da precisao intermediaria, usando cubetas
de 10 mm, foram avaliados estatisticamente utilizando o teste F, mostrando que 0 Fcaiculado
foi maior do que 0 Franelado, indicando que ha diferenca significativa entre os resultados
encontrados para um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05). Com isso, foi necessario
descartar os dados do analista 2, que apresentavam valores discrepantes, e posteriormente,
aplicou-se novamente o teste F, observando que o valor de Fcaiculado fOi menor do que o
Frabelado (0,01 < 5,05) indicando que ndo ha diferenca significativa entre os resultados
encontrados para um limite de confianca de 95% (p=0,05).

Esta andlise foi realizada no sentido de complementar a avaliagdo do ensaio,
porém cabe ressaltar que os critérios que estabelecem o aceite da precisdo do método
estdo preconizados no documento de carater orientativo DOQ-CGCRE-008 — Revisdo 04
—Jul/2011 do INMETRO.

4.6.4.3 Reprodutibilidade

A partir do desvio padrdo obtido nos ensaios de reprodutibilidade foi possivel
calcular o limite de reprodutibilidade (R), R = 2,869, para o nivel de confianca de 95%
(n=6), o qual permitiu expressar a diferenga entre os valores das amostras analisadas em
laboratorios distintos, como mostrado nas Tabelas 14, 15 e 16. Os dados apresentados na
Tabela 14 e 15 foram apresentados pelos laboratérios 1, 2 e 3, nos quais se utilizou cubetas
de 20 e 50 mm nas mensuracdes, e na Tabela 16 estdo expostos os dados que foram
apresentados pelos 5 laboratorios usando cubetas de 10 mm.

Tabela 14: Dados da analise de reprodutibilidade em 3 laboratérios, usando cubetas de 50,0 mm.

Padréo Erro

g KoCraO: Cor K2Cr207 Cor Pt/Co @ Relativo
I il S B
S oy *

1 5) ) 1,58 0,0 0,000 0,000
,::; 2 11 10 1,87 10,0 0,001 0,011
\g 4 19 20 2,00 5,0 0,001 0,009
.§ 41 40 2,51 2,5 0,001 0,003
- 10 52 50 2,87 4,0 0,000 0,000
_ 1 5) 5 1,58 0,0 0,000 0,000
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2 11 10 1,87 10,0 0,000 0,000
4 21 20 2,00 5,0 0,000 0,000
8 41 40 2,51 2,5 0001 0,001
10 53 50 2,87 6,0 0,001 0,001
1 6 5 158 20,0 0001 0,010
o 2 10 10 187 00 0001 0,006
2 4 18 20 2,00 10,0 0,001 0,005
% 42 40 2,51 5,0 0,002 0,004
- 10 52 50 2,87 4.0 0001 0,001

Tabela 15: Dados da analise de reprodutibilidade em 3 laboratérios, usando cubetas de 20,0 mm.

o Erro
g Padréo Cor K2(?r207 Cor PAt/C.o @ Relativo
il S
3 e

1 6 5 158 200 0000 0,000
° 2 10 10 187 00 000l 0,009
2 4 21 20 2,00 5,0 0,001 0,006
(E; 8 42 40 251 50 0001 0,001
< 10 53 50 287 60 0001 0,001

1 6 5 158 200 0001 0,009
o 11 10 187 100 0001 0,005
S 4 21 20 200 50 0001 0,003
% 42 40 251 50 000l 0,001
- 10 53 50 287 60 000l 0,001

1 7 5 158 400 0000 _ 0,000
o 2 12 10 187 200 0001 0,005
S 4 22 20 200 100 0001 0,005
% 8 43 40 251 75 0001 0,001
< 10 53 50 287 60 000l 0,001

Foi possivel obter os dados de absorbancias utilizando cubetas de 50 e 20 mm
nos laboratdrios 1, 2 e 3 em razdo dos espectrofotdometros UV/VIS terem o amostrador

regulavel, sendo que a maioria desses equipamentos disponivel no mercado dispde apenas
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do amostrador para cubetas de 10 mm. Os resultados expostos nas Tabelas 14 e 15
mostraram a reprodutibilidade do método, confirmando a precisdo do mesmo de acordo
com os critérios estabelecidos INMETRO (INMETRO, 2011).
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Tabela 16: Analise de Cor em 5 laboratérios usando cubetas de 10 mm.

o Cor
‘S Padrdao  Cor K;Cr.0; x Erro
\g K2Cr207 convertida em PUCo :§ Relativo DP CV (%)
% (mgLY)  PHCo(mgL? HReferéncia d% (Er %)
- (mg LY
1 4 5 1,58 20,0 0,000 0,000
E:; 2 9 10 1,87 10,0 0,001 0,006
2 4 20 20 2,00 00,0 0,001 0,005
% 8 39 40 2,51 2,5 0,001 0,001
- 10 51 50 2,87 2,0 0,001 0,002
1 5 5 1,58 0,0 0,001 0,011
o 2 11 10 187 100 0001 0,005
2 4 21 20 2,00 5,0 0,001 0,003
% 8 41 40 2,51 25 0,001 0,001
- 10 51 50 2,87 2,0 0,001 0,001
1 4 5 1,58 20,0 0,000 0,000
,‘é’ 9 10 1,87 10,0 0,000 0,000
S 4 19 20 2,00 5,0 0,001 0,003
%’ 42 40 2,51 5,0 0,001 0,001
- 10 52 50 2,87 4,0 0,001 0,002
1 7 5 1,58 40,0 0,000 0,002
_7:5 2 12 10 1,87 20,0 0,001 0,001
2 4 21 20 2,00 5,0 0,000 0,004
% 8 43 40 2,51 75 0,000 0,000
- 10 55 50 2,87 10,0 0,000 0,000
1 5 5 1,58 0,0 0,000 0,002
E 11 10 1,87 10,0 0,001 0,011
S 4 21 20 2,00 5,0 0,001 0,005
% 43 40 2,51 75 0,001 0,001
- 10 53 50 2,87 6,0 0,001 0,001

As amostras analisadas apresentaram o valor de Cor dentro do limite de
reprodutibilidade, R = 2,869, exceto a solu¢cdo de maior concentragcdo que excedeu o

limite proposto no laboratério 4, porém, estd dentro do limite de tolerancia da Cor
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estipulado neste método de + 10%. O célculo do limite de reprodutibilidade procedeu-se

conforme proposto por Chui e colaboradores (2009).

4.6.5 Exatidao

Uma forma de avaliar a exatiddo do método é por meio do célculo do erro
relativo (Er), o qual esta exposto nas Tabelas de 8 a 17, referente ao método K2Cr207. E
o0s dados comparativos entre os métodos K.Cr.O7 e Pt/Co encontram-se no ANEXO 2B.

De acordo com o INMETRO (2011), o teste Z (Z-score) também é uma forma
de avaliar o desempenho do laboratério, por esta razdo o teste foi aplicado nos resultados
das Tabelas de 8 a 16 e foi observado valores do indice Z < a 1,9599 para todas as
concentrag@es da solucdo de K2Cr207 (do item 4.6.4.1), o qual é considerado satisfatorio

quando o valor de Z <2.

4.6.6 Robustez

A analise da robustez do método foi avaliada a partir de diferentes concentracGes
do &cido sulfurico, observando se ocorreria alteragdo no valor da Cor em funcéo do pH
da solucdo, contudo, observou-se que entre o pH 2 e 5 ndo ha alteracdo no valor da Cor,
como exposto na Tabela 17.

A estabilidade da solucdo foi observada durante o periodo de 12 meses, como
exposto no ANEXO D, no qual, observou-se que ndo houve diferenca nos dados de
absorbancias obtidos e também no valor final da Cor, este procedimento corrobora com
0 documento E925 da NIST, U.S.A (2014), que afirma a estabilidade da solugcéo de
K2Cr207 no periodo de 2 a 5 anos dependendo das condi¢des de armazenamento. Também
foi aplicado o teste T para comparar 0os métodos Pt/Co e K2Cr.0y7, 0 qual apresentou p <
0,05 para um nivel de significancia de 95%, mostrando que o método € robusto e que
existe intercambialidade entre os métodos.
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Tabela 17: Analise da robustez do método em funcéo do pH da solucéo na faixa de 2 a 5 (n=3) usando
cubeta de 50 mm.

N Cor
Padréao Absorbancia Cor K2Cr207 Padrio Erro

K2Cr207 convertida em Relativo DP

(mg Ly eMAS0NM - oues (mg LY (rf]gf_‘_’l) (%)
pH 2
3 0,021 15 15 0000 0001
10 0,068 48 50 4000 0001
20 0,152 108 100 8000 0,001
30 0,220 157 150 4666 0001
40 0,295 210 200 5000 0,001
50 0,360 256 250 2400 0001
pH 3
3 0,021 15 15 0,000 0000
10 0,069 49 50 2040 0,000
20 0.149 106 100 6000 0,000
30 0.221 158 150 5333 0,001
40 0.298 213 200 6510 0001
50 0,355 253 250 1219 0001
pHS5
3 0,020 15 15 0000 0,001
10 0,066 49 50 2040 0,001
20 0,145 108 100 8000 0,001
30 0.215 160 150 6,666 0,001
40 0,282 210 200 5000 0,001
50 0,347 258 250 3210 0,001

Os valores apresentados na Tabela 17 mostram que as pequenas variacfes de
absorbéancias estdo em concordancia com o valor mencionado pelo INMETRO (2012), de
0,01, como erro apresentado pelo espectrofotometro UV/Vis. Com isso, observa-se
pequenas variagdes nas cores convertidas para Pt/Co, mas que estéo dentro do desvio de

20% estipulado pelo Standard Methods (1999) para analise da Cor de agua.
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4.6.7 Avaliacdo da intercambialidade dos métodos

Os resultados experimentais obtidos na quantificacdo de Cor da agua foram
comparados estatisticamente por analise de variancia, ANOVA, no qual se aplicou o teste
T e teste F a partir das repeticdes de cada concentracdo, esse procedimento foi realizado
com o auxilio do software OriginPro 8.0 usado para tratamento estatistico, cujos
resultados estdo exposto no item 4.6.4, a fim de avaliar a intercambialidade entre eles. Os
resultados da andlise comparativa demonstraram que ndo houve diferenga significativa
entre os resultados obtidos com os diferentes métodos em estudo (p < 0,05), sendo assim,
0 método analitico desenvolvido pode ser intercambidvel com o método oficial em

analises guantitativas para determinacao da Cor de agua.



94

CONSIDERACOES FINAIS

A validacdo do método procedeu-se conforme os critérios exigidos pelo
INMETRO e IUPAC dentro das aplicacfes analiticas, assegurando a maior confiabilidade
dos resultados.

Apesar da existéncia de diversos métodos analiticos publicados para
quantificacdo de Cor da &gua, a técnica de espectrofotometria no UV-Vis tem sido cada
vez mais utilizada para este fim, pela sua simplicidade no manuseio o que facilita a
aplicacdo do método, que mostrou ser simples, rapido, linear, especifico, exato, preciso e
robusto para ser executado em pesquisas e em aulas experimentais relacionadas com a
qualidade da 4gua, sendo uma excelente alternativa aos métodos utilizados.

O método desenvolvido, validado e descrito neste trabalho, permite a
quantificacdo da Cor de agua por meio de um comprimento de onda na faixa espectral do
visivel, 450,0 nm, conferindo praticidade, confiabilidade e baixo custo para a utilizacdo
deste método na determinacdo da Cor de agua, e 0 mesmo, pode ser usado em
espectrofotdbmetros com desvios de + 5,0 nm na escala do comprimento de onda,
apresentando uma tolerancia de 10% no valor final da Cor, que é aceitavel em virtude
deste parametro ser considerado apenas de carater estético. Porém, essa tolerancia pode
ter o dobro do valor quando usada em concentracbes muito pequenas, sendo assim,
recomenda-se usar em concentra¢des > 2,0 mg L de KoCr207.

As cubetas utilizadas na aplicagdo do método K>Cr,O7 foram de trés caminhos
Opticos diferentes, 10, 20 e 50 mm, sendo que a cubeta de 50 mm apresentou um
desempenho melhor que as outras, contudo, ndo se descarta a utilizagdo das cubetas de
10 e 20 mm para a aplicacdo do metodo, pois embora elas apresentem um pequeno
aumento no erro sistematico, as etapas de validacdo descrita neste trabalho confirmaram
que elas podem ser utilizadas com uma tolerancia de 10% no valor final da Cor, sendo
que na pratica é aceitavel uma tolerancia de até 20%, conforme indicado pelo Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 1999; 2012) devido
tratar-se de um parametro estético. Por esta razdo, o método foi aplicado em amostras de
agua bruta, de rios de agua preta, comprovando a eficiéncia do método alternativo na
determinacédo da Cor usando cubetas de 10, 20 e 50 mm.

As andlises interlaboratoriais comprovaram a reprodutibilidade do método
proposto e o processo de validacdo demonstrou que ndo ha diferenca, estatisticamente,

significativa quando comparado ao método oficial, possuindo as vantagens de economia,
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durabilidade da solucdo por mais de 24 meses, sendo que a mesma pode ser utilizada para
calibrar o espectrofotdmetro, o método apresenta facilidade de execucdo, podendo ser
utilizado durante o processo de pesquisa e aulas experimentais, quando se tratar de analise

rapida para determinar a Cor da agua.
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ANEXO A - Absorbancias das soluc¢des padréo de K>Cr.O7 com H2SO4
a 0,005M

o 235 nm 257 nm
'S,
g 1' o o s o
c © O = © 'S -
S E|lg2 gk &§5|22 |88 8hK&5 g2
S < 2|<Z|sz|wmg|<e<zs8 =03
|l L Z w o Zl L =2 w o
@) => (&) < = =) <
= -
20 0,247 | 0,240 | +£0,003 | 0,007 | 0,284 | 0,281 | +£0,003 | 0,003
40 0,479 | 0,492 | +£0,005 | 0,013 | 0,556 | 0,573 | +0,006 | 0,017
60 0,732 | 0,741 | +£0,007 | 0,009 | 0,850 | 0,862 | +£0,009 | 0,012
80 0,998 | 0,991 | +£0,010 | 0,007 | 1,149 | 1,154 | +£0,012 | 0,005
100 1,228 | 1,243 | £0,012 | 0,015 | 1,435 | 1,449 | 0,014 | 0,014
o 313 nm 350 nm
'S,
g : i o o o
c 18} o — (48] o -
S E| 82 85K &§5|22 888k &b|g 2
& < 2|<Z|sZz|mwg|<e<33 3|03
o 2l L = w a 2l L = w a
@) > o) < = (=) <
~ ~
20 0,095 | 0,095 | £0,002 | 0,000 | 0,210 | 0,211 | £0,004 | 0,001
40 0,188 | 0,192 | £0,002 | 0,004 | 0,414 | 0,427 | £0,004 | 0,013
60 0,287 | 0,289 | £0,003 | 0,002 | 0,630 | 0,645 | £0,006 | 0,015
80 0,387 | 0,386 | £0,004 | 0,001 | 0,851 | 0,86 | £0,009 | 0,009

100 0,478 | 0,483 | £0,005 | 0,005 | 1,057 | 1,071 | £0,011 | 0,014

Quadro 1: As absorbancias das solucdes padrdo, de K,Cr,0; em HySO4 a 0,005M, medidas e
comparadas com as absorbancias informadas pela NIST, USA (2000) para cada concentracéo,
observando se o erro absoluto estd em concordancia com a tolerancia maxima permitida pelo
INMETRO (2012) de + 0,01 na variag&o do valor de absorbancia.
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ANEXO 1A - Absorbéancias das solugdes padréao de KoCr.0O7 com HCIO4
a 0,001M.

o 235 nm 257 nm
'S,
c © o - ¥ 'S —
S E|lg2 lghl &bl 2282 ghl&sK|e 2
5 < 2|/< 33> |02 |< 2<<3858=|ug
<@ o Zl L Z o]
@) => (&) < = =) <
= -
20 | 0,247 | 0,240 | £0,003 | 0,007 | 0,285 | 0,281 | 0,003 | 0,004
40 0,479 | 0,492 | £0,005 | 0,013 | 0,559 | 0,573 | £0,006 | 0,014
60 0,735 | 0,741 | £0,007 | 0,006 | 0,854 | 0,862 | £0,009 | 0,008
80 0,993 | 0,991 | £0,010 | 0,002 | 1,142 | 1,154 | £0,012 | 0,012
100 1228 | 1,243 | £0,012 | 0,015 | 1,437 | 1,449 | £0,014 | 0,012
o 313 nm 350 nm
'S,
g 7 s o) 3 S
c © o - [y o =
8 g 2|shleh 22|82 38K a&h|g 2
& < 2|<Z|sZz|mwg|<e<33 3|03
Q zZl o =z w a8 2l o = w o
@) > o) < = (=) <
~ ~
20 0,097 | 0,095 | £0,002 | 0,002 | 0,214 | 0,211 | £0,004 | 0,003
40 0,186 | 0,192 | £0,002 | 0,006 | 0,418 | 0,427 | £0,004 | 0,009
60 0,287 | 0,289 | £0,003 | 0,002 | 0,633 | 0,645 | £0,006 | 0,012
80 0,385 | 0,386 | £0,004 | 0,001 | 0,845 | 0,860 | £0,009 | 0,015

100 0,475 | 0,483 | £0,005| 0,008 | 1,059 | 1,071 | £0,011 | 0,012

Quadro 1: As absorbancias das soluces padrdo, de K,Cr,O7 em HCIO4 a 0,001M, medidas e
comparadas com as absorbancias informadas pela NIST, USA (2000) para cada concentracéo,
observando se o erro absoluto estd em concordancia com a tolerancia maxima permitida pelo
INMETRO (2012) de + 0,01 na variag&o do valor de absorbancia.
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ANEXO B — Valores de absorbancias das solugtes de Pt/Co e K>Cr,07

Calibracao com Pt/Co

[ImgL? 0 5 10 20 40 50
Ab:gfgg\icia 0,000 0,007 0,014 0,026 0,052 0,065
STD 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000
Erro 0,000
Inclinagéo 773,055
Intercepto -0,2161
R? 0,9998
Cor em K>Cr,07 convertido para Pt/Co
Média 0 5 11 21 41 53
STD 0,182 0,366 0,429 0,451 0,801 0,743
Cor em Pt/Co calculada com a equacdo linear da reta da curva de calibracédo
Média 0 5 10 20 40 50
STD 0,077 0,475 0,406 0,562 0,574 0,608

Quadro 1: Dados obtidos a partir da curva de calibracéo realizada com as solucées do padréo Pt/Co,
usando cubetas de 50,0 mm e n = 300.

Calibracéo K>Cr,04

[]mgL? 0 1 2 4 8 10
Abs',\grét?;icia 0,000 0,007 0,014 0,027 0,054 0,069
STD 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001
Erro 0,000
Inclinacdo 147,651
Intercepto -0,033
R? 0,9996
Cor em Pt/Co convertido para K>Cr.O7
Média 0 1 2 4 8 10
STD 0,015 0,091 0,078 0,107 0,110 0,116
Cor em K>Cr,07 calculada com a equacéo linear da reta da curva de calibracéo
Média 0 1 2 4 8 10
STD 0,182 0,366 0,429 0,451 0,801 0,743

Quadro 2: Dados obtidos a partir da curva de calibracdo realizada com as solu¢des do padréo

K2Cr,07, usando cubetas de 50,0 mm e n = 300.
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ANEXO 1B - Gréaficos de Correlacdo das Cores em Pt/Co e KoCr207
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Gréfico 1: Cor em Pt/Co, obtidas aplicando as absorbancias medidas na equacédo linear da reta,

Correlacionadas com a Cor em Pt/Co convertidas para KoCr2Oy.
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Gréfico 2: Cor em K2Cr,07, obtidas aplicando as absorbancias medidas na equacéo linear da reta,

Correlacionadas com a Cor em K,Cr,07 convertidas para Pt/Co.
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ANEXO 2B - Analise de precisdo intracorrida, manhg, tarde e noite,
de Pt/Co e K2Cr20y.

Tabela 1: Determinacdo da precisdo intercorrida em 450,0 nm usando cubetas de 50,0 mm (n=10).

Pt/Co Cor K2Cr207
Pe[)'Od (Ij\gégée; DP Er Verd;deir (Ij\gég(i)? DP Er
5 0,0005 0,0% 5 5 0,0005 0,0%
@ 11 0,0004 10,0% 10 11 0,0005 10,0%
g 20 0,0012 0,0% 20 21 0,0006 5,0%
40 0,0011 0,0% 40 41 0,0005 2,5%
50 0,0012 0,0% 50 52 0,0011 4,0%
5 0,0005 0,0% 5 5 0,0000 0,0%
® 11 0,0005 10,0% 10 11 0,0005 10,0%
E 20 0,0007 0,0% 20 21 0,0006 5,0%
40 0,0005 0,0% 40 41 0,0005 2,5%
50 0,0007 0,0% 50 52 0,0003 4,0%
5 0,0005 0,0% 5 5 0,0004 0,0%
® 11 0,0004 10,0% 10 11 0,0006 10,0%
é 20 0,0007 0,0% 20 21 0,0009 5,0%
40 0,0007 0,0% 40 41 0,0010 2,5%
50 0,0008 0,0% 50 52 0,0004 4,0%
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Tabela 2. Determinacdo da precisdo intercorrida em 450,0 nm usando cubetas de 20,0 mm (n=10)

Pt/Co Cor K2Cr207
Pegod é\ge&? P - Verd;deir é\ge&? op Er
5 0,0000  0,0% 5 6 0,0004  20,0%
' 11 0,0000  10,0% 10 11 0,0004  10,0%
§ 19 0,0000  10,0% 20 22 0,0005  10,0%
40 0,0000  0,0% 40 43 0,0005  7,5%
50 0,0000  0,0% 50 52 0,0004  4,0%
5 0,0005  0,0% 5 6 0,0000  20,0%
© 11 0,0005  10,0% 10 11 0,0005  10,0%
E 20 0,0007  0,0% 20 21 0,0005  10,0%
40 0,0005  0,0% 40 1 0,0005  7,5%
50 0,0007  0,0% 50 52 0,0005  4,0%
5 0,0005  0,0% 5 6 0,0000  20,0%
o 11 0,0004  10,0% 10 11 0,0005  10,0%
'§ 20 0,0007  0,0% 20 22 0,0006  10,0%
39 0,0007  2,5% 40 42 0,0005  7,5%
50 0,0008  0,0% 50 52 0,0009  4,0%
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Tabela 3: Determinacgdo da precisdo intercorrida em 450,0 nm usando cubetas de 10,0 mm (n=10).

Pt/Co Cor K2Cr207
Period  Mmédia Verdadeir Meédia

Y de Cor bP Er a de Cor DP Er
3 0,0000 0,0% 5 4 0,0004 20,0%

E 11 0,0000 10,0% 10 12 0,0004 20,0%

g 22 0,0000 10,0% 20 22 0,0005 10,0%
40 0,0005 0,0% 40 43 0,0005 7,5%
49 0,0005 2,0% 50 51 0,0004 2,0%
3 0,0000 40,0% 5 4 0,0000 20,0%

® 11 0,0000 10,0% 10 12 0,0000 10,0%

©

E 23 0,0000 15,0% 20 22 0,0005 10,0%
38 0,0000 5,0% 40 43 0,0003 7,5%
50 0,0000 0,0% 50 51 0,0003 2,0%
3 0,0000 0,0% 5 4 0,0000 20,0%

® 11 0,0000 10,0% 10 12 0,0000 10,0%

'g 23 0,0000 0,0% 20 22 0,0004 10,0%
39 0,0004 2,5% 40 43 0,0003 7,5%
50 0,0008 0,0% 50 51 0,0000 2,0%

Na precisdo intracorrida os dois métodos apresentaram aumento no erro relativo

em funcgdo da diminuicdo do caminho éptico da cubeta, na qual o menor caminho éptico

apresentou maior dispersdo dos valores de Cor para ambos 0s métodos, mostrando que o

K2Cr,07 é semelhante ao Pt/Co, tanto na precisdo expressa pelo desvio padrao, quanto na

exatidao mostrada pelo erro relativo.
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ANEXO C - Quantificacdo da Cor de 4gua bruta usando os métodos de
Pt/Co e K2Cr20y.

Tabela 1 Quantificacdo de Cor das aguas de igarapés aplicando o0 método K.Cr.O7 e comparando-o
com o0 método Pt/Co, usando cubeta de 20,0 mm em 450,0 nm.

Amostras Cor Desvio Cor Desvio

de agua Pt/Co Padréo CV (%) K2Cr.07  Padréo CV (%)
1 35 0,948 2,706 35 1,400 3,998
2 44 1,608 3,665 46 0,443 0,968
3 40 3,510 8,824 37 1,415 3,825
4 32 2,154 6,665 31 1,053 3,413
5 20 0,623 3,056 19 0,979 5,063
6 19 1,826 9,531 16 1,418 8,863
7 44 2,554 5,817 43 0,947 2,227

Tabela 2: Quantificacdo de Cor das aguas de igarapés aplicando o método K,Cr,O7 e comparando-o
com o método Pt/Co, usando cubeta de 10,0 mm em 450,0 nm.

Amostras Cor Desvio CV (%) Cor Desvio CV (%)

de agua Pt/Co Padréo K2Cr.07  Padréo
1 34 0,082 0,243 34 1,096 3,265
2 49 0,117 0,238 48 1,306 2,743
3 41 0,839 2,050 39 1,933 4,965
4 33 1,013 3,060 32 1,162 3,667
S 19 1,464 7,588 19 0,945 4,898
6 21 1,588 7,493 21 1,612 7,826
7 46 0,344 0,753 45 2,506 5,583

Os dados da Tabela 1 e 2 mostram que os métodos Pt/Co e K2Cr.07 séo
semelhantes, apresentam a mesma precisdo e 0 mesmo erro sistematico em relacdo ao
comprimento do caminho éptico das cubetas utilizadas nas medicOes e por esta razdo, na
auséncia dos reagentes do método oficial Pt/Co, pode-se usar o0 método alternativo para

quantificar a Cor de agua.
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ANEXO D - Avaliacao da estabilidade das solugdes de K>Cr0~

no periodo de 12 meses.

Tabela 1: Dados das analises de estabilidade das soluctes de K>Cr207 no periodo de 12 meses, usando

cubeta de 50 mm (n=3).

D |I<D adrao Absorbancia cor : Padrao R E|r:9 Desvio
2 Cre0r emasonm  convertida - pyco S Padr&o
(mg L) em P/Co  (mg L7 (%0)
3 0,019 16 15 7 0,0006
10 0,069 53 50 6 0,0000
2 20 0,136 102 100 2 0,0000
= 30 0,208 156 150 4 0,0000
50 0,351 262 250 5 0,0000
3 0,019 15 15 0 0,0006
10 0,071 53 50 6 0,0000
P 20 0,137 102 100 2 0,0006
= 30 0,209 154 150 3 0,0000
50 0,354 260 250 4 0,0000
3 0,020 15 15 0 0,0006
10 0,071 53 50 6 0,0000
P 20 0,140 104 100 4 0,0006
= 30 0,210 156 150 4 0,0000
50 0,348 259 250 4 0,0000
3 0,020 15 15 0 0,0000
10 0,071 53 50 6 0,0000
2 20 0,140 104 100 4 0,0000
= 30 0,210 156 150 4 0,0000
50 0,348 259 250 4 0,0000
3 0,020 15 15 0 0,0000
10 0,071 53 50 6 0,0000
P 20 0,140 104 100 4 0,0000
= 30 0,210 156 150 4 0,0000
50 0,348 259 250 4 0,0000
s <« 3 0,023 19 15 27 0,0000
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10 0,074 56 50 12 0,0000
20 0,143 106 100 6 0,0000
30 0,215 159 150 6 0,0006
50 0,356 262 250 5 0,0000
3 0,020 16 15 7 0,0006
10 0,069 53 50 6 0,0000
P 20 0,136 103 100 3 0,0010
= 30 0,207 157 150 5 0,0000
50 0,346 262 250 5 0,0000
3 0,020 15 15 0 0,0006
10 0,070 52 50 4 0,0000
P 20 0,139 103 100 3 0,0012
= 30 0,208 155 150 3 0,0006
50 0,347 258 250 3 0,0000
3 0,020 15 15 0 0,0000
10 0,070 52 50 4 0,0006
2 20 0,137 102 100 2 0,0000
= 30 0,208 155 150 3 0,0000
50 0,347 258 250 3 0,0000
3 0,019 16 15 7 0,0006
- 10 0,068 53 50 6 0,0006
. 20 0,136 104 100 4 0,0006
= 30 0,206 157 150 3 0,0000
50 0,345 262 250 5 0,0006
3 0,019 16 15 7 0,0000
. 10 0,067 52 50 4 0,0000
P 20 0,134 103 100 3 0,0006
= 30 0,203 155 150 3 0,0012
50 0,342 260 250 4 0,0012
3 0,020 16 15 7 0,0000
o 10 0,069 53 50 6 0,0000
<§ 20 0,135 103 100 3 0,0006
30 0,206 156 150 4 0,0000
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50 0,345 261 250 4 0,0000

Os dados do estudo de estabilidade da solucdo, no periodo de 12 meses,
mostraram que a solucdo é estavel, pois as pequenas variagdes apresentadas podem ser
atribuidas as oscilagcGes da técnica utilizadas nas medicdes. Com isso, foi aplicado o teste

T usando o software OriginPro 8.0, como mostrado na tabela 2.

Tabela 2: Resultados do teste T com os dados obtidos nas mensuracdes dos 12 meses.

K2Cr207 Coresem | Coresem
T calculado | T tabelado | p=0,05
[1mg/L K2Cr207 Pt-Co
3 16 15 -2,89 2,22 0,80E-2
10 53 50 -1,70 2,22 0,50E-1
20 103 100 -3,21 2,22 0,21E-2
30 156 150 -2,66 2,22 2,37E-2
50 260 250 10,42 2,22 1,62E-16

O teste t também foi realizado com o nivel de confianca de 90% para os valores
de cor mais elevados, devido o aumento na variacdo da cor em relacdo ao método padrao
Pt-Co. E com isso ficou comprovado que o método € robusto, compativel e as variacfes
apresentadas confirmaram que elas podem ser utilizadas com uma tolerancia de 10% no
valor final da Cor, sendo que na pratica € aceitavel uma tolerancia de até 20%, conforme
indicado pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA,
1999; 2012).

Com o auxilio do software OriginPro 8.0 foi elaborado os graficos em box plot
para melhor visualizar as variagdes entre os métodos K>Cr.0O7 e Pt-Co.
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Com a analise dos graficos em Box Plot observam-se as variac@es, nos valores
de Cor, que ja eram previstas e comprova a necessidade de manter uma tolerancia de 10%
no valor final da Cor.

Diante de todos os estudos apresentados comprova-se a robustez do novo método
de quantificacdo da Cor de agua, visto que, 0 mesmo apresenta intercambialidade com o

método padrdo Pt-Co.
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ANEXO E - METODOLOGIA DE PREPARO DA SOLUCAO
DE DICROMATO DE POTASSIO (K.Cr20)

1- MATERIAL
v' Balanca analitica (Max. 220g e d=0,1mg);
1 Baldo volumétrico de 500 mL;
1 Baldo volumetrico de 50 mL;
5 Baldo volumétrico de 25 mL;
Espectrofotdometro de UV com cubeta de 10, 20 e 50 mm;
Forno mufla;
Pipeta automatica (10 a 1000 puL).

D N N N NI NN

2- REAGENTES
v' Todas as solucbes sdo preparadas utilizando &gua desionizada
(resistividade 18,2 MQ.cm).
v Acido Sulftrico (H2S04) concentrado, Merck PA;
v" Dicromato de Potassio (K2Cr.07) sal, Merck PA.

3- PURIFICACAO DO DICROMATO

Para garantir a exatiddo na massa do dicromato de potassio e certificar-se que o
mesmo nao contém umidade, € necessario que seja pesado uma quantidade conhecida do
sal e leva-lo a mufla a 150 °C por 2 horas. Apoés retira-lo da mufla, deixar em um
dessecador até atingir temperatura ambiente. Pesa-se hovamente, caso ocorra mudanca

na massa inicial, repetir o procedimento até obter peso constante.

4- CALIBRACAO
Para a garantia de medic¢Ges de volumes mais exatos é essencial que antes do

preparo das solucOes seja feita a afericdo das vidrarias e equipamentos a serem utilizados.

5- AFERICAO DO ESPECTROFOTOMETRO

Para afericdo do espectrofotdbmetro recomenda-se proceder conforme indicado
na SRM 9352 NIST publicacdo especial 260-54. Preparar as solugdes entre 20 a 200 mg
L de KoCr,07 e fazer as respectivas leituras nos comprimentos de onda como exposto

na Tabelal e realizar varredura para obtencéo de espectros como mostrado na Figura 1.



Figura 1: Espectros de calibracdo do UV/VIS com solucdo de K2Cr.0O7
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Tabelal: comprimentos de onda para calibragdo do espectrofotdometro com solugéo de
60 mg L* de K,Cr,07

Comprimento

de onda (nm)

Abs 1

Abs 2

Abs 3

Média

315nm

320nm

325 nm

330 nm

335 nm

340 nm

345 nm

350 nm

355 nm

360 nm

365 nm

370 nm

375 nm

380 nm

385 nm

390 nm

395 nm

6- PROCEDIMENTO

5.1 Solucdo de H2SO4a 0,005 mol L*

09 4 257

05 4

Absorption

313

o

T T
200 300 400

Wavelength in nm

T
500

Abpsorplion

430 nm

T
420
Wavelength in nm
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Dilui-se 136,0 pL do &cido concentrado (98% Merck PA) com agua desionizada

avolumando o baldo volumétrico de 500mL até o menisco.

5.2 Solugéo de K2Cr207 (solugdo estoque)

Dissolvem 0,125 g do sal puro de K>Cr.O7 em solugdo de acido sulfarico e
completa-se o volume do baldo de 50 mL até o menisco (obtendo-se a solucao estoque de
K2Cr207 a 0,009 M). A partir da solucdo estoque, preparam-se cinco (5) solugdes de
concentragdes diferentes (1 mg LY, 2mg L% 4mgL™t; 8mg Lte 10 mg L) em baldes
volumetricos de 25 mL, usando como diluente a solugdo de H2SOa4. Apds o preparo das
solucdes, devem ser realizadas as respectivas leituras no espectrofotdmetro UV-vis
(A=450nm) em ordem crescente de concentracdo, utilizando branco de agua destilada e
cubetas de 10, 20 ou 50 mm. E, por conseguinte, tracar a curva de calibracdo (abs. vs
conc.) e realizar as leituras das amostras de dguas. Com a funcdo inversa da equacao
gerada pela curva de calibragédo (grafico 1), como mostrado na equacao 1, sera calculada
a concentracdo em KCr,O- das respectivas amostras. O resultado desse calculo devera
ser aplicado na equacéo 2 para a devida quantificacdo em Pt/Co. Para facilitar os célculos
e o tratamento dos dados recomenda-se o uso de planilhas, como as do software Excel e
OriginLab.

008 Curva de Calibracao
0,06
0,04 =
< 0,02
2 _
0,00 R*=0,9996
0,02 2 4 6 8 10 12
Conc. K2Cr207

Gréfico 1: Exemplo de uma curva de calibracdo usando cubeta de 50mm.

Com a equacado linear gerada no grafico da curva de calibracdo, usa-se a inversa
da fungdo para determinar a concentragdo em K>Cr.O; da amostra analisada, como
exposto na equacgéo 1.

x+0,0002
0,0068

Y:’%” = Y -00068x+00002 ™= v-=

1)
Onde:

equacgao
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Y = concentracdo em K2Cr207;
a = coef. angular da curva de calibracéo;
x = Absorbancia das amostras
b = coef. linear da curva de calibragéo.
O resultado da equacdo 1 aplica-se na equacado 2 que é o fator de conversao
para Pt/Co:
X =52Y equacao (2)

Onde: X = conversao obtida em Pt/Co e Y = concentracdo em K,Cr.O7
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TABELA DE DADOS
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CURVA DE CALIBRACAO

Padrdo [mg/L]
K2Cr207

Abs 1

Abs 2

Abs 3

Média Abs

DP

0

OB IN|F-

[EEN
o

AMOSTRAS REAIS

Amostra

Abs 1

Abs 2

Abs 3

Média Abs

DP

[]

Controle 1

Controle 2

Controle 3

Controle 4

Controle 5

Observagéo:




