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RESUMO

Considerando que no Brasil o uso de didxido de cloro no tratamento de agua é ainda pouco
adotado em funcdo tanto de seu alto custo quanto da dificuldade de sua quantificacdo,
pretendemos comparar trés metodologias usadas para quantificar esse produto. Escolhemos a
metodologia LGB (Lissamine Green B) e a comparamos com a metodologia EPA 327.0
((Environmental Protection Agency) e a Titulagio Amperométrica (referenciadas), ambas
analisadas sob a mesma diluigdo. Isso posto, visamos também comparar os efeitos da variacéo
da diluicdo especificamente na metodologia Titulagdo Amperométrica. Para a metodologia de
analise, utilizamos o teste F, para analisar a precisdo; o teste de ponto de Hipétese, para
analisar a exatiddo entre as metodologias e a possivel existéncia de tendéncia entre elas; o
teste T, para analisar a existéncia de erros sistematicos entre as metodologias; o teste ANOVA
one-way, para determinar os efeitos de diluicdo na Titulacdo Amperométrica. A comparacao
realizada nos permite concluir que a metodologia LGB ndo apresentou variancia de
repetibilidade e precisdo intermediaria pior que a apresentada na metodologia EPA 327.0 e na
metodologia Titulacdo Amperométrica no nivel de confianca de 95%, apesar da dispersédo em
relacdo a média e a mediana.

Palavras-chave: dioxido de cloro; metodologia LGB; metodologia EPA 327.0; titulacdo
amperométrica.



ABSTRACT

Considering that in Brazil the use of chlorine dioxide in water treatment is still not adopted
due to both its high cost and difficulty of its quantification, we intend to compare three
methods used to quantify this product. We chose the methodology LGB (not referenced) and
compared with the EPA method 327.0 (Environmental Protection Agency () and
amperometric titration (referenced), both analyzed under the same dilution. With that in mind,
we aim to also compare the effects of varying the dilution specifically the methodology
amperometric titration. for the analysis methodology, we use the F test to determine the
accuracy, the test point hypothesis, to determine the accuracy of the methodologies and the
possible existence of a tendency among them, the t test to analyze the existence of systematic
errors among methods, the one-way ANOVA test to analyze the effects of dilution in the
amperometric titration. The comparison allowed us to conclude that the methodology did not
provide LGB variance of repeatability and intermediate precision worse than the one
presented in the methodology EPA method 327.0 and the amperometric titration level of 95%,
despite the dispersion from the mean and median.

Keywords: chlorine dioxide; LGB methodology, EPA method 327.0; amperometric titration.
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1 - INTRODUCAO

O didxido de cloro foi descoberto em 1811 por Sir Humphrey Davy. No entanto, o
seu uso em tratamento de &gua se deu muito depois, ja no século XX, na Cidade Ostende, na
Bélgica. A partir dai, muito utilizado por suas propriedades similares ao cloro, o diéxido de
cloro encontrou espaco em varias estaces de tratamento de agua especialmente na Europa e
nos Estados Unidos. Por exemplo, na Franga, ele é utilizado no tratamento de agua em
associacdo com o oz6nio e o cloro, isso significa dizer que primeiro o diéxido de cloro é
aplicado na agua antes de ser tratada, depois se aplicam o0zénio e cloro.

No Brasil, o diéxido de cloro ndo pode ser utilizado sozinho, pois existe a Portaria
518/05 do Ministério da Saude segundo a qual deve haver um nivel minimo de cloro na 4gua
para garantir a inexisténcia de microorganismo patogénico na agua a ser consumida.

Medidas dessa natureza levaram a necessidade de se desenvolverem técnicas
analiticas adequadas para analises de dioxido de cloro, principalmente em laboratorios de
analise de processos e controle de qualidade. Nessas préticas, certamente sdo formuladas
muitas metodologias com caracteristicas bastante peculiares. Como uma metodologia, para
ser considerada confiavel, deve ser objeto de uma analise acurada de um determinado
composto e precisa ser bastante especifica para determinar a concentracdo da especie de
interesse, consideramos relevante contribuir com a realizacdo de estudos que visam
comprovar 0 quanto algumas metodologias de quantificacdo de dioxido de cloro sao
adequadas e sob que condicdes elas devem ser empregadas.

A adequacdo de que falamos pode ser constatada através de analises que sé@o
normalmente submetidas a protocolos de validacdo analitica, como, por exemplo, ja ocorreu
com as metodologias EPA 327.0 e Titulacio Amperométrica, em que se utilizam
determinadas ferramentas estatisticas para checar a qualidade dos dados obtidos e o nivel de
confianca dos resultados apresentados. Nessa etapa do trabalho, o papel principal do analista é
definir procedimentos experimentais com 0s quais se possam apresentar as respostas para 0S
guestionamentos quanto a confiabilidade de cada metodologia e como cada uma delas pode
ser executada em um nivel admissivel de operacéo e eficiéncia.

Tendo isso em mente, apresentamos a seguir 0s objetivos da presente pesquisa.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

Comparar as metodologias analiticas para quantificacdo de didxido de cloro em funcéo
da precisao e exatid&o.

2.2 - Objetivos Especificos

Estabelecer relacdo entre as metodologias referenciadas, EPA 327.0 e Titulacdo
Amperometrica e a metodologia LGB (Lissamine Green B);

Avaliar o procedimento analitico LGB para analises em laboratorio de controle de
qualidade em ETA’s;

Analisar a viabilidade de implementacdo da metodologia EPA 327.0, segundo suas
vantagens e desvantagens;

Analisar a metodologia da Titulagio Amperométrica, segundo suas vantagens e
desvantagens;

Comparar os efeitos da variacao da diluicdo na metodologia Titulagdo Amperométrica.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Formas de geragdo de didxido de cloro

A sintese em escala industrial do dioxido de cloro iniciou-se no século XX com a
reacdo entre clorato de sodio e acido cloridrico, rota esta ainda utilizada por alguns processos
patenteados, possuindo como um dos subprodutos da reacdo o cloro e o cloreto de sddio
conforme se observa na equacgéo 1 (Gates, 1998).

2NaClOs + 4HCI — 2CIO; + Cly+ 2NaCl + 2H,0 (1) Eq. (1)

Este processo possui como inconveniente rendimento que ndo alcanca valor muito
acima de 80% ja que parte do clorato ndo reage e € introduzido na &gua tratada. Assim, essa
substancia, mesmo diluida em solugdo, comprometeria a qualidade da &gua para o
abstecimento. Outra tecnologia de producdo, essa uma rota sintética patenteada, utiliza uma
mistura oxidante em excesso de peroxido de hidrogénio e acido sulfurico para reagir com o

clorato de sodio conforme a equacéo 2 (EPA,1999):
2 NaClO; + H,0, + H,SO4 — 2ClO; + O, + Na,SO4 + H,O Eq. (2)

Uma vantagem dessa reacdo é que ndo ha formacdo de cloro nem cloreto de sodio
como subproduto. Outro processo utiliza a acidificacdo do clorito de sédio aquoso com &cido
sulfarico. Esta reacdo foi uma das primeiras a ser utilizada em escala industrial para producéo

de dioxido de cloro conforme as equacdes 3 e 4:
4 NaClO,+2H,S0, —2Na,SO,4 + 2CIO, + HCI + HCIO; +H,0  Eq. (3)
10 NaClO;,+5H,S04 — 8Cl10; + 5Na,SO,4 + 2HCI + 4H,0 Eqg. (4)

Uma rota sintética industrial é a reacdo do clorito de sddio aquoso com hipoclorito
de sédio. Uma desvantagem dessa rota é que ha producéo de cloreto de sddio e hidroxido de
sodio que altera o pH do meio que pode favorecer reacBGes paralelas contribuindo para

formacdo de subprodutos como ions clorito e ions clorato (equacéo 5).

2NaClO; + HOCI — 2CI05(g) + NaCl + NaOH Eq. (5)

O Quadro 1 apresenta algumas rotas comercias de sintese de dioxido de cloro

incluindo caracteristicas de cada rota.
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Quadro 1: Formas de geracao de diéxido de cloro

Tipo de gerador

Reacéo

Caracteristicas

Acido - clorito

5NaClO, + 4HCI — 4CIO,(g) +
5NaCl + 2H,0

Rendimento em torno de
80%

Cloro aquoso - clorito

[HOCI/CI,] + NaCIO, —
ClO,(g) + H/IOCI" + NaOH +
Cloy

Excesso de cloro para

neutralizar o NaOH

Alta  conversao, mas
rendimento de somente de
80-92%

Efluente mais corrosivo

devido ao baixo pH

Cloro gasoso - clorito

Cly(g) + NaClO,(aq) —
ClO,(aq)

Sem excesso de cloro

Efluente com pH perto da

neutralidade

Cloro gasoso — clorito

sélido

Cl(g) + NaClO(s) — ClO(9) +
NaCl

Rendimento elevado

(99%)

Eletroquimico

NaClOy(aq) — ClOy(aq) + €

Baixa producdo

Acido — peréxido - clorato

ZNQCIOg + H202 + HzSO4 -
2C|02 + O, + Na,SO, + H,O

Utiliza EXCEesso de

perdxido e &cido

Baixo pH

Fonte: Adaptado de Gates (1998)

3.2 - Aplicacdes do didxido de cloro no tratamento de agua e subprodutos da desinfec¢ao

As aplicacbes do dioxido de cloro ndo se restringem somente a desinfec¢do. A

desinfeccdo é uma das principais aplicagdes deste composto. Devido ao seu alto poder

oxidante e germicida é capaz de destruir ooscistos de varias espécies e até mesmo alguns tipos
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de virus presente na dgua (CHAURET, 2001). Vérios estudos mostram que dentre 0s
principais desinfectantes, comumente utilizados em tratamento de agua, o dioxido de cloro
apresenta larga vantagem pela total eliminagdo de cianotoxinas, bem como microcistinas,
substanscias bastante comum em &guas eutrofizadas (RODRIGUEZ, 2007).

Entretanto, dependendo do momento em que haja sua aplicacdo no tratamento de
agua pode agir também como um auxiliar na coagulacdo visto que pode contribuir para
desestabilizar as particulas por um mecanismo ainda ndo completamente conhecido. Esta
contribuicdo para a eficiéncia da coagulacdo pode estar relacionada ao fato que o diéxido de
cloro modifica a estrutura de substancias organcias complexas fazendo com que se torne mais
facil de se ligarem a compostos de Al (111) e Fe (111) na coagulacdo (LIBANIO, 2008).

Uma utilizagdo fundamental do dioxido de cloro é no controle de odor e sabores
causado por compostos fenolicos presentes na agua. Estes produtos podem ser derivados da
reacdo do cloro com fenol ou até mesmo outros compostos fendlicos quando o cloro é
utilizado na oxidacao (AGUS, 2009).

Um aspecto bastante peculiar é a utilizacdo do didéxido de cloro como oxidante
quimico para controle de ferro e manganés em aguas para abastecimento. A presenca destas
espécies compromete em muito o sabor e o aspecto visual da agua a ser distribuida sendo
muitas vezes necessaria a utilizacdo de um oxidante para remocao desses metais. O dioxido de
cloro reage quantitativamente com estas duas espécies. No caso do ferro (II) existem duas
possibilidades (WHITE, 2010):

1) Reducéo do dioxido de cloro a cloreto e formacéo do hidroxido de ferro:
Fe?* + ClO, + 2 H,0 — Fe(OH); + CI'+ H* Eq. (6)
Nesta reacéo 0,24 mg de ClO, sdo necessarios para oxidar 1 mg de Fe?*.
2) Reducéo do diéxido de cloro a clorito e formacéo do hidréxido de ferro :
Fe?* + ClO; + 3 H,0 — Fe(OH); + ClO;" + 3 H* Eq. (7)

Um dos principais inconvenientes na utilizacdo de sais de ferro (Il), é que
dependendo da quantidade de diéxido de cloro aplicado, ha a formacdo de bastante clorito
sendo necessario a aplicacdo de altas doses de sais de ferro, fato que compromete a qualidade
da agua, dependendo do pH da aplicagdo (KATZ, 2001).
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Nesta reacéo (reacdo 2) 1,2 mg de ClO2 séo requeridos para oxidar 1 mg de Fe*".
Caso do manganés € mais simples, pois sO existe uma reacdo conhecida da oxidacdo deste
elemento por diéxido de cloro:
Mn?* + 2 ClO; + 2 H,0 — MnO; + 2 ClO; + 4 H* Eq. (8)

O dioxido de cloro possui a vantagem de ser um produto que ndo deixa residuo de cloro
depois de solubilizado, se transforma majoritariamente em clorito, algo em torno de 70%:

ClO; + e — ClOy Eq. (9)

Essa reacdo € responsavel pela presenca de boa parte do clorito presente em aguas
para abastecimento. A portaria 518/2004 do Ministério da Saude define um nivel maximo de
clorito de 0,2 ppm, € bem mais restritiva que a norma da EPA que é de 1 ppm. Por essa razao,
esse subproduto é tdo estudado e seus efeitos agudos ou até mesmo de longa exposicao estdo
ligados a doengas como anemia hemolitica (WHO,2005). N&o existem estudos conclusivos
sobre seus efeitos agudos ou de longa exposicdo por ingestdo de agua contendo ions clorato
em seres humanos.

No entanto, ha indicios de que altas doses de clorito e clorato possam causar
alteracdes genéticas no DNA de outras espécies como plantas e fungos, comprometendo
assim o seu desenvolvimento (FERRETI, 2008). Podem ser formados por reacdes paralelas
que ocorrem em geradores comerciais ou até mesmo por oxidacdo do clorito em solucgéo.
Podendo também haver formacdo de sub-produtos devido a alteracbes no pH do meio,
fazendo com que haja formacao de clorato em maior escala (ODEH, 2002):

ClO;" + HOCl — ClO3 +CI +H* Eqg. (10)

Atualmente existem mecanismos para diminuicdo da concentracéo de subprodutos
da desinfeccdo com dioxido de cloro, como por exemplo, sais de ferro, sulfito ou carvéo
ativado que por adsorcdo, sdo capazes de diminuir a presenca destas espécies. Na utilizacédo
de sais de ferros, o ferro estando na forma reduzida, temos a seguinte equacao:

4 Fe** + ClOy + 10 H0 — 4 Fe(OH)3g + CI + 8H* Eg. (11)
Na utilizacdo de sulfito, o clorito é reduzido a cloreto, sendo esta reacdo mais eficiente a pH
entre 5 e 6,5, sendo um detalhe importante o tempo de reacdo, segundo a equacdo (White,
2010):
28037 + ClO; — 2 SO~ + CI Eq. (12)
Outra problematica envolvendo os sub-produtos € quanto a sua quantificacdo. A

Unica metodologia normatizada atualmente utiliza a cromatografia ibnica com supressor de
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ions (EPA, 1999). Esta técnica é bastante cara por conta da cromatografo, treinamento
especializado e manutencéo do equipamento. Técnicas vém sendo desenvolvidas que utilizam
outros principios, mais simples e que tornam bem menos dispendiosos 0s gastos com a
quantificacdo destes sub-produtos, podendo ser aplicada em estaces de tratamento de agua
(HOSSEINI, 2009).

3.3 - Técnicas para analise de dioxido de cloro

As metodologias desenvolvidas para anélise envolvem vérias técnicas analiticas
tais como espectrofotometria, cromatografia, analise por injecdo em fluxo e métodos
eletroanaliticos. As técnicas espectrofotométricas sdo as mais comuns, pois utilizam
geralmente um corante ou reagente que se extingue por oxidacdo na presenca do dioxido de
cloro em solucdo (THEMELIS, 2006). Esta reacdo nem sempre é especifica, podendo cada
metodologia ter suas limitagdes quanto aos interferentes comumente presentes em solugdes de
dioxido de cloro. Uma das principais vantagens desse tipo de técnica € o baixo custo da
analise (TZANAVARAS, 2007).

As técnicas cromatograficas, sejam elas de cromatografia liquida ou gasosa,
tornam-se mais caras pela prépria aquisicdo e manutencdo do aparelho bem como pelo nivel
de instrucdo técnica exigido para o analista. Uma vantagem fundamental nesse tipo de
metodologia é a sensibilidade inerente a boa parte dos métodos cromatograficos. Boa parte
dos métodos publicados atende também o quesito seletividade, ponto fundamental em
qualquer técnica analitica (SHIN, 2006). Vale ressaltar que nenhuma metodologia de analise
cromatografica para dioxido de cloro foi até hoje adotada como norma que, hoje em dia, conta
com apenas a titulacdo amperométrica (APHA, 2002).

A titulacio amperométrica € um método eletroanalitico que utiliza um
equipamento de custo razoavel podendo ser totalmente automatico ou ndo. Um bom método
para ser utilizado tem de possuir alguns quesitos fundamentais tais como: seletividade, boa
sensibilidade, linearidade e baixo nivel de interferentes, além do custo de implementacdo e
manutencdo ser também um outro fator a ser analisado.

Certamente uma técnica que possa preencher perfeitamente estes pontos ainda nao
estd disponivel no mercado, restando ao analista definir, que metodologia utilizar em funcao
de suas necessidades, sejam elas em laboratérios de processo ou de controle de qualidade
(Taverniers, 2004).
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3.4 - Titulagdo amperométrica

A titulacdo amperometrica € uma metodologia para andlise de dioxido de cloro
que foi desenvolvida por Aieta et al. em 1984 para a medida da concentracdo de espécies
cloradas em solucdo. Esta técnica utiliza 6xido de fenilarsina (CsHsAsO) ou tiossulfato de
sodio (Na,S,03) como titulante em uma série de titulagdes nas quais se adicionam ions iodeto
e se varia o pH do meio de acordo com cada etapa da titulacdo. Na 1?2 etapa ha a adi¢do do
tampéo de fosfato no meio de forma se alcancar pH 7:

Cl,+ 21" 1, + 2CI Eq. (13)

2CIO, + 2l — L+ 2C|OZ_ Eq. (14)
A primeira etapa titula todo o cloro residual e 1/5 parte do diéxido de cloro
presente em solucdo. Na segunda etapa da titulacéo titula-se o restante do didxido de cloro e o
clorito presente na amostra. Ha a adi¢do de acido cloridrico no meio para reduzir o pH a

aproximadamente 2:
2CI0,+10 1"+ 8H"— 5I,+ 2CI" + 4H,0  Eq.(15)

ClO, +41 +4H"— 2[,+Cl +2H,0 Eq. (16)

A segunda titulacdo é preceddida por um acondicionamento da amostra ao abrigo
da luz para que se evite a fotooxidacdo dos ions iodeto presentes no meio. Uma nova amostra
é preparada com adicdo novamente de 1 ml do tampéo de fosfato para deixar o pH do meio
em aproximadmente em 7 e a amostra é purgada por 15 minutos pra se retirar todo o dioxido
de cloro e cloro presente em solu¢do. Uma recomendacdo é que essa etapa seja feita com
nitrogénio muito puro para que nao seja introduzida na amostra espécies que possam Vir a
reagir com as espécies cloradas presentes, tais como clorito e clorato. Repetem-se as adi¢des
anteriores ap0s a purga, ou seja, iodeto na 3? etapa e acido cloridrico na 42 etapa. A 5% e Gltima

etapa visa determinar todas as espécies cloradas em solucéo incluindo os ions clorato:

ClO, + 61"+ 6H* —3L,+ CI + 3H,0 Eq.(17)

A amostra € fortemente acidificada com a adicdo de acido cloridrico puro e com a
adicdo de uma solucdo de hidrogenofosfato de sddio saturada. Um detalhe importante é que
esta etapa é repetida com um branco, ou seja, uma amostra que ndo contém a espécie de
interesse. Aieta et al. (1984) mostraram que ha interferéncia de oxigénio dissolvido, nitrato e

manganés. Por conta disso a titulagdo amperométrica é recomendada para amostras que nédo
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apresentem concentragdes consideraveis principalmente manganés, elemento comum em
amostras de &gua para tratamento. Um detalhe interessante é a indicagdo de que essa
metodologia deve ser preferencialmente executada em equipamento com eletrodo de metal
nobre, como platina, o qual aumenta a vida Gtil do equipamento, j& que a corrosdo pode
comprometer sua operacdo (APHA, 2002).

Figura 1: Titulador Amperométrico Hach Autocat 9000

A titulacdo é muita utilizada para se estimar o rendimento e a pureza de solucdes
derivadas de geradores comerciais devido a capacidade de determinar todas as principais

espécies clorinadas presentes no meio atraves da equacao:

[Ci0g]
Rendimento = (umc] +[EED;]+[EED;]+[EED3]) =100 Eqg. (18)

A determinacdo do ponto final da titulacdo é feita quando a corrente é zero com o
decorrer da adicdo do titulante em um gréfico que pode apresentar dois perfis de acordo com

o titulante utilizado (Figura 2 e 3).
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Corrente

Volume (ml)

Figura 2: Perfil do gréfico da titulagdo amperométrica com tiossulfato de sddio

Corrente

Volume (ml)

Figura 3: Perfil do grafico da titulacdo amperométrica com Oxido de fenilarsina

No gréfico, nota-se que o ponto de inflexdo quando se utiliza 6xido de fenilarsina
(Fig. 3) é diferente do ponto de inflexdo quando se utiliza Tiossulfato de sodio (Fig. 2). Estes
graficos apresentam-se de acordo com o que é discutido no Manual do fabricante do
equipamento (HACH). Isto faz com que seja bastante importante a atencdo na escolha do
titulante, pois é através do ponto de inflexdo que se determinam os volumes referentes ao
ponto final que serdo utilizados para os célculos em cada etapa da titulagdo (WHITE, 2010).

Em aparelhos automaticos é apresentada, a opcdo de definigdo automatica ou manual destes
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pontos de inflexdo. Assim é fundamental que o analista possua um bom nivel de
conhecimento tanto da operacdo do equipamento como da teoria que envolve a metodologia.
Este fato constitui uma dos principais pontos criticos da utilizacdo deste método, visto o nivel
de capacitacdo exigido ao operador (ALBANO, 2009).

Figura 4: Interface do titulador amperométrico

3.5 - Meétodo EPA 327.0

O método 327.0 é uma técnica analitica recente e reconhecida somente pela EPA
ndo postulando ainda como um método normatizado no Standard Methods for Examination of
Water and Wastewater (APHA, 2002)). A metodologia é fruto de um trabalho conjunto do
laboratorio do Dr. Gilber Gordon da Universidade de Miami. O método foi entdo validado
através de um estudo interlaboratorial por recomendacdo da EPA. A metodologia é uma
variante da metodologia desenvolvida por Chiswel e Halloran em 1991 na qual se utiliza
novamente o reagente Lissamine Green B (LGB). O método EPA 327.0 utiliza um tampao
acido citrico/citrato e glicina para tamponar a amostra a um pH em torno de 6 a 6,2 e também
uma solugdo, o reagente combinado, nessa mesma faixa de pH. A solucdo do reagente
combinado é preparada numa razdo 1:1 com o reagente LGB tamponado e a solugédo
tamponada da enzima HRP (PEPICH, 2007).

O procedimento de analise envolve adigdes e retiradas sequenciadas de mesmo
volume (1 ml) da amostra. Como resultado desse processo, todo o clorito presente em solucéo
é convertido a didxido de cloro que reage com o corante Lissamine Green B. A utilizacdo do
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pH entre 6,0 e 6,2 deve-se ao fato que a atividade enzimatica € maxima nessa faixa
(KORTVELYESI, 2007). Apés varios estudos, a EPA recomenda também a utilizagio
da enzima HRP tipo Il apesar de permitir que se utilizem também enzimas da mesma
familia similares (tipo I e 1V). Uma desvantagem fundamental é que mesmo utilizando
a enzima tipo Il a técnica é bastante cara e exige treinamento especializado
(JAKOPITSCH, 2008). Uma vantagem € a utilizacdo de padrGes de clorito o que torna
a técnica menos susceptivel a problemas de perda de amostra por volatilizacéo,

diminuindo a probabilidade de erros aleatorios.

Figura 5: Aparato Experimental do método EPA 327.0

Um grafico é gerado pela plotagem dos dados de diferenca de absorbancia
versus concentracdo dos padrdes de clorito. Esta diferenca de absorbancia € feita entre
0 branco e o padrdo de cada ponto da curva. A norma da EPA indica também que,
normalmente a curva apresente um coeficiente angular entre 0,35 e 0,38. Logo isto
pode servir para o analista como um indicativo para checagem dos dados. Outra
indicacdo constante no método é que, ao se trabalhar com concentrages menores que
0,3 mg/L, deve se ter uma recuperacdo variando entre 50-150%, em valores acima de
0,5 mg/L deve-se variar entre 70-130% (USEPA, 2005).

3.6 - Método LGB (Lissamine Green B)

A metodologia LGB foi desenvolvida em 1991 por Chiswell e Halloran através de
estudos feitos com varios corantes para analise de dioxido de cloro. Neste trabalho o reagente
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DPD (N,N-Dietil-p-fenilenadiamina) foi questionado como reagente espectrofotométrico para
analise de solucbes de dioxido de cloro devido a presenca do cloro livre em solucdo oxidar o
DPD antes dele sofrer oxidagdo pelo di6xido de cloro. Estudos por voltametria ciclica
mostraram que o DPD possui um potencial de oxidagcdo menor que cloro livre em solucéo e
que dessa maneira a tendéncia era o cloro livre oxidar o reagente antes deste reagir com o
dioxido de cloro.

Chiswell e Halloran (1991) entdo decidiram testar uma série de reagentes, todos
corantes, para que pudessem ter uma reacdo simples com o dioxido de cloro, e assim pudesse
ser utilizados como um reagente espectrofotométrico localizando por varredura
espectrofotométrica 0 maximo de absorbancia daquela substancia. Neste tipo de analise,
utiliza-se o comprimento de onda onde € a maxima a absor¢cdo por um dado composto, pois
assim garante-se que se tem o maximo da sensibilidade.

O corante Lissamine Green B (LGB) tem uma estrutura composta por Varios anéis
aromaticos e é um composto sulfurado. A metodologia utiliza a estratégia da extingdo desta

espécie em solucédo na presenca de dioxido de cloro, o qual oxida este corante apesar de sua

estrutura.
Vi
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Figura 6: Estrutura do LGB

Chiswell e Halloran (1991) estudaram a influéncia da presenca de cloro livre em
concentragdes de no maximo 5 ppm e perceberam que, até essa concentracdo, o cloro ndo
interfiria significativamente nas medidas analiticas. Assim conseguiram constatar que o
método poderia ser utilizado em laboratérios de processo e controle de qualidade em ETA’s
(EstacBes de Tratamento de Agua). Eles também testaram varios sistemas de tampéo para que
pudesse eliminar a interferéncia do cloro livre presente. Eles utilizaram tampéao de aménio a

pH 9, ja que nesse pH todo o cloro livre estaria na forma hipoclorito, o qual ndo oxidaria o
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LGB presente e parte seria transformado em &cido cloroaminoacético por reacdo com o

tampao.

Figura 7: Aparato Experimental do método LGB

Eles testaram curvas com e sem cloro livre na concentracdo antes mencionada e
notaram que nao havia diferenca significativa. Desai (2002) também testou essa metodologia
comparando-a com outros métodos entre eles a titulacio amperométrica. Ele testou
concentracdes de clorito e clorato a 0,5 mg/L e ndo diferenca significativa nos resultados.
Ainda ndo ha estudos conclusivos sobre interferentes como clorito e clorato a niveis maiores
que 0,52 mg/L, como os encontrados em geradores comerciais utlizados em estacdes de

tratamento de agua.
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4 - METODOLOGIA

4.1 - Materiais e reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para os ensaios analiticos conforme

abaixo:

SolucBes Padrdo comercial de Clorito de Sédio (NaClO2); 994 + 6 mg L* em
clorito de sddio; Quimlab

Solucgdo Padrdo de Clorato de Sédio (NaClOs); 998 + 6 mg L*; Merck; [1198.,0
%;Quimlab

Hidrogenocitrato Dissodico Sesquihidratado (C2HsNO2.1,5H20); Sigma
Aldrich; 99,0 %

Citrato Trissodico Dihidratado (CeHsNa3O7.2H20); Sigma Aldrich; 99,0 %
Glicina (C2HsNOz2); Dinamica; 99,0 %

Lissamina Green B (C27H2sN2NaO7S2); Sigma Aldrich; 63,0 %.

Acido Acético Glacial (C2H402); Synth; 99,7 %

lodeto de Potassio (KI); Merck; 99,0 %

Tiossulfato de Sodio Pentahidratado (Na2S203.5 H,0);Vetec;98%

Gas Nitrogénio (N2); White Martins; 99,99999 % (5.0)

Horseradish peroxidase Tipo IV; Sigma Aldrich;

Acido Sulfarico; Synth; 98%

Solucdo Tampéo Fosfato; Hach

Solucdo Padrdo Oxido de Fenilarsénio 0,00564 N; Hach

Dicromato de potéssio; Vetec; 99%

Acido cloridrico; Synth; 99%

Para a realizacdo destes ensaios foram utilizados os seguintes materiais e

equipamentos abaixo:

Frascos de vidro ambar (Vials) de 15 mL com tampa de polietileno; Sigma
Aldrich

Espectrofotémetro DR 2500 Hach® com lampada de tunsgsténio;
Titulador amperométrico Autocat 9000 Hach®;

Medidor de pH Digimed DM-22.
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4.2 - Geracao da solucdo padrao de dioxido de cloro

As solugdes de didxido de cloro foram preparadas de acordo com a metodologia
prevista em APHA (2002), onde ocorrem sucessivas adi¢gdes de &cido sulfurico 1:9 por meio
de um funil de separacdo, em uma solucdo de clorito de sodio diluida (Frasco 2) sendo
mantido um fluxo de gas nitrogénio apds cada adicdo da mistura &cida. Preparada dessa
forma, a solucdo normalmente contém entre 200 e 500 ppm de didéxido de cloro em solugéo
(Frasco 3).

O acondicionamento das solugdes padréo foi feito em frascos &mbar e mantida
sob uma temperatura de aproximadamente 6°C. Com isso evita-se a decomposicéo da solugéo
por fotdlise e devido a temperatura. Na figura 8, temos o frasco 1 que contém somente dgua
destilada e o frasco 4 é a solucdo a ser descartada.

Funil de separacao

AN At -
!

3 4

(7

Figura 8: Esquema do gerador de didxido de cloro em laboratério

Figura 9: Aparato experimental para geracéo de dioxido de cloro

4.3 - Procedimentos experimentais



28

O procedimento experimental, segundo o fluxograma na figura 12, foi
desenvolvido de forma a se estudar basicamente dois aspectos:

1. No caso da comparacdo entre diferentes metodologias, utilizou-se a dilui¢cdo de 1/200
de forma a comparar os dois métodos certificados com o método LGB. Assim
compararam-se separadamente os resultados obtidos na titulagdo amperometrica com
0 LGB e posteriormente o EPA 327.0 com o LGB.

2. Como a diluicdo influenciava no erro das analises: A solugdo padrdo, apds
padronizada, sofreu as dilui¢cbes de 1/100, 1/200 e 1/250. O método analitico usado
para este procedimento foi a titulagcdo amperométrica;

Inicialmente, uma solucdo padrao de diéxido de cloro com volume aproximado de
1500 ml foi preparada. Para a comparacdo entre os métodos a solugdo concentrada era
padronizada por lodometria (APHA, 2002), diluida e imediatamente analisada em regime de
batelada de 9 analises para a comparagdo entre as metodologias EPA 327.0 e LGB e 10
analises para a comparacdo entre a metodologia LGB e titulagio amperométrica. Foi
preparada um 1 litro de solucéo diluida (1/200) para cada comparagdo entre métodos. Apos a
preparacdo de cada diluicéo, a solugdo padrdao concentrada de dioxido de cloro era novamente
armazenada na geladeira para evitar perdas por volatilizacdo. Cada diluicdo tdo logo
preparada foi analisada em triplicata por cada um dos metodos.

Foram feitos testes comparando as metodologias LGB e EPA 327.0 na diluicao
1/200. As amostras diluidas eram analisadas pelo método 327.0 e, em paralelo, eram feitas as
adicOes do método LGB, visto que para a analise do método 327.0 ainda existe 0 passo para a

purga do dioxido de cloro feita em 10 minutos com fluxo de 250 ml/minuto de nitrogénio

A

puro.

Figura 10: Titulagdo amperométrica
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A proxima etapa dos experimentos consistiu na comparacgao entre as metodologias
LGB e a titulagdo amperométrica utilizando o fator de diluicdo 1/200. Nesta etapa a amostra
diluida era adicionada para analise da titulagio amperométrica. Enquanto a titulacdo era
efetuada, houve as adicOes referentes ao método LGB, sendo primeiramente adicionado a
solucdo de LGB e posteriormente o tampdo de ambnio. Como cada titulagdo amperométrica
demora em torno de 35 a 40 minutos, era possivel efetuar o método LGB e esperar os 30
minutos para efetuar a leitura espectrofotométrica das amostras sem comprometer o

andamento das adi¢cdes na titulacdo amperométrica.

¥

Figura 11: Coloracdo da amostra no ponto final de cada titulacéo

Posteriormente, comparou-se 0s métodos EPA 327.0 e LGB com concentracdes
fixas de 0,5 mg/L, 1,0 mg/L e 1,5 mg/L de dioxido de cloro. Este procedimento analitico €
conhecido como recuperacdo e é muito utilizado para verificar a acurdcia de métodos. A
titulacdo iodomeétrica foi novamente utilizada para proceder a analise destas solucdes padréo.
Vale salientar que cada padrao correspondente as concentracoes de 0,5 mg/L, 1,0 mg/L e 1,5
mg/L foi preparado por diluicdo direta da solucdo padrdo, previamanete padronizada. Com tal
procedimento procurou-se evitar as perdas por volatilizacdo da solugdo padrao.

Nas titulacbes amperométricas também se utilizou 0 mesmo cuidado com a
solucdo padrdo para cada analise. Uma vantagem da titulacdo amperométrica é que cada
diluicdo podia ser registrada no equipamento sendo adicionado somente o0 volume necessario
para cada fator de diluicdo, logo apds a padronizacdo da solucdo padrdo. Tal estratégia foi
adotada para que se evitasse que as perdas por volatilizagcdo. Vale ressaltar que antes de cada

batelada de experimentos envolvendo as dilui¢des, a solugdo padrdo concentrada de dioxido
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de cloro por iodometria era padronizada. A metodologia experimental estd apresentada

através de um fluxograma na figura 12.

Padronizacédo
Solucéo Dioxido
de Cloro

v

Diluicdo

Diluicéo 1/100 Diluigéo 1/250

Diluicdo 1/200

h 4

Analise LGB Wet

Method Analise EPA 327 .0

Andlise Titulacdo
Amperométrica

Andlise Titulacao
Amperométrica

Analise Titulacdo
Amperomeétrica

Teste F one-side Teste F one-side

+_1
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A

Figura 12: Fluxograma da Metodologia Experimental
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4.4 - Preparacéao e padronizacgéo de solugdes

4.4.1 - Método iodométrico

A solugdo padrdo titulante de tiossulfato de sdédio (Na,S,O.) foi preparada
utilizando o método do dicromato de potéssio descrito no Standard Methods 2002 (4500 — Cl
B). Foi mantida a mesma concentracdo do titulante. Um detalhe importante € que a adi¢do do
iodeto de potéassio foi feito diretamente na amostra para a instantaneidade da reagdo, evitando
a oxidacdo dos ions iodeto. A solucdo padrdo de didxido de cloro foi entdo padronizada com
prevista no Standard Methods for Examination of Water and Wastewater 2002.

4.4.2 - Solucgdes do método LGB

A solucéo estoque LGB (960mg/L) foi preparada pela dissolucdo de 0,1922 g do
corante Lissamine Green B em 200 ml de &4gua deionizada. Uma agitacdo posterior durante 1
hora foi necesséria para garantir uma completa dissolucdo dessa massa. O tampéo de aménio
foi preparado com a diluicdo de 10 ml de Hidroxido de Amdnio (NH,OH) 30% para 1.000 ml
com agua deionizada. Uma solucdo de cloreto de amodnio (NH4Cl) foi preparada pela
dissolucdo de 107 g de cloreto de ambnio em &gua deionizada e diluindo para 1.000 ml.
Destas solucdes preparadas, misturou-se 20 ml da solugéo de hidroxido de aménio e 80 ml da
solucdo de cloreto de amdnio 2M e diluiu-se para 1000 ml com &gua deionizada, sendo o pH

ajustado a 9.

4.4.3 - Preparacéo das solu¢bes método 327.0

A solucdo tampdo citrato/hidrogenocitrato foi preparada com 9 g de citrato
trissodico, 5 g de hidrogenocitrato trissodico e 1 g de glicina, dissolvidos em 125 mL de agua
deionizada. Para verificacdo do pH da solucdo tampéo, diluiu-se 1 mL desta em 15 mL de
agua e mediu-se o pH o qual foi mantido na faixa de 6,0 a 6,2. A solucdo estoque do corante
Lissamina Green B (960 mg/l) foi preparada a partir do reagente s6lido em agua deionizada.
O teor de pureza minimo aceitavel é de 70 % para o reagente utilizado. Essa solucdo tem
validade por 2 meses se estocada adequadamente (a 4° C e ao abrigo da luz). Outra solugédo
foi preparada a partir desta solucdo estoque diluindo-se 2,5 vezes em agua deionizada
contendo 6 mL de solugdo tampédo de &cido citrico/glicina, totalizando um volume final de
100 mL de solugéo. Essa solugdo tem validade de 1 dia e deve ser preparada somente quando

as demais solugdes forem preparadas. Para verificar se a solugdo esta adequada, diluiu-se 0,5
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mL desta solu¢cdo em 15 mL de &gua contendo 1 mL de tampdo de acido citrico/glicina e
mediu-se a absorbancia no maximo de absorcéo (633 nm) com uma cubeta de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm. A absorbéancia foi de 1,5. Como a pureza do corante disponivel era
de 63%, de acordo com fornecedor, efetuou-se o seguinte calculo para saber a quantidade de

solucdo estoque a ser adicionada, onde P g € a pureza do corante:

73

Vyes = 40 (=) Eq. (19)

Prge

A solucgéo de Horseradish Peroxidase (HRP) tipo IV tamponada desta enzima foi
preparada pesando-se aproximadamente 60 mg do sdlido e dissolvendo em 50 mL de &gua
deionizada contendo 6 mL de solugdo tampéo de acido citrico/glicina. A solucdo do reagente
combinado (RC LGB/HRP) foi preparada a partir das solucdes estoques tamponadas de
Lissamina Green B e de Horseradish peroxidase na proporcdo de 1:1. Essa solucdo foi
conservada com cloroférmio e armazenada em frasco de vidro dmbar a 4° C, sendo estavel
por 14 dias, sendo utilizada em todos os testes de determinacdo de Clorito e dioxido de cloro.
Os padrdes de Clorito foram preparados a partir de um padrdo comercial de clorito de 1000

ppm de concentragdes de 0,2, 0,5, 1,0, 1,5e 2 mg/L.

4.4.4 - Titulacdo amperométrica

Para a titulacdo amperomeétrica a Unica solucao preparada foi a solugdo de HCI 2,5
N pela diluicdo de 200 ml de Acido Cloridrico concentrado sob agitacdo em 1000 ml de 4gua
destilada . As outras solucdes utilizadas na metodologia sdo disponibilizadas juntamente com
aquisicdo do equipamento Autocat 9000 Hach. No entanto durante os experimentos o tampéo
de fosfato pH 7 foi preparado pela dissolucédo 72,4 g de Na;HPO,4.2 H,0 e 32,4 g de KH,PO,
em agua destilada e completados até 1 litro e pH ajustado para 7.

Na titulacdo amperométrica utilizou-se um volume de amostra de 200 ml

seguindo o procedimento experimental abaixo:

1. TITULACAO DO CLORO RESIDUAL E 1/5 DO ClO, DISPONIVEL : Colocou-se 1 ml
do tampéo de fosfato em um bequer de 250 ml. Adicionou-se a amostra com 0 minimo de
aeracdo possivel e adicionou-se 1 g de gréos de KI. Titulou-se até o ponto final com 6xido

de fenilarsina.
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e LEITURA A: ml titulante / mL amostra
2. TITULAQAO DOS 4/5 RESTANTES ClO, DISPONIVEL E CLORO : Mantendo a
mesma amostra, adicionou-se 2 ml de HCI 2.5 N. Deixou-se em repouso no escuro por 5
minutos. Titulou-se até o ponto final.
e LEITURA B: ml titulante / ml amostra
3. TITULAGAO DO CLORO NAO-VOLATILIZADO: Adicionou-se 1 ml do tamp&o de
fosfato pH 7 no vaso de purga. Adicionou-se uma segunda amostra e purgou-se com
nitrogénio por 10 minutos. Adicionou-se 1 g de KI e titulou-se até o ponto final.
e LEITURA C: ml titulante / ml amostra
4. TITULACAO DO CLORITO: Continuando com a mesma amostra, adicionou-se 2 ml de
HCI 2.5 N. Deixou-se em repouso no escuro por 5 minutos. Titulou-se até o ponto final
com oxido de fenilarsina.
e LEITURA D: ml titulante / ml amostra
Para os calculos das concentracdes das espécies de interesse utilizaram-se as
relacées:
Clorito, mg/L CIO;" =D x N x 16863 Eg. (20)
Dioxido de cloro, mg/L CIO, = (5/4) x (B—-D ) x Nx 13490 Eq. (21)

Onde N é a normalidade do titulante, 0, 00564 N.

4.4.5 - Procedimento do método LGB
A analise pelo método LGB consistiu primeiramente da preparacdo de uma curva
de calibracdo e logo apds, a analise da amostra como descrito a seguir:

e Preparou-se padrbes de dioxido de cloro nas concentragdes de 0,2, 0,5, 1,0, 1,5, 1,8 e
2,0 mg/L a partir da solucdo mais concentrada;

e Adicionou-se, em um baldo de 100 ml, 5ml do tamp&o de aménio, 900 pL da solugéo
estoque da solucdo de LGB, os volumes correspondentes as concentraces de cada
padrdo de Diéxido de Cloro e completou-se o volume;

e Apds 30 minutos procedeu-se leitura das amostras em cubeta de quartzo de 1 cm a 616
nm;

e Plotou-se os resultados em graficos Absorbancia versus Concentracéo

No caso da andlise da amostra procedeu-se da forma descrita abaixo:
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e Adicionou-se, em um balédo de 100 ml, 5ml do tamp&o de aménio, 900 pL da solugéo
estoque da solucdo de LGB e 0,5 ml de amostra;
e Ap06s 30 minutos procedeu-se a leitura da amostra em cubeta de quartzo de 1

cma 616 nm

4.4.6 - Procedimento do método EPA 327.0

Para a andlise pelo método EPA 327.0 é preparada inicialmente uma curva de
calibragdo com padrdes de clorito tal como descrito abaixo:

e Preencheu-se completamente frasco de 15 mL com a solucgéo de ClO2" diluida

na concentragdo do ponto da curva a ser analisado(0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2 ppm);

e Removeu-se 1 mL da amostra (solugdo padrdo);

e o Adicionou-se 1 mL da solucéo tampéo de acido citrico/glicina;

e . Tampou-se o frasco e misturou-se por inversao;

e 1 Observou-se se houve a formacgéo de bolhas no frasco

e Removeu-se 1 mL da amostra tamponada;

e Adicionou-se 1 mL do reagente combinado RC LGB/HRP;

e  Tampou-se o frasco e misturou-se por inversao;

e Deixou-se estabilizando por 30 minutos.

Realizou-se a leitura da amostra em uma cubeta de quartzo e mediu-se a

absorbancia em 633 nm.

Para cada frasco pertencente a um ponto da curva de calibracdo preparou-se um
branco correspondente. Plotou-se em gréafico a diferenca das absorbancias entre o branco e o
ponto da curva versus concentracdo. O procedimento de analise das amostras foi reciproco ao
da curva de calibracdo, sendo que, uma 2% amostra € purgada com nitrogénio ultrapuro (99%)
e, posteriormente submetida a analise tal como descrito anteriormente. O resultado da
concentracdo em ppm de dioxido de cloro é a diferenca entre a concentragdo da amostra ndo-

purgada e da purgada.
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5 - CALCULOS ESTATISTICOS

Os célculos estatisticos foram efetuados utilizando-se as ferramentas estatisticas
Teste F, Teste de Ponto De hipotese, Teste T e ANOVA One-way através dos programas
Origin® e Microsoft Excel® 2007. Utilizou-se o teste F para os dois conjuntos de dados para
se verificar a precisdo entre 0s métodos, comparando método EPA 327.0 versus metodologia
LGB e Titulacdo amperométrica versus metodologia LGB, para se estimar a repetibilidade e a
precisdo intermediaria entre os métodos (KUTTATHARMMAKUL, 1999). O teste T foi
utilizado para comparar as amostras entre metodologias diferentes (LGB x EPA 327.0 e LGB
x AMPEROMETRICO), mas com amostras com o mesmo fator de diluicio (1/200). As
amostras foram mantidas sob as mesmas condicdes para a analise entre os dois métodos
diferentes.

A funcdo primordial do teste F é investigar a precisdo de um método em
comparagdo a outro. Este procedimento € normalmente aplicado quando ocorre o
desenvolvimento de um novo método para analise de um dado composto. No caso do teste T
visa-se analisar se as diferencas entre um método A e o método B séo tdo significativas de
forma a rejeitar a hipotese nula. A utilizacdo de testes de significancia é bastante comum para
fins comparativos em gquimica analitica, seja para comparar a exatiddo entre métodos bem a
como a precisio (ARAUJO, 2009).

Tais testes sdo realizados em funcdo do limite de confianca determinado pelo
analista e, assim, os testes sdo aplicados no intuito de se identificar possiveis erros
sistematicos ou aleatdrios e, se estes erros, geram resultados significativamente diferentes ao
se comparar métodos ou até mesmo conjuntos de amostras de uma mesma técnica. Um ponto
importante ¢ a definicdo quanto a utilizagdo de testes “one tail” ou “two tail” para a analise
dos resultados obtidos (HEYDEN, 2007).

Segundo Gemperline (2006), os testes “two tail” normalmente sdo utilizados
quando ndo se sabe se 0s resultados sdo maiores ou menores que a média verdadeira. Os testes
“one tail” sdo utilizados quando se deseja saber se os valores sdo maiores ou menores que a
média verdadeira. Assim ndo ha distin¢cdo quanto ao sinal do valor calculado quando se utiliza
estes “two tail”. O limite de confianga definido para o presente trabalho foi 95% e optou-se
por utilizar testes “two tail” quando se utilizou o teste T e “one tail” para o teste F que daria
informacdes se um método é mais preciso que outro. O teste F utilizou-se a seguinte formula

para os calculos:
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F=(%) Eq. (22)

Onde S; é a variancia do método 1 e S, € a variancia do método 2. Os graus de
liberdade séo considerados também no célculo no valor de F, sendo indicados no indice de F,
e comparados com valor de F calculado. Os calculos da variancia da repetibilidade e do
componente “entre-dias” (beetween-days precision) servem para auxiliar no célculo da
precisdo intermediaria, que é fundamental na comparacdo entre os métodos utilizando a
expressao do calculo do valor de F (Feinberg, 2007).A variancia da repetibilidade é calculada
através da expressao:

62— pge = Lizs Li=a0i—5)*
(a

) Eq. (23)
Onde n é o numero de medidas realizadas, p € numero de dias em que as analises

foram realizadas. ¥, é a média dos resultados obtidos no dia i (i=1,2,3,...,p) € ¥ é a média das

médias dos dias. A variancia da componente “entre-dias” ¢ calculada a partir da diferenca
entre a equacdo Msd e a equacdo Mse dividido pelo nimero de medidas realizadas. Com a
diferenca que leva em consideracdo todos os resultados de todos os dias:

nEF_ 4 ;}:

MSd = —L—;_‘l_—"’ Eq. (24)

Sendo a componente da repetibilidade “entre-dias™ calculada como:

55 — MEd—-MZSs Eq (25)

T

Onde y;; € o resultado i no dia j e ¥, € a média dos resultados. A componente que

representa a precisdo intermedidria é a soma da variancia da repetibilidade e a variancia
“entre-dias”. Cada variancia calculada € utilizada na equacéo 22, considerando a hipotese nula
a ser utilizada neste trabalho, onde o indice B significa o0 método alternativo (LGB):

Hy, = o7 < o} Eg. (26)

E a hipotese alternativa
H, = a7 > a} Eg. (28)

Assim, um teste F one-tail é aplicado para se investigar se 0 método alternativo B
€ menos preciso que o método normatizado A. O teste T utiliza as expressdes abaixo para

calcular se a hipotese nula deve ser rejeitada ou nao.
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Pl Eq. (29)

(ny=1) 2y~ 1.2 Eq. (30)

f n._+n1—2}

onde x; é a média do conjunto de dados 1 e x; é a média do conjunto de dados 2.

A estimativa do desvio padrdo, s, é entdo calculado através dos desvios padrdes dos dados 1 e

2.

A funcdo ANOVA One-way foi utilizada pra investigar as variancias dentro de
um mesmo método com fatores de diluicdo diferentes (1/100, 1/200 E 1/250) para se constatar
se ha diferengas significativas ao nivel de confian¢a adotado, 95%. Assim s6 ha uma variavel

dependente que é a diluicdo sendo o método utilizado o mesmo (VOGEL, 2008).

A anélise da tendéncia (bias) entre o meétodo alternativo e 0 método de referéncia
é feita através da comparacéo entre as grandes médias ¥, e ¥z, por meio do teste de ponto de
hipdtese. O teste do ponto de hipotese utiliza um teste two-tail (H,, ny = wg,H; = Wy # Ug)

em que o resultado da equacao 20 € comparado com tay i Vg (LINSINGER, 2008).

¢ = aTs Eq. (31)

CaL .
5d

(=)

A tendéncia € aceitavel se t.,; = ta; ;v No teste do ponto de hipotese, utilizam-

se as equacdes 32,33 e 34 para calcular as variaveis necessarias para a estimativa de tca).

5 MS5d
s2=X Eq. (32)
)
Sp = (pg+pp—2) Eq. (33)
A1 1
Se= [s3(+2) Eq. (34)
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6 —- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Comparacao entre as metodologias LGB e método EPA 327.0

As metodologias EPA 327.0 e LGB possuem a similaridade de utilizarem um
mesmo reagente, o corante Lissamine Green B. Na verdade, a metodologia EPA 327.0 tornou-
se um avango frente a metodologia LGB por alguns fatores: utilizacdo de padrdes de ions
clorito menos volateis que padrdes de dioxido de cloro, eliminacdo do didxido de cloro
presente na amostra através da purga com nitrogénio para se quantificar diéxido de cloro e
clorito separadamente e utilizacdo de vidraria de analise &mbar para se evitar perdas por
exposic¢éo a luz.

Apesar de tais vantagens, o método 327.0 encontra problemas quanto a sua
implementacdo, principalmente quanto a execucdo da analise. A metodologia envolve uma
série de etapas que faz com que seja necessario pessoal treinado para efetuar as determinagoes
analiticas. Principalmente no momento em que a amostra € tamponada e logo apds cada
adicdo, ja que se faz necessario ter o cuidado de evitar a presenca de bolhas nos recipientes de
andlise (Vials).

Cada amostra ao ser analisada requer uma purga entre 10 e 15 minutos para se
determinar somente o clorito com nitrogénio de elevada pureza. Outro aspecto que
compromete implementacdo a analise é o alto custo da aquisicdo da enzima, R$ 1800 por 100
mg, e sua instabilidade térmica que promove a oxidacdo dos ions clorito presentes tanto nos
padrdes quanto na amostra. Altas temperaturas inativam a enzima e, por conseguinte
comprometem os resultados ndo havendo a completa transformacdo dos ions clorito presentes
nos padrbes em dioxido de cloro. Na tabela 1 observa-se os resultados do experimento 1, em
que a concentracdo da solucdo concentrada de dioxido de cloro foi de 240 mg/L, sendo esta
solucdo padronizada por iodometria. Comparou-se as metodologias LGB e EPA 327.0 e, a
variacdo em torno da média para cada metodologia. A comparacdo entre as metodologias
EPA 327.0 e LGB foram feitas durante 7 dias e ap0s 7 dias foi realizada a comparacéo entre a
titulacdo amperométrica e método LGB. Os dados de concentracdo estdo apresentados em
mg/L de dioxido de cloro analisado por cada método.

A meédia das concentracdes de dioxido de cloro analisadas pelo método EPA
327.0 foi de 221,8 mg/L no experimento 1 e 225,5 mg/L pelo método LGB no mesmo
experimento. Cada experimento de comparacdo foi realizado foi realizado no mesmo dia,

tendo o cuidado da adequada preservacdo da solucdo concentrada de dioxido de cloro, de



39

forma a se evitar a perda de amostra tanto por fotélise (acdo da luz) como por volatilizacdo

(acéo da temperatura).

Tabela 1: Resultados comparativos entre a metodologia 327.0 e LGB (Experimento 1)

Amostra EPA Diferenca % em relac&o a média LGB Diferenca % em relac&o a média
1 223,0 0,55 229,0 1,57
2 215,6 -2,79 216,0 -4,20
3 220,8 -0,44 225,2 -0,12
4 2224 0,28 220,7 -2,11
5 215,8 -2,70 224.5 -0,43
6 226,0 1,90 228,3 1,26
7 225,8 1,81 2279 1,08
8 224.8 1,36 229,2 1,66
9 221,8 0,01 228,4 1,30
Média 221,8 X 225,5 X

Vé-se que nas amostras 2, 5 e 6 ha uma maior diferenca de valores em relagéo a

média em ambas as metodologias. Os valores de variacdo em torno da média mostram que, as

concentracdes variaram entre aproximadamente -2,8% e 2% para a metodologia EPA 327.0 e,

aproximadamente entre -4% e 2% para a metodologia LGB. Nota-se assim, uma maior

amplitude dos valores em relagdo a média na metodologia LGB, 0 que mostra que a variagdo

dos valores da metodologia EPA 327.0 esta compreendida dentro do intervalo de variacdo da

metodologia LGB. Outro aspecto interessante é que na maioria das analises (8 no total), os

valores de concentracao obtidos pela metodologia LGB foram maiores que os do método EPA

327.0.
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Figura 13: Variagdo da concentracgdo de didxido de cloro do experimento 1
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Na figura 13 vé-se os resultados do experimento 1 da comparacdo entre as
metodologias LGB e EPA 327.0, quanto a sua variacdo, a partir de graficos Box-Plot. Assim
como na Tabela 1 os dados correspondem as amostras analisadas do experimento 1 e em ppm
de dioxido de cloro. Nota-se pela analise dos graficos que a mediana da metodologia LGB é
maior, e que os dados dessa mesma metodologia, estdo mais dispersos em torno da mediana.
Os valores que estdo acima da mediana, sdo mais evidentes no conjunto de dados da
metodologia LGB, apesar de ter tido um “outlier”, ou seja, um valor atipico da série no
conjunto de dados da metodologia EPA 327.0, que foi de 214,7 ppm. Vale frisar que, este
valor por ser um “outlier”, ndo fez parte dos calculos posteriores para a comparacao da
precisdo entre os métodos. Nao se utilizou o Teste de Grubb para a identificacdo de outliers
pois, a propria planilha desenvolvida para os graficos Box-plot identificava automaticamente
estes valores.

O método EPA 327.0 teve uma menor dispersao e, por conseguinte, a metodologia
LGB teve um conjunto maior de valores acima do segundo quartil (Qss). Na tabela 2 estéo
compilados os dados do experimento 2 entre a comparacdo da metodologia EPA 327.0 e a
metodologia LGB. E observavel uma variacdo dos valores em torno da média de
aproximadamente -3,5% a 2,3% no metodo EPA 327.0 e entre -2,5% a 2,4% no método LGB.
Nota-se também que na maioria dos valores de concentracdo estimados pelo método EPA
327.0 estdo acima da média obtida por este (7 no total), fato inverso ao método LGB, que

obteve 4 medidas acima da média deste método.

Tabela 2: Resultados comparativos entre a metodologia 327.0 e LGB (Experimento 2)

Amostra EPA Diferenca % em relagéo a média LGB Diferenca % em relacéo & média
1 220,4 0,14 225,3 0,13
2 2229 0,91 2215 -1,56
3 2246 0,14 2217 -1,47
4 2229 -3,54 219,4 -2,49
5 2147 2,30 230,4 2,40
6 227,7 0,41 228,2 1,42
7 223,5 -0,57 225,6 0,27
8 221,3 1,18 224.8 -0,09
9 225,2 1,18 228,1 1,38
Média 222,6 X 225,0 X

Na figura 14 véem-se os dados da tabela 2 e que mostram graficamente as

diferencas entre os resultados. O grafico mostra a variacdo e dispersdo dos valores de
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concentracdo entre os métodos EPA 327.0 e LGB. Novamente observa-se que a metodologia
LGB seguiu praticamente o padréo de dispersdo dos dados anteriores e, que 0 método 327.0,
foi que obteve a menor dispersdo em torno da mediana e acima do Qzs. Assim como no
conjunto de dados anteriores, a metodologia LGB apresenta um niimero bem maior de valores

acima deste intervalo.
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Figura 14: Variacéo da concentracdo de didxido de cloro do experimento 2

Considerando que os experimentos foram em dias consecutivos pode-se afirmar
que os resultados das analises praticamente ndo tiveram diferencas entre estes dias de
experimento. Assim como no experimento anterior na maioria das analises (7 no total) a
metodologia LGB teve resultados de concentracdes maiores que o0 método LGB na estimativa
da concentracdo de dioxido de cloro. No entanto diferente do experimento anterior as
diferencas no geral foram menores entre as amostras.

Na tabela 3 estdo compilados os dados do experimento 3 para os resultados das
analises comparativas entre a metodologia LGB e EPA 327.0. Neste experimento, as amostras
tiveram valores estimados entre aproximadante 210 e 225 mg/l de dioxido de cloro. Estes
limites, tanto o superior como inferior, sdo menores que os valores do experimentos anteriores
(experimento 1 e 2). Tais valores podem ser atribuidos a alguma perda de concentracdo da
solucdo padrdo estoque, ja que as amostras para analise (diluicdo 1/200) foram preparadas da
solucdo mais concentrada que era previamente padronizada por lodometria.

Novamente os valores de concentracdo de dioxido de cloro obtidos pela
metodologia LGB foram maiores que a média na maioria das amostras (6 no total). No

entanto, as diferencas entre as metodologias foram maiores que as obtidas no experimento
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anterior (Figura 13). A variacdo em torno dos valores da média foi entre aproximadamente -
3% e 4% para 0 método EPA 327.0 e entre -1,5% e 3,42 para 0 método LGB. Ou seja, nesse
caso a amplitude maior observada foi entre os dados do método EPA 327.0.

Quanto ao método LGB, a maioria dos resultados das analises (5 no total),
estiveram abaixo da média obtida nas andlises desta metodologia. Na figura 15 estdo
organizados os dados obtidos por ambos os métodos em termos de variacao e dispersdo. O
grafico corrobora as informagfes apresentadas na tabela 3, quanto a dispersdo dos dados. Os
valores acima da mediana no método LGB estdo menos dispersos que no método EPA 327.0 e

que, a quantidade de valores que estdo acima do Qgs.

Tabela 3: Resultados comparativos entre a metodologia 327.0 e LGB (Experimento 3)

Amostra EPA Diferenga % em relagdo a média LGB Diferenga % em relag&o a média
1 219,6 0,98 222,4 1,10
2 211,2 -2,88 221,4 0,65
3 2147 -1,27 220,4 0,19
4 216,7 -0,35 219,4 -0,26
5 218,3 0,38 217,4 -1,17
6 210,9 -3,02 216,7 -1,49
7 225,8 3,83 218,3 -0,76
8 218,6 0,52 216,3 -1,67
9 2214 1,81 227,5 3,42
Média 217,5 X 219,98 X

Na figura 15 esta grafico Box-Plot que mostra a variagdo dos dados do
experimento 3. Nota-se que, o padrdo de variabilidade foi maior nos experimentos da
metodologia EPA 327.0, que apresentou valores mais variados tanto acima da mediana quanto

abaixo, em comparacdo ao método LGB.
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Figura 15: Variagdo da concentracgéo de didxido de cloro do experimento 3
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A tabela 4 mostra os valores das médias das concentragcdes obtidas por cada
método na estimativa da concentracdo de dioxido de cloro. Observa-se que em média a
metodologia LGB obteve valores mais elevados que a metodologia EPA 327.0. Nota-se
também que no ultimo experimento os valores sdo em média menores que dos anteriores, fato
que pode ser atribuido possivelmente a uma perda de concentracdo da solu¢do mais

concentrada apesar do acondicionamento em ambiente resfriado e ao abrigo da luz.

Tabela 4: Resultados comparativos entre as médias dos experimentos EPA 327.0 x LGB

Meédia EPA —

Experimento egZE;.O Media LGB
1 221,8 2255
2 222,6 225
3 217,5 220

Os valores das médias dos dois primeiros experimentos sdo bastante proximos
tanto para os resultados da metodologia LGB como do método EPA 327.0.

No experimento 3 a estimativa do desvio padrdo do método EPA 327.0 esteve
bastante proximo do limite aceitavel em laboratorios de analise e processo (5%). A estimativa
do desvio padrdo € importante pois, ele avalia os erros aleatorios obtidos por cada metodo

dando um diagndéstico quanto a precisdo obtida por um dado conjunto de amostras.

Tabela 5: Resultados comparativos entre os desvios padrdes dos experimentos EPA 327.0 x LGB

Experimento DESE g;;llgao S Desvio Padrédo LGB
1 3,9 4,5
2 3,7 3,6
3 4,8 3,5

Evidencia-se também uma pequena variacdo nos valores dos desvios padrdes
podendo até, estes valores serem considerados constantes. Ou seja, um mesmo erro aleatério
foi cometido em todos os pares da amostras para cada metodologia.

Outra figura de mérito importante aplicada ao trabalho foi o coeficiente de
variacdo. Esta variavel é obtida da razdo entre o desvio padrdo e a média de cada valor
multiplicada por 100 quando expressa em porcentagem. A EPA recomenda em seu método de
analise para andlise de dioxido de cloro e clorito um limite de 20% para o coeficiente de

variagdo como aceitavel. Na tabela 6 véem-se os resultados dos coeficientes de variacdo para
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cada metodologia. Vale ressaltar que todos os conjuntos de dados, independente da

metodologia, estdo dentro do que preconiza o método EPA 327.0.

Tabela 6: Resultados comparativos entre os coeficientes de variacdo dos experimentos

EPA 327.0x LGB
Coeficiente de Variacdo EPA Coeficiente de Variacéo
Experimento 327.0 LGB
1 1,76 2,00
2 1,66 1,60
3 2,21 1,59

Mesmo nenhum dos valores de coeficiente de variagao estando acima do valor de
20%, no experimento 3 houve uma variacdo de aproximadamente de 30% entre os
coeficientes de variacdo do experimento 3. Esta variagdo € bem maior que nos outros 2
experimentos que foi de no maximo 12% (experimento 1). Isto mostra que, mesmo
homogéneo os dados ainda apresentam alguma variacdo quando comparados entre
metodologias. No experimento 1 e 2 os coeficientes de variacdo foram mais préximos, assim
como os desvios padrbes e as médias. Assim, apesar da média do experimento 3 ter sido
menor que as outras médias os desvios padrdes foram maiores o que revela uma maior

dispersao neste conjunto de dados.

6.2 - Utilizacbes dos testes de significancia para os métodos EPA 327.0 e metodologia
LGB

Na tabela 7 estdo os valores calculados para o teste F aplicado aos resultados das
concentracdes obtidas pelo método EPA 327.0 e LGB. Vale ressaltar que, estes valores
correspondem a andlise da precisdo somente para cada dia de analise. O limite de confianca
definido para o teste foi de 95%. Todos os experimentos tiveram resultados aceitaveis, ou
seja, ndo se rejeita a hipotese nula de que, ndo ha diferencas entre os métodos EPA 327.0 e 0
método LGB, em cada dia de andlise.

O teste F € sempre aplicado antes do teste T, pois, a partir dos resultados do teste
F caso haja uma diferenca significativa nas precisdes € que se faz uma avaliacdo da acuracia
entre 0s conjuntos de dados. A tabela 5 apresenta as outras componentes da analise da
precisdo entre 0s métodos EPA 327.0 e LGB.



Tabela 7: Resultados comparativos do teste F entre a metodologia 327.0 e LGB

_ Estimati\_/a Desvio
Experimento| do Desvio Padrio LGB Fealc Ferit
Padréo EPA
1 3,9 4,5 1,33
2 3,7 3,6 0,95 3,179
3 4,8 3,5 0,53
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Na analise dos dados, a partir da tabela 8, observou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os métodos em nenhuma das componentes consideradas: a variancia “entre-
dias” e o calculo da precisdo intermediaria. Logo, evidencia-se que ndo se rejeita a hipdtese
nula de que, ndo ha diferencas significativas entre a precisdo dos métodos EPA 327.0 e a
metodologia LGB ao nivel de 95%.

Tabela 8: Resultados comparativos do teste F entre a metodologia 327.0 e LGB

Variavel Estatistica | EPA LGB
MSd 30,23 37,05 I:calc Fcrl’t
MSe 17,03 | 1521
5% 17,03 | 1521 | 0,89
St 1,47 2,43 165 | 3179
St 1850 | 17,64 | 095

Vale ressaltar que as amostras foram analisadas em dias consecutivos e que 0s
testes foram aplicados considerando o resultados gerais. Logo, mostra-se através dos
resultados obtidos que a metodologia LGB ndo possui uma precisdo pior do que a
metodologia EPA 327.0, ao nivel de significancia de 95%.

Na tabela 6 estdo compilados os valores do teste T aplicados aos resultados dos
experimentos 1 ao 3. Nota-se que, ndo ha diferencas significativas entre os métodos e,
portanto ndo se rejeita a hipdtese nula de que, ndo ha erros sistematicos entre os meétodos EPA
327.0 e LGB.

Tabela 9: Resultados comparativos do teste T pareado entre a metodologia 327.0 e LGB

Teste T 7 T
calculado | critico
Experimento 1 1.86
Experimento 2 1,42
Experimento 3 1,27 2,12
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Outro teste aplicado foi o teste de hipotese desenvolvido por Hartman et al. (1995)
para avaliar a tendéncia observada entre os métodos. Este teste € complementar aos testes de
comparacdo entre métodos, j& que ele considera se ha ou ndo tendéncia entre os dados
considerando a comparacdo entre os dois métodos. Na tabela 10 estdo compilados os dados
da comparacdo entre os métodos EPA 327.0 e a metodologia LGB. De acordo com as

variaveis calculadas, e com valor de Fg ;= , pode-se afirmar que os métodos n&do
T2/ T%

apresentam tendéncia ao nivel de 95%, ou seja, 0 método alternativo possui acurécia

semelhante ao método normatizado EPA 327.0.

Tabela 10: Resultados comparativos do teste de ponto de Hipdtese

TESTE DE HIPOTESE
Sp 3,364
Sd 1,12
Tcal 2,57
Tcrit 2,78

6.3 - Comparacao entre as recuperacdes dos métodos EPA 327.0 e LGB

A recuperacdo é uma metodologia normalmente aplicada para avaliar a exatiddao de cada
método. Consiste da adicdo de um volume ou quantidade de concentracdo conhecida de
amostra que corresponde a concentragdo que se deseja analisar. Assume-se que esta € a
concentracdo verdadeira e analisa-se a amostra da forma usual de cada método. A partir do
resultado calcula-se a diferenga em rela¢do ao valor “verdadeiro” da seguinte forma (Skoog,

2005):
R =(“=)x 100 Eq. (35)

Onde A é a concentracdo medida na amostra fortificada, B € a concentracdo mdida na
amostra ndo fortificada, C é a concentracdo da fortificacdo e R € a recuperacdo. O método
EPA 327.0 recomenda que valores de recuperacdo entre 70 e 130% sdo aceitaveis e quando
concentracdes de fortificacdo abaixo de 0,3 ppm sdo utilizadas valores entre 50 e 150% séo
aceitaveis. Na tabela 6 vé-se os valores de recuperacdo para a concentracao de 0,5 ppm. O
valor da recuperacdo para o0 método EPA 327.0 foi um pouco maior que do método LGB mas,

ainda assim esta dentro do limite aceitavel recomendado pelo método EPA 327.0.
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Na tabela 7 apresentam-se os dados da recuperacgdo para a concentracdo de 1 ppm.
Percebe-se que a metodologia LGB apresentou uma pequena alta em valor ao valor da
recuperacdo do método EPA 327.0, apesar de nenhum dos valores estar fora dos limites
recomendaveis pelo método EPA 327.0. E importante pontuar que em comparagio a
concentragdo anterior (0,5 ppm) que houve em diferenga maior que 10%. Na tabela 13 os
valores de recuperacdo variaram entre 97 e 104%, sendo a recuperacdo da metodologia LGB
novamente maior que a recuperacdo do método EPA 327.0.

Nos trés experimentos de recuperacdo os valores estiveram dentro dos limites
recomendados pelo método EPA 327.0 e a metodologia LGB obteve valores de recuperacdo
maior na maioria dos experimentos. Vale citar que as concentragdes definidas para os
experimentos de recuperacdo estdo dentro da faixa intermediaria das curvas de calibracdo de

ambos os métodos (0,5, 1,0 e 1,5 mg/l).

Tabela 11: Resultados da recuperacdo do experimento 4 entre EPA 327.0 e LGB

Metodologia EPA 327.0 LGB
Concentracao nominal 0,5 ppm 0,5 ppm
Concentracdo analitica 0,52 ppm 0,5 ppm

% de recuperacao 104 100

Tabela 12: Resultados da recuperacdo do experimento 5 entre EPA 327.0 e LGB

Metodologia EPA 327.0 LGB
Concentracao nominal 1,0 ppm 1,0 ppm
Concentracao analitica 1,02 ppm 1,14 ppm

% de recuperacao 102 114

Tabela 13: Resultados da recuperagdo do experimento 6 entre EPA 327.0 e LGB

Metodologia EPA 327.0 LGB
Concentracao nominal 1,5 ppm 1,5 ppm
Concentracdo analitica 1,46 ppm 1,56 ppm

% de recuperacao 97,3 104
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Na figura 16, o gréfico mostra a correlagdo entre os valores para cada
concentragdo obtida por ambos os métodos na analise de didxido de cloro. E importante
colocar que ambas as metodologias possuem similaridades, pois, utilizam o mesmo principio
de analise (espectrofotometria) e 0 mesmo reagente (LGB). As concentra¢des estudadas sdo
exatamente as mesmas da curva de calibracdo do método EPA 327.0 e estdo na faixa de
concentragdes da curva de calibragdo preparada para a metodologia LGB (0,2 a 1,8 ppm).
Este grafico mostra o nivel de correlacdo entre os métodos que apresentou um coeficiente de
correlacdo acima de 0,99 mostrando que ha uma forte correlacéo entre os dados.

18 Correlagdo entre os Métodos
1,6
1,4 //
1,2
@ 1 . y = 1,0749x
9 o8 / R? = 0,9904
0,6 ‘,//
0,4
0,2
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EPA 327.0

Figura 16: Grafico de correlacdo entre os métodos EPA 327.0 e LGB

6.4 - Comparacao entre as metodologias Titulacdo Amperométrica e LGB

A comparacdo das metodologias Titulacdo Amperométrica e LGB seguiu 0s
mesmos principios da metodologia de comparacdo dos experimentos anteriores entre o
método EPA 327.0 e a metodologia LGB. A soluc¢do padréo estoque foi novamente utilizada
para preparar as amostras na diluicdo definida na metodologia experimental do trabalho
(diluicdo 1/200). As amostras também foram analisadas em dias consecutivos. Na tabela 9,
véem-se 0s dados do 1° experimento comparativo entre as metodologias titulacdo
amperométrica e LGB. No experimento 7, a titulacdo amperométrica apresentou diferencas
em relacdo a media entre aproximadamente -2,5% e 2,32%, e a metodologia LGB entre -3,0%
2%. 1sso mostra que, a amplitude foi praticamente a mesma para ambos os métodos. A
titulacdo amperométrica apresentou um equilibrio entre o conjunto de valores abaixo da

média e acima da média, bem como na metodologia LGB.
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Tabela 14: Resultados comparativos entre as metodologias Titulacdo Amperométrica e LGB
(Experimento 7)

Amostra TA Diferenca % em relacéo a média LGB Diferenca % em relacdo a média
1 232,4 1,19 221,0 -2,9
2 228,0 -0,73 227,0 -0,3
3 229,0 -0,29 232,0 1,9
4 226,0 -1,60 231,0 15
5 230,3 0,27 232,0 1,9
6 229,0 -0,29 223,0 -2,0
7 231,0 0,58 227,0 -0,3
8 224,0 -2,47 229,0 0,6
9 232,0 1,01 224.,0 -1,6
10 235,0 2,32 230,0 1,1
Média | 229,67 - 227,60 -

Na figura 17 estdo compilados graficamente,em Box-plot, os dados do
experimento 7, comparando a titulacdo amperomeétrica e metodologia LGB. A metodologia
LGB, apresentou uma dispersdo maior em comparacdo a titulagio amperomeétrica, apesar de
apresentarem valores proximos das medianas muito similares. Tanto acima quanto abaixo da
mediana, a metodologia LGB apresentou uma variacdo bem maior que a titulacéo

amperométrica.
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Figura 17: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro do experimento 7



50

Esta variabilidade nos dados incide principalmente no desvio padrdo desse
conjunto de dados como seré discutido posteriormente.

Na tabela 15 vé-se os valores de concentracdo de dioxido de cloro estimados pelos
métodos titulacdo amperométrica e LGB no experimento 8. Nas amostras n°® 1 assim como no
experimento anterior apresentaram as maiores diferengas entre os valores de concentracdo,
comparando-se entre si os valores, aproximadamente 5%. Foi observada uma diferenca em
relacdo a média na titulacdo amperométrica variando entre aproximadamente -1,3% e 2,20% e
quanto a metodologia LGB -3,3% e 3%. A amplitude entre os valores da diferenca da média é
maior na metodologia LGB.

Tabela 15: Resultados comparativos entre as metodologias Titulagdo Amperométrica e LGB

(Experimento 8)

AmMmostra TA Diferenca % em relacdo & média LGB Diferenca % em relacdo a média
1 2154 -1,28 225,9 3,06
2 220,3 0,97 221,0 0,82
3 216,7 -0,68 212,0 -3,28
4 218,0 -0,09 222,1 1,32
5 215,0 -1,46 216,0 -1,46
6 216,0 -1,00 219,0 -0,09
7 2220 1,75 223,0 1,73
8 223,0 2,20 216,0 -1,46
9 218,0 -0,09 218,0 -0,55
10 217,5 -0,32 219,0 -0,09
Média | 218,19 - 219,20 -

Na figura 18, observa-se que os valores das concentraches estdo bem mais
dispersos que na titulacdo amperométrica, com muitos valores tanto acima quanto abaixo da
mediana. A titulacdo amperométrica apresentou um quantidade similar ao da metodologia
LGB de valores acima da mediana, apesar dos dados da metodologia LGB estarem mais

dispersos.
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Figura 18: Variacao da concentragéo de dioxido de cloro do experimento 8
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As concentragbes variaram entre 215 e 225 mg/l, sendo o menor valor

correspondendo a titulagdo amperométrica e o maior valor correspondendo a metodologia

LGB.

Na tabela 16 estdo listados os valores de concentracGes dos pares entre 0 méetodo

EPA 327.0 e metodologia LGB. Observa-se novamente que os maiores valores de

concentracdo sao da titulacdo amperométrica.

Tabela 16: Resultados comparativos entre as metodologias Titulacdo Amperométrica e LGB

(Experimento 9)

Amostra TA Diferenca % em relagdo a média LGB Diferenga % em relagdo a média
1 179,6 -2,16 172,4 -1,49
2 185,3 0,95 176,3 0,74
3 183,2 -0,20 169,5 -3,15
4 186,7 1,71 170,4 -2,63
5 178,3 -2,87 1745 -0,29
6 190,3 3,67 180,3 3,02
7 184,9 0,73 176,4 0,79
8 185,1 0,84 172,6 -1,38
9 184,3 0,40 174,3 -0,41
10 177,9 -3,08 183,4 4,79
Média | 183,56 - 175,01 -
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No experimento 6, a variabilidade das concentragdes foram bem similares para ambas a s
metodologias, sendo inclusive a mediana bastante proxima comparando-se as duas metodologias. O
padrdo de dispersdo também foi muito similar entre as metodologias, apesar de a titulacdo

amperomeétrica apresentar valores um pouco mais dispersos tanto acima quanto abaixo da mediana.
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Figura 19: Variacéo da concentracéo de didxido de cloro do experimento 9

O menor valor de concentracao de dioxido de cloro foi em torno de 170 mg/l e o
maior 190 mg/Il. Esta amplitude € maior que nos experimentos anteriores apesar de valores de
concentracdo maiores nos primeiros. Uma justificativa para menores concentracdes a medida
gque se avancam nos experimentos € que a manipulacdo da solucdo mais concentrada,
certamente acarreta alguma perda na concentracao, seja por volatilizacdo ou por fotdlise. A
amostra no teste 4 foi o0 menor valor para a metodologia LGB e a maior foi no teste 6 para a
titulacdo amperomeétrica na tabela 16.

Na tabela 17 estdo os dados do experimento 10 da comparagédo entre a titulacdo
amperométrica e LGB. Outra vez os dados da concentracdo obtidos pela titulacdo
amperométrica foram maiores que os da metodologia LGB. Em 70% dos valores a titulacdo
amperométrica obteve resultados maiores de concentracdo, sendo importante observar que em
algumas medidas houve uma diferenca torno de 5% nas amostras 2 e 10. Na tabela 17
observa-se claramente que em alguns valores a diferenca praticamente ndo foi perceptivel,
como é o caso das amostras 3 e 7. Resultados assim mostram que nestas situagdes 0s erros

sistematicos e erros randdomicos foram bastante minimizados.
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Tabela 17: Resultados comparativos entre as metodologias Titulacdo Amperométrica e LGB para o

experimento 10

Amostra TA Diferenca % em relacdo a média LGB Diferenca % em relacdo a média
1 167,4 1,78 164,3 1,52
2 168,3 2,32 159,4 -1,51
3 157,7 -4,12 157,8 -2,50
4 163,2 -0,78 158,3 -2,19
5 167,2 1,65 162,3 0,28
6 165,3 0,50 167,8 3,68
7 160,3 -2,54 159,3 -1,57
8 159,9 -2,78 156,4 -3,36
9 162,3 -1,33 167,4 3,44
10 173,2 5,30 165,4 2,20
Média | 164,48 - 161,84 -

Na figura 20, nota-se novamente que a titulagdo amperométrica apresentou uma maior

dispersdo em relagdo a metodologia LGB. Estes resultados mostram que a titulacdo amperométrica

apresentou-se com a maior dispersdo em relacdo aos dados até aqui apresentados.
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Figura 20: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro do experimento 10

Uma vantagem alcancada pela metodologia experimental do presente trabalho é a

preparacéo das dilui¢es 1/200 diretamente da solu¢do mais concentrada pela adi¢do direta do

volume necessario para a preparacdo das amostras. Na tabela é possivel também estimar a

variagdo entre o menor valor de concentragdo de dioxido de cloro estimada de 156,4 mg/|
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obtida pela metodologia LGB e a maior de 173,2 mg/l pela titulagdo amperométrica. Estes
dados geram uma amplitude de 16,8 mg/l entre as concentragdes, uma diferenca muito
parecida com a dos outors experimentos que foi de aproximadamente 15 ppm.

Na tabela 18 observa-se o conjunto de resultados do experimento 11. Os dados
revelam que houve uma inversdo, pois, neste novo conjunto de concentracfes estimadas a
metodologia LGB apresentou os maiores valores de concentracdo. Nota-se que ha uma
diminuicdo nas concentracGes comparadas com 0s experimentos anteriores, fato que mostra
que realmente ha uma perda a medida que se trabalha com a mesma solucdo padrdo, mesmo
tendo todos os cuidados quanto a sua conservacdo. Outro detalhe importante é nas amostras 6
ha uma grande diferenca entre os valores da titulacdo amperométrica e a metodologia LGB,
estimada em mais de 10%. Esta diferenca € bem significativa em comparacdo aos
experimentos anteriores que foram de no maximo 7%. E importante destacar que em somente
2 experimentos (8 e 10) os valores da titulagdo amperométrica foram maiores.

A amplitude entre as medidas de concentragdo também foi muito proxima da
amplitude do experimento anterior, ou seja, no experimento 11 foi de 16 ppm. Esta diferenca
revela que considerando somente as amplitudes anteriores hd uma variagdo quase constante
nesta amplitude ao longo dos outros conjuntos de dados. Isto reforca a idéia de que os erros
tanto sistematicos como aleatdrios se distribuiram de forma igual dentro do conjunto de dados

nesta comparagéo.

Tabela 18: Resultados comparativos entre as metodologias Titulagdo Amperométrica e LGB

(Experimento 11)

Amostra TA Diferenca % em relagdo a média LGB Diferenga % em relagdo a média
1 109,3 5,12 115,3 6,24
2 102,3 -1,62 110,4 1,72
3 103,2 -0,75 109,3 0,71
4 100,3 -3,54 104,5 -3,71
5 101,6 -2,29 106,4 -1,96
6 99,3 -4,50 110,3 1,63
7 107,3 3,19 113,2 4,30
8 104,5 0,50 103,2 -4.91
9 102,5 -1,42 108,4 -0,12
10 109,5 5,31 104,3 -3,90
Média | 103,98 - 108,53 -
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Figura 21: Variacdo da concentracgéo de dioxido de cloro do experimento 11

Na figura 21 estdo compilados graficamente (Box-plot) os dados do experimento
11. Vé-se que ha razoavel variacdo na maioria dos dados da metodologia LGB, somente um
valor esteve muito acima da média (amostra 1) e outro muito abaixo (amostra 8). Quanto aos
valores da titulacdo amperométrica, estes foram mais homogéneos que os da metodologia
LGB, fato comprovado pelo menor desvio padrdo deste conjunto de dados.

Na tabela 19 estdo os dados referentes ao conjunto de dados do experimento 12 da
comparacdo a titulacdo amperométrica e a metodologia LGB. Em relacdo aos experimentos
anteriores, este apresentou as menores concentraces estimadas de didxido de cloro. Vale
ressaltar que se utilizou a mesma solucdo padrdo concentrada ao longo de todos os
experimentos de comparacdo. Este procedimento teve como intuito garantir que a mesma
amostra, ou seja, dioxido de cloro concentrado fosse submetida a todos os testes de
comparagcdo mesmo com as diferencas na concentracdo. Esta diferenca de concentragéo ficou
evidente na estimativa da concentracdo pelas duas metodologias.

De todos os conjuntos de dados este foi 0 que apresentou a menor média, de 94,2
mg/l para a titulacdo amperométrica e 97,4 mg/l para a metodologia LGB. Logo, foi
fundamental trabalhar com a mesma amostra e comparar os dados, diferenciando apenas 0s
métodos e mantendo a mesma diluicdo. Na tabela 19 observa-se que as maiores concentracdes
estimadas foram em sua maioria, obtidas pela metodologia LGB, assim como no experimento

anterior.



Tabela 19: Resultados comparativos entre as metodologias Titulagdo Amperométrica e LGB

(Experimento 12)

Amostra TA Diferenca % em relacdo a média LGB Diferenca % em relacdo a média
1 99,4 5,49 102,3 -4,60
2 93,2 -1,09 110,4 2,96
3 98,3 4,32 109,3 1,93
4 89,4 -5,13 104,5 -2,55
5 89,7 -4,81 106,4 -0,77
6 90,2 -4,28 110,3 2,86
7 94,5 0,29 113,2 5,57
8 98,4 4,43 103,2 -3,76
9 95,6 1,45 108,4 1,09
10 93,6 -0,67 104,3 -2,73

Média | 94,23 - 107,23 -
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Figura 22: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro do experimento 12
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Um detalhe interessante na tabela 20 a gradativa reducdo nas médias entre 0s

experimentos, fato que reforca a hipdtese da perda de amostra da solu¢do concentrada ao se

trabalhar com a mesma em dias sucessivos.
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Tabela 20: Resultados comparativos entre os desvios padrfes da comparagéo entre Titulagédo
Amperométrica e Metodologia LGB

Média Titulacdo amperométrica LGB
Experimento 1 229,7 227,6
Experimento 2 218,2 219,2
Experimento 3 183,6 175,0
Experimento 4 164,5 161,8
Experimento 5 104,0 108,5
Experimento 6 94,2 97,4

Vale ressaltar que houve uma perda consideravel de concentragdo da solucdo
padrdo durante o0s experimentos de comparacdo entre a Titulagdo Amperométrica e
metodologia LGB, da ordem de 130 ppm em média.

Na tabela 21, estdo compilados todos os valores de desvido padrdo dos
experimentos comparativos entre a titulagdo amperométrica e a metodologia LGB. Nota-se
que a variacdo entre os desvios padrdes da metodologia LGB é menor em comparacdo dos

obtidos pela titulagdo amperométrica, mesmo sem nenhum dos valores estar acima de 5%.

Tabela 21: Resultados comparativos entre os desvios padrfes da comparacao entre Titulacdo

Amperométrica e Metodologia LGB

Desvio Padréao am-[l)—:atrli)l;(;éi?’ica LGB
Experimento 1 3,9 3,7
Experimento 2 2,7 3,8
Experimento 3 3,9 4,3
Experimento 4 4.7 4,2
Experimento 5 3,6 4,0
Experimento 6 2,8 2,6

Uma maior variacdo no desvio padrdo € atribuida a uma maior influéncia de erros
aleatdrios, ja que variagcbes maiores em torno da média sdo atribuidos a falhas ou erros na
execucdo do método desconhecidas ou dificeis de serem identificadas pelo analista.

No experimento 11 os valores do coeficiente de variacdo tanto para titulacéo
amperométrica como metdologia LGB foram praticamente 0s mesmos

Analisando os desvios padrdes dos experimentos anteriores (1, 2 e 3) a

comparacdo entre a Titulagdo Amperometrica e a metodologia LGB tiveram desvios padrdes
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bem similares. E importante citar que o nimero de experimentos desta Gltima comparacio foi
0 dobro do nimero de experimentos comparando o0 método EPA 327.0 e a metodologia LGB.
Ainda assim tomando como base mesmo o0s menores valores de desvio padrdo entre a
Titulacdo Amperométrica e a metodologia LGB, estes sdo similares aos desvios dos conjuntos
de dados entre método EPA 327.0 e metodologia LGB. Vale ressaltar esta se comparando o0s 3
primeiros experimentos da Titulagdo Amperométrica versus metodologia LGB com os dados
da comparagdo entre 0 método EPA 327.0 e a metodologia LGB. Esta comparagao serve
ilustrar 0 qudo dispersos estdo os dados nos métodos. Utilizou-se essa comparagdo, pois,
aplicou-se 0 mesmo fator de diluicdo para ambos 0s experimentos comparativos.

A utilizacdo de um mesmo fator de diluicdo visou atender a dois requisitos
basicos. Em primeiro lugar, submeter as técnicas analiticas ao mesmo fator de dilui¢éo, ou
seja, mesma condicdo de andlise. Em segundo lugar, o fator de diluicdo de 1/200 garantiria
que todas as concentracOes analisadas estariam na faiza de analise de todos os métodos

estudados.

6.5 - Uso de testes de significancia na comparacdo entre a Titulagdo Amperométrica e a
Metodologia LGB

Com o valor de F calculado comparou-se com o valor de F critico de acordo com
numero de dados da titulacdo amperométrica e a metodologia LGB que, nesta situacdo sdo 0s
mesmos. Na tabela 22 estdo listados os valores de F calculado para cada conjunto de dados. O
intuito foi comparar conjuntos de dados e investigar se ha diferencas nas precisfes entre 0s
métodos ao nivel de significancia de 95%.

Nota-se que em nenhum dos conjuntos de dados difere ao nivel de significancia
de 95%. Observando a tabela 21 nota-se que este é o conjunto de experimentos que apresenta
a maior variacdo entre os valores de desvio padrdo entre métodos. Assim a diferenca
significativa é justificada pelos valores apresentados pelo desvio padrdo pois, no calculo do
teste F sdo utilizadas as variancias que nada mais é que o desvio padrdo ao quadrado. No
experimento 8 observa-se que a média (tabela 20) sdo similares mas os desvios padrdes foram
bastante diferentes (tabela 21). Importante citar que, mesmo as medias sendo similares, isso
ndo interfere na precisdo quando se comparam métodos, ou seja, o teste F avalia se 0s
possiveis erros randémicos comprometeram ou ndo um dado conjunto de dados. Vale frisar
gue em um mesmo conjunto os erros podem se distribuir em torno da média e assim, avaliar

métodos primeiramente pela média pode tornar-se na avaliacdo comparativa entre métodos.
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Tabela 22: Resultados do teste F dos dados comparativos entre as metodologias Titulacéo
Amperométrica e LGB

Desvio Padréo Desvio
Dia Tltulaggo_ Padrio LGB F F crit

Amperomeétrica

1 3,9 3,7 0,90

2 2,7 3,8 1,98

3 3,9 4,3 1,22 2978

4 4,7 4,2 0,80

5 3,6 4 1,23

6 2,8 2,6 0,86

Tabela 23: Resultados do teste F (Variancia e precisao intermediaria) dos dados comparativos entre

as metodologias Titulagdo Amperométrica e LGB

Titulacdo
Variavel Estatistica | Amperométrica LGB

MSd 32170,29 20461,16 = F crit

MSe 13,67 15,09
57 13,69 15,09 1,10 2
57 3215.662 2044607 0,92 27
Z

Sir) 3229,33 2959,70 0,92

O teste T foi aplicado para que se pudesse investigar a hipdtese nula, ou seja, de
que ndo diferencas significativas entre os métodos ao nivel de significancia de 95%. E
importante destacar que os valores de F critico encontrados na tabela 16 referem-se ao teste T
“two tail”, pois, ndo se sabe os valores obtidos estdo acima ou abaixo da média verdadeira.
Nesta mesma tabela observam-se os valores de T calculado para os conjuntos de dados dos
experimentos comparativos entre a titulacdo amperométrica e a metodologia LGB.

Nota-se que somente nos experimentos 9, 11 e 12 os dados diferem
significativamente ao nivel de significancia de 95%. Vale lembrar que anteriormente que em
nenhum dos dados do experimento 8 apresentou diferenca significativa quanto a precisédo,
considerando a hipotese nula de que, o0 método alternativo (LGB) possui precisdo semelhante
ao método normatizado (EPA 327.0). No entanto, quanto a exatiddo, utilizando o teste T
diferencas significativas foram constatadas.

No caso dos experimentos 9,11 e 12, estes apresentam precisdes similares, mas

diferem significativamente quanto a acuracia entre os conjuntos de dados. No caso da
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acurécia, 4 dos 6 experimentos ndo diferiram significatiamente, ou seja, comparando estas
informacBes vé-se que na maioria dos experimentos a titulagio amperométrica e a
metodologia LGB tiveram precisfes similares e quanto a acuracia também observou-se que na
maioria dos experimentos, a metodologiaLGB ndo diferiu sinificativamente ao nivel de

significancia de 95%.

Tabela 24: Resultados do teste T dos dados comparativos entre as metodologias Titulacéo
Amperométrica e LGB

Teste T 7l T critico
calculado

Experimento 7 1,30
Experimento 8 0,66
Experimento 9 4,64 210
Experimento 10 1,33 ’
Experimento 11 2,68
Experimento 12 2,14

Outro detalhe a ser destacado é que em testes de siginificancia ndo se leva em
consideracdo o sinal obtido pelo valor de T calculado. Um teste aplicado, em conjuncéo aos
testes anteriores, foi o Teste de Ponto de Hipotese, onde se avalia se a tendéncia apresentada
pelo método alternativo é aceitavel ou ndo em comparacdo a um valor critico de t na
distribuicdo de Student. Na tabela 17, estéo listados o valor de T calculado e o valor critico, se
acordo com os graus de liberdade utilizados na equacdo. A tendéncia entre o método LGB e o

método EPA 327.0 € aceitavel pois, t.,; = ta; ; vs. Esse fato € interessante pois, apesar de o

Teste T indicar erros sistematicos nos experimentos em 3 dos experimentos, isto ndo indicou
gue a tendéncia observada entre 0s métodos, estivesse além de um valor critico. Vale ressaltar
também que, mesmo a dispersao consideravel, tanto nos valores absolutos de concentracGes
estimadas, quanto na variacdo em torno da média, ndo evidenciou que a precisdo e a acuracia

entre os métodos, fosse prejudicada.

Tabela 25: Resultados do teste de ponto de Hip6tese dos dados comparativos entre as metodologias

Titulacdo Amperométrica e LGB

TESTE DE HIPOTESE

Sp 3081,57

Sd 513
Tcal 0,0015
Terit 2,23
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Apesar de representar resultados confusos, a dispersdo observada quanto a
amplitude entre as variagdes em torno da média para ambas as metodologias, quando
comparada a observagdo dos dados nos graficos Box-plot, & que as variacdes em torno da
média sdo valores relativos. Diferente dos gréficos, que consideram quantos valores absolutos
estd acima ou abaixo da mediana, e acima do Qs e do Q;s. Ou seja, as amplitudes observadas
nos desvios em relacdo a média possam ou ndo coincidir com as observaces dos gréaficos

Box-plot.

6.6 - Comparacao entre os fatores de diluicdo utilizando Titulacdo Amperométrica

A diluicdo em muitos processos de analise é um procedimento experimental
bastante comum. A comparacéo entre fatores de diluicdo visou-se investigar a variancia entre
o efeito da diluicdo para uma mesma amostra e uma mesma metodologia. O teste estatistico
utilizado foi Anova one-way, pois hd apenas uma variavel dependente, o fator de diluicéo.
Esses fatores de diluicdo foram escolhidos, pois mesmo que uma solu¢do matriz tenha uma
concentracdo da ordem de 300 mg/l ou mais, com as diluicBes aplicadas a amostra diluida
estaria dentro da faixa de analise do titulador amperométrico.

A diluicdo foi ajustada no proprio aparelho que permite que sejam feitas
mudancas tais como alteracdo de volume da amostra e fator de diluicdo caso a amostra seja
bastante concentrada. Na tabela 26 estdo os valores de concentracdo de dioxido de cloro
utilizando os fatores de diluicdo 1/100, 1/200 e 1/250, tendo como matriz a solucao
padronizada de dioxido de cloro mais concentrada.

Vale ressaltar que o foco desta etapa era avaliar se a diluicdo poderia fazer com
que houvesse diferencas significativas ao nivel de significancia de 5%. Os valores
apresentados estdo bem proximos e uma amplitude entre 92,6 ppm (fator 1/200) e 114,5 ppm
(fator 1/250). Esta amplitude corresponde a uma diferenca de 21,9 ppm. Todos os valores
listados variaram entre aproximadamente 93 e 115 ppm. Outro fator importante a ser
destacado €, que as amostras foram preparadas sequenciadas, ou seja, cada amostra era

preparada com o fator de diluicdo a ser analisado.
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Tabela 26: Dados comparativos entre os fatores de diluicdo para a Titulacdo Amperométrica

(Experimento 13)

Fatores de diluicdo

Amostra — rele[t)g?g |§ rilrgdia A0 relg)g?c\)/ Iécl) rirgdia 50 relz;ias(;/ I{‘S rirgdia
1 112,3 7,75 99,5 -3,19 98,4 -6,92
2 109,4 4,97 99 -3,68 102,3 -3,23
3 99,5 -4,53 102,6 -0,18 105,4 -0,30
4 98,6 -5,39 103,1 0,31 108,2 2,35
S 105,6 1,32 98,4 -4,26 112,6 6,01
6 104,2 -0,02 92,6 -9,90 114,5 8,30
7 105,8 1,52 110,3 7,32 103,5 -2,10
8 97,9 -6,06 113,5 10,43 100,8 -4,65
9 101,6 -2,51 105,3 2,45 102,6 -2,95
10 107,3 2,96 103,5 0,70 108,9 3,01
Média | 104,22 X 102,78 X 105,72 X

Na tabela 26, nota-se que

os valores das concentragcdes diferiram em torno da

média entre aproximadamente -6% e 8% na diluicdo 1/100, enquanto que na diluicdo 1/200

estes valores variaram entre 10% e 10,5% em torno da média. Na diluicdo 1/250, a variagédo

esteve entre -7% e 6,5%. Nota-se que a diluicdo que apresentou a menor amplitude quanto a

variacdo em torno da média foi a diluicdo 1/100, ou seja, a solugdo menos diluida. Na figura

23, estdo representadas graficamente as variacfes das concentracdes obtidas pelos fatores de

diluicdo estudados. A diluicdo 1/200 foi a que apresentou o maior valor mediano, enquanto

que as outras diluicdes, 1/100 e 1/250, apresentaram variacbes maiores acima do valor

mediano, ou seja, acima da mediana os valores estavam mais dispersos.
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Figura 23: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro no experimento 13
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Logo apds a solugdo concentrada de dioxido de cloro era estocada ao abrigo da
luz e na geladeira para evitar perdas por volatilizagdo. Tal procedimento visou minimizar as
perdas de concentracdo da solugdo padréo. Os experimentos comparativos entre os fatores de
diluigdo foram realizados em dias consecutivos, assim como nos experimentos anteriores.

Na tabela 18 estdo apresentados os dados do experimento 14 de comparagéo entre
os fatores de diluigdo. A mesma metodologia anterior foi utilizada para este experimento. No
entanto, devemos frisar que um ponto em especial foi desenvolvido durante a pesquisa ao
utilizar a titulacdo amperométrica. A adicdo do titulante foi controlada, sendo programada
diretamente no aparelho seguindo as recomendagfes do fabricante, de forma ser reduzido o
volume de titulante adicionado. Tal procedimento foi adotado em todos 0s experimentos
comparativos dos fatores de diluicdo. Este procedimento visou diminuir o ruido do aparelho
que, prejudicava a obtengdo de uma boa curva de titulagdo pelo aparelho.

A curva de titulacdo apresentada na interface digital do aparelho é Corrente x
Volume de titulante, tal como reproduzida na figura 24. O ajuste para o calculo do volume
correspondente ao ponto final de cada etapa da titulacdo pode ser feito de forma automatica
ou manual. O fabricante sugere que o ajuste seja feito de forma manual para que as medidas
sejam mais confiaveis. Nesse sentido, o fabricante recomenda no manual de instrucfes que a
porcdo da curva antes e depois seja a mais linear possivel para que o aparelho possa

reconhecer e calcular de forma o volume correspondente ao ponto final.

Porcdes lineares da curva

/

Corrente

Volume

Figura 24: Gréfico genérico de Titulagdo amperométrica.
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Existem funcdes que selecionam a melhor porcao da curva obtida para os célculos
do volume correspondente ao ponto final. Dessa forma, o aparelho fornece volume do ponto
final e ao final de todas as etapas calcula a concentracdo de dioxido de cloro presente na
amostra, como explicitado no procedimento da titulagdo amperométrica. Os valores de
concentracdo do experimento 14 ndo foram muito inferiores aos do experimento anterior,
estando em torno de 90 mg/l e 112 mg/I, tendo uma aplitude de aproximadamente 22 mg/I.

Na tabela 27 é possivel notar que, a diluicdo 1/100 variou em torno da média entre
aproximadamente -7% e 10%, enquanto que na diluicdo 1/200 a variacéo foi entre -10% e 9%
em torno da média e na diluicdo 1/250 foi entre -5% e 11%, ou seja, a maior amplitude entre
as variacdes em torno da média foi nas diluicdes 1/100 e 1/200, ou seja, estes foram os dados

mais dispersos em torno da média de cada diluigdo analisada.

Tabela 27: Dados comparativos entre os fatores de diluicdo para a Titulagdo Amperométrica

(Experimento 14)

Fatores de diluicdo

Desvio em Desvio em Desvio em
Am; Str (1/100 relacdo a média LZDe relacdo a média LZ50 relacdo a média

ppm) (%) (Ppm) (%) (ppm) (%)
1 95,6 -6,87 99,4 -1,58 95,6 -5,24
2 103,4 0,73 100,5 -0,50 99,4 -1,48
3 100,2 -2,39 103,5 2,48 98,7 -2,17
4 97,4 -5,11 102,5 1,49 103,5 2,59
5 102,9 0,24 98,4 -2,57 103,7 2,79
6 102,3 -0,34 90,4 -10,50 112,4 11,41
7 109,5 6,67 103,7 2,67 97,5 -3,36
8 97,2 -5,31 110,3 9,21 95,8 -5,05
9 112,3 9,40 102,7 1,68 98,5 -2,37
10 105,7 2,97 98,6 -2,38 103,8 2,88

Média | 102,65 X 101,00 X 100,89 X

Na figura 25, estdo compilados os dados das concentragcdes estimadas para cada
diluicdo estudada, em graficos Box-plot. Nota-se que, a variacdo foi muito similar em
comparacdo aos dados do experimento anterior (tabela 17). A diluicdo 1/100 e 1/250
apresentaram os dados mais dispersos em torno da mediana, enquanto que na dilui¢do 1/200,

0s dados estiveram todos proximos em torno da mediana.
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Figura 25: Variacao da concentragdo de dioxido de cloro no experimento 14

Os dados do experimento 15 estéo listados na tabela 28. Nela é possivel observar
que ha uma consideravel diminuicdo nas concentracdes estimadas por todos os fatores de
diluicdo, ou seja, ndo somente um fator de diluicdo apresentou uma concentracdo estimada
menor. Em teoria, quanto maior a diluicdo ou mais sucessivas as diluicbes aumenta-se a
probabilidade de perda de amostra. A utilizacdo de fatores de diluicdo da ordem utilizada
deve-se a dois fatores.

O primeiro fator foi que o aparelho, em experimentos preliminares ndo conseguia
calcular de forma adequada o volume do ponto final de cada titulacédo, pois, o nivel de ruido
observado em cada curva era muito grande dificultando a estimativa de uma boa curva para 0s
calculos. O outro fator € que a possibilidade perda de amostra era maior pois, uma amostra
menos concentrada era preparada para os calculos. Os fatores de diluicdo utilizados
conseguiram estimar a concentracdo, pois, mesmo a uma concentracdo de aproximadamente
de 90 mg/l e diluindo a amostra 250 vezes teriamos uma concentracdo teorica de
aproximadamente 0,4 mg/l, valor que representa 4 vezes o limite de deteccdo do meétodo
informado pelo fabricante do equipamento.

Na tabela 28 observa-se que o menor valor estimado foi de 80,4 mg/l e 0 maior foi
102,1 mg/l, correspondendo aos fatores de diluicdo 1/250 e 1/200 respectivamente. Isto
corresponde a uma amplitude de aproximadamente 22 ppm entre as analises realizadas, valor
maior gue o conjunto de dados do experimento anterior.

Os dados mais dispersos, em relacdo & média de cada diluicdo, correspondem a
diluicdo 1/250. Este fator de diluicdo variou entre -11,5% e 2,7%. Na diluicdo 1/100, as
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concentragdes estimadas variaram entre aproximadamente -3,7% e 6% em torna da
concentracdo média estimada. A diluicdo apresentou concentragcdes variando em torna da

media entre -7% e 5%, sendo uma variagdo similar ao da dilui¢do 1/250.

Tabela 28: Dados comparativos entre os fatores de diluicdo para a Titulagdo Amperométrica
(Experimento 15)

Fatores de diluicdo

Amostra| /100 relz;‘eélsc\)l s média | /200 relzla:l)(;asc\)l s média | 1250 relz;e?asg 5 média

(ppm) (%) (ppm) %) (ppm) (%)
1 89,4 -3,71 92,3 0,14 87,5 -3,69
2 90,5 -2,52 94,3 2,31 80,4 -11,50
3 95,4 2,76 95,5 3,61 90,5 -0,39
4 97,4 4,91 96,7 4,91 92,5 1,82
5 89,4 -3,71 91,2 -1,05 94,3 3,80
6 92,3 -0,58 90,7 -1,59 92,4 1,71
7 90,5 -2,52 85,7 -7,02 94,3 3,80
8 95,6 2,97 86,9 -5,72 90,3 -0,61
9 89,5 -3,60 89.8 -2,57 93,1 2,48
10 98,4 5,99 98,6 6,98 93,2 2,59

Meédia | 92,84 X 92,17 X 90,85 X

Na figura 26 estdo os dados do experimento 15, em funcdo da dispersdo em torno
da mediana. Como nos experimentos anteriores, a dispersdo é muito similar em relacdo aos
experimentos anteriores (13 e 14), com a diluicdo 1/100 e 1/250 apresentando os valores mais

dispersos em relacdo a mediana.
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Figura 26: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro no experimento 15
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Na tabela 19 ndo nota-se uma diferenga marcante entre as concentracoes, apesar

de as concentracbes serem menores que no experimento anterior. Logo Vvé-se que do

experimento anterior para este houve uma perda de concentracdo da solugdo padrdo mais

concentrada. O fato que apoia a afirmativa é que todos os fatores de diluicdo obtiveram

valores semelhantes na estimativa da concentracdo de dioxido de cloro.

Os dados da ultima batelada de experimentos comparativos entre os fatores de

diluicdo estdo listados na tabela 29. Nesta ultima rodada de analises observa-se uma maior

variacao entre as concentragcdes estimadas.

Tabela 29: Dados comparativos entre os fatores de diluicdo para a Titulacdo Amperométrica
(Experimento 16)

Fatores de diluicdo

Amostr | 1/100 Desvio em 1/200 Desvio em 1/250 Desvio em
a (ppm) | relacdo a média | (ppm) | relacdo a média | (ppm) | relacdo a média
1 82,4 -2,91 91,3 0,43 79,5 -5,56
2 86,3 1,68 94,3 3,73 86,5 2,76
3 80,4 -5,27 93,2 2,52 83,6 -0,69
4 79,4 -6,45 89,4 -1,66 90,4 7,39
5 92,1 8,52 84,5 -7,05 89,4 6,20
6 90,4 6,52 89,4 -1,66 79,4 -5,68
7 85,4 0,62 91,2 0,32 78,4 -6,87
8 83,5 -1,61 93,9 3,29 80,6 -4,25
9 89,4 5,34 90,4 -0,56 84,5 0,38
10 79,4 -6,45 91,5 0,65 89,5 6,32

Média | 84,87 X 90,91 X 84,18 X
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Figura 27: Variagdo da concentracéo de didxido de cloro no experimento 16
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Apesar da variabilidade entre as concentracOes, este conjunto de amostras
apresentou uma menor amplitude que os outros 3 experimentos anteriores, de apenas 14,5
mg/l. A pequena amplitude ndo representa homogeneidade nos dados, apenas mostra 0 quanto
variou as medidas realizadas.

Na tabela 30 estdo os dados das médias entre todos os experimentos comparativos
entre os fatores de diluicdo. O experimento com a maior diferenca entre as médias foi o
experimento 16, sendo este também com os menores valores de concentracdo. O fato de o
altimo experimento apresentar as menores ndo foi novidade na pesquisa, visto que, a perda
por volatilizagdo no manuseio da amostra € bastante dificil de ser evitado, podendo ser
minimizado com acomodacao da solucdo padrédo em ambiente refrigerado. No entanto, o foco
da pesquisa ndo foi comparar as concentracfes entre experimentos sucessivos e sim entre 0s

fatores de diluicdo em um mesmo dia de amostragem.

Tabela 30: Dados comparativos entre as médias dos fatores de diluicdo para a Titulagédo

Amperométrica

Média Diluicado 1/100 Diluicdo 1/200 Diluicdo 1/250
Experimento 13 104,2 102,8 105,7
Experimento 14 102,7 101,0 100,9
Experimento 15 92,8 92,5 90,9
Experimento 16 84,9 90,9 84,2

Interessante notar que nesse experimento teve-se a menor amplitude entre as
concentracdes estimadas mas a maior variagcao entre as médias.Ou seja, uma amplitude menor
ndo significa que os dados estejam mais homogéneos. A menor varia¢do entre as médias foi
no experimento 13 de apenas 1,5 ppm.

A tabela 22 mostra um fato interessante do ponto de vista estatistico. O conjunto
de dados do experimento 16 apresentou menor amplitude e o desvio padrdo também teve
valores menores que dos outros experimentos. No experimento 13 para a diluicdo 1/200
apresentou-se 0 maior desvio padréo, ou seja, este foi o conjunto de dados menos homogéneo

da comparacdo entre todos os fatores de diluicdo.
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Tabela 31: Dados comparativos entre desvios padrdes dos fatores de diluicdo para a Titulacéo
Amperométrica (Experimento 16)

Desvio Padréo Diluicdo 1/100 Diluicdo 1/200 Diluigdo 1/250
Experimento 13 4,8 6,0 5,2
Experimento 14 5,4 51 51
Experimento 15 3,5 4,9 4,2
Experimento 16 4,6 2,8 4,6

No caso da diluigdo 1/200, esta obteve a menor variagdo na estimativa das
concentragdes no experimento 16. O experimento 14 foi o que alcangcou a menor variagao
entre os desvios padrdes. Isto € importante, pois, representa que os erros aleatdrios foram os
mesmos longo do estudo de todos os fatores de diluicdo, mesmo neste experimento o0s desvios
padrdes tenham estado acima de 5, sabe-se que 0s erros randdomicos foram 0s mesmos.
Diferente do experimento 16 que apresentou a maior variacdo entre os desvios padrdes, ou
seja, um erro aleatdério que possa ter se manifestado em uma diluicdo ndo foi 0 mesmo nas
outras dilui¢Bes. Isto dificulta ainda mais a identificacdo de possiveis erros aleatorios para o
analista.

O coeficiente de variagdo também foi estudado para estes conjuntos de dados.
Esta variavel também como o desvio padrédo informa variagdes em torno da média verdadeira.
O experimento que teve o maior coeficiente de variacdo foi o experimento 13 para a dilui¢éo
1/200. Este conjunto de dados também apresentou o maior valor quanto ao desvio padrédo
entre todos os conjuntos de dados. O menor coeficiente de variacdo foi no experimento 16
para a diluicdo 1/200 e este também foi 0 menor avlor dentre todos os desvios padroes nestes
experimentos comparativos para os fatores de diluicdo. Apesar do experimento 16 ter
apresentado a menor amplitude entre os valores de concentracdo de dioxido de cloro e a maior
variacdo entre as médias, obteve o conjunto de dados mais homogéneo referente a diluicéo
1/200.

Tabela 32: Coeficientes de variagéo entre os fatores de diluicdo da Titulacdo Amperométrica (em

sequéncia por batelada)

Coeficiente de Variacdo | Dilui¢do 1/100 Diluicéo 1/200 Diluicéo 1/250

Experimento 13 4,6 5,8 4,9
Experimento 14 5,3 50 51
Experimento 15 3,8 5,3 4,6

Experimento 16 5,4 3,1 55
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6.7 - Utilizacdo do teste ANOVA One-Way para os fatores de diluigio

A utilizacdo do teste estatistico é bastante comum quando se deseja comparar
metodologias analiticas. Pode ser utilizada também quando se quer comparar desempenhos de
diferentes analistas ou diferentes condi¢des de analise. No caso trabalho desenvolvido, este
teste tem o intuito de investigar diferentes condi¢cdes de analise nos conjuntos de dados, ou
seja, a variagdo nos fatores de diluicdo. Como a estimativa deste conjunto de concentragdes
foi realizada pelo mesmo analista, organiza-se uma tabela ANOVA one-way.

Caso utilize-se, outro analista e diferentes condigdes de andlise ou diferente
metodologias, teria de ser feita uma tabela ANOVA “two way”. Nos experimentos notou-Se
que houve uma variacdo pronunciavel nos desvios padrées do experimento 16, No entanto,
guando em um mesmo experimento temos variagdes parecidas nos desvios padroes significa
que os erros aleatorios se propagaram da mesma forma, ou seja, errou-se da mesma forma e
isto dependendo da frequéncia vem a tornar-se um erro sistematico, onde o analista ja tem
condicdes de identificar mais facilmente.

Na tabela 33 estdo listadas os valores de F calculado para cada experimento
comparativo entre os fatores de diluicdo. Dentre todos 0s experimentos o Unico que ficou
acima do F critico foi o experimento 16. Assim confirma-se a hipdtese inicial na discussdo do
teste ANOVA one-way, 0s erros aleatdrios neste experimento foram tdo perceptiveis que o

conjunto de dados foi significativamente diferente ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 33: Dados comparativos de teste ANOVA fator Unico entre os fatores de diluicdo para a

Titulacdo Amperométrica

AnS()i\r/:]B.pli:StOF F Calculado F critico
Experimento 13 0,750 3,354
Experimento 14 0,360 3,354
Experimento 15 0,637 3,354
Experimento 16 8,104 3,354

O experimento 14 apesar de ter tidos valores de desvio padrdo (tabela 31) mais
elevados ndo foi significativamente diferente pois, o analista “errou” aleatoriamente
praticamente da mesma maneira em todos os fatores de diluicdo. Prova disso € que o valor do
F calculado para o experimento 14 foi o menor dentre todos F dos experimentos. No
experimento 13 também houve certa variacdo nos valores dos desvios padrdes mas, isto ndo

causou diferencas significativas ao nivel de significAncia de 5%, apesar deste conjunto de
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experimentos ter apresentando o maior desvio padrdo dentre todos os experimentos. O desvio
padrdo guarda uma intima relagdo com o teste ANOVA pois, 0 que se utiliza para o célculo da
tabela sdo as variancias, ou seja, 0 desvio padrdo ao quadrado. Apesar do experimento 16 ter
apresentado a menor amplitude entre os valores de concentragdo (tabela 20), isto mostrou
apenas que a amplitude é uma medida absoluta e que, o desvio padrdo € que d& maiores
informagdes quanto a precisdo do método e distanciamento da média verdadeira.

Com o intuito de comparar somente entre os fatores de diluicdo do experimento
que diferiu significativamente ao nivel de significancia de 5%, organizou-se uma tabela
ANOVA one-way comparando os valores dos fatores de diluicdo do experimento 16.
Observa-se que o fator de diluicdo é o Unico fator de diluicdo que se diferencia
significativamente dos outros dois fatores de diluicdo. Assim nota-se que o fator de diluicdo
1/200 que antes no experimento 13 havia apresentado o maior desvio padrdo (tabela 22)
também diferiu de forma significativa ao compararmos somente dentro de um mesmo
experimento. Um fato interessante, pois esta diluicdo foi a utilizada para fins comparativos
entre a titulagdo amperométrica e a metodologia LGB. Logo a diluicdo ndo constituiu um
fator que apresentasse diferencas significativas ao nivel de significancia de 95%, entre todos

os fatores de dilui¢do estudados neste experimento.
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7 — CONCLUSOES

e O Teste F quando aplicado as metodologias EPA 327.0 e LGB mostrou que 0s conjuntos
de dados ndo diferiam significativamente ao nivel de confianca estipulado para o trabalho,
95%, sendo a analisado tanto a repetibilidade dos métodos quanto a precisdo
intermediéria;

e A metodologia EPA 327.0 e a LGB apresentaram padrédo de disperséo similar em torno da
mediana, apesar de 0 método 327.0 ter apresentado dados mais dispersos, fato evidenciado
pela analise dos gréaficos Box-plot, tendo tido inclusive a presenca de outliers, no conjunto
de dados;

e Os valores de coeficiente de variacdo obtidos em ambos os métodos também estiveram
dentro do valor maximo estipulado no método EPA 327.0 que € de 20%, fato que mostrou
que a metodologia LGB obteve uma variabilidade similar ao método normatizado;

e A metodologia LGB apresentou acuracia similar ao método EPA 327.0, fato evidenciado
pelo teste T e o Teste de Ponto de Hipotese, sendo o ultimo também utilizado para avaliar
se a tendéncia entre os metodos é aceitavel, sendo que a tendéncia entre os métodos esteve
dentro do aceitavel ao nivel de significancia de 95%;

e A recuperacdo obtida pelos métodos EPA 327.0 e LGB esteve dentro da faixa
recomendada (70-130%) para concentragdes acima de 0,5 mg/l, sendo que os valores de
recuperacao estudados foram os mesmos para ambas as metodologias;

e A comparacdo da titulagio amperométrica com a metodologia LGB através do teste F
mostrou que, o método LGB ndo apresentou precisdo pior que o a titulagcdo
amperométrica, método normatizado, ao se avaliar a variancia da repetibilidade e a
precisao intermediaria no mesmo nivel de concentragéo;

e A metodologia LGB apresentou acuracia similar a titulacdo amperométrica, fato
evidenciado pelos resultados do teste de Ponto de Hipdtese e o teste T mostrou que ndo
houve erros sistematicos que mostrassem que os dados entre a titulacdo amperométrica e a
metodologia LGB diferissem significativamente ao nivel de 95%;

e A metodologia que apresentou o maior custo foi a titulagdo amperométrica por conta da
aquisicao do equipamento, mas em termos de reagentes foi a metodologia EPA 327.0;

e A comparagdo entre as metodologias referenciadas e a metodologia LGB serviu como

estudo do comportamento frente a métodos normatizados;
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A metodologia de mais simples execucédo foi a metodologia LGB, sendo seu procedimento
experimental executado em aproximadamente 7 minutos;

A metodologia LGB (Lissamine Green B) apresentou-se como a mais viavel tanto em
tempo de execugdo (7 minutos) em relacdo as outras, método EPA demorou em torno de
35 minutos e a titulacdo amperométrica em torno de 45 minutos. Além disso, 0 método

LGB é 0 mais barato considerando-se as analises individuais.



74

8 - RECOMENDACOES

e Estudos de interferentes tais como clorito e clorato em diversas concentragdes devem ser
realizados para as metodologias LGB e EPA 327.0 de acordo com as caracteristicas da
rota sintética utilizada pelo gerador comercial de diéxido de cloro;

e Realizar um protocolo de validacdo com a metodologia LGB entre diferentes laboratorios
com profissionais treinados para a execucdo desta técnica, para avaliar a reprodutibilidade
da metodologia LGB;

e Aplicar testes de interferéncia do cloro livre para a metodologia EPA 327.0;

e Realizar testes de interferéncia de cloro livre em concentragbes maiores que os utilizados
pelos idealizadores da metodologia LGB;

e Avaliar a capacidade de operacdo do titulador amperometrico em diferentes etapas do
tratamento de agua, analisando concentragfes dos sub-produtos da desinfeccdo com
dioxido de cloro;

e Realizar treinamento especifico para a titulagio amperométrica, visto ser uma técnica

automatizada que exige certo nivel operacional para o analista;
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