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RESUMO

Neste estudo, foi validado um método espectrofotométrico para determinacdo do teor de perdxido
de hidrogénio em aguas de abastecimento publico. A reacdo colorimétrica foi baseada na reacédo
entre H202 e Titanium (1V) bis (ammonium lactato) dihydroxide solution, que em meio aquoso
formam um complexo com absorbancia maxima em 410 nm. O método desenvolvido atendeu todos
0s parametros preconizados pela Resolugdo n° 833 de 2003 da ANVISA, com R2 0,99, coeficiente
de variacdo (precisdo) 3,7%, exatiddo 97%, limite de quantificacdo de 0,65 mg L™ e limite de
deteccdo de 2,17 mg L™, podendo ser aplicado para determinacdo de peroxido de hidrogénio
residual, contribuindo para outras pesquisas e aplicacGes de tratamento de agua que utilizem
peroxido de hidrogénio como agente de desinfeccao.

Palavras-chave: Peroxido de Hidrogénio residual, validacdo de método, espectrofotometria, agua
potavel.

ABSTRACT

In this study, a spectrophotometric method for determining the hydrogen peroxide content in public
water supplies was validated. The colorimetric reaction was based on the reaction between H202
and Titanium (1V) bis (ammonium lactate) dihydroxide solution, which in an aqueous medium form
a complex with maximum absorbance at 410 nm. The method developed met all parameters
recommended by ANVISA Resolution No. 833 of 2003, with R? 0.99, variation coefficient
(precision) 3.7%, accuracy 97%, quantification limit of 0.65 mg L™ and detection limit of 2.17 mg
L, which can be applied to determine residual hydrogen peroxide, contributing to other research
and water treatment applications that use hydrogen peroxide as a disinfecting agent.

Keywords: Residual hydrogen peroxide, method validation, spectrophotometry, drinking water.

1 INTRODUCAO

O peroxido de hidrogénio (H202) é umas das substancias mais utilizadas em processos de
oxidacdo para tratamento de &guas e efluentes. Diversos processos oxidativos avangados como a
fotoperoxidacdo de H202, Fenton, Foto-fenton, dentre outros, empregam o peroxido de hidrogénio
como reagente precursor. Este composto € um agente oxidante forte, com potencial padréo de 1,80

e 0,87 V, respectivamente, para pH 0 e 14. No entanto, o peréxido de hidrogénio sozinho néo
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possibilita a oxidagdo de compostos poluentes, sendo necessario combinad-lo com outros agentes
quimicos e fisicos para geracdo de radicais hidroxila. Esses agentes incluem o ion ferroso, 0 0zonio
e a radiagdo UV (Aoudj et al., 2018). O uso do perdxido de hidrogénio como oxidante possui
inimeras vantagens sobre outros tratamentos quimicos como aqueles que utilizam cloro e oz6nio: é
comercialmente disponivel, possui estabilidade térmica, pode ser estocado on-site, apresenta
solubilidade infinita em 4gua e ndo gera subprodutos em processos de desinfeccdo, como
organoclorados, por exemplo (Ramos, 2020).

O monitoramento dos niveis deste composto é indispensavel, uma vez que, a presenca de
peréxido residual pode causar sérios danos ao meio ambiente, no caso de aguas residuais tratadas,
ou serios danos a saude da populagédo, no caso de agua destinada ao abastecimento publico. Para
gue uma metodologia analitica possa ser considerada segura, ela deve atender aos critérios de
aceitacédo descritos por entidades reguladoras, permitindo uma correta interpretacdo dos resultados
analiticos (Skoog, 2014). A validacéo de um método analitico é definida como um processo segundo
0 qual se estabelece, através de ensaios laboratoriais, que o desempenho do método obedece aos
requisitos da aplicacdo analitica. E um aspecto crucial para garantir a qualidade analitica desse
método e implementar um sistema de controle de qualidade em qualquer laboratério analitico.

A ANVISA, em sua resolucao n° 899, de 29 de maio de 2003, e o INMETRO, no documento
DOQCGCRE- 008, de 2006, citam os requisitos minimos para a validacdo de um método analitico.
Os parédmetros considerados os mais significativos para a realizagdo de validacdo de método séo
linearidade, precisdo, exatiddo e limiares analiticos dos quais fazem parte, o limite de quantificacdo
(LQ) e o limite de detecgéo (LD) (Skoog, 2014).

1.1 LINEARIDADE

E um parametro que indica a proporcionalidade entre a concentracio do analito e o sinal
monitorado, dentro de um intervalo especificado. Esta relagdo é obtida através de uma expressdo
matematica bem definida, que relaciona concentracdo do analito na amostra com uma resposta do
sistema de detecgdo, podendo ser expressa matematica por uma equacdo de primeiro grau, conforme

a Equacéo 1.

v=ax+ b Equaciol

Em que: y - é a resposta medida, variavel dependente; x - concentracdo do analito, variavel
independente; a - inclinacdo da curva de calibracdo (coeficiente angular); b - interseccdo com o eixo
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y (coeficiente linear). Para espectroscopia UV-vis, a linearidade pode ser mensurada pela relacao
entre absorbancia e concentracdo dos padrdes de calibracdo. E importante ressaltar, que quando
maior o coeficiente angular obtido, maior sera a sensibilidade do método em relacdo ao analito em
estudo. A Resolucdo n° 899 da ANVISA recomenda que a linearidade seja determinada pela analise
de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo

deve ser = 0,98.

1.2 PRECISAO

Este pardmetro pode ser avaliado de duas formas: através da repetitividade e da
reprodutibilidade. Assim, a repetitividade expressa a precisdo durante o processamento de uma
sequéncia analitica num curto periodo de tempo, no mesmo laboratério, com a mesma
instrumentacao e condi¢des de operacéo, e pelo mesmo analista. Por outro lado, a reprodutibilidade
reflete a precisdo em dias diferentes, podendo implicar diferentes analistas, equipamentos e
reagentes (LEITE, 2013).

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padréo
relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de medidas atraves do desvio padréo relativo (DPR)
ou coeficiente de variacdo (CV%), segundo a Equacao 2.

Dp
- L] ]
CVo% aa % 100% Equacio 2

Em que: DP é o desvio padrdo e CMD; a concentracdo média determinada. O valor maximo
aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a concentragao do analito na
amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se admitindo valores superiores a 20%
(ANVISA, 2003; INMETRO, 2006). Este € um importante parametro porque possibilita decidir se

0 método analitico é confiavel ou ndo para o objetivo da analise

1.3 EXATIDAO

A resolucdo n° 899 da ANVISA determina que este parametro deve ser verificado a partir
de, no minimo, 9 (nove) determinagdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja,
3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatidao é expressa pela
relacdo entre a concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentracdo teorica

correspondente conforme a Equacéo 3:
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Concentragac media experimental

Exatidio = ¥ 100% Equacio 3

Concentracio tedrica
1.4 LIMIARES ANALITICOS
De acordo com a resolucdo n° 899 da ANVISA, em métodos instrumentais, a estimativa do
limite de deteccéo pode ser feita com base na relagdo entre desvio padrdo e coeficiente angular da
curva de calibracdo, e calculado através da Equagéo 4.

LD = DPa = 3/C4 Equacio 4

Em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracGes proximas ao suposto limite de quantificacdo. CA é
o coeficiente angular da curva de calibracao

O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da andlise de solucBes contendo
concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel determindvel com precisdo e exatiddo

aceitaveis. Pode ser expresso pela Equacéo 5.

LQ = DFa = 10/CA Equacio 5

Em que: DPa é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentra¢cbes do analito préximas ao suposto limite de

quantificacdo. CA é o coeficiente angular da curva de calibracdo (ANVISA, 2003).

2 METODOLOGIA

O procedimento experimental para construcao da curva analitica compreendeu o preparo de
padrdes com diferentes concentragdes de H202 em agua ultra-pura. Utilizou-se como indicador
colorimétrico o Titanium (IV) bis (ammonium lactato) dihydroxide solution, da Sigma-Adrich, que
ao reagir com o perdxido de hidrogénio em meio aquoso forma o &cido titanico, um sal amarelo que
absorve no comprimento de onda de 410 nm. As concentragdes dos padrdes de calibragdo foram
1,25,2,5,5,10,20e 50 mg L.

O preparo de amostras para registro da absorbancia envolveu a adi¢do 0,3 ml de Titanium
(1V) bis (ammonium lactato) dihydroxide em 3 ml do padrdo ou amostra contendo H202. Os padrdes
ou amostra foram entdo homogeneizados em um vortex a 300 RPM e, ap6s 10 minutos, realizaram-

se as leituras de absorbancia no espectrofotdmetro da FEMTO, modelo 600 plus.
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Todos as determinacdes das figuras de mérito seguiram as preconizacdes ANVISA e
INMETRO. A determinacdo da precisédo foi realizada através do método da repetitividade (preciséo
intra-corrida). Para anélise de exatiddo, utilizou-se como matriz a Agua de abastecimento pulblico
da cidade de Campina Grande, que é captada no acude Epitacio Pessoa, tratada e destribada pela
Companhia de Agua e Esgotos do Estado da Paraiba. Trés amostras contendo concentragio de 1,25,

5 e 50 mg L de H202 foram preparadas utilizando a 4gua matriz.

3 RESULTADOS
3.1 LINEARIDADE
Na Figura 1 ¢é apresentada a curva analitica obtida para determinacdo da concentracdo de

H202 pelo método proposto. O valor de absorbéncia plotado corresponde ao valor médio para trés

leituras.

Figura 1- Curva de analitica para determinagéo do teor de H,O, em &guas. A Equacdo 6 corresponde a regressao pelo
método dos minimos quadrados.
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vy = 0,0065x + 0,0008 Equacio 6.

Foi obtido um coeficiente de correlagdo linear de 0,999, que atende as recomendagdes da

Resolucéo n° 833 de 2003 da ANVISA.
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3.2 PRECISAO

Tabela 1: Valores de concentragdo, absorbancia, média das absorbancias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo
utilizada na analise da precisdo em espectrofotometria.
Concentracao Absorbéncia Desvio

(mg L™ 1° 2° 3 Media Padréo cv%
0 0 0 0 0 0,0000 0
1,25 0,007 0,005 0,006 0,006 0,0006 8,7
2,5 0,014 0,014 0,017 0,015 0,0017 115

5 0,034 0,034 0,035 0,0343 0,0006 1,7

10 0,067 0,068 0,069 0,068 0,0010 15

20 0,137 0,135 0,136 0,136 0,0010 0,7

50 0,32 0,325 0,33 0,325 0,0050 15

Verificou-se que o valor de CV para cada ponto da reta, determinados por meio da Equacéo
2, obedeceram ao limite recomendados pela Resolucéo n°® 833 de 2003 da ANVISA, que deve ser
menor que 20%. O CV médio, que equivale a 3,7 % também atende as recomendacdes desta

resolucéo.

3.3  LIMITES ANALITICOS

O desvio padrdo médio obtido pela Tabela 1 é de 0,0014, e o coeficiente angular obtido na
pela curva de calibragdo da Figura 1 é de 0,0065. O limite de deteccdo e de quantificacdo foram
obtidos atraves das Equacdes 4 e 5, respectivamente.

Segue: (LD = 0,0014 x 3/0,0065), LD = 0,65 mg L%; (LQ = 0,0014 x 10/0,0065) , LQ=2,17
mg L. Deste modo, o limite de deteccéo foi de 0,65 mg/L e o de quantificacdo de LQ=2,17 mg L
1 Sobrinho (2008) na validacido de metodologia espectrofotométrica para quantificagio dos
flavonoides de Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel, obteve valores LD e LQ de 0,75 e 2,51 mg
L1, respectivamente. Moura (2008), na validagdo de método analitico espectrofotométrico UV para
determinacdo de acido Usnico em lipossomas, obteve LD e LQ de 0,34 e 1,13 mg L7,
respectivamente. Desta forma, é possivel observar que os valores obtidos de LQ e LD encontrados

sdo proximos aos descritos na literatura para métodos espectrofotométricos.

3.4 EXATIDAO
A Tabela 2 a seguir apresenta os valores calculados de concentracdo, os valores
experimentais de concentracdo obtidos, a media, o desvio padrdo e os valores de exatiddo

calculados.
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Tabela 2: Valores calculados de concentracéo, os valores experimentais de concentragdo obtidos, média, desvio padrdo
e os valores de exatidao para teste de H,O; residual.
Absorbancia

Concentracéo - Concentracéo Exatid&o
Teorica (mg L) L 2 ¥ Media experimental (mg L) %

1,25 0,008 0,008 0,008 0,008 1,108 88,62

5 0,034 0,035 0,036 0,035 5,262 105,23
50 0,31 0,32 0,31 0,313 48,082 96,16

Os valores da exatiddo foram obtidos através da Equacao 3. A média da exatiddo referente
as trés concentracOes € de 97 %, e este resultado indica o quanto os valores experimentais estdo

proximos dos valores tedricos.

4 CONCLUSAO

A analise de mérito demostrou que o método desenvolvido atende todas as preconizacgdes
estabelecidas pela ANVISA/INMETRO, para os parametros de validacdo determinados. Foram
obtidos coeficiente de correlacdo de 0,99, coeficiente de variacdo de 3,7%, limite de deteccdo de
0,65 mg L* e de quantificacdo de LQ= 2,17 mg L™ e exatiddo de 97 %. O desenvolvimento do
método é uma importante contribuicdo ambientes de pesquisas e aplicacdes de tratamento de agua

que utilizem peroxido de hidrogénio como agente de desinfeccao.
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