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Desenvolvimento de Metodologia Analitica
para a Quantificacao de Teor de Fosfato de
Mistura de Estabilizantes para Sangue Animal
por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier

Development of an Analytical Methodology for Quantification of Phosfate Content in Animal Blood Stabilizer Mixtures by
Fourier Transform linfrared Spectroscopy
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Desde a antiguidade utilizavam-se métodos visando a conservagdo de alimentos,
como exposicao solar, defumagdo e salga. Entretanto, ndo havia dados cientificos sobre
a decomposicdo de alimentos. Atualmente, os fosfatos sdo uma classe de conservante
forte e amplamente utilizado em varios segmentos. Este trabalho apresenta uma nova
metodologia para quantificagdo direta de P,O, e NaCl de um produto comercial utilizado
como estabilizante para sangue animal produzido por uma empresa da regido do Vale do
Paraiba (SP), utilizando espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) como tecnologia aplicada na andlise. Os resultados do FTIR foram comparados
estatisticamente com a analise realizada por titulag@o potenciométrica (como metodologia
referéncia). Os testes estatisticos indicaram que o FTIR e a técnica de referéncia sdo
equivalentes na obten¢do da quantificagdo do teor destes conservantes possibilitando a
substitui¢do da titulagdo potenciométrica como forma de analise do material.

Palavras-chave: titulacdo; potenciometria; espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR).

Since ancient times, methods have been used to preserve food, such as sun exposure,
smoking and salting. However, there was no scientific data on the food decomposition.
Currently, phosphates are a strong class of preservative and widely used in several
segments. This work presents a new methodology for direct quantification of P,O,
and NaCl from a commercial product used as a stabilizer for animal blood produced
by a company in the Vale do Paraiba (SP) region, using Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) as technology applied in the analysis. The FTIR results were
statistically compared with the analysis performed by potentiometric titration (as a
reference methodology). The statistical tests indicated that the FTIR and the reference
technique are equivalent in obtaining the quantification of the content of these
preservatives, making it possible to replace the potentiometric titration as a way of
analyzing the material.

Keywords: titration; potentiometry, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).
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Introducdo

Os alimentos, mesmo os obtidos a partir de fontes
naturais, apresentam um tempo de vida util. Apds certo
periodo ocorre o processo de deterioracdo dos alimentos,
devido a agdo de microorganismos, contato com o ar, a
acdao de enzimas, entre outros fatores, inviabilizando o
seu consumo.'

Na antiguidade eram utilizados como principais
métodos de conservacdo de alimentos os processos de
defumacdo e salga. Atualmente, com a evolugdo das
pesquisas ¢ das técnicas empregadas pela industria de
alimentos ja existem novas técnicas, tais como: controle
daumidade, fermentacéo, uso de irradiagdo, temperatura e
adicdo de aditivos conservantes etc."?

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
apresenta regulamentagdes especificas para os aditivos
alimentares que sdo permitidos e quais as quantidades.
Os fosfatos apresentam limite maximo permitido pela
legisla¢do brasileira em 0,5g/100g ou 0,5g/100mL.’

O estabilizante utilizado neste trabalho ¢ um fosfato de
grau alimenticio fabricado por uma empresa da regido do
Vale do Paraiba (SP), projetado para ser estabilizante de
sangue animal coletado no abate de frigorificos e utilizado na
produgdo de ragdo animal, atuando para evitar os processos de
coagulagdo do sangue durante o transporte ¢ estocagem. Sua
estrutura ¢ composta de cloreto de sddio (NaCl), pirofosfato
acido de sédio (SAPP) e tripolifosfato de sddio (STP).

A espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) ¢ uma técnica de caracterizagdo baseada
na interacdo da luz com a matéria. Apds a interagdo
cada tipo de ligacdo quimica apresenta uma vibragdo
caracteristica, permitindo a diferenciago e a quantificagdo
de componentes presentes nos materiais analisados.*

O objetivo do trabalho foi melhorar a analise do teor de
fosfato (P,0,) no estabilizante comercial por espectroscopia
vibracional no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), eliminando a necessidade de tratamento especifico
de efluentes contendo substancias potencialmente toxicas
e proporcionar a substituicdo da titulacdo potenciométrica
como forma de analise do material.
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Materiais e Métodos

Paraarealizagdo daparte experimental do trabalho foram
utilizados os seguintes solventes e reagentes: hidroxido de
sodio 50% - Na(OH), acido cloridrico P.A. 65% - HCI, acido
acetico glacial P.A - CH,COOH, nitrato de prata - AgNO,,
tripolifosfato de so6dio — STP, pirofosfato acido de sodio -
SAPP, cloreto de sddio-NaCl e agua desmineralizada.

ANALISE QUANTITATIVA DE P,O, POR
POTENCIOMETRIA

A metodologia utilizada para a quantificagdo de P205
foi baseada em Lutz (2005).5 O principio da realiza¢do da
analise € o processo de hidrolise do fosfato em ortofosfato,
seguido da sua titulacdo potenciométrica e a liberagao de
um ion H+ da molécula, conforme o descrito na Equacao I:

NaH,PO, + NaOH « Na HPO, + M
NaOH « Na,PO, + H,0

Inicialmente, ¢ necessaria a quantificagdo de P,O, nas
matérias primas, para se ter uma base para a curva de
calibragdo. Pesou-se 0,5000 g de amostra contendo fosfato,
adicionou-se 50mL de adgua desmineralizada e 10mL de
HCI1 P.A para a digestdo do grupo fosfato P,O., ou PO,
em sua forma mais simples, PO,. A solu¢do passou pelos
processos de agitacdo manual e aquecimento (durante 10
min apds o ponto de ebuli¢do). A solucdo foi resfriada em
temperatura ambiente e avolumada para 100 mL com agua
desmineralizada. Em seguida, o pH da foi ajustado (faixa
entre 1,50 e 1,80). A titulagdo foi realizada utilizando o
titulador automatico Titrino Plus 848 (Metrohm) com
solu¢do aquosa de NaOH (0,2 mol.L"). A titulacdo se
completou ao detectar-se dois pontos de viragem. O

resultado foi calculado a partir da Equagao 2:

(V2 — V1)NaOH *NNaOH = EqP205) (2)

Mamostra

%P20s =

Onde: VI = volume do ponto de inflexdo 1, V2 = volume
do ponto de inflexdo 2, NNaOH = normalidade real da
solugdo de NaOH, EqP,0, = 1 mL de NaOH — 0,20 mol.L"!
= 70972mg de P,O, e Mamostra corresponde a massa
da amostra em gramas. O procedimento foi repetido em
triplicata para o SAPP e o STP.
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ANALISE QUANTITATIVA DE CLORETOS
POR TITULACAO POTENCIOMETRICA DE
PRECIPITACAO

A metodologia utilizada para a quantificacao de cloretos
por titulagdo potenciométrica foi baseada em Lutz (2005).°
O método tem como base a precipita¢do do ion cloreto com
nitrato de prata, conforme a Equagao 3:

Cl- + AgNO, — AgCl| +NO,_ 3)

Para a realizacdo da andlise, inicialmente pesou-se
0,2 g do estabilizante de fosfato e adicionou-se 100 mL
de agua desmineralizada sob agitacdo, posteriormente
adicionou-se 5 mL de 4cido acético P.A. Utilizou-se o
titulador automatico Titrino Plus 848 (Metrohm) com
solu¢@o aquosa de NaOH (0,2 mol.L™").

O resultado foi calculado a partir da Equagao 4:

9% NaC] = Y NABNO3 * EaNaCl @

Mamostra
Onde: v = volume do ponto de inflexdo, NAgNO, =
normalidade real da solu¢do de AgNO,, EqNaCl = 1 mL
de AgNO, - 0,1 mol.L" = 5,8450 mg de NaCl e Mamostra
corresponde a massa da amostra em gramas.

ANALISE QUANTITATIVA DE P,0_POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A metodologia de quantificagdo de P,0, no em
fosfatos alimentares foi desenvolvida e realizada no
espectrofotdometro de infravermelho com transformada de
Fourier — FTIR Nicolet iS5 ATR ID7 da Thermo Scientific.
Foram realizadas leituras na faixa de 4000-400 cm’', com
resolucdo de 4 cm™, com a leitura de 16 scans.

PREPARO DAS AMOSTRAS DO ESTABILIZANTE
DE FOSFATO PARA A REALIZACAO DA
ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

O estabilizante para sangue animal é composto
por uma mistura de trés produtos com granulometrias
diferentes. O SAPP é um p6 muito mais fino do que as
outras duas matérias primas e por isso a analise direta
pelo ATR seria prejudicada, sendo necessario incluir uma
etapa de moagem que se ndo for bem executada, pode
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acarretar erros analiticos. Dessa forma, optou-se por
fazer a preparacdo da curva analitica em solugdo aquosa
10% em agua desmineralizada.

Conforme estabelecido na especificacdo do produto,
ha uma faixa para a quantidade de cada componente,
demonstrado na Tabela 1. A regra geral para a variagido de
cada matéria prima ¢ de 25-50% no maior componente da
mistura e de 50-100% nos componentes de menor quantidade.

Tabela 1. Composi¢ao permitida para a composi¢do do estabilizante
de fosfato.

- Com- - -
Matéria . Limite Limite L.
. posi¢ao . . Varia¢ao
prima . minimo maximo
ideal
SAPP 19% 9,5% 28,5% 50%
STP 29% 14,5% 43,5% 50%
NaCl 52% 39% 65% 25%

Os limites minimo e maximo sdo colocados a uma
distancia suficiente para que o resultado esteja dentro da
area delimitada e nao distor¢a o espectro de forma que
dificulte a calibragdo. Uma tabela de execu¢do randdmica
(Tabela 2) contendo 26 pontos (dos quais 20 serdo usados
para calibracdo e 6 para validagdo) foi criada pelo
software Minitab®.

A partir do valor obtido previamente por titulagdo ¢
possivel calcular o valor de P,O, esperado para a amostra,
a partir da Equagéo 5.

%P1e * %P1) + (%P2e * %P2) )
100

Na qual: Ple € o valor calculado de %P,0, do SAPP,
Pl € o valor de %P,O, obtido atraves de titulagdo
potenciométrica do SAPP, P2e ¢ o valor calculado de
%P,0, do STP € P2 ¢ o valor de %P,0; obtido atraves de
titulagdo potenciométrica do STP.

As amostras para leitura foram preparadas da
seguinte forma: pesaram-se as amostras, em seguida
foram diluidas com 50mL de agua desmineralizada.
No equipamento, usou-se agua desmineralizada como
background, padronizando 4 gotas por leitura, obteve-se
o espectro de todas as 26 amostras.

%P>05 = ¢
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Tabela 2. Massa dos materiais utilizados na formulagdo das amostras
para a curva de calibragao.

SAPP (g) STP (g) NacCl (g) SOMA (g)
1,2250 0,7250 3,0500 5,0
1,0250 0,7250 3,2500 5,0
1,4250 1,1750 2,4000 5,0
0,4750 1,7250 2,8000 5,0
0,7150 1,3650 2,9200 5,0
1,4250 0,7250 2,8500 5,0
0,8750 2,1750 1,9500 5,0
0,7150 1,8150 2,4700 5,0
0,9150 1,8150 2,2700 5,0
0,9900 1,0900 2,9200 5,0
1,4250 1,6250 1,9500 5,0
0,7500 1,0000 3,2500 5,0
1,1500 1,9000 1,9500 5,0
0,4750 2,1750 2,3500 5,0
0,9500 1,4500 2,6000 5,0
0,6750 2,1750 2,1500 5,0
1,1900 1,0900 2,7200 5,0
1,1900 1,5400 2,2700 5,0
0,4750 1,2750 3,2500 5,0
0,9500 1,4500 2,6000 5,0
1,1800 1,3150 2,5050 5,0
1,4300 0,7650 2,8050 5,0
0,5550 2,0750 2,3700 5,0
1,1350 1,5050 2,3600 5,0
1,1450 0,9350 2,9200 5,0
1,0000 1,6650 2,3350 5,0

Com o software TQ Analyst montou-se a curva de
calibragdo. O primeiro passo foi adicionar a tabela do
software os componentes das amostras que se deseja obter
os resultados em porcentagem e o P,O.. Selecionaram-se
todos os espectros obtidos das amostras de calibragdo
e validagdo lidas anteriormente. Completou-se a tabela
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selecionando as opgdes de calibragdo e validagdo para
cada amostra e incluiu os valores calculados de cada
componente que se deseja obter.

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
Para a realizacdo das medidas correspondentes ao
estabilizante de fosfato foi utilizado o equipamento
FTIR Nicolet iS5 ATR ID7 (Thermo Scientific). Foram
realizadas leituras na faixa de 4000-400 cm’, com
resolugao de 4 cm™, com a leitura de 16 scans.

Resultados e Discussdo

Na analise quantitativa de P,O, por potenciometria
(Figura 1) o ponto de inflexdo foi detectado a partir da
diferenga potenciométrica, que ocorre quando um pico ¢é
gerado quando o analito e o titulado atingem um equilibrio.
A Tabela 3 contém os valores obtidos das analises em
triplicata realizadas com o STP e o SAPP.

Figura 1. Ponto de viragem na titulagdo de teor de P,0, por
potenciometria.

Tabela 3. Resultados das andlises de P,O, das matérias-primas por
titulagdo potenciométrica.

Produto | Amostra | Massa | Volume | Resultado | Média
1 0,5027 20,1963 57,46%

STP 2 0,5060 20,2820 57,711% 57,51%
3 0,5046 20,1578 57,36%
1 0,5030 22,4540 64,09%

SAPP 2 0,5009 22,3237 63,99% 64,02%
3 0,5003 22,2987 63,99%

Janaanalise do teor de cloretos, a titulagdo se completou
ao detectar o ponto de viragem que ¢ aproximadamente a
100mV (Figura 2).
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Figura 2. Ponto de viragem na titulacdo potenciométrica de teor
de cloretos.

No espectro ¢ possivel observar uma banda em
886,97cm™! correspondente a vibragdo do grupo fosfato
(P-O-P) e outra banda em 1141,13cm™ que corresponde a
vibragdo P=0.°

Para verificar se o método sugerido era realmente
eficaz, foram realizadas analises para garantir que os
resultados fossem comparaveis (Tabela 4). Usando titulagdo
potenciométrica, examinou-se 6 lotes distintos do teor de
P,O, e NaC, do estabilizante de fosfato em triplicata.

Tabela 4. Resultados de P,O, e NaCl obtidos por titulagdo e por FTIR.

Lote P,0, |P,O,(titu-| NaCl NaCl

(FTIR) | lagio) | (FTIR) | (titulagdio)
B3210415A 27,86% 28,63% 53,68% 51,32%
B3210416A 29,38% 28,94% 51,05% 52,15%
B3210416B 27,31% 28,85% 54,711% 53,01%
B3210420A 28,28% 28,25% 53,01% 52,84%
B3210818A 28,68% 28,77% 52,21% 52,89%
B3210818B 28,56% 29,00% 52,50% 49,60%

A andlise de teor de NaCl foi realizada para 6 lotes
diferentes do estabilizante de fosfato obteve-se o resultado
expresso na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados das analises de teor de NaCl.

Por meio da titulagdo potenciométrica, pode-se
observar que os resultados das anélises de P,O, e NaCl
variam. Além dos erros analiticos dos equipamentos e
analistas, a variagdo de pesagem e o fator real das solugdes
contribuem para isso. Existe uma faixa de resultado
aceitavel devido a esses erros e variagdes na composi¢ao
do produto, conforme mostrado na Tabela 6.

Tabela 6. Faixa de resultados aceitaveis para os produtos.

Lote titltll?fx(i:lllo Massa Volume
B3210415A 54,56% 0,2004 17,7283
B3210416A 50,60% 0,2003 16,4715
B3210416B 51,57% 0,2001 16,7674
B3210420A 62,32% 0,2000 20,2555
B3210818A 51,86% 0,2000 16,8652
B3210818B 51,61% 0,2001 16,7855

O software montou a curva de calibragao detectando as
bandas do espectro e calculando suas variagdes de acordo
com as amostras e os valores calculados. Montaram-se as
curvas de calibragdo de acordo com a Figura 4.
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Figura 3. Espectro do estabilizante de fosfato.
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Produto Resultado 3 _ﬁ

SAPP 63.0% - 64.0%

STP 56,0% - 58,0% 7

Estabilizante de fosfato 26,5% - 29,0% £ o #l
NaCl do estabilizante de fosfato <54,0% Figura 4. Curvas de calibragio
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Observa-se que entre os pontos de calibracdo ¢
validag@o, ndo houve ponto a ser ignorado por estarem
muito distantes da reta. A calibragio com PLS foi
extremamente eficaz, visto que os valores de R2 foram
proximos de 1. O célculo da reta R2 pode ser expresso pela
Equacao 6:

R?=SQt - SQres / SQt 6)

Onde: SQt corresponde a soma dos quadrados totais ¢
SQres corresponde soma dos quadrados dos residuos. Os
valores dos residuos (pontos distantes da reta) foram quase
0, tendo os pontos muito préximos a reta proposta.

VERIFICACAO DA METODOLOGIA ANALITICA
A andlise de varidncia (ANOVA) foi realizada para
determinar se o método sugerido era eficaz e vidvel
para uso em laboratorio. A analise é necessaria porque,
embora as diferencas nas medianas dos grupos possam ser
atribuidas a um erro de amostragem, em vez do efeito da
variavel independente sobre a varidvel dependente, isso
ainda € possivel. Se o erro de amostragem for a causa das
diferencas entre os grupos, elas ndo sao significativas.

Anova: Single Factor

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance
P205 (FTIR) 6 1,7007 0,28345 5,08E-05
P20s (titulagio) 5 1,7244 0,2874 7,46E-06
ANOVA
Source of Variatior S8 df Ms F P-value F crit
Between Groups  4,68075E-05 1 4,681E-05 1,606766 0,2336673 4,964603
Within Groups 0,000291315 10 2,913e-05
Total 0,000338122 11

Figura 5. ANOVA dos resultados das analises de quantificagdo de P,O,.

Anova: Single Factor

SUMMARY

Groups Count Sum Average Variance
NaCl (FTIR) 6 3,1716 0,5286 0,000159
NaCl (titulag3o) 6 3,1181 0,5196833 0,000175
0 0 #DIV/0!  #DIV/0!

ANOVA
source of Variatior Ss df MS F P-value Fcrit
Between Groups  0,000238521 2 0,0001193 0,642633 0,5484303 4,256495
Within Groups 0,001670228 9 0,0001856

Total 0,001508749 11

Figura 6. ANOVA dos resultados das analises de quantifica¢do de NaCl.
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Conclusao

O trabalho desenvolvido demonstrou eficacia e viabilidade
ao otimizar a andlise de P.Os por infravermelho com
transformada de Fourier — FTIR, reduzindo tempo e consumo
de reagentes. A aplicacdo de principios da Quimica Verde
minimizou o descarte de substancias toxicas ¢ a necessidade de
tratamento de efluentes. Utilizou-se equipamento acessivel, de
baixa manutengdo, com preparo simples de amostras e leitura
facilitada por ATR. Os resultados evidenciam avangos na
gestdo da qualidade, na eficiéncia dos processos laboratoriais e
no alinhamento com normas ambientais ¢ econémicas.
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