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RESUMO

Com o objetivo de conhecer as interagées‘entre’ acido
ascorbico e Fe2+, a ser adicionado a suco de laranja concentra-
do, estudou-se a determinacao desses compostos em solugdes indi
viduais e Jjuntos na mesma solucdo, variando-se as condicdes do
meio para.avaliar suas interfereéncias. As determinacgdes de écif
do ascérbico e Fe?' foram feitas pelo método da reducdao de ions
cipricos com cuproina enquanto somente os ions ferrosos fo-
ram determinados usando orto-fenantrolina. O sistema de uma fa-
se nas determinacles se mostrou vantajoso em simplicidade, rapi
dez e sensibilidade.

Os experimentos de adigdo de sulfato ferroso ao 4suco
de laranja e a estocagem mostraram que a adigdo ndo causa alte-
racoes indesejaveis no suco, se o mesmo for estocado refrigera~
do ou congelado. Um ensaio bioldgico com o suco fortificado mos
trou a importancia da ingestdo simultinea de acido ascorbico (vi

tamina C) e ferro, para aumentar a absorcgdo do ferro nio-heme.



ABSTRACT

In order to study the interactions between ascorbic
acid and Fe2+, that might be added to concentrated orange juice,
these compounds were determined separately and together in the
same solution, varying the conditions of the medium to evaluate
interferences.

The determinations of ferrous ions and ascorbic acid
were made using the reduction of cupric ions with cuproine while
iron alone was determined ﬁsing ortho-phenanthroline. The system with
only one phase showed imprbvement in simplicity, rapidity and
sensitivity.

Thé addition of ferrous sulfate to orange juice with
subsequent storage showed that the addition did not cause un-
désirable alterations in the juice if it was stored refrigerated
or frozen.

A biological assay with the fortified juice showed the

importance of the simultaneous ingestion of ascorbic acid (vi-

tamin C) and iron to improve the absorption of non-heme iron.



NOTACXO E DEFINICAO DE TERMOS‘

H,A acido ascorbico, simbolo utilizado na literatura.
HzAsc dcido ascdrbico, simbolo utilizado em nosso trabalho.

e! coeficiente de absortividade molar condicional, utilizado
em nosso trabalho para comparagdo com o ¢ encontrado na

literatura.
Hgb hemoglobina.

deplecéao periodo em que se forca o abaixamento da taxa de he-

moglobina do sangue, por dieta isenta de ferro.

replecao periodo em que se fornece ferro na dieta para a recu

peracdo da taxa normal de hemoglobina do sangue.

biodisponibilidade quantidade de um nutriente que é& digerido,

absorvido e metabolizado pelo organismo.

suco liofilizado suco de laranja submetido a um processo de
retirada total de &gua sob vacuo e baixa tem

peratura.
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na (545 nm)oo..--o.-o....o-neoo..otooo-..'o

Tabela 26 - Variacao da absorbancia dos carotendides do

Tabela 27

. » -~ +
suco de laranja com e sem adigao de Fe2 ar

mazenado congelado a - 18,09C, por 49 dias.

- Variacao da absorbancia dos carotendides do

. .~ 2+
suco de laranja com e sem adicao de Fe ar

mazenado a temperatura ambiente, por 49 dias.

Tabela 28 - Variacao da absorbancia dos pigmentos da fra

cd3o aguosa do suco de laranja armazenado i

temperatura ambiente por 49 dias...ceceec..

Tabela 29 - Divisao dos ratos em grupos de acordo com o

-Tabela 30 - Dosagem de hemoglobina dos ratos (g/100 mL)

PESO.ceeeesseseenoceoccscsosnsasassscssasssssa

a 540 nm (inicio do experimento)...ceeeeee.

Tabela 31 - Dosagem da hemoglobina dos ratos (g/100 mL)
a 540 nm no final da fase de deplegdo......
Tabela 32 - Consumo de racao (g). Periodo de replecao

(14 diaS)....-.-.o.-...--............-....o

Xv

Pagina

139

140

146

147

148

149

150

151

152



Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

33 -

36 -

Consumo de ferro (mg). Periodo de replecdo

(14 dias)‘.........‘.I......‘.........V.....
Replecao da hemoglobina. Periodo: 14 dias..
Replecdo da hemoglobina.ee.eeeeeeeseeeoeenns

Biodisponibilidade de ferro de varias die-

‘tas. Periodo de replecdo: 14 diaS....ece...

Estudo do efeito do pH na determinacdo de
acido ascdrbico pela reducdo de ions ci-
pricos (sistema bifasico) em tampio aceta

tO 0,50 M....a.o..O...Q.Q..o...-o.-..ocno

Estudo do efeito do pH na determinacdo de
acido ascérbico pela reducdo de ions ci-
pricos (sistema bifasico) em tampdo citra

to 0’50 M.......I.O...‘.....C......'..'..

Estudo do efeito do pH na determinacdo de
acido ascérbico pela reduc3o de ions ci-

pricos (sistema bifdsico) em tampido meta-

fOSfatO 0,50 M-o-o-ooooo--ooo--oooo-oooo-»

Estudo do efeito do pH na determinagéo de
2+

Fe pela reducdo de ions cilpricos (siste

ma bifasico) em tampdo acetato 0,50 M....

xvd
Pagina

154
156

158

162

204

204

205

205



Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

A.05

A.06

A.07

A.08

A.09

A.10

Estudo do efeito do pH na determinacdo de

2+

Fe® pela reducao de ions cipricos (siste

ma bifasico) em tampao citrato 0,50 M....

Estudo do efeito do pH na determinagdo de
re?t pela reducgao de ions cipricos (siste

ma bifasico) em tampdo metafosfato 0,50 M

Estudo do efeito do pH na determinacdo de
acido ascdrbico pela redugdo de ions cu-
pricos (sistema de uma fase) em tampao ace

tato 0’50 M..l..,.........l......‘O.......

Estudo do efeito do pH na determinacao de
dcido ascorbico pela reducdo de ions cu-
pricos (sistema de uma fase) em tampdo ci

tratO 0,50 M...-c..o.-o--coc.o’--u..o-oo.o

Estudo do efeito do pH na determinagao de
acido ascoérbico pela redugdo de ions cu-
pricos (sistema de uma fase) em tampao ace

tato 2’5x10—2 M.....'..-‘..I.....“....

Estudo do efeito do pH na determinacao de

acido ascorbico pela reducgdo de ions cu-

pricos (sistema de uma fase) em tampao ci

trato 2,5 x 1072 Muvoeeeeeeeesennnnnnnnns

XVAL

Pagina

206

206

207

207

208

208



Tabela A.11

Tabela A.12

Tabela A.13

Tabela A.14

Tabela A.15

Tabela A.16

Estudo do efeito do pH na determinagao de
dcido ascdrbico pela reducdo de ions cu-

pricos (sistema de uma fase) em tampao me

tafosfato 2,5 x 1072 Muoeeeeeeeanaannans
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Evolucao da absorbancia (relativa ao com-
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2

M) em tam

pdo acetato 2,5 x 10
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Evolucdo da absorbdncia (relativa ao com-
plexo [Cu(cuproina)z]+ em funcdo do tempo

de reacdo de uma mistura equimolar de aci

2+ (2,27 x 1074
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CAPITULO I

INTRODUGCAO E OBJETIVOS
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A deficiéncia de ferro da populacdo brasileira & um
dos casos de desnutricdo mais longamente reconhecido pelo meio
cientifico e pelas autoridades sanitdrias, porém nunca resolvii
do. Ultimamente, face a deterioracido do padrao alimentar nédio,
a caréncia de ferro atingiu uma fregliéncia e intensidade alar-
mantes, constatada no dia-a-dia dos postos de sauide e hospi-
tais.

Caso os governos estaduais ou federais venham a im-
plementar os seus programas de alimentacao institucional com me
didas para reverter essa situacao, uma das solucdes viaveis se~
ria fortificar algum alimento com ferro inorganico. Nesse esque
ma, o suco de laranja, componente rotineiro do cardapio da me-
renda escolar, aparece como uma escolha obrigatdria, em vista
da capacidade da vitamina C de preservar a forma ferrosa e for-
mar quelatos de ferro de alta assimilacdo pelo organismo.

Esta proposta sugere o preparo de suco de laranja con
centrado e fortificado com sulfato ferroso na prdpria indas-
tria processadora do suco, para ser distribuido na forma refri-
gerada ou congelada nos locais da merenda escolar. O suco seria
ent3o diluido na proporgdo certa para fornecer entre 25 e 100%
das necessidades diarias de ferro, de acordo com o interesse do
programa alimentar. Desta maneira, seria evitada a ma dosagem e
o manuseio excessivo pelos operadores.

Essa idéia simples ndo havia sido abordada anterior-
mente, portanto, desconheciam-se os problemas provenientes da
introducdo de ions ferrosos num sistema relativamente complexo

como o suco de laranja. Particularmente, desconhecia-se o com-

portamento do sistema ferro-vitamina C estocado nas condicoOes
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de témpo e? temperatura empregadas pela industria e pela ‘meren—
da.

A pesquisa desenvolvida nesta Tese teve como objetivo
avaliar fendmenos quimicos, sensoriais e nutricionais do suco
de laranja adicionado de quantidades variaveis de sulfato ferro
so. Os experimentcs foram realizados primeiro com solugbes pu-
ras de acido ascodrbico e sulfato ferroso separadamente para oti
mizar as qondigées analiticas. Foram estudados o efeito do pH
(2,65 - 6,00) e da presenca de acido citrico na reprodutibilida
de das determinégées. A seguir, foram estudadas misturas equimo
lares de acido ascéorbico e sulfato ferroso para verificar even-
tuais reacoes entre os compostos, em funcdo do pH e da presenca
de um quelante competitivo como o acido citrico.

A fase seguinte da pesquisa teve como objetivo realizar estu-
dos com suco de laranja industrial (concentrado a 50% de sOli-
dos totais) adicionado de sulfato ferroso para dar relacgbes de

2+

vitamina C : Fe de 1:1, 2:1 e 5:1. As amostras foram armazena-

das em diferentes condigdes e a evolucgao dos teores de vitamina

C e de re?t foi acompanhada por quase dois meses. Nas determina

cOes analiticas de vitamina C e de Fe2+

Cu2+ para cut que forma um complexo colorido com 2,2'-biquinoli

foi usada a reducgao de

. ~ + . . .
na. As determinacoes de Fez‘ individualmente foram feitas por
complexagéc com 1,10-fenantrolina.
Finalmente, foram realizados ensaios bioldgicos com

£ 2+
ratos para verificar se os teores de Fe

determinados analiti-
camente no suco causavam replecdo da hemoglobina em animais ané

micos.
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IT.1. Acido Ascérbico: estrutura e propriedades

Acido ascorbico & um sb6lido cristalino branco com pon
to de fusédo a 1920C e férmula molecular CeH g% - E uma lactona igA
saturada, sendo um forte agente redutor /1/. Normalmente reage
como 5cido monobasico sendo que o valor do PK, para o grupo hi-
droxi 3 & 4,17 e o PK, para o grupo hidrdxi 2 & 11,57 /2/. As
propriedades redutoras sdo devidas ao grupamento

- C(OH) = C(OH) ~-C = 0 com duas ligacgdes duplas conjugadas, e as

ragao 2,3-endiol /3/. Ambas as propriedades, as vezes Ooperam si
multaneamente., 0O eéspectro de absorcdo do icido ascorbico mostra
um maximo a 245 nm em meio acido e a 265 nm em meio alcalino

/4/.

II.1.1. Importancia nutricional

Acido ascérbico, uma importante vitamina solavel em
agua (32,0 g/100 mL a 259C) também conhecido como vitamina C,
existe na natureza em duas formas: reduzida e oxidada (&cido de
hldroascorblco) /5/. E encontrado em todos os tecidos vivos. Em
quase todos os mamiferos, a vitamina C & produzida no figado, a
partir da glicose /6/. Mas OS seres humanos, os macacos e alguns
- outros animais nio possuem a enzima que torna o figado capaz de

sintetiza-lo, devendo, portanto, obté-lo através da dieta /7/.
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Frutas citricas, vegetais verdes, tomates,,batétas,‘ vpimehtas,
caju e goiaba sao algumas fontes importantes de vitamina C, mas
o coﬁteﬁdo varia dependendo da variedade, fatores ambientaié e
processamento'/S/.

A vitamina C se concentra nos Orgdos e tecidos de al-
ta atividade metabdlica: as glandulas adrenais e'pituitéria, ‘0 N
cérebro, olhos, ovarios e outros tecidos vitais; | |

Qualquer forma de stress resﬁlta numa abrupta reducﬁb
no nivel de vitamina C do organismo. Uma das mais importantes
funcdes do acido ascorbico esta na sintese e conservacdo do co-
lageno, uma proteina que atua como o cimento gue sustenta é man
tém os tecidos e os Oorgaos do corpo juntos. O colageno ndo pode
ser formado sem acido ascoérbico (ele atua na hidroxilacdo da pro
lina); na sua falta, um colageno precursor nido fibroso & forma-
do /6/. Quando a vitamina C esta em falta, &€ o distiirbio na pro
ducado de colageno que causa os horriveis aspectos do escorbuto,
ossos frageis que se fraturam ao menor impacto (o coldgeno da
elasticidade e resisténcia aos ossos), artérias enfraquecidas
gue se rompem e sangram, etc.. A deterioracao gradual da forma-
cdo do colageno estd intimamente envolvida com o processo glo-
bal de envélhecimento.

A deficiéncia severa de vitamina C resulta no escor-
butb, cujos sintomas incluem hemorragia nos misculos e na pele,
dores nas juntas e articulagodes, um enfraquecimento geral do te
cido conjuntivo, letargia, perda de apetite e anemia. O inicio
do escorbuto & precedido por uma faléncia das forcas, a energia
se esgota rapidamente ao menor esfor¢o. A pele se torna palida

e sem brilho. As gengivas incham e inflamam, os dentes caem e a
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respiracao se torna dificil. O sangue penetra nos misculos € em ou~
tros tecidos, causando manchas negras. Nos estagios finais, pro
funda exaustdo e diarréia, assim como problemas pulmonares e re
nais, levam & morte /6/.

A vitamina C age no organismo como um potente desin-
toxicante. Ela anula os efeitos de metais pesados como chumbo,
mercirio e arsénio, o mondxido de carbono e o didxido de enxo-
fre da poluigéo do ar e muitos carcinogénicos que, se nao desin
toxicados, podem causar cl@ncer. Por exemplo, o acido ascdrbico
pode exercer consideravel efeito inibitdrio na formac3o de ni-
trosaminas & partir de nitrito (carnes), aminas e amidas (pesca-
dos) usados em alimentos preservados, em cosméticos (di ou tri-
etanclaminal), em cigarro e em muitas drogas, que sdo aminas se-
cundarias ou terciarias /7/.

A reacdao gque ocorre na queima de cigarros & a seguin-

nitrosaminas

0, o, /

combustao N ~———» NO ——> NO,
{compostos \\gizszato
nitrogenados) NO, NO

O &cido ascdrbico também atua no metabolismo do coles

2

terol, na transformacao do colesterol em acidos biliares, exclu
sivamente no estagio de formacdo do 7 u-hidrdxicolesterol, Na
auséncia de acido ascdrbico, um acimulo de colesterol nos teci-
dos de cobaias foi confirmado por varios autores /6/.

A biosintese da carnitina, a partir da lisina, envol=-
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ve duas etapas de hidroxilacdo dependentes do ascorbato. A.car-
nitina acyl-CoA transferase & a enzima chave que permite ao aci
do graxo de cadeia longa penetrar as membranas interiores do fi
gado para gue ocorra a liberacao do potencial energético nele
estocado. Cientistas sugeriram gue o©s sinals de cansago, um dos
sintomas mais comuns precursores do escorbuto, pbde ser atribui
do & deficiéncia da carnitina.

Além de participar do metabolismo da histamina e pros
taglandinas, da sintese de catecolaminas, o Acido ascérbico po-
de ainda ser usado no tratamento da esquizofrenia, de viroses e
pode aumentar o Q.I. em alguns pontos /6/. Em alimentos & usado
como antioxidante /7/.

Uma outra funcdo de grande importdncia do acido ascor
bico é a de aumentar a absorcdc do ferro ndo-heme dos alimen-
tos. A absorc¢doc do ferro ndo-heme depende de varios fatores en-
tre os quais, componentes inibidores presentes na dieta e por
precipitar como hidroxido férrico quando o pH se eleva no intes
tino delgado. Assim, o acido ascdrbico aumenta a absorgaoc do
ferro por evitar sua precipitacdo ou por manter o ferro na for-
ma reduzida e/ou por formar um quelato com ions férricos /8/.

Os efeitos dc acido ascodrbico e de alimentos contendo
a mesma guantidade de acido ascdorbico (vitamina C) parecem ser
os mesmos. Um aumento de 2 a 3 vezes na absorcao do ferro "n3o-
~heme de uma dieta pode ser esperado adicionando alimentos gque
contenham de 50 - 100 mg de &Acido ascdrbico /9/. Assim, o A&acido
ascorbico deve ser incluido no tratamento da anemia, além do

ferro.
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Ingestao diaria recomendada: O Committee on Dietary
Allowances recomenda a ingestdo didria de 60 mg de vitamina C
para adultos de ambos os sexos /10/. Com uma velocidade média
de catabolismo do ascbrbato de 2,9 % 0,6 por cento /11/ e uma
eficiéncia média de absorc3o do ascorbato de 85 por cento /12/,
a ingestdo diaria de 60 mg de vitamina C seria necessiria para
manter uma reserva de ascorbato no organismo de 1500 mg. Uma re
serva dessa magnitude protegera contra os sinais iniciais de escor-
buto, um adulto-do sexo masculino por um periodo de 30-45 dias /10/.

No entanto, o Dr. Michael Lesser considera que a quan
tidade de vitamina C didria varia muito de um individuo para ou
tro, podendo estar entre 100 e 200 mg, o que pode ser consegui-
do através de uma boa dieta /6/. Linus Pauling /13/, Prémio No
bel de Quimica, testou 110 plantas cruas e concluiu que a dose
diaria otima de vitamiha C estad entre 2,3 e 9,4 g (ele toma 10 g
por dia). O Dr. Michael Lesser considera outros fatores: as pes
soas primitivas ndo respiravam fumaca, nio bebiam dgua contami-
nada com cobre (o cobre inativa a vitamina C), ndo comiam ali-
mentos preservados com nitratos, ou fumavam cigarros (cada ci-
garro destrdi 25 mg de vitamina C). As pessoas primitivas nao
eram expostas a raios X que abaixam o nivel de vitamina C, ou
sujeitas a poluicdo de chumbo, mercirio e cidmio, e a vida nas
selvas pré-histdricas deveria ser menos estressante gue na sel-
va de Manhattén ou na mina de alcatrdo de Los Angeles /6/.

Dessa forma, cada pessoa deve usar a intuicio sobre a
quantidade de vitamina C necessiria a partir de uma anilise de

todos esses fatores em sua vida diaria.
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A tabela a seguir mostra um sumario de importantes in
formagdes sobre acido ascdrbico, sinais de deficiéncia e fontes

naturais.

I1.1.2. Reacgdes do acido ascdrbico

Acido ascérbico & rapidamente oxidado a acido dehidro

ascorbico por oxigénio, de acordo com a reacio:

CHZOH CH20H )
0
HCOH HCOH \ 7 O OH
+ C'—-—-C C
-2H* N
ey HO—CH - '
OH HC—OH 2\
I ) OH
H2C—OH
ACIDO ACIDO _ ACIDO ACIDO
ASCORBICO DEHIDROASCORBICO DICETOGULONICO OXALICO
A reagdao é aparentemente reversivel /1/ e é fun-

cao da temperatura, do pHe do teor de oxigénio da amostra aquo-
sa. A auto-oxidac¢do € fortemente catalisada por diversos ions
metédlicos, principalmente Cu(II) e Fe(III). O dcido dehidroas-—
cdrbico pode ser oxidado a &cido dicetoguldnico que, por hidrd-
lise, produz acido oxalico.

Sob condigdes anaerdbicas, o acido ascdrbico se degra

da em furfural e didxido de carbono.
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II.1.2.1. Reagdes de redugdo por &cido ascdrbico por transferén

cia de um elétron

A mais importante propriedade quimica do acido L-ascor
bico (H,A) e sua facilidade de oxidacdo pela transferéncié de
um ou de dois elétrons /14/. Quando um elétron & transferido
na etapa limitante da velocidade, o primeiro produto formado a
partir do acido L-ascérbico é o radical acido L-ascdrbico (HA®),
também chamado acido monodehidroascdrbico ou acido semidehidro-
ascorbico. O radical acido L-ascorbico (HA®) & um &cido forte
com pK 0,45 e no pH fisioldgico ele existe como um dnion radi-
cal (A*). A estrutura de A® parece ser biciclica segundo alguns

autores /15/, mas outros acreditam que uma dupla ligagdo C, - C

2 3

esteja presente em A~ /16/.

Radicais livres que danificam lipideos e outros com-
postos prontamente oxidaveis em alimentos e tecidos sdo elimina
dos pela reducgao com L-ascorbato /7/. Na reacdo, um elétron &
transferido para o radical livre de HA dando um radical ascor-
bato (A*). Esse radical funciona tanto como um bom agente oxi-
dante quanto como um bom agente redutor: ele reage consigo meé-
mo para produzir uma mistura 1:1 de &acido L-ascorbico e Aacido

dehidroascorbico /14/.



14.

(lleO’H ’
HCOH

Y 0
- HO /O ' o
Y | - OH

OH OH 0]
RADICAL ACIDO
L-ASCORBATO DEHIDROASCORBICO L-ASCORBATO

Admite-se geralmente que a rancificacao oxidativa em
lipideos & iniciada quando um radical livre ataca uma molécula
de lipideo para dar um radical alquila. Essa etapa de inicia-
cao & terminada na presenca de L—ascorbil—G—palmitato (AP), um
derivado do acido ascoOrbico solGvel em lipideos. Esse radical
ndo tem estrutura ciclica, mas o elétron desemparelhado esta de
localizado ao longo de seis atomos. Além disso, o AP também po-
de se desproporcionar em AP e dehidroascorbil-é6-palmitato.

Devido & sua reatividade com radicais livres, ascor?
bil-palmitato e acido ascdérbico se comportam como antioxidantes
tipicos: eles evitam a formacdo de perdxido em lipideos e retar
dam o inicio da reacao em cadeia que causa a deterioragao de
0leos vegetais, gordura animal, peixe, margarina, leite, vitami

na A e carotendides /17/.
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, fl'f l'"i H H
, e
R + —C=C~-CH,—C=C-
RADICAL ESTRUTURA PARCIAL DE L'P'bEO
LIVRE . .
7
CH20C(CH32 )14 CH3
|
HCOH
R
RAD"CAL .
LIPIDEO RADICAL ASCORBIL~-PALMITATO

INIBICAO DA REACAO ENTRE UM RADICAL LIVRE E UM LIPIDEO POR
L-ASCORBIL - 6 -PALMITATO /14 /.

Acido ascorbico reage ainda com o radical superdxido
(02‘), radical pefidroxil (HOZ'), radical hidroxila (HO®) e oxi
génio singlete. Essas reacles por acido ascdrbico retardam a au

to-oxidacao dos lipideos /14/.
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II.1.2.2. ReacOes de reducdo por acido ascdrbico por transferén

cia de dois elétrons

A reacdo do L-ascorbato com oxigénio molecular na-pre
senca de Ions dos metais de transicdo & de primordial importan-
cia na gquimica do ascorbato. Os metais de transicao, especial-
mente ions cuipricos e férricos, catalisam a auto-oxidacdo ligan
do o L—aséorbato e o oxigénio em um complexo ternario proposto

por Martell /18/.

CIIHZOH CIZHZOH
' HCOH
HCOH _ 3+ o
o + OZ AGUA o
— pH 3,5 —
-0 H b _0-H
L - ASCORBATO “Fedt
lenta, 2e” i COMPLEXO
ﬁ TERNARIO
0,
(0
HO -’ Ho /=0 5
~+ Fe + H2 02
O” OH OH
ACIDO

DEHIDROASCORBICO

REACAO DE OXIGENIO COM L-ASCORBATO NA PRESENCA DE Fe(II).

Dois elétrons m do L-ascorbato no complexo estdo liga-

dos ao oxigénio através do ion metdlico de transicdo /19/. o
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complexo se dissocia e os produtos si3o &acido dehidroascérbico,
peroxido de hidrogénio e o ion metilico. Na maioria dos alimen-
tos, o acido dehidroascérbico & rapidamente hidrolisado a acido
2,3-dicetogulonico, a reacdo é& n3o-reversivel e resulta em per-
da de atividade da vitamina C /7/.

A reacao catalisada por metais entre 02 e H2A aumen-
ta quando a acidez diminui de pH 1,5 a 3,5, confirmando que o
anion L-ascorbato estd presente no complexo intermedi&rio. A
perda auto-oxidativa de H,A se acelera proximo de pH 7,0 guando
reacoes secundarias se tornam importantes /14/.

O complexo ternadrio explica a oxidacdo mais ripida do
H,A por uma mistura de oxigénio e Ion metdlico /18/. A complexa
¢ao do ion férrico pelo ascorbato (HA”) & uma reacio muito mais
rapida do que a reducdo do ion férrico pelo H)A e o complexo
[Fe(III)"HA ] & estavel entre PH 2 e 8 e muito mais estdvel que o
complexo [Fe(II)'HA ] /20/.

A auto-oxidagdo é o mecanismo responsivel pela maior
parte das perdas de acido ascorbico em alimentos. Algumas técni
cas usadas para preservar a vitamina C sido: deaerar a amostra,
evitar contato com metais, adicionar quelantes de metais como
citrato, fésfatos e EDTA, abaixar a atividade da A&agua, abaixar

o pH /21/.
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II.1.2.3. Reacdo de oxidagdo do acido ascorbico por fons meta-

licos: Fe3+ e Cu2+

Sabe-se hd muito tempo que cobre(II) oxida &cido as-
corbico em condigbes anaerdbicas e catalisa a oxidacido de aAcido
ascorbico pelo oxigénio /19, 22/. A maioria dos estudos tem con
centrado sua atencao na reacgdo de Cu(II) catalisada por oxigé-
nio e prestado uma atencao limitada a reacdo direta de cobre(II)
com dcido ascorbico embora essa reacdo possa ser utilizada como
um método rapido, sensivel e seletivo de determinacdo de Aacido
ascorbico /23/.

Xu e Jordan /24/ fizeram um estudo da reacao de Cu(II)
com acido ascorbico em que tentam esclarecer seu mecanismo. A
reacao & dependente do pH (de forma inversa) e da concentracio
do ion metalico. Inicialmente, o ion Cu(II) forma um complexo
reversivel com o Ion ascorbato HA que, ao se dissociar, da ori
gem a um radical livre acido L-ascdrbico HA® pela reacio de
Cu(II) com HA . Esse radical & &cido e se dissocia rapidamente
em A* e H'. O radical livre ascorbato A* entdo reage com outro
fon Cu(II) dando origem a Cu(I) e acido dehidroascdrbico. Todas

as etapas do mecanismo podem ser resumidas no seguinte esquema:

Ka

HZA ga~ + HT
K¢
cu?t + ma fcu(a)1t
- K1 ~
cu?t + m cut + [HA"]
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K2
cu(ua)* cut + [HA"]
[HA"] [a*]- + =T
2+ - répida +
Cu + [A~] Cu + A

Martinez e Uribe /25/ fizeram um estudo semelhante pe

la técnica de stopped-flow para estudar a influéncia da acidez

Led . ~ - . - 3 + .
na reacao de oxidacao de acido ascorbico por Fe3 e confirmar

-

-seu mecanismo. O esquema de reacdes proposto foi o seguinte:

Kh
3+ 2+ +
r
e (aq) FeOH (aq) 4+ H
Ka _ +
H2A HA + H
K
3+ 1 2+ . +
Fe (aq) H2A Fe (aq) + HA + H
; K,
2+ + . +
FeOH (aq) + H2A FeOH (aq) + HA + H
K3
+ -
Fe (aq) HA Fe (aq) + A + H
K4
2+ - + +
+
FeOH (aq) HA FeOH (aq) + A + H
rapida

Fe(III) .\ + R ———— Fe(II) . + A + ut
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onde Fe(ITI) representa as duas formas possiveis do ion férri-
+ C o
co, Fe3+(aq) ou FeOH2 (aq); Fe(II) indica as formas correspon-

dentes ao 1ion ferroso, Fe2+ ou FeOHT R é o radical HA®

(aq) (aq)’
ou o radical A%; H2A €& o acido L-ascérbico; HA seu dnion e A
& o acido L-dehidroascdérbico.

Sobre a influéncia da acidez, os 'autorés ndo puderam
emitir nenhuma conclus@o pois na faixa de acidez usada no expe-

. + -~ . 2
rimento ([H'] = 1 - 3 M), a concentracao de H2A era muito maior

que a concentracdo de HA .

II.2. Métodos Analiticos para a Determinacgio de Acido Ascdrbico

Durante a Gltima década, muitas publicacdes aparece-
ram descrevendo analises de acido ascérbico em amostras de ali-
mentos, farmacéuticas e bioldgicas /26/. Isso provém da impor-
tdncia desse composto do ponto de vista nutricional, clinico,
farmacoldgico e industrial. Os principais métodos de anilise do

acido ascdérbico podem ser sumarizados em:

II.2.1. Métodos que utilizam as propriedades redutoras do acido

ascorbico

1- Titrimetria: o método titrimétrico mais classico

utiliza como reagente titulante o 2,6-diclorofenolindofenol
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(DCFIF) /27/. As solucgoes do reagente sdo azuis em pH neutro e
rosa em pH acido. A estequiometria da reacdo redox foi inicial
mente proposta por Tillmans /28/. A reacdo é rapida e & de pri-
meirabordfﬂn em relacdo a cada um dos reagentes. Esse método foi
utilizado por varios pesquisadores para dosar 4&cido ascérbico_
em varios tipos de amostras de alimentos /29/. E necessario, en
tretanto, nao esquecer que esse método pode levar a resultados
erroneos devido a presenca de outras substadncias redutoras na
amostra (por exemplo, fendis, sulfidrilos, trioses redutoras e
ions metalicos), sendo, portanto, necessario eliminar as subs-
tancias interferentes, o que pode tornar o método longo e com-
plexo.

Outros reagentes de Oxido-redugao que podem ser utili
zados sdo: tricloroacetato de ferroceno, ferrocianeto de potas-
sio, bromato de potassio, iodo, nitrato duplo de cério e amonio,

nitrato ou sulfato de cobre, etc. /27/.

2 - Métodos espectroscdpicos: ha métodos espectrosco-
picos que utilizam um indicador de o6xido-redugao na sua forma
oxidada. O reagente padr3o para a analise de acido ascOrbico &
o 2,6-dicloro-indofenol; o método consiéte em medir a absorban-
cia do DCIF a 518 nm antes e depois da adicdo da amostra.

Uma outra classe de reacdes colorimétricas de redox
envolve a reducao de ions metdlicos pelo acido ascdrbico para
produzir uma solucgdo colorida estavel /26/. Um dos métodos mais
comuns envolve a reducao de Fe(III) a Fe(II) pela vitamina. Um
complexo de Fe(II) colorido se forma depoié da adicdo do agente

quelante. A absorbancia é medida no maximo de absorcdo do com-
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plexb e & diretamente proporcional i concentracio de &cido as-
corbico. Os agentes quelantes de Fe(II) mais comuns s3o a o,a'-
-bipiridina, a 2,4,6-tripiridil-S-triazina (TPZ),' a ferroZina
(3-(2-piridil-5,6-bis(acido fenilsulfénico)—l,2,4—triazina)) e
a 1,10-fenantrolina. As vantagens da ferrozina sobre outros rea
gentes para Fe(II) incluem solubilidade, estabilidade e uma al-

ta absortividade molar (27.900) L.mol"l.cm-'1 quando comparada

com os complexos da fenantrolina (11.000) L.mol°1.cm_1 ou da

a,a'-bipiridina (8.650) L.mol t.cm™! /30/.
Outro ion metalico que pode ser utilizado na determi-

2+ que sendo reduzido a Cu+ pode

nacao de acido ascdérbico é o Cu
ser complexado por 2,2-biquinolina(cuproina) formando um comple
xo purpura avaliado espectrofotometricamente a 545 nm. A sensi-
bilidade do método é de 4,0 ug/mL. Esse método foi citado na 1li

teratura por Sieh e Sweet /31/ e tem sido objeto de estudo de

Contreras, G.E. /32/.

3 - ReagOes de derivatizacdo: um outro método colori-
métrico classico envolve medidas de absorbancia do composto for
mado entre dinitrofenilhidrazina (DNFH) e a forma oxidada do aci
do ascorbico. Nesse método, comumente denominado de método de
Roe e Kuether /33/, o acido ascdrbico é primeiro convertido a
acido dehidroascérbico por meio de um agenﬁe oxidante adequado.
Dinitrofenilhidrazina é, entdo, adicionada e, depois de um bre-
ve tempo de incubacdo, a cor é produzida depois da acidificacao
com acido sulfurico concentrado. A absorbancia é medida a 520 nm
e é proporcional as concentragdes do acido ascdrbico original e

do acido dehidroascorbico.
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Um outro método>cléssico de derivatizacdo envolve a
reacao de &cido ascdOrbico com a 4-metdoxi-2-nitroanilina diazota
da. Inicialmente estuéado por Schmall et alii /34/, o
método envolve a formacdo em meio alcalino de um composto azul, cu
ja absorbdncia (a 570 nm) é& proporcional a concentracao do aci-
do ascorbico original. Outras vitaminas e acido dehidroascdrbi-
co ndo reagem com O reagente. O'método é, portanto, apropriado

para estudos de estabilidade em medicamentos.

II.2.2. Métodos eletroquimicos

A eletro-oxidacao de acido ascdrbico na superficie de
um eletrodo segue um mecanismo irreversivel /35/ envolvendo a
perda de 2 elétrons e 24pr6tons ut para formar &cido dehidroas-
corbico. Esse produto reage rapidamente via hidratagdao irrever-
sivel para formar acido dicetoguldnico.

O acido ascorbico tem uma constante de velocidade ra-
pida e heterogénea com muitos tipos de eletrodos, entretanto ndo
é de surpreender que se encontrem muitos métodos eletroanaliti-
cos /36/. Outros pesquisadores /37/ aplicaram a voltametria li-
near com eletrodo de pasta de carbono para determinar &acido as-
cbrbico em frutas frescas, végetais, multivitaminas e bebidas.
Os voltamogramas foram corridos em solucdes de acido metafosfo-
rico e a faixa de linearidade esteve entre 10~ ° e 10> M. Para

determinar acido ascorbico na presencga de Fe(II), foi necessa-

rio adicionar 5-nitro-1,10-fenantrolina. Esse reagente comple-
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xou o ferro(II), e o complexo tinha um potencial de oxidacao
mais alto, O que permitiu medir seletivamente o acido ascérbi-
co. O método foi comparado com o método titrimétrico com  2,6-
-dicloroindofenol /38/ e apresentou limite de deteccgio mais bai
xo devido a melhor seletividade.

Outros métodos eletroquimicos tém sido usados para de
terminar &cido ascérbico, como a voltametria diferencial de pul
so e a amperometria /26/. A determinacdo de Aacido ascdrbico em
tabletes foi feita também pela analise de injecdo em fluxo /39/

e pelo método coulométrico /40/.

II.2.3. Métodos cromatogriaficos

Devido ao fato de a maior parte dos métodos espectros
copicos e eletroquimicos ndo poderem distinguir entre acido as-
cérbico, dehidroascdrbico, d-isocascérbico ou outro composto oxi
didvel, ndo & de surpreender que métodos de separacgdo sejam usa-

dos para aumentar a seletividade /26/.

IT.2.3.1. Cromatografia em camada delgada

Foi usada /41/ para separar os acidos L-ascérbico e
d-isocascOrbico presentes em carnes. A fase mdvel & a butanona
saturada com agua e a quantificac¢3o & efetuada por densitometria

apos a revelagao com 2,6-dicloroindofenol ou com acido molibdo-
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fosférico. As caracteristicas desse método ndao s3o muito satis-~
fatdorias porque a quantidade minima detectavel de &acido ascdrbi

co € de 80 mg por quilograma de alimento.

I1.2.3.2. Cromatografia em fase gasosa

B um método de separagéb muito eficaz mas infelizmen-
te, o acido ascorbico é destruido antes de ser vaporizado. E en
tdo, necessario transforma-lo num derivado volatil /42/. O deri
vado & isolado através de uma coluna do tipo silicone e detecta
do por ionizagao de chama. Essa técnica da bons resultados para
a dosagem da vitamina C em farinhas, no entanto, devido a com-
plexidade da técnica, normalmente se prefere a cromatografia 1i

quida de alta eficiéncia.

II1.2.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Sua grande vantagem & ndo estar sujeita aos problemas
de interferéncias e ainda permite, em uma sO operacao, néo' so-
mente a dosagem do acido L-ascdrbico, mas também de seus metabd
litos e compostos de estrutura semelhante /43/. E uma técnica
particularmente interessante quando se quer estudar a estabilida
de do acido ascérbico num alimento. No entanto, Hughes /1 / faz
uma critica a essa técnica em relac3o a efeitos de residéncia
das espécies na fase moOvel em separagCes feitas em uma coluna de Lichrosorb-

—NH2 e KHZPO4/CHBCN (50/50) como fase movel.
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I1.2.4. Mé&todo de reducdo de ions clpricos

Contreras, G. E. /32/, avaliando tocoferdis em va-
rios tipos de amostras, se utilizaram das propriedades reduto-
ras do tocoferol que, reagindo com compostos de cobfe, deram ori-
gem a ions cuprosos. Estes, em contato com um guelante especifi
co, formaram um complexo colorido que foi avaliado espectrofoto
metricamente. Os autores utiliiaram a cuproina, a neocuproina e
a batocuproina como complexantes dos ions cupricos.

Posteriormente, Contreras et alii /23/ aplicaram esse
método para a determinacdo de &cido ascorbico em muitos tipos
de amostras, comparando os resultados com o método de titulacgao
com 2,6-diclorofenol indofenol. O método consta inicialmente da
extracdao do acido ascétbico das frutas e hortalicas com Aacido
metafosfdrico 5% e o extrato € agitado vigorosamente com um pe-=
queno volume de cloroférmio para remover vitamina E, compostos
terpénicos, taninos e outros compostos lipossoliveis com proprie
dades redutoras. ’

A seguir, a fase aquosa tamponada e agitada com um sol
vente orgdnico (dlcool isoamilico) contendo ions clipricos e cu-
proina. O complexo formado de cor phxmra,[Cu(mgmoﬁﬁu2]+, sola-
vel em alcool isocamilico, & avaliado espectrofotometricamente a

545 nm.
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X = dnion monovalente

FORMULA ESTRUTURAL DO COMPLEXO ENTRE ION CUPROSO
E 2,2' - BIQUINOLINA

A reacao que ocorre durante O processo é a seguinte:

pH 4,6

H2A+2Cu+++4L——>2CuLZ+A+2H+

onde HoA & o Acido ascorbico, A é o acido dehidroascorbico e L
é o quelante cuproina.

A importdncia do sistema bifasico estd na eliminacgao
dos interferentes soliveis em agua presentes em alguns alimen-
tos (por ekemplo, aclicares redutores, cisteina e pigmentos do
tipo das antocianinas). Num sistema de uma fase, esses compos-
tos, quando presentes, também reduziriam cobre, dando valores
irreais do teor de &cido ascérbico, como constatado por Contre-
ras et alii /23/ na anilise de vegetais como repolho roxo, raba

nete, beterraba, etc..
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A sequir apresentamos alguns dados dos teores de aci-
do ascérbico em frutas e hortalicas determinados por Contreras
et alii pelo método de reducdo de ions clpricos /23/ e pelokmé-

todo convencional com 2,6-diclorofenolindofenol /38/.

Teores de acido ascérbico (mg/100 g)

Vegetal Método com Método com

cutt 2,6 - DCFIF

(titulacao)
Pimentao doce 165,4 163,9
Pimentdo chapéu 28,5 26,8
Repolho branco : 46,2 ' 43,4
Abobrinha 14,6 13,9
Maxixe 15,8 16,4
Vagem 17,3 18,2
Chuchu 6,9 6,4
Batata ' 27,7 26,1
Caqui 19,5 , 19,1
Manga | 34,7 33,8
Laranja (suco) 49,9 , 47,5
Goiaba 254,0 ' 258,2
Cenoura 8,1 7,6
Tomate . 18,1 18,5
Abdbora 7,7 ' 8,2
Salsinha | 81,0 91,7
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II.2.5. Reagentes especificos para cobre: cuproina, neocuproina .

e batocui:roina /44 /

Esses compostos sdo de muito interesse pois formam que
latos estaveis num anel de cinco lados com ions metalicos. Sua
caracteristica comum, que também ocorre na 1,10-fenantrolina e

na 2,2'-bipiridina, & o grupamento atdmico

N\ V4

c—2C - - -

/ \ | que é responsavel pela reacgao.
=N N =

A cuproina (2,2'-biguinolina), a neocuproina (2,9-di-
metil-1,10-fenantrolina) e a batocuproina (2,9-dimetil-4,7~-dife
nil-1,10-fenantrolina) sdo particularmente importantes pois nao
formam complexos com Ions bivalentes (Fe2+ e Cu2+) ja que apre-
sentam substituintes volumosos adjacentes aos nitrogénios imini
cos; ao contrario, formam complexos intensamente coloridos com
ions cuprosos, de formula CuL;X- e cuL¥Xx™ onde X~ é um &dnion mo

novalente.

O biquelato Cu(cuproina); é intensamente roxo (A - =
546 nm, € = 6.220 L .mol_1 .cm_l), formando-se em solugdes aquo
sas de pH 2,0 a 9,0, das gquais pode ser extraido em alcool iso-
amilico ou n-hexanol para avaliacdo fotométrica.

A neocuproina forma com ions cuprosos um complexo de
cor laranja (Améx = 454 nm), em solucdes de pH 3,0 a 10, poden-
do ser extraido em alcool isocamilico ou clorofdrmio. O coefici-
1 1

ente de absortividade molar desse complexo, € =7.950 L.mol —.cm .

O biquelato Cu(batocuproina); é de cor laranja (A g =
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479 nm) sendo obtido nas mesmas condigdes que os complexos ante

riores. Sua vantagem & a grande sensibilidade (e = 14.160

1

L.mol ~ . cm-l) , mas sua desvantagem & o alto preco.

\ _
N 7 N/ N\
—N N =
CUPROINA 1,10 - FENANTROLINA

o o 7 N\_/ \
N N =N N=

2,2'-BIPIRIDINA

ESTRUTURA BASICA
) : DE
BATOCUPROINA a,a’ - DIIMINA

FORMULAS ESTRUTURAIS DOS COMPLEXANTES ESPECIFICOS
PARA IONS CUPROSOS E FERROSOS
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II.3. Formacao de Complexo entre Acido Ascdrbico e Ferro

Khan e Martell /19/, .estudando a oxidagao do écido as-
corbico catalisada por Cu(II) e Fe(III), chegaram a formacao de
um composto int_ermediério ferro-ascorbato envolvido na reacgao
de oxidacdo do anion ascorbato cuja estrutura foi por eles pro-

posta como . sendo:

CH,OH 22 proton

ESTRUTURA PROPOSTA PARA O COMPLEXO FERRO-ASCORBATO 720/.

Conrad e Schade /45/ demonstraram a formacao de com-
plexos ferro-ascorbato quando adicionaram acido ascorbico a so-
lucdo de cloreto férrico, obtendo complexos de cor purpura. A
formacio desses complexos mantém o ferro em solug¢do na faixa de

pH de 2 a 11.

Martinez e Uribe /46 / sintetizaram e isolaram o com-—

3+

plexo azul de acido ascéorbico com Fe e, apos estudos espec-
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troscOpicos, propuseram sua estrutura cam:semiQFeumJ;g

Gorman e Clydesdale /20, 47/ determinaram as constan-
tes de estabilidade termodindmica dos complexos férricoé e fer-
rosos de ascorbato. As constantes de estabilidade para os _com-
plexos de ascorbato férrico e ferroso foram encontradas na fai-

xa de 1,90 x 103 a 2,61 x 104 3 a 6,95 x 10_2, res-

e 7,69 x 10~
pectivamente.

Martinez et alii /48/, por meio da técnica de stopped-
-flow, determinaram a constante de equilibrio de formagao do bi
quelato entre acido ascorbico e Fe(III) e propuseram a estrutu-
ra do complexo.

Nesses estudos os autores sempre procuram ressaltar a
importancia do acido ascOrbico seja para manter o ferro no esta
do reduzido, impedindo sua precipitacdo, seja formando um com-
plexo com ions férricos, impedindo sua complexagao com outros

compostos presentes em alimentos /7 / que prejudicam sua absor-

cao.



IX.4. Ferrxro

II.4.1. Importancia nutricional e absorgao

0 ferro, elemento presente em todas as células do 65
ganismo e envolvido com um grande nimero de reagdes biogquimicas,
tem uma importancia nutricional largamente conhecida /49/. A
anemia nutricional &, de acordo com a Organizacdo Mundial da Saa
de (OMS) /50/, um dos maiores problemas de satde publica ae pai-
ses em desenvolvimento. Sua maior causa & a deficiéncia de fer-
ro /51/.

A anemia ferropriva alcanca sua prevaléncia maxima
entre as populagdes do terceiro mundo, onde as dietas deficien-
tes somam-se fatores patolégicos agravantes como infecg¢Oes para
sitarias e outras caréncias nutricionais, capazes de agravar ou
desencadear deficiéncias de ferro /52/.

A prevaléncia da anemia ferropriva & um problema de
satde global, sua repercussao clinica sobre o organismo pode ser
dividida em efeitos hematoldgicos e ndo hematoldgicos /53/. Os
efeitos hematoldgicos sdo aqueles que resultam em anemia ferro-
priva, a mais comum das anemias, que ocorre como O balanco nega
tivo entre o aporte de ferro e as nécessidades do organismo, ou
por perdas crdnicas de ferro /54/.

A diminuicdo da hemoglobina impede a perfeita oxige-
nacio dos tecidos, restringindo a capacidade fisica do homem

proporcionalmente & sua gravidade. Porém, mecanismos fisiologi=-
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cos de adaptacgao a defiéiéncia de ferro permitem gque indivi-
duos gravemente anémicos continuem executando suas atividades
em niveis inferiores de eficiéncia, até a descompensacdo que po
de levar a faléncia cardiaca /54, 55/.

Os efeitos ndo hematoldgicos da deficiéncia de fer-
ro incluem declinio da performance aerdbica do tecido muscular,
efeitos deletérios sobre os tecidos epiteliais, efeito depres-
sor sobre.a imunidade celular, reducdo de reacdes enzimaticas
de oxidacdao ‘e reducdo onde atua como parte de enzimas ou co;
-fator /56/. O ferro pode ainda ter efeito direto sobre a sinte
se do D.N.A. e na divisdo celular /57/.

No organismo humano existe cerca de trés a quatro gra-
mas de ferro. A maior parte, cerca de 65% faz parte da hemoglo-
bina; aproximadamente 4% constitui a mioglobina; menos de 1% faz
parte de enzimas como: catalase, peroxidases, citocromos, mono-
aminoxidases. Embora representem uma pequena porcentagem do montan-
te total de ferro, essa fracdo & de importancia vital, pois es-
sas enzimas participam de reacdes de oxidacdo e reducao; 25% do
contetido total de ferro estdo armazenados nos compostos de depd
sitos, ferritina e hemosiderina /58,59/.

A absorcao do ferro pode ser subdividida em trés fa-
ses principais: primeira, fase intraluminal, na qual o alimento
é digerido e o ferro solubilizado; segunda, fase mucosa, em que
o ferro é céptado pelas células mucosas e transportado pela se-
rosa, ou retido como ferritina; terceira, de transporte aos or-
gdos hematopoiéticos /60/. Os mecanismos pelos quais a mucosa
intestinal parece apreciar a quantidade de ferro que deve ser

absorvida permanece ainda obscuro. A porc¢do proximal do intesti
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no delgado, principal sitio da absorg¢ao do ferro, tem a habili-
dade de inibir a absorcdo de quantidades desnecessarias desse
nutriente. Sabe-se que individuos depletados absorvem cerca de
70%, enquanto em condicOes de normalidade das reservas apenas
10% do ferro ingerido & absorvido /61/.

A absorcao do ferro deve ser consideréda sob dois an
gulos: a absofgéo do ferro heme e a absorcao do ferro ndo-heme
/62/.

O ferro heme é absorvido diretamente pela mucosa in-
testinal como uma metaloporfirina complexa e sua absorgao nao é
ou & muito pouco afetada pela composicdo da refeicdo /63 , 64,
65/. Embora o ferro heme (aquele ligado a hemoglobina) represen
te apenas 5 a 10% do ferro total das dietas, especialmente en-
tre as populacdes pobres, o mesmo contribui com 1/3 do ferro
efetivamente absorvido /66/.

0 ferro ndo-heme, ou seja, agquele que ﬁéo esta liga-
do a hemoglobina, encontrado em alimentos de origem vegetal,
ovos, leite e derivados, constitui 85 a 90% das dietas, sua ab-
sorcdo é influenciada por varios fatores /67/ e, ao contrario
do ferro heme que é efetivamente bem absorvido, a fracdo do fer
ro néo—hemé absorvida é muito pequena, & referido na literatura
como ferro de baixa biodisponibilidade /68 /.

Os fatores que influenciam a absorcao do ferro " nao-
~heme podem ser estimuladores como o acido ascorbico /69/, o
mais potente e mais estudado, facilita a absorcao pela formacgao
de quelatos soliveis tanto em pH alto quanto baixo /70 , 71/.
A inclusao de suco de laranja ou lim3o durante a refeigdo aumen

ta a absorcio do ferro 3 a 4 vezes /72/. Carne e peixe também
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sao apontados como estimuladores da absorcido do ferro, assim cQ_
mo as secre cdes gastricas podem facilitar a absorcao do ferro
/44/.

Os fatores inibidores s3o representados pelos tani-
nos, calcio ou fosfato que formam complexos insoluveis com o fer-
ro, os tanatos, fosfatos e oxalatos que sendo muito estaveis, sao
pouco digeriveis /73/. Os ftatos tém seu efeito inibidor ainda
questionado.

Os principais sinais da deficiéncia de ferro sao: ane
mia com dificuldade de concentracdo, perda de memoria, ° depres-
sdo, vertigens, fraqueza, respiracdo dificil, tornozelo inchado,
unhas quebradicas, perda de cabelo, pele palida, exaustdo /6/.

As principais fontes naturais de ferro sao as car-
nes, figado e drgdos, ovos e vegetals de folhas verdes /6 /.

A escolha dos alimentos que compdem a refeicdo tem
importdncia decisiva na determinacio da biodisponibilidade do
ferro, que depende da interac3o dos varios alimentos ingeridos
simultaneamente /74,67/.

A definic3o de biodisponibilidade proposta para to-
dos os nutrientes & que ela é uma proporgdo da quantidade total
do nutriente em um alimento ou dieta que é digerido, absorvido

e metabolizado pelas vias normais.
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1I.4.2. Quantidade didria recomendada

A absorc3o do ferro & um processo complexo influencia
do pela mucosa intestinal /62/ e por uma série de ﬁatores' que
aumentam ou diminuem a biodisponibilidade do ferro /7 /. A per-
da média de ferro num adulto saudavel do sexo masculino é esti-
mada em aproximadamente 1 mg/dia /10/. Na mulher adulta, ha uma
perda adicional de 0,5 mg/dia devido ao periodo menstrual /6 /.
Considerando que a estimativa média de absorcido do ferro nao-
~heme & de 10%, o RDA /10/ e o Dr Michael Lesser / 6/ recomen-
dam a ingestdo diaria de 10 mg para o homem adulto, 15 a 20 mg
para mulheres em fase menstrual ou gestantes e 12 mg para criag
cas. Essas guantidades sao suficientes para manter uma reserva

de ferro de aproximadamente 500 mg no organismo.
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II.5. Métodos de Determinagdo de Ferro

II.5.1. Métodos colorimétricos

a) Método do tiocianato /75/

Tiocianato forma um complexo vermelho com ion férri-
co. A intensidade da cor, assim como o A maximo, depende do pH,
da temperatura, e tempo de repouso, todos os quais devem @ ser
mantidos constantes para bons resultados. O método do tiociana—
to sofre varias desvantagens: a cor & pouco estavel, a estequio
metria indefinida e a lei de Beer ndo é exatamente seguida. Por
outro lado, o método é bem estabelecido, o reagente é barato e
prontamente disponivel e pode ser usado em meio fortemente aci-
do. Interferéncias incluem: fluoreto, fosfatos e oxalatos; pra-
ta e o ion mercurioso dd3o tiocianatos insoliveis; cobre, bis
muto, titdnio, urdnio e molibdénio ddo cores. O Ion mercari
co, Cd, Zn, Sb(III) formam complexos de tiocianato e reduzem
a intensidade da cor do complexo com ferro. Co interfere - por
causa de sua propria cor; isto pode ser evitado fazendo-se as
leituras de transmitdncia a dois A diferentes.

O complexo pode ser extraido por varios solven
tes orginicos: &lcool iscamilico & vantajoso. E importante que
todo o ferro esteja na forma férrica; isto pode ser assegurado
adicionando excesso de solucao de KMnO4 acidificada. O excesso de
KMnO4_é rapidamente reduzido pelo tiocianato e ndo da cor. Aci-

dez usada: 0,05 - 1 N em HC1l ou HNO3; Améx = 480 nm.
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b) Método da orto-fenantrolina /75, 76/

A determinac3o se baseia no complexo vermelho-alaran-

do [(C12H8N2)3Fe3++ formado por o-fenantrolina com © ion,fe;ro-
soO. |

O méﬁodo da 1,10-fenantrolina pode ser considerado pg'
dr3o para a determinacido colorimétrica de tracos de ferro. E

adaptavel a muitos tipos de amostra, a cor & estavel e intensa o©
suficiente para que gquantidades muito pequenas de ferro possam
ser prontamente determinadas, abaixo de 0,1 ppm.

O ferro precisa estar no estado ferroso; cloreto de
hidroxilamina & normalmente usado para assegurar a reducao, mas
hidroguinona e hipofosfito de sbédio também podem ser usados. A
amostra deve estar em solucdo e o pH da amostra deve ser ajusta
do para 2,0-6,0. Uma vez que a cor & desenvolvida, & estavel
por diversos meses. Aldeidos, cetonas e agentes oxidantes inter
ferem por consumir a hidroxilamina. kméx = 510 nm; £ = 11.100
L. mol-l. cm—l.

c) Método da Batofenantrolina /75/

(4,7-difenil-1,10~-fenantrolina)

O coeficiente de extincdo molar do complexo ferroso € muito

maior (22.350) L.mol—l

.aﬁq'quejxua.a l,lO—fenantxolina, e pode ser
extraido de solugdes aguosas com alguns solventes imisciveis co
mo alcool isoamilico e élcbol n-hexilico. A - = 533 nm. O rea-
gente & consideravelmente mais.caro que seu parente; entretan-
to, em casos em que a sensibilidade de l,1d—fenantrolina é sufi

ciente, nio & necessario substituir pela batofenantrolina. Seu
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uso, entretanto, aumenta a capacidade de métodos colorimétricos
a 5 ppb, ou cerca de 20 vezes mais sensivel que a fenantrolina.
Serve para determinar tracos de Fe em aguas, soro sangliineo, uri

na, vinho e alguns metais.

II.5.2. Titulagao potenciométrica de Oxi-redugao /77, 78/

Um eletrodo de platina responde rapidamente a muitos
importantes pares oxidagao-reducao e desenvolve um potencial
que & dependente da relagdo entre a concehtragéo>(atividade)dos
reagentes e produtos das semi—reagéés. Por exemplo, um eletrodo
de platina e eletrodo de calomelano saturado podem ser emprega-
dos para a titulacdo de Fe(II) com Ce(IV); as duas semi-reagoes
sao:

Ce+4 + e ‘ 'Ce+3 EO

1,44V (iF H

2504)

+3 - +2

Fe + e Fe EQ 0,77v (1F H

2so4)

O eletrodo & sensivel as duas semi-reagdes tal que seu poten-

cial pode ser calculado a partir da razao:

+3 +2

[Ce ] [Fe

1
ou de
+4] [Fe

[Ce +3]

Isto é, a interacio entre as espécies ocorre até que os poten-
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ciais de meia-cela sejam idénticos; eo potencial de eletrodo pode

ser entdo considerado como o potencial de um dos pares.

II1.5.3. Absorcdo atdmica /77, 78/

Mede-se a radiacdo absorbida pelos atomos neutros no
estado fundamental.

A absorcio atdmica tem se tornado o mais usado método
instrumental analitico para a determinacao de baixas concentra-
coes de metais em uma grande variedade de amostras. Para a ana-
lise de ferro, as medidas sdo efetuadas a 248 nm com chama de
6xido nitroso-acetileno. Com essa chama, a faixa otima de traba
1ho é 6 - 60 ug/mL em solugdo aquosa. A sensibiiidade do ferro a
248 nm & 0,15 ug/mL para 1% de absorcdo e limites de deteccao
de 0,01 -0,03 pg/mL podem ser alcancados.

A espectrofotometria de absorcgao atomica permite de-
terminar em torno de 65 elementos, na faixa de 1 a 10 ppm, com

uma precisao de T 1% ou melhor.

I1.5.4. Emiss8o atdmica /77, 78/

0 fundamento da espectroscopia de emissdo é a proprie
dade que tém os atomos e os ions monoatdmicos em estado gasoso,
quando térmica ou eletricamente excitados, de emitir radiagoes

caracteristicas nas regides UV e visivel. O conjunto de radia-
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éées caracteristicas emitidas por uma espécie atGﬁica ou idnica
constitui o seu espectro de emissdo. A caracterizagdo do compri
mento de onda de uma radiagio permite identificar o elemento
emissor. A medida da intensidade da radiacdo pode servir para a
determinacdo da concentra¢do do elemento emissor.

A fonte energética deve volatilizar a amostra e con-
verter os componentes individuais em atomos ou ions monoatomi-
cos e deve fornecer energia suficiente para promover a excitagao
eletrdnica das espécies atdmicas ou idnicas.

Os limites de deteccido variam para cada elemento. vao
desde ppm até ppb.

Lee e Clydesdale /79/ apresentaram um trabalho em que
propdem métodos para determinar todas as formas do ferro: ele?
mentar, solivel, idnico e complexada. As principais técnicas uti
lizadas sdo espectrofotometria de absorgao atdmica e a determi-

nacio colorimétrica usando batofenantrolina.



CAPITULO III

PARTE EXPERIMENTAL
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ITI.1. Material

IIT.1.1. Instrumental

As medidas de volume da solugdao padrao de sulfato
ferroso para anadlise por espectrofotometria de absorcao atOmica
foram feitas com uma Microbureta Metrohm, utilizando-se uma pon
teira de 00,5000 mL.

As medidas de pH das amostras e das solucdes tampoes
foram feitas em um pHmetro Micronal B 221 utilizando-se um ele-
trodo de vidro combinado.

Para centrifugar solugSes, quando necessario, utili-
Zou-se uma centrifuga Fanem Excelsa-2 a 2.000 rpm.

A digestdo de amostras por via umida foi feita utili-
zando-se um bloco de digestdo Tecnal modelo TE 4025 com tubos
de 250 mL e a digestdo de amostras por via seca (calcinacao) foi
feita numa mufla Fanem modelo 413 a 550¢9C.

Para efetuar as pesagens de amostras e reagentes uti-
lizou-se uma balanca analitica Ainsworth com desvio = I 0,0001 g.

A determinacido de ferro nas amostras de urina e fezes
dos ratos foram feitas em um Espectrofotometro de absorcao ato-
mica Perkin-Elmer 5.000.

As medidas de absorbancia do complexo[Cu(cuproina)2]+
e do complexo [Fé(oﬂaﬂ3]2+durante as analises de vitamina C e
ferro de solucdes modelo e do suco de laranja foram feitas em

um Espectrofotdmetro Micronal B 295 III com cubetas de 1,25 cm.
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As medidas de absorbancia para determinar a taxa de
hemoglobina do sangue dos ratos foram feitas em um Espectrofoto

metro Bausch & Lomb Spectronic 20 com cubetas de 1,00 cm.

III.1.2. Material de vidro

O material de vidro utilizado para medidas de volume,
tais como pipetas de transferéncia e buretas foram aferidos em
temperatura entre 20 e 259C. Pipetas graduadas foram utilizadas
sem aferimento.

Baldes volumdtricos utilizados para preparar solucgdes
padrdo foram aferidos entre 20 e 259C.

Foram utilizados tubos de ensaio com‘tampa rosqueada,
com capacidade de 15 e 30 mL, para efetuar as reacdes e anali-
ses em sistema bifasico.

Foi utilizada uma pipeta automatica com ponteira de
20 umL para coletar o sangue dos ratos.

Foram utilizados cadinhos de porcelana para digestao
de amostras por via seca (calcinacao) e tubos de digestao de 250

mL para digestdo de amostras por via umida.
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III.1.3. Reagentes

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico:

-— ’ '_ . . . - .
2,2'-biquinolina (cuproina, C;gH;, N2) da marca Rie

del-de-Ha&n, MM 256,31 g/mol.

— 1,10-fenantrolina (C12 H8 N2 . HZO) da marca Riedel-

-de-Ha¥#n, MM 196,23 g/mol.

— acido L(+) ascorbico (C6 H8 06) da marca Merck, MM

176,13 g/mol.

- sulfato ferroso heptahidratado (FeSO, .7 H20) da mar

ca Merck, MM 278,02 g/mol.

— cloridrato de hidroxilamina (NHZ.OH.HCI) da marca

Riedel-de—H8en, MM 69,49 g/mol.

- acetato clprico (Cu(CH, Coo) , - H,0) da Carlo Erba,

MM 199,64 g/mol.

- acetato de so6dio anidro (C2H3Na02) da Riedel-de-

~-Ha&n, MM 82,03.

- dcido citrico (C6H807 . HZO) da Riedel-de-Haén, MM

210,148.

- acido metafosforico (HPO3) da Riedel-de-Haén, MM

79,98.

— hidrdéxido de sédio (NaOH) da Ecibra, MM 40,00.
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— 3cido cloridrico, acido sulfiurico, acido acético e

3cido nitrico da marca Merck.

— &lcool isoamilico da marca Reagen submetido a puri-
ficacao mediante tratamento com sal de cobre (II) e destilacao

/23/.

— etanol absoluto e tolueno da marca Merck submetidos

ao mesmo tratamento para purificacdo que o dlcool iscamilico.

— clorofdérmio das marcas Merck ou Riedel-de-Haén.

III.1.4. Amostras de suco de laranja

Foram utilizadas duas marcas comerciais de suco de la
ranja concentrado de duas industrias do Estado de Sao Paulo, sem

adigdo de conservantes nem sacarose.

III.1.5. Material utilizado para o ensaio bioldgico

- 36 ratos da linhagem Wistar Hannover.
- 36 gaiolas metabdlicas de aco inox.
- componentes para preparar a ragao, quais sejam: ca-

seina (USP), 6leo de soja ou de milho (comercial), mistura mine
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ral, mistura vitaminica, amido (maisena) e acucar ( sacarose),

suco de laranja concentrado liofilizado.

A composicdo da mistura mineral foi a seguinte:

carbonato de calcio (CaCO3)

bifosfato de potassio (KH2P04)

cloreto
sulfato
sulfato
sulfato
sulfato

cloreto

de

de

de

de

de

de

sodio (NacCl)
magnésio (MgSQ4)
manganés (MnSO4.H20)
zinco (ZnSO4.7H20)
cobre (CuSO

4-5H,0)

cobalto (CoC12.6H20)

iodeto de potassio (KI)

para 100,00 g de misfura

40,84 (g)

38,90
13,93
5,73

0,40

0,002

0,079

A composigao da mistura vitaminica foi a seguinte:

vitamina A

vitamina D3

vitamina E

acido ascorbico (vitamina C)

cloreto de tiamina (Bl)

cloreto de piridoxina (BG)

biotina

pantotenato de calcio

icido fdlico

riboflavina

cianocobalamina (B12)

para 1.000,00 g de mistura

3,60 (9)
1,00
10,00
45,00

1,00

1,35
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inositol 5,00

menadiona _ 2,25
dcido p-aminobenzdico 5,00
niacina 4,50
dextrosé 766,19
cloreto de colina 150,00

III.2. Métodos

III.2.1. Preparo de solucgoes

Solucdo 1 - solucdo de acido ascorbico: foi preparada
uma solucio contendo 400 pg/mL de &cido ascorbico em dgua desti
lada, a gual foi diluida no momento da anilise para dar 40 ug/
mL (0,227 umoles/mL) ou outra concentracao de acordo com O expe
rimento. A soluc3o foi protegida da luz e utilizada imediatamen

te.

Solugao 2 - solucao de sulfato ferroso heptahidrata—
do: foi preparada uma solugdo contendo 126,83 vg/mL em Fe2+,qme
foi diluida no momento do uso para dar 12,683 ug/mL (0,227 umo-=
les/mL) ou outra concentracao de acorao com o experimento. A sO

lucdo foi protegida da luz e utilizada imediatamente.
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Solugdo 3.I - solucd3o de cuproina (2,2' - biguinolina)
em tolueno: foi preparada dissolvendo-se 100 mg de cuproina em
50,0 mL de tolueno. A solucao foi protegida da luz e guardada

em geladeira.

Solucao 3.II - solucdo saturada de cuproina em etanol:
adicionou-se aproximadamente 100 mg de cuproina a 100,0 mL de
etanol. A solucao foi protegida da luz, agitada no misturador

(shaker) por uma hora e conservada em geladeira.

Solucao 4.1 - solucdo de acetato cliprico em alcool
iscamilico: utilizou-se 0,075 g de acetato cliprico para cada
100,0 mL de alcool isocamilico (0,075%), agitando-se até dissol-

ver.

Solugao 4.II - solucdo de acetato clprico em agua:
utilizou-se 0,075 g de acetato clprico para cada 100,0 mL de

agua destilada (0,075%).

Solucgdao 5.1 - reagente de complexacdao I: foi prepara
do misturando-se 10,0 mL da solucao de cuproina em tolueno(3.I)
com 90,0 mL da solucao de acetato clprico em dlcool isocamilico

(4.I) ou seja, na proporcao de 1:9, respectivamente.

Solucdo 5.II - reagente de complexagdo II: foi prepa-
rado misturando-se trés partes em volume da solugao de cuproina
em etanol (3.II) com uma parte em volume da solucao de acetato
ciprico em agua (4.II) ou seja, na proporcio de 3:1, respectiva

mente.



Solucdo 6 - solucdo de orto—fenantroiina 0,50% (m/V)
em etanol 50% (V/V), protegida da luz e conservada em geladei-

ra.

Solucdo 7 - solucdo de cloreto de hidroxilamina  10%
em agua destilada: foram dissolvidos 10,0 g de cloreto de hidro

xilamina para 100,0 mL de solucdo.

Solucdo 8 - solucdo tampéovacetato 0,50 M: preparou-
-se acido acético 0,50 M e acetato de sddio 0,50 M, que foram
misturadas para dar solucOes com pH 2,65, 4,65 e 6,00. Tampdes
~ com molaridades menores foram preparados a partir de solucOes

mais diluidas do acido e do sal.

Solugao 9 - solugdo tampdo citrato 0,50 M: foi prepa-
rada a partir de solugdo de acido citrico 0,50.M, levando-se ao
pH desejado pela adicdo de gotas de uma solugdo saturada de hi-
droxido de soddio. Tdmpées com molaridades menores foram prepara
dos da mesma maneira, partindo-se de solucdes mais diluidas do

acido.

Sdlugéo 10 - solucdo tampdo metafosfato 0,50 M:  foi
preparada segundo o mesmo procedimento utilizado para o preparo

da solucao 9.

Solucao 11 - solucgdo tampdo misto: foi preparada a

partir de solugao tampdo acetato 5,0 x 10_2

3

M e solucdo tampao

2

citrato 6,25 x 10 °M e NaCl adicionado para dar 6,0 x 10 “M na

solucao final.
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Solugdo 12 - suco de laranja diluido: foi preparado
diluindo-se 1,00 g do suco concentrado para 50,0 mL com agua

destilada. A solucdo foi descartada apds uma hora.

Solucdo 13 - solucio de Drabkin's: dissolveu-se 1,00 g
de NaHCO,, 52,0 mg de KCN e 198 mg de K;Fe(CN), em agua e di--

luiu-se para um litro. Estocou-se em frasco escuro.

ITI.2.2. Determinacdoes analiticas

III.2.2.1. Determinacdo de &cido ascdrbico por reducdo de cu??

em sistema bifasico

O método foi o relatado por Contreras et alii /23 /,
porém foi investigada também a influéncia do pH e da natureza

do tampdo, aspectos ndao abordados na pesquisa original. O méto-

2+

do consiste na redugao de Cu pelo acido ascorbico, gerando cut que

forma um complexo plrpura com a 2,2'-bigquinolina (cuproina) . Um

- » - » . +
mol de acido ascoOrbico reduz dois moles de Cu2

que formam 2 mo
les de [Cu(cuproina)2]+avaliado a 545 nm.
O sistema analitico consta de uma fase orgdnica de al

3 -~ . +
cool isocamilico carregando o Cu2

e a cuproina (reagente de com
plexacdo I) e de uma fase aquosa tamponada que contém o acido
ascorbico. A reacdo ocorre por agitacdo energética das duas fa-

- + - L]
ses. O complexo[Cu(cupro:.na)Z]Eica na camada organica. O  uso

~ . - +
da reacao em duas fases evita a redugao de Cu2 por outros redu
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torés que reagem mais lentamente que o acido ascdrbico e que,
em alguns extratos, sdo relativamente importantes /80/.

Os estudos sobre a influéncia dos tipos de tampdes de coefici-
ente de absortividade molar (eg) do complexo foram realizados
com tampao acetato, citrato e metafosfato 0,50 M de pH 2,65,
4,00, 4,65 e 6,00. Para tanto, os volumes dos reagenteé e sua

ordem de adigao foram os seguintes:

Amostras
1 2 3 4 Branco
Reayxﬁesa
(mL)
Sol. tampdo 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Sol. H, asc.b 0,50 1,00 1,50 2,00 0,00
Agua 3,50 3,00 2,50 2,00 4,00
Reagente de Com-~
5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
plexacao I
a - Ordem de adicao
b - A concentracdo da solucio de &cido ascdorbico (H2Asc) uti-

lizada nos experimentos foi de 0,227 umoles/mL, ou seja,

2,27 x 1074 moles/L.

Os tubos foram agitados vigorosamente por dois minu-
tos e, apds a separacio de fases (ou centrifugacdo a 2.000 rpm),
avaliou-se a absorbancia da fase orgdnica a 545 nm. Com esses

dados calculou-se o valor de €' para cada condicao.
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2+

III.2.2. Determinacio de Fe2" por reducdo de Cu“’ em sistema bi

fasico

A determinacao de re?t por reducao de Cuzf e posﬁadof
complexacgcdo do cut com cuproina nao havia sido relatado na lite
ratura. Nesta pesquisa fol de importancia primordial estabele-
cer sob guails condig¢oes seria possivel determinar o teor de Fe2+
pelo método da cuproina, ja& que dessa maneira, usando apenas uma
reacdo quimica, ter-se-ia a informacdo sobre o destino da vita-
mina C e do Fe2+ em suco de laranja enriquecido com sulfato fer
roso.

(@] procedimentolfoi O mesmo aaotado para o acido ascor
bico: testaram-se a influéncia da molaridade e do pH dos tampdes
acetato, citrato e metafosfato para verificar sob quais condi-

¢coes a determinacio de Fe2+ seria quantitativa. Os reagentes fo

ram os seguintes:

> 1 2 3 4 Branco
Reagentes
(mL)

Sol. tampao 1,00 1,00 1,00 1,00 - 1,00
| . _ » )
Sol. Fe 0,25 0,50 1,00 2,00 0,00
Agua 3,75 3,50 3,00 2,00 4,00

Reagente de Com-
5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
plexacao I

a - Ordem de adicao
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As etapas seguintes foram as mesmas ja descritas para

a determinacao de acido ascorbico.

III.2.2.3. Determinacdo conjunta de acido ascorbico e Fez+ em

sistema bifasico

A mistura de quantidades equimolares de acido ascorbi
co e de Fe?? foi estudada seguindo o mesmo procedimento utiliza
do para os compostos individuais nos tampoes acetato, citrato e
metafosfato 0,50 M em pH 2,65, 4,65 e 6,00. Cada segliéncia uti

lizou os volumes indicados:’

Amostras
7 1 Branco
Reagentes
(mL)
Sol. tampao 1,00 1,00
Sol. HzAsc 1,00 0,00
Agua 2,00 4,00
Reagente de
- 5,00 5,00
. Complexacao I
sol. re?t 1,00 0,00

a - Ordem de adicao
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IIT.2.2.4. Adaptacao do sistema bifasico paraium-sistema mono-

fasico

O sistema bifasico, pelo fato de precisar de agita-
cao e centrifugacdo, limitou bastante os estudos da reacao em
tempos inferiores a 5 minutos. Por isso, investigou-se a possi
bilidade de formular um meio homogéneo. A troca de alcool isoa
milico por etanol forneceu um meio monofasico, porém foi preci
so verificar em que medida este meio permitiria a reacao de re
ducao e se o complexo Cu(cuproina); permaneceria solivel para
avaliacdao espectrofotométrica.

| Com essa finalidade, foram planejados experimentos
testando concentracoes de etanol de 50 a 80% (V/V), em meios

2 M, com pH ajustado em

2,65, 4,65 e 6,00. O esquema para reducao do cu?? por acido

de tampdo acetato e citrato 2,5 x 10

ascorbico em meio etandlico foi o seguinte:

‘\\\\\\\\\\ Etanol Branco Branco
(%) 50 80

a (50) (80)

Reagentes (mL)

Etanol absoluto 2,50 4,00 2,50 4,00

Tampio 0,90 0,90 0,90 0,90

H,Asc (2,5 wmoles/mL)| 0,10 0,10 0,00 0,00

Agua , 1,50 0,00 1,60 0,10

Reag. Compl. II v 3,00 3,00 3,00 3,00

a - Ordem de adigao
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Concentracdes menores que 50% de etanol ndo foram con
sideradas por causar precipitacao do quelante.

2+

O comportamento do Fe em meio etandlico foi estuda-

do de maneira idéntica a do acido ascdrbico. A concentracéé' da
solucao de Fe2+ utilizada foi também de 2,5 umoles/mlL.

Apbs avaliar os resultados, a concentracdo de etanol
foi fixada em 72,5% (V/V) para a realizacdo dos experimentos sub

seqlientes.

IIT.2.2.5. Determinacdo de acido ascorbico e de Fel?t por redu-

~ + .
gao de Cu2 em um sistema de uma fase

A reagao foi estudada nos pH 2,65, 4,65 e 6,00 em
meios de tampdo acetato, citrato e metafosfato, tendo acido as-
cbrbico, Fe2+ ou a mistura equimolar de ambos como agentes redu
tores. Os volumes dos reagentes e sua ordem de adicdo nesses ex

perimentos foram os seguintes:

= Amostras 1 2 3 4 Branco
Reagentesa(mL)
Tampio 0,50 0,50 . 0,50 0,50 0,50
Agua " 1,25 1,00 0,75 0,50 1,50
Amostra 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00
Reag. compl. II 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Etanol 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

a - Ordem de adigao



58

A amostra pode ser a solucao de acido ascorbico, de
re?t ou suco de laranja diluido. O Reagente de Complexacdao II
(solugao 5.II) foi preparado misturando-se uma parte em’volume
da solugdo de acetato ciprico em agua (solucdo 4.II) com 3 par—
tes em volume de etanol saturado com cuproina (solucao 3.II).

Apds a adicao dos reagentes, os tubos sdo levemente
agitados e a absorbancia da solucdo medida a 545 nm.
2+

Nas determinag¢des conjuntas de acido ascdrbico e Fe

a composigcdo do sistema foi a seguinte:

Amostras '
1 2 3 4 Branco
a

Reagentes  (mL)

Solucdo tampao 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Agua 1,00 0,50 0,00 0,00 1,50
Sol. H2Asc 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00
Sol. Fe2+ 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00
Reag. compl. II 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Etanol 5,00 5,00 5,00 4,50 5,00

a - Ordem de adigao

Foi estudada também a influéncia da concentracdo dos

2 Ma25x10tM

tampbes acetato e citrato, na faixa de 2,5 x 10
nas determinacoes conjuntas de acido ascorbico e de ferro pe-
la reducdo de ions clpricos a fim de conhecer-se a concentracao

mais adequada do tampdao para ser utilizada nos experimentos se-
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guinfes.

Estudou-se ainda o comportamento do sistema em um tam
pdo misto acetato/citrato, tentando-se reproduzir as mesmas con
dicdoes que seriam encontradas‘nas determinagaes de acido ascoOrbi
co e de ferro no suco de laranja diluido.

Avaliou-se também o efeito da forga idnica nas reagoes

estudadas através da adicao de solucao de cloreto de sbédio na

2 2

M a um tampaoc misto acetato 2,5 x 10~

faixa de 1,0 a 6,0 x 10 M/

citrato 3,125 x 1073 M.
Fez-se ainda um estudo para avaliar o tempo de desen-

volvimento da cor apds as determinacdes de acido ascorbico e de

Fe2+ em varias condic¢bes: a) em tampdo acetato 2,5 x 10“'2 M; Db)

-2 2

em tampdo acetato 2,5 x 10 M/NaCl 4,0 x 10°“ M; c) em tampio

misto acetato 2,5 x 1072 M/citrato 3,125 x 1073

2

M; d) em tampao
misto acetato 2,5 x 1072 M/citrato 3,125 x 107 °M/NaCl 4,0x10 2 M.
Apds a adicdo e mistura dos reagentes, a absorbancia foi 1li-

da de 10 segundos até 30 minutos.

III.2.2.6. Determinacdo da concentragdo de cobre com cuproina

por reduc3ao com hidroxilamina

A fim de comprovar o valor de e do complexo Cu(cu-
proina); relatado na literatura /76/ foi feita a determinacgao
de Cu2+ usando hidroxilamina como redutor em meios de tampao
acetato e de citrato 2,5 x 10“2 M nos pH 2,65, 4,00, 4,65 e

6,00. O sistema de reagao foi composto por:
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Amostras
1 2 3 _ 4 Branco
Reagentes .
(mL)
Tampao 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80
Sol. hidroxilamina 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
2+
Sol. Cu 0,10 0,20 0,40 0,80 -
Agua 2,60 2,50 2,30 1,90 2,70
Etanol/cuproina 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
2+ 3

A solucao de Cu utilizada era 1,0 x 10 ° M. A solu-
cao de hidroxilamina era 10% em agua e como reégente de comple-

xacdo utilizou-se etanol saturado com cuproina.

2+

I1II.2.2.7. Determinacdo de Fe pelo método da orto-fenantroli-

na

A determinacdo & baseada no complexo vermelho-alaran-
jado [KHQHSNZMQE]2+ formado por o-fenantrolina e o ion ferro-
SO. O ion férrico & reduzido a ferroso com hidrocloreto de hi-
droxilamina (NHZ.OH.HCl) para a determinacao de ferro total. A
cor & independente do pH na faixa de 2,0 - 9,0 /76/. A intensi-
dade da cor é proporcional & gquantidade de ferro presente e &

determinada pela leitura da absorbancia da solugdao a 510 nm, on
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de o complexo apresenta o pico de maximo. A constante de absor-

tividade molar do complexo, €, & de 11.100 L mol™ 1 cm™1, segun-

do a literatura /76/.

O método estima o ferro total. O ion ferroso pode ser
determinado omitindo a reduc¢ado com hidroxilamina, e ferro férri -
cé pode entdo ser obtido por diferenca.

2+

As determinacoes de Fe e ferro total foram feitas

em meios de tampdo acetato 0,50 M, pH 2,65 e 4,65, em tampio ci

trato 0,50 M, pH 4,65, em HCl1 2,0% e em H,SO, 0,10 M,

2774

Os reagentes utilizados para a construcio da c¢urva pa

drdo em cada condigdo foram os seguintes:

Amostras
1 2 3 4 Branco
Reagentesa(mL)
TampdoP 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Agua _ 2,25 2,00 1,75 1,50 2,50
- 2+

Solugdo Fe 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00
Hidroxilamina ¢

1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
15 minutos
Solucio o-fen 0,50 0,50 0,50 © 0,50 0,50

a - Ordem de adicao

b - ou solugdo diluida de HCl (2,0%) ou H,S0, 0,10 M

¢ - utilizada (10% em agua) nas determinacoes de Fe total, devendo-se espe
3+

rar 15 minutos para que a reducao de Fe~ a re2t ocorra; nas determina

coes de re?t pode ser substituida por agua destilada.
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A concentracdo da solucao de Fe2+

utilizada foli de
0,227 umoles/mL ou seja, 2,27 x 1074 moles/L. .
O pH do Branco nas curvas com HCl ou HZSO4 era de

3,50.

III.2.3. Estudos da formacao de complexo entre &cido ascdérbico

2+ ~
e Fe com solugoes puras

IITI.2.3.1. Experimentos preliminares para acerto de condicées

» . o~ - * - » 2+
Inicialmente as solugoes de acido ascorbico e de Fe

utilizadas eram de concentracado 2,27 x 10_4 M e o meio de rea-
¢do era de tampdo acetato ou citrato 2,5 x 1072 M com pH ajusta
do em 2,65, 4,65 e 6,00. O tampdo (0,50 mL), a solucdo de acido

ascorbico (1,00 mL) e a solucdo de Fe2+

(1,00 mL) foram mistura
das suavemente e esperou-se de zero até 120 minutos. Entd3o, in-
terrompeu-se a reacdo adicionando-se, sob agitacdo, o reagente
de complexacdo II (3,00 mL) e diluiu~se com etanol (5,00 mL) pa
ra leitura espectrofotométrica a 545 nm. O decréscimo de abs&r—
bancia que foi registrado, em funcdo do tempo, podera correspon
der & formacdo de um compléxo entre Fe2+ e H2Asc, que subtrai-
ria parte desses reagentes, diminuindo suas concentracgdes no es
tado livre. Porém, a diminuic¢do da absorbancia poderad ter outras

causas, pesquisadas em ensaios posteriores.
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ITI.2.3.2. Experimentos para estimativa da poréentagem de com-

plexo entre re?t e H,Asc em tampao acetato

Neste experimento, o registro da evolucdo da absdrbag

cia da mistura equimolar de Fe2+ e H,Asc foi acompanhado pelo

registro paralelo da absorbancia do H,Asc puro e do Fe2+ puro.

No sistema usou-se apenas tampao acetato 2,5 x 10_2 M de pH
2,65, 4,00 e 4,65, sendo a concentracao das solugoes de Fe2+ e
de HZAsc de 1,25 x 10-3 M. Houve também mudancas no volume de

tampdo e no volume final da mistura de reacao, de acordo com O

esquema seguinte:

Amostras . 2+
Mistura H2Asc Fe

Reagentes Branco

(mL) (M) (H) (F)
Tampao 0,90 0,90 0,90 0,90
Sol. H2Asc 0,10 0,10 0,00 0,00
sol. Fe?t 0,10 0,00 0,10 0,00
Agua destilada 0,00 0,00 0,00 0,20

Os reagentes foram misturados e deixou-se reagirem de
zero a 25 minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo do rea
gente de complexacao II (1,50 mL) e diluida com etanol absoluto

(2,40 mL) para leitura espectrofotométrica que foi feita 1 minu
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to apds a adicdo do reagente de complexacgdo.

O experimento forneceu tr@s valores de absorbancia pa

ra cada tempo: absorbancia (M), absorbancia (H)

e absorbancia F que

foram relacionadas na seguinte foérmula para o calculo da porcen

tagem de complexo:

sendo:

Para

complexo (%)

soma
Fe2+
absorbancia do
absorbancia do

absorbancia da

HO + F

‘soma
0

Fe2+
absorbancia do

absorbancia do

obter o valor S

das absorbancias do H2Asc

no tempo t

e do

HZAsc no tempo t

Fe2+

no tempo t

mistura no tempo t

das absorbancias do'HzAsc e

no tempo zero

H,

Fe

0

do

Asc no tempo zero

2+

= Hy + F

OI

no tempo zero

o reagente de comple

xacdo foi adicionado apdés o tampdo, antes de qualquer um dos re

dutores.
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II1.2.3.3. Experimentos para estimativa da porcentagem de com-
plexo entre Fe2+ e HzAsc em um tampao misto acetato-

-citrato

Dada a impossibilidade de eliminar o ion citrato do
suco de laranja, julgamos arropriado realizar estudos do comple
xo entre re?t e H,Asc em um tampdo mais proximo do real. Para
tanto, foi preparadc um tampdo misto de acetato de sddio 2,50 x

1072 M e citrato de sédio 3,13 x 1073

M (concentracgao do citra
to proxima da que existe no suco diluido) com pH ajustado em
2,65, 4,00 e 4,65. Foi ainda acrescentado cloreto de sodio pa

ra dar 6,00 x 1072

M na solucao final, como agente de estabili-
zacao da cor.

O esquema do experimento foi semelhante ao detalhado
para © tampéo acetato (item IITI.2.3.2), mudando apenas o tam~
pdo acetato pelo tampdo misto com cloreto de sédio. A obtencgao

das absorbdncias no tempo zero e o calculo -da porcentagem de

complexo também seguiram o mesmo procedimento.
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III.2.4. Estudos em um sistema natural: suco de laranja concen-

trado

III.2.4.1. Determinacdo da acidez total (expressa como acido

citrico) do suco de laranja concentrado

Titularam—ée aliquotas de 5,00 mL de uma solugao 5,0%
do suco de laranja em agua destilada com solucdo padronizada de
NaOH (0,049297 N) usando fenolftaleina como indicador. O ponto
final da titulacao foi determinado pela mudanga de cor da solu-
géd de amarelo para rosa ou alaranjado; A porcentagem de acido

citrico foi obtida pela formula:

. _ vol. NaOH x NNaOH

“3dcido citrico

x 100 x 0,06404
massa (g) amostra
que fornece a quantidade de acido citrico (em gramas) existente

em 100,0 mL de solucao.

III.2.4.2. Determinacao da concentragao de acido ascorbico (vi-

tamina C) do suco de laranja concentrado

Diluiram-se 12,50 g do suco concentrado para 100,0 mL
com agua destilada. A solucgdo foi agitada vigorosamente com 5,00
mL de clorofdrmio para remover carotendides, fendis, taninos,

terpendides e outros compostos que poderiam interferir na deter

UNICAMP
. BIBLIOTECA CENTRAL
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ﬁinagéo do acido ascorbico. Utilizou-se 1,00 mL da camada aquo-
sa (fase superior) e fez-se a determinacao quimica do acido as-
corbico segundo Contreras et alii /23/. Essa determinagio foi
também feita pelo método proposto em nossa pesquisa, dnde se dg‘
terminou o &acido ascérbico pela reacdo de reducdo de ions clpri
cos em um sistema de uma fase. O sistema foi composto pelos se-
guintes reagentes:

— 1,00 mL de tampao acetato pH 4,65

— 1,00 mL do suco diluido (fase superior)

— 3,00 mL do reagente de complexacao II

- 5,00 mL de etanol,

A solucao é levemente agitada e a absorbancia determi

nada a 545 nm.

III.2.4.3. Determinacdo da concentracao de ferro no suco de la-

ranja concentrado

Diluiu-se 1,00 g do suco concentrado para 50,00 mL com
agua destilada e agitou-se a solucgao vigorosémente com 5,00 mL
de clorofdérmio para remover os componentes sdlidos do suco. Uti
lizou-se 2,00 mL da camada superior péra aideterminagéo de fer-

ro. O sistema foi composto pelos seguintes reagentes:

- 2,00 mL do suco diluido
-~ 1,50 mL de tampdo acetato pH 4,65
— 1,00 mL de solucao de hidroxilamina

(espera-se 15 minutos).
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— 0,50 mL de solucao de o-fen.

A.solucdo & levemente agitada e a absorbancia medida

a 510 nm.

ITI.2.4.4. Preparo de suco de laranja enriquecido com Fe2+ (sul

fato ferroso) para estudos de estocagem

Com base no nimero de moles de vitamina C (acido as-
cérbico) existente em cada grama de suco concentrado, preparou-
se 100,0 mL de uma solucadao de sulfato ferroso heptahidratado con
tendo 828 umoles de Fe2+ por mililitro (equimolar com o teor de
dcido ascOdrbico do suco) e pequenos volumes dessa solucao foram
adicionados ao suco concentrado misturando-se cuidadosamente pa
ra ndo incorporar ar. As preparacOes obtidas foram as seguintes:

2+

Amostra 1 500,0 g de suco concentrado, sem adicao de Fe

(controle).

Amostra II - 500,0 g de suco concentrado + 2,0 mL da solucao

2+

de Fe (828 umoles/mL) .

500,0 g de suco concentrado + 5,0 mL da solucao

de Fe2+ (828 upmoles/mL) .

Amostra III

500,0 g de suco concentrado + 10,0 mL da solucao

de Fé2+

Amostra IV

(828 umoles/mL) .,

A proporcdo entre os numeros de moles de acido ascor-

bico : Fe2+ em cada amostra foi:
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Amostra I - controle (sem Fe” ')

2+

Amostra II - nHzAsc : nFe = 5:1
. 2+

Amostra III - nHzAsc : nFe = 2:1
' 2+

Amostra IV - nHzAsc : nFe = 1:1

As amostras I a IV foram subdivididas em trés sub-amos
tras resultando 12 preparacbes que foram colocadas em frascos
de 125 mL de vidro escuro com tampa hermética.

Uma série de quatro amostras: Ia, IIa, IIla e Iva foi
deixada 3 temperatura ambiente; uma segunda série: Ib, IIb, IITb
e IVb foi estocada em geladeira a +5,09C e uma dltima série:
Ic, IIc, IXIIc e IVc féi estocada num freezer a - 18,09C.

As amostras foram mantidas nas condig¢des referidas por
55 dias no Experimento de Estocagem 1 e por 49 dias no Experi-
mento de Estocagem 2. O experimento 1 serviu apenas para apri-
morar condicOes operacionais para serem modificadas, se necess_a’l
rio, no experimento 2.

O controle das mudangas nas concentracoes de Fe2+ e

de H,Asc no decorrer da estocagem foi feito a cada 7 dias.

III.2.4.5. Determinagdo do teor de vitamina C, da mistura de vi
tamina C e Fe2+ e do Fe2+ no suco de laranja durante

a estocagem

Na data do controle, o contetido do frasco foi mistura

do suavemente e foram retiradas aproximadamente 5,0 g de suco.



70

6 frasco foi tampado rapidamente e retornado a estbcagém° Da
quantidade retirada foi pesado 1,00 g de suco e diluido para
50,0 mL com agua destilada. Agitou-se vigorosamente com 5,00 mL
de clorofdrmio e centrifugou-se uma aliguota a 2.000 rpm. A ca
méda superior das amostras II, III e IV foi usada para a deter-
minagao da vitamina C + Fe2+ remanescentes e a camada superior
das amostras I (que ndo tém ferro adicionado) permite unicamen-
te a determinacdo da vitamina C.

A reacdo foi realizada em tampao acetato 2,5x10'-2 M,
pH 4,65, adicionado de cloreto de sédio 0,06 M porém sem citra-

to (que foi fornecido pelo suco). A ordem de adicao e os volu-

mes dos reagentes foram os seguintes:

- 1,00 mL do tampao
- 1,00 mL do suco diluido
- 3,00 mL do reagente de complexagao II

- 5,00 mL de etanol.

Os reagentes foram misturados levemente e a absorban-
cia a 545 nm foi registrada apo6s 1 minuto.

A perda relativa de vitamina C e da mistura de vitami
na C + Fe2+ no periodo considerado, expressa em porcentagem, foi
obtida pela formula seguinte:

perda (%) = Abs. no dia 1 - Abs. no dia considerado % 100

Abs. no dia. 1
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I1II.2.4.6. Determinacgao da concentracao de Fe2+ do suco durante

a estocagem

Foi utilizada a mesma solucdo diluida e tratada com
cloroférmio das amostras II, III e IV, do item anterior. O Fe2+
foi determinado pelo método da orto-fenantrolina / 75/ de acordo

com a seqgii€ncia seguinte:

- 1,00 mL de tampdo acetato 0,50 M pH 4,65

— 2,00 mL do suco diluido

- 1,00 mL de solucdao de hidroxilamina 10%
Mistura-se e espera-se 15 minutos.

- 0,50 mL de agua destilada

- 0,50 mL de o-fenantrolina 0,50% em etanol 50%.

A absorbancia da solucao foi determinada a 510 nm con
tra um branco em que o suco & substituido por agua destilada.

A concentracdo de ferro foi calculada mediante uma cur

va padrao de re??t

com O-fenantrolina em tampdo acetato 0,50 M
pH 4,65 (Figura 20).

2+

(0]

Esse resultado corresponde ao ferro total. O Fe

obtido eliminando da reacdo a hidroxilamina. A perda de Fe2+ é

calculada como no item anterior.
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ITI.2.4.7. Estudo dos pigmentos do suco de laranja (carotendi-

des) antes e apds a estocagem

A analise dos pigmentos foi feita de acordo com o mé-
todo a seguir: 10,0 g do suco concentrado foram diluidos para
250,0 mL com agua deétilada. Em seguida, foi feita uma separa-
cio da fracdo de carotendides e da fracdo dos pigmentos sola-
veis em agua, mediante uma particdo no sistema de Bligh e Dyer
/8l/. Para isso, foram colocados em um tubo de 70 mL com tampa

de rosca, ©Os seguintes reagentes:

- 18,0 mL do suco diluido
— 20,0 mL de metanol
— 500 mg de bicarbonato de sddio

- 20,0 mL de clorofdrmio

O tubo foi agitado vigorosamente por trés minutos e
as fases foram separadas por centrifugagdo a 2.000 rpm. Uma ali
quota da camada metanol/agua (fase superior) foi ajustada para
pH 4,00 e a absorbadncia foi avaliada de 540 até 400 nm em cube-
tas de 1,25 cm, contra um branco de agua destilada. A camada
cloroférmiéa {inferior) foi agitaaa com Na,SO, anidro e filtra-
da rapidamente em papel de filtro. Foram feitas leituras espectrofotomé—-‘
tricas de 500 a 400 nﬁ em cubetas de 1,25 cm contra um branco
de cloroférmio. Os espectros de absorcao assim obtidos corres-
pondem 3s amostras do primeiro e do Gltimo dia de estocagem &

temperatura ambiente e a - 18,09C.
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III.2.4.8. Determinacdo da concentragdo de vitamina C (&cido as

corbico) no suco de laranja liofilizado

Diluiu-se 1,00 g do suco liofilizado para 50,00 mL com
agua destilada, agitou-se com 5,00 mL de clorofdérmio e procedeu- -

-se de maneira idéntica a utilizada no item III.2.4.2.

III.2.4.9. Determinacdo da concentracdo de ferro no suco de la-

ranja liofilizado

Diluiu-se 1,00 g do suco liofilizado para 50,00 mL com
agua destilada, agitou-se com 5,00 mL de clorofdormio e procedeu-

-se de maneira idéntica a descrita no item III.2.4.3.

IT1I.2.5. Ensaio bioldgico: efeito da vitamina C (&cido ascorbi-
co) sobre a biodisponibilidade de Fe2+ na repleg¢dao da

hemoglobina de ratos anémicos

Os ratos (36) foram recebidos e classificados por or-
dem crescente de peso. Foram divididos em blocos de 6 ratos ca-
da, com pesos proéximos e em seguida sorteou-se um rato de cada
bloco formando-se grupos de 6 ratos cada com pesos médios proxi
mos. Determinou-se a taxa de hemoglobina retirando-se 20 uL de

sangue através de um pequeno corte na cauda, que foram coloca-
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dos ém 5,0 mL da solucdo de Drabkin's (solugéo.13). Avaliou-se
a porcentagem de transmitdncia da solugdo resultante a 540 nm e
converteu—se em g hemoglobina/100 mL de sangue comparando-se ‘com
uma tabela dada pela AOAC /82/. A Tabela 30 mostra esses dados.
Em seguida, os ratos foram colocados em gaiolas metabdlicas de
aco inoxiddvel com uma Dieta Padrdo isenta de ferro e agua deio
nizada.

Composicdo da Dieta Padrao:

— proteina (caseina)* 20%
—~ Oleo 8%
— mistura mineral 5%
— mistura vitaminica - 2%
— carboidratos 65% , sendo: amido 75%

acgtcar 25%

* . -
A caseina tem aproximadamente 80% de proteina.

Foram feitas avaliacdes periddicas de taxa de hemoglo
bina dos ratos até que se tornassem anémicos: fase de deplegdo
da hemoglobina. Essa fase durou 55 dias.

De posse desses dados, os ratos foram classificados
em 6 grupos de acordo com a taxa de hemoglobina sendo que cada
grupo devia ter taxas médias de hemoglobina prdximas.

A seguir os ratos foram alimentados com 6 tipos dife-
rentes de dietas (uma para cada grupo) e a taxa de hemogldbina
avaliada a cada 2 ou 3 dias até que os ratos tivessem recuperado o
nivel normal de hemoglobina (fase de replecdo). A duracdo dessa
fase foi de 14 dias.

A composicdo das dietas na fase de replecdo encontra-

-se na tabela a seguir.



Composigdo das dietas da fase de replegdo (em porcentagem)

liofilizado

DIETAS
COMPONENTES
A B C D E F

caseina 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
0leo de soja 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
mistura mineral sem 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
ferro
sulfato ferroso 0,0 = 0,014 = 0,014 = 0,014 = 0,014 = 0,014
mistura vitaminica sem
acido ascoOrbico 0.0 2.0 0,0 2,0 2,0 2,0
@igtura v%tamlnica com 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0
acido ascorbico
amido 45,0 45,0 45,0 44,5 43,7 34,8
agucar 15,0 15,0 15,0 10,4 3,6 0,0
suco de laranja 0,0 0,0 0,0 5,1 12,6 25,2

Observacgdo: o sulfato ferroso foi adicionado as dietas ao nivel de 28,0 mg de Felt por

Kg de dieta.

"SL



76

ITI.2.5.1. Métodos de analise

A avaliacao da taxa de hemoglobina do sangue dos ra-
tos durante as fases de deplecdao e de replecao foi ﬁeita segun-
do o método da AOAC /82/, como descrito anteriormente.

O teor de ferro nas fezeé apbs a fase de replecao foi
medido por calcinagdo da amostra, dissolvendo-se as cinzas em
dcido cloridrico 10%, avaliando-se o ferro através da formacao
do complexo com orto-fenantrolina, cuja absorbdncia & medida a
510 nm /75/.

O teor de ferro na urina apds a fase de replecao foi
avaliado por espectrofotometria de absorgado atdmica comparando-
-se os dados da leitura com uma curva padrdao de ferro na faixa
de 0,04 a 2,0 ppm, em meio de acido nitrico 0,2%. As amostras

de urina foram tratadas com acido nitrico em bloco de digestao.



CAPITULO 1IV

RESULTADOS
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IV.1. Estudos em Sistema Bifasico

As Fiquras 0l a 06 apresentam os resultados das ‘de-
terminacdes individuais de &cido ascoérbico e de Fe2+-pela rea-
cio de reducdo de ions cipricos, em sistema bifasico, em meios
de tampdo acetato, citrato e metafosfato 0,50 M nos pHs 2,65,
4,00, 4,65 e 6,00. Os dados utilizados para a elaboracao
dessas figuras encontram-se nas Tabelas A.01 a A.06 (Apendice).

As Tabelas 01 a 03 apresentam os dados de determina-
cdes conjuntas de acido ascorbico e Fe?’ nos mesmos tampoes e

pHs anteriores.

Tabela 01 — Estudo do efeito do pH na determinacdo conjunta de
dcido ascorbico e re??t pela reducdo de ions cilpri-

cos (sistema bifisico) em tampao acetato 0,50 M.

Valores de absorbancia (545 nm)
pH — -
2,27x10 M H psc [2,27x107°M re?t A obtida A tebrica
2,65 0,57 0,05 0,54 0,62
0,60 0,04 0,56 0,64
4,65 0,39 0,38 0,74 0,77
0,39 0,40 | 0,75 0,79
6,00 0,19 0,34 0,44 0,53
0,20 0,36 0,42 0,56

Obs.: A obtida & a absorbancia obtida na determinacao
conjunta de H,Asc e Fe2+ e A tedrica é a soma das absorbancias

das determinacgdes individuais.
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1,0 2,0

Figura Ol

3,0

4,0 5,0

[HzAsc] x 10°

6,0

7,0

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA),]F DETERMINAGCAO DE
ACIDO ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 0,50 M EM SISTEMA BI-
EFEITO DO pH.

FASICO .

pH

—0— 2,65
—{ 4,00
—ly— 4,65
—0— 6,00

e'x 1073
(L.mol"Tem1)
8,30
9,00
9,00 -
8,00

Equagdo da reta

y =0,10x + 0,00
y=0Ol11 x - 0,01
y=0O,l1x + 0,00
y = 0,10x + 0,00

r (coeficinte de

1,00

1,00
1,00
0,99

correlagdo )
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CURVAS DE_ABSORCAO DO COMPLEXO _ICu(CUPRofNA)zl?‘ DETERMINACAO DE
ACIDO ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO CITRATO 0,50M EM SISTEMA
BIFASICO . EFEITO DO pH.

e'x1073
pH (L.mol".em™!) Equagdo da reta r
—o— 2,65 9,60 y=0,12x - 0,03 0,99
—0— 4,00 7,20 y = 0,09x - 0,01 0,99
—— 4,65 6,40 y=0,08x - 0,01 0,99

—0— 6,00 4,80 y=0,06x - 0,01 1,00
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CURVAS DE ABSORGAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA)2]t DETERMINACAO DE

ACIDO ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO METAFOSFATO 0,50 M EM SISTEMA
EFEITO DO pH.

BIFASICO .

pH

2,65
4,00
4,65
6,00

e'x10”3
(L.mol"l.cm™1)

10,4
9,60
7,20
5,60

| Equagdo da reta

y = 0,i3x + 0,01
y=0,12x - 0,01
y = 0,09x + 0,00
y = 0,07x-0,01

0,99
1,00
0,99
0,99
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1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
[Fe“] x 10°
Figura 04

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO[CU(CUPROINA) 1% DETERMINACAO DE Fe2
EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 0,50 M EM SISTEMA BIFASICO. EFEITO DO pH.

pH (L. io’l( ',Qm -1) Equagdo da reta r
—_—0— 2,65 5,80 y =0,07x - 0,02 0,98
- 4,00 6,70 y =0,08x +0,00 1,00
e 4,65 6,70 y =0,08x +0,00 0,99

—— 6,00 6,70 y=0,08x -0,02 0,99
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1,0 2,0

Figura O5

3,0

4,0

5,0

[Fe2*] x 10°

6,0

7,0

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA),]T DETERMINAGAO DE
Fe2t EM MEIO DE TAMPAO CITRATO 0,50 M EM SISTEMA BIFASICO. EFEITO DO pH.

pH
—O0— 2,65
—0— 4,00
—_— 4,65

- 6;00

# DESPREZOU-SE O ULTIMO PONTO DA CURVA

e'x10°3
(L.mol"lem™T)
5,00
0,83
1,67
0,83

Equagdo da reta

y=0,06x + 0,01
y=0,01x + 0,02
y=0,02x + 0,01
y=0,01x + 0,02

r -

1,00
0,92
0,96%
0,86
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1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
[Fe2*] x 10°
Figura 06

CURVAS DE ABSORGAO DO COMPLEXO [CulCUPROINA),|" DETERMINACAO DE Fe2t
EM MEIO DE TAMPAO METAFOSFATO EM SISTEMA BIFASICO. EFEITO DO PpH.

pH
—O0— 2,65
- 4,00
———A'—' 4'65

—0— 6,00

exlO

(L.mol~'cm

6,70
5,00
5,00
0,83

-l)

Equagdo da reta

y =0,08x + 0,00
y = 0,06x + 0,02
y =0,06x - 0,02
y=0,01x + 0,00

r

1,00
1,00
0,99
0,93
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Tabela 02 — Estudo do efeito do pH na determinagdo conjunta de

acido ascorbico e F.‘e2

cos (sistema bifasico) em tampao citrato 0;50 M.

+ ~ - ‘ - .
pela redugao de 1lons cupri-

Valores de absorbancia (545 nm)
pH :
1,00 mL HyAsc| 1,00 mL Fe2t A obtida A tedrica
2,65 0,47 ' 0,27 0,74 0,74
0,48 : 0,25 0,73 0,73_
4,65 0,13 0,03 0,31 0,16
' 0,13 . 0,02 0,34 0,15
6,00 0,06 0,02 0,13 0,08
0,06 0,01 0,15 0,07
Tabela 03 — Estudo do efeito do pH na determinacdo conjunta de
acido ascodrbico e re??t pela reducdo de ions cipri-
cos (sistema bifisico) em tampdo metafosfato 0,50 M.
Valores de absorbancia (545 nm)
pH
1,00 mL HyAsc |1,00 mL Fel* A obtida A tedrica
2,65 0,39 0,36 0,74 0,75
0,34 0,34 , 0,72 0,68
4,65 0,09 0,03 0,42 0,12
0,08 0,02 0,44 0,10
6,00 0,02 0,00 0,17 0,02
0,02 0,00 0,18 0,02
A concentracao das solugoes de H,Asc e de Fe2t utilizadas foi de

Obs.:

2,27 x 10~4 moles/L e o volume total do meio de reacdo foi de
5,00 mL.
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1v.2. Estudos em Sistema de Uma Fase

As Figuras 07 a 15 apresentam OS resultados das deter
minacdes individuais de acido ascorbico e de Fe2+ pela reacdo
de reducdo de ions clpricos, em sistema de uma fése, em meilos
de tampdo acetato, citrato e metafosfato, nos pHs 2,65, 4,00,
4,65 e 6,00, e em diferentes concentracdes do tampao. Os da-
dos utilizados para a elaboragao dessas figuras encontram-se
nas Tabelas A.07 a A.15 (Apéndice).

As Tabelas 04 a 12 apresentam os dados de determina-

- . - s - . 2+ .
¢des conjuntas de acido ascorbico e Fe em sistemas de uma fa-

se, nas mesmas condicdes anteriores.

Tabela 04 - Determinacdo conjunta de acido ascorbico e re?t pe-

la reducdo de ions cupricos (no sistema de uma fase)

em tampao acetato 2,50x10 -2 M, pH 2,65. A [HzAsc] ea [Fe ]'

-4

das solucdes utilizadas foram 2,27 x 10 moles/L, volume to-

tal no tubo de reacao = 5,00 mL.

Amostra Valores de absorbadncia (545 nm)

(mL) det. FelZ* det. HpAsc A obtida A tedrica

0,25 0,08 0,18 0,29 0,26
0,08 0,19 0,30 0,27

0,50 0,18 0,37 0,58 0,55
0,17 0,37 0,58 0,54

0,75 0,27 0,53 0,86 0,80
0,28 0,56 | 0,86 0,84

1,00 0,36 0,75 1,20 1,11
0,38 0,73 1,20 1,11
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0,70 |-

0,60 |-
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040

0,30 |-
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0,I0
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1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
[HpAsc] x 103

Figura 07

CURVAS DE ABSORCAO DE COMPLEXO [Cu(CUPROINA),]* DETERMINAGAO DE ACIDO
ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 0,50M EM SISTEMA DE UMA FASE.
EFEITO DO pH.

’ e'x1073 - '
pH (L.mal"tem™") Equagdo da reta F
—0— 2,65 13,6 y = 0,17x -0,01 1,00
—{— 4,00 12,8 y = 0,6 x +0,00 1,00
—4A— 4,65 12,8 y = 0,16x +0,00 1,00
—0— 6,00 12,8 y = 0,16x +0,00 1,00 .

AS RETAS pH 4,65 E pH 6,00 SAO COINCIDENTES
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1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
[Hz Asc] x 10°
Figura O8

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA )]t DETERMINACAO DE ACIDO
ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO CITRATO 0,50M EM SISTEMA DE UMA FASE.

EFEITO DO pH.

b4

pH

2,65
4,00
4,65
6,00

e'x10°3
(L.mol Tem™1)
12,8
9,60
8,00
6,00

Equagdo da reta

0,16x - 0,01
0,12x +0,00
0,10x +0,01

y
y
y
y = 0,08x +0,00
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0,10}

1 | i ! 1 | ]
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

[H, Asc] x 10°

Figuras 09

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROlNA) ¥ DETERMINACAO DE ACIDO
ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 2,5x10” M EM SISTEMA DE UMA FASE.
EFEITO DO pH.

e'x10°3 )
PH (L.mol~lem™1) Equagdo da reta r
—— 2,65 12,8 y = 0,16x + 0,00 1,00
-—{3— 4,00 13,6 y = 0,17x + 0,01 1,00
—&— 4,65 13,6 y = 0,17x + 0,00 - 1,00
—0— 6,00 13,6 y = 0,17x - 0,01 1,00

AS 4 RETAS SAO PRATICAMENTE COINCIDETES.
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Figura 10

3,0

4,0

5,0 6,0

[HpAsc] x 10°

7,0

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [cu (CUPROINA),]* DETERMINACAO DE ACIDO
ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO CITRATO 2,5x10°M EM SISTEMA DE UMA FASE.

EFEITO DO pH.

PH

—0— 2,65

—{)— 4:00
—40— 4,65

. —0— 6,00

e'x1073
(L.mo!~tem™1)
13,6
12,8
12,0
1,2

Equagdo da reta

y = 0,17x + 0,00
y = 0,16x + 0,00
y = 0,15x + 0,00
y = 0,14x + 0,01

1,00
1,00
1,00
1,00
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I ] ! | ! | 1
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

[HzAsc] x 10%

Figura 1

CURVAS DE ABSORGCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROlNA)Z] DETERMINAGAO DE ACIDO
ASCORBICO EM MEIO DE TAMPAO METAFOSFATO 2,5x10 2M EM SISTEMA DE UMA FASE.
EFEITO DO pH.

1 -3
H € x10 Equagdo da reta r
P (L.mol"lem™) quar '
—0O— 2,65 10,0 y = 0,13x + 0,00 1,00
—0— 4,00 6,00 y = 0,0B)( + 0,00 1,00
—A— 4,65 7,00 y = 0,09x + 0,00 1,00
—0— 6,00 1,00 y= 001x + 0,00 0,97
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Figura 12

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu{CUPROINA),]" DETERMINAGAO DE Fe 2+
EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 0,50 M EM SISTEMA DE UMA FASE. EFEITO DO pH.

' -3
€ x10 -
pH (L.mol-lem=") Equag¢do da reta r
—O— 2,65 6,00 y=0,08x + 0,00 1,00 .
—t— 4,65 7,00 y =0,09x - 0,01 1,00

—O0— 6,00 6,00 y = 0,08x + 0,00 1,00

—
£

-
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[Fe?*] x 10°
Figura 13

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA),] DETERMINACAO DE Fe2t
EM MEIO DE TAMPAO ACETATO 2,5 x 1072M EM SISTEMA DE UMA FASE.
EFEITO DO pH.

' -3
10 -
pH (L.ﬁo;("cm") Equagdo da reta r
—— 2,65 6,00 y = 0,08x -0,01 1,00
—— 4,65 6,00 y = 0,08x +0,00 1,00

—0— 6,00 6,00 y = 0,08x + 0,01 1,00
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Figura 14

CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA),] T DETERMINAGAO DE Fe2t
EM MEIO DE TAMPAO CITRATO 2,5 x1072M EM SISTEMA DE UMA FASE .
EFEITO DO pH.

' -3
pH (L.go?'}(zm" ) Equag¢do da reta r
—— 2,65 7,00 y =0,09x + 0,09 1,00
— 4,65 3,00 y =0,04x + 0,00 0,99

—0— 6,00 2,00 y =0,02x+0,00 0,98
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Figura 15 ‘
CURVAS DE ABSORCAO DO COMPLEXO[CU(CUPROINA)2]+ DETERMINACAO DE Fe

EM MEIO DE TAMPAO METAFOSFATO 2,5x10 °M EM SISTEMA DE UMA FASE.
EFEITO DO pH.

e'x10°
pH (L.mol~lem~!) Equagado da reta or
—o— 265,465 600 6,00 y = 0,07 x + 0,00 1,00 (p/todos)

—— 4,00 6,00 y= 0,07x + 0,00 1,00
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Tabela 05 - Determinacdo conjunta de &cido ascérbico e Fe pe-

la redugdao de ions clpricos (no sistema de uma fase)
em tampao acetato 2,50 x 102 M, pH 4,65. [H,Asc] e
[Fe2+] = 2,27 x 104 M; V total = 5,00 mL.

Amostra Valores de absorbancia (545 nm)
(mL) det. Fe2t det. HjAsc A obtida A tedrica
0,25 0,10 0,18 0,30 0,28
0,09 0,19 0,30 0,28
0,50 0,18 0,36 0,58 0,54
0,17 0,36 0,58 0,53
0,75 0,26 0,57 0,88 0,83
0,26 0,56 0,86 0,82
1,00 0,36 0,74 1,15 1,10
0,36 0,76 1,15 1,12
Tabela 06 - Determinagdao conjunta de acido ascorbico e Felt pe-
la redugao de ions clpricos (no sistema de uma fase)
em tampdo acetato 2,50 x 10~2 M, pH 6,00. [H2Asc] e
[Fe2*] = 2,27 x 10~4 M; V total = 5,00 mL.
Amostra Valores de absorbancia (545 nm)
(mL) | ,
det. Fe2+ det. HjAsc A obtida A tebrica
0,25 0,08 0,17 0,33 0,25
0,08 0,18 0,33 0,26
0,50 0,17 0,36 0,53 0,53
0,17 0,36 0,53 0,53
0,75 0,26 0,56 0,67 0,82
0,26 0,56 0,68 0,82
1,00 0,35 0,74 0,97 1,09
0,35 0,74 0,93 1,09
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Tabela 07 — Determinacdo conjunta de &cido ascdrbico e Fe’" pe-

la redugao de iIons clpricos (no sistema de uma fase)
em tampdo citrato 2,50 x 102 M, pH 2,65. [HyAsc] e
[Fe2+] = 2,27 x 104 M; V total = 5,00 mL.

Amostra Valores de absorbincia (545 nm)
{mL) det. Fet2 det. HoAsc A obtida A tedrica
0,25 0,10 0,20 0,25 0,30
0,10 0,18 0,24 0,28
0,50 0,19 0,38 0,48 0,57
0,20 0,37 0,47 0,57
0,75 0,30 0,58 0,70 0,88
0,30 0,56 0,69 0,86
1,00 0,41 0,75 0,95 1,16
0,41 0,76 0,93 1,17
Tabela 08 — Determinac¢do conjunta de acido ascorbico e re?t pe-
la reducao de ions clpricos (no sistema de uma fase)
em tampdo citrato 2,50 x 10-2 M, pH 4,65. [HoAsc] e
[Fe2+] = 2,27 x 10-4 M; V total = 5,00 mL.
Amostra Valores de absorbancia (545 nm)
(mL) det. Fet2 det. HpAsc A obtida A tedrica
0,25 0,05 0,16 0,20 0,21
v 0,06 0,16 0,20 0,22
0,50 0,08 0,33 0,39 0,41
0,09 0,34 0,39 0,43
0,75 0,13 . 0,50 0,56 0,63
0,12 0,52 0,56 0,64
1,00 0,18 0,66 0,77 0,84
0,18 0,67 0,76 0,85




Tabela 09 - Determinacdo conjunta de acido ascérbico e Fe

2+

em tampdo citrato 2,50 x 102 M, pH 6,00. [HAsc]

[Fe2+] = 2,27 x 10~4 M; V total = 5,00 mL.
Amostra Valores de absorbancia (545 nm)

L - ‘
(mL) det. Fe'? det. HjoAsc A obtida A teoOrica
0,25 0,02 0,17 0,16 0,19

0,02 0,16 0,17 0,18
0,50 0,04 0,32 0,34 0,36
0,04 0,33 0,30 0,37
0,75 0,08 0,48 0,48 0,56
0,06 0,47 0,48 0,53
1,00 0,10 0,63 0,66 0,73
0,09 0,64 0,64 0,73
Tabela 10 — Determinagao conjunta de Acido ascdrbico e Fe?t pe-
la reducao de ions cﬁpricos2 (no sistema de uma fase)
em tampio metafosfato 2,50x10° ‘M, pH 2,65. [HpAsc]
[Fe2*] = 2,27 x 104 M; V total = 5,00 mL.
Amostra Valores de absorbancia (545 nm)
(mL.) det. Fet2 det. HpAsc A obtida A tedrica
0,25 0,08 0,14 0,22 0,22
0,08 0,15 0,22 0,23
0,50 0,16 0,30 0,48 0,46
0,16 0,29 0,48 0,45
0,75 0,25 0,46 0,74 0,71
0,25 0,47 0,74 0,72
1,00 0,33 0,58 0,96 0,91
0,32 0,58 0,94 0,90

pe-
la reducao de ions clpricos (no sistema de uma fase)
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Tabela 11 — Determinac¢do conjunta de &cido ascdorbico e rel?t pe-
la reducao de ions cupricos (no sistema de uma fase)
em tampdo metafosfato 2,50 x 10~2 M, pH 4,65.[H2Asc]

e [Fe?%] = 2,27 x 104 M; V total = 5,00 mL.

Amostra Valores de absorbancia (545 nm)'

(mL) det. Fe2t det. HjpAsc A obtida A tedrica
0,25 0,07 0,12 0,18 0,19
0,08 0,10 0,18 0,18
0,50 0,16 0,22 0,38 0,38
0,16 0,20 0,38 0,36
0,75 0,24 0,30 0,56 0,54
v 0,24 0,33 0,56 0,57
1,00 0,32 0,42 0,80 0,74
0,32 0,42 0,78 0,74

Tabela 12 =— Determinacadao conjunta de acido ascdrbico e re??t pe-

la reduc¢do de ions clpricos (no sistema de uma fase)
em tampdo metafosfato 2,50 x 10~2 M, pH 6,00.[H2Asc]
e [Fe2+] = 2,27 x 10~4 M; V total = 5,00 mL.

Amostra Valores de absorbancia (545 nm)

(mL) - det. Fe?t det. HjAsc A obtida A telbrica

0,25 0,08 0,01 0,12 0,09
0,08 0,01 0,12 0,09

0,50 0,16 0,02 0,25 0,18
0,16 0,02 0,26 0,18

0,75 0,25 0,04 0,36 0,29
0,24 0,04 0,38 0,28

1,00 0,33 0,06 0,50 0,39
0,33 0,05 0,50 0,41
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. A Figura 16 apresenta o estudo da influéncia da con-

centracdo dos tampOes acetato e citrato nas determinacdes de

2

- . P + - - . - .
acido ascorbico e de Fe pela reacao de reducao de ions cupri-

Cos.

A Figura 17 mostra o efeito da adigéo de NaCl ao tam-

2

pio misto acetato/citrato (2,50 x 1072 M/ 3,125 x 107> M) na de

2

, - - . .y + - -
terminacao de acido ascorbico e de Fe pela reagcao de reducgao

de ions cupricos, em pH 2,65, 4,00, 4,65 e 6,00.
A Figura 18 apresenta o estudo do tempo de desenvolvi
mento da cor do complexo Cu(cuproina); durante as determina-

¢des de acido ascorbico e de Fe?t em tampoes de pH 4,65: a) ace

2 2 M/NaCl 6,0 x 10~2 M;

c) acetato 2,5 x 1072 M/ citrato 3,125 x 1073 M; d) acetato

2 2 M/ citrato 3,125 x 1073 M.

tato 2,5 x 10 “ M; b) acetato 2,5 x 10~

2,5 x 10°° M/NaCl 2,0 x 10~

A Figura 19 apresenta a curva padrdo da determinagdo

2+

de Cu com cuproina usando hidroxilamina como redutor, em meios

de tampao acetato ou citrato, na faixa de pH de 2,65 a 6,00. Os
dados utilizados para a construcdao dessa figura encontram-se nas
Tabelas A.16 e A.l17.

As Figuras 20 a 22 apresentam as curvas padrao da de-

2+

terminagao de Fe com o-fenantrolina em tamp3ao acetato (ou ci-

trato) pH 4,65; em HCl 2,0% e em H,S0, 0,10 M. Os dados utiliza
dos para a construgdo dessas curvas encontram-se nas Tabelas
A. 18 a A.22.

As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados do estudo
da influéncia da concentragdo de etanol nas detérminagées de aci

2+

do ascorbico e de Fe pela reacao de reducdo de ions cupricos,

em tamp3o acetato 2,5 x 1072 M, em pH 2,65, 4,65 e 6,00.
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Figura 16

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO MOLAR DOS TAMPOES ACETATO E CITRATO
EM pH 2,65 (->-), pH 4,65 (=) E pH 6,0 (=) NA oETERMlNAcZ\‘o
DE ACIDO ASCORBICO E DE Fe2t PELA REACAO DE REDUCAO DE [ONS cU
PRICOS. [H,Asc] = [Fe2%]= 2,5 x10°5M .,
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ABSORBANCIA

ABSORBANCIA (545 nm )
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: . e 4 103
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Figura 18

TEMPO DE DESENVOLVIMENTO DA COR DO COMPLEXO [Cu(CUPROlNA)a] NA
*. REACAO DE ACIDO ASCORBICO COM Cu2tE DE Fe2tCOM Cu2*EM TAMPOES
DE pH 4,65 : ACETATO 2,5 x102M (-a-) ; ACETATO 2,5 x10°2M / NacCl
6,0 x 1072M (-e-) ; ACETATO 2,5 x IO‘2M / CITRATO 3,125 x 1073M (—%)
E ACETATO 2,5 x 1072M / NacCl 6,0 x 10"2M / CITRATO 3,125 x 10"3M (-o-).

[AciDo ASCORBICO] 1,25 x107°M; [Fe2t]z 2,5 x 1075M.
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Figura 19

CURVA DE ABSORCAO DO COMPLEXO [Cu(CUPROINA ), 1T DETERMINAGAO DE cu?t
POR REDUCAO COM HIDROXILAMINA EM MEIO DE TAMPAO ACETATO (OU CITRATO)
2,5x10°2M EM pH DE 2,65 A 6,00.

(€=6,67 x 103 L.mol™'.cm~ PARA b =1,20cm; EQUACAO DA RETA —
y=0,08x + 0,00 ; r=1,00)
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Figura 20

DETERMINACAO DE Fe2* COM ORTO-FENANTROLINA ( COM HIDROXILAMINA).
CURVA PADRAO EM TAMPAO ACETATO (OU CITRATO) 0,50 M pH 4,65

( €=1,04 x 10* L.mol” ¢cm™ ; EQUAGAO DARETA— y=0,13x~0,02; r =1,00).
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Figura 21 [Fe2+] o

DETERMINACAO DE Fe2tcoMm ORTO - FENANTROLINA ( COM HIDROXILAMINA ).
CURVA PADRAO EM HCL 2,0(% ( € = 1,04 x 10% L. mol™ em ™! ; EQUACAO
DA RETA —y=0,13x + 0,00; r =1,00).
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[Fe2*] x 103
Figura 22
DETERMINACZ\-O DE Fe2t*COM ORTO-FENANTROLINA (COM HIDROXILAMINA).

CURVA PADRAO EM H>S04 O,10M (€=1,12 x10% L.mol"'em™" ; EQUAGAO
DA RETA — y = 0,14x + 0,00 ; r=1,00).
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As Tabelas 15 e 16 apresentam os resultados do estudo

‘da influéncia da concentracao de etanol nas determinagdes de éci

2+

do ascorbico e de Fe pela reacao de reducao de ions cupricos,

2

em tampio citrato 2,50x 10 ° M, em pH 2,65, 4,65 e 6,00.

IV.3. Estudos de Formagdo de Complexo entre Acido Ascorbico e

Fe2+ no Sistema de Uma Fase

A Figura 23 mostra a evolucdo da absorbancia de mistu-

2+ 4

ras equimolares de acido ascdrbico e Fe (2,27 x 10~

M em cada
um) , quando determinados simultaneamente pela reacdo de redugao
de ions cUpricos. Os dados utilizados para a elaboracdo dessa fi
gura encontram-se nas Tabelas A.23 e A.24.

A Tabela 17 apresenta os dados do estudo de formagao

- . -y s 2+
de complexo entre acido ascorbico e Fe

em meio de tampdo aceta
to 2,5 x 10”2 M nos pH 2,65, 4,00 e 4,65. Esses dados mostram
a evolugao das absorbancias em funcdo do tempo de reacdo de solucdes indi-

2+ e da mistura equimolar de

viduais de &acido ascorbico e de Fe
ambos, em gada pH. Esses resultados estao graficados nas Figuras
24 a 26.

Nota: As determinacdes foram feitas pela reacao de re-
duc3o de ions clUpricos e os valores de absorbancia s3do referen-

tes ao complexo Cu(cuproina); a 545 nm.

Da diferenca entre a soma (S) das absorbancias de solu
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ABSORBANCIA A 545 nm
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TEMPO DE REAGCAO (min)

Figura 23

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO COMPLEXO [Cu(CUPROlNA)2]+
DA MISTURA EQUIMOLAR DE ACIDO ASCORBICO E Fe2t (2,27 x 10~ M)

EM FUNCAO DO TEMPO DE REACAO EM TAMPOES ACETATO E CITRATO

DE SODID 2,5 x 1072M.

—_— PH 2,65 acetato ——-- pH 2,65 citrato
—_O0— pH 4,65 acetato —— pH 4,65 citrato
—_—— pH 6,00 acetato —— pH 6,00 citrato
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Tabela 17 — Estimativa da porcentagem de complexo entre H,Asc e

Fe2% através da diminuicdo da absorbancia (relativa
ao complexo 'Cu(cuproina);) em funcdo do tempo de
reacdo, de solucdes individuais de HpAsc, de Fe?t e
de misturas equimolares (2,50x 10~4 M) de ambos. Va

lores de absorbancia a 545 nm. Em tampdo acetato
2

(2,50 x 107° M).
pPH 2,65
Tempo Valores de absorbancia ' Calculos
(min) |HAsc () | Fe** (F) |Mistura )| Sama (S) | S - M | % complexo
0 0,425 0,220 0,640 0,645 (SO) 0,005 0,78
1 0,425 0,220 0,560 0,645 0,085 13,17
3 0,420 0,220 0,540 0,640 0,100 15,50
6 0, 405 0,220 0,520 0,625 0,105 16,28
12 0,375 0,215 0,480 0,590 0,110 17,05
25 0, 305 0,215 0,400 0,520 0,120 18,60
pH 4,00
0 0,415 0,210 0,630 0,625 (SO) -0,005 -0,80
1 0,410 0,210 0,550 0,620 0,070 11,18
3 0,400 0,210 ‘ 0,475 0,610 0,135 21,57
6 0,380 0,205 0,405 0,585 0,180 28,75
12 0,320 0,205 0,320 0,525 0,205 32,74
25 0,185 0,205 0,210 0,390 0,175 28,00
pH 4,65
0 0,415 0,215 0,635 0,630 (SO) ~-0,005 -0,79
1 0,405 0,215 0,525 0,620 0,095 15,08
3 0,370 0,215 0,385 0,585 0,200 31,75
6 0,285 0,215 0,280 0,500 0,220 34,92
12 0,194 0,215 0,220 0,409 ‘ 0,189 30,00
25 0, 065 0,215 0,158 0,280 0,122 19,37
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Figura 24

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO compn.exo[cucupgommzl??
EM FUNCAO DO TEMPO DE SOLUCOES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO

E DE Fe2+ E DA MISTURA EQUIMOLAR (2,5x 107M) DE AMBOS, EM
TAMPAO ACETATO 2,5 x 107°M, pH 2,65 .

——— Fez*‘
—x—  Acido Ascorbico
—e— Mistura Equimolar
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Figura 25

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA A0 COMPLEXO [Cu(CUPROINA),]™
EM FUNGCAO DO TEMPO DE SOLUCOES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO
E DE Fe®' E DA MISTURA EQUIMOLAR (2,5 x10”M) DE AMBOS, EM
TAMPAO ACETATO 2,5 x 10°2M, pH 4,00 .

—o— Fe?t
—x—  Acido Ascorbico
~ —e— Mistura Equimolar
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Figura 26

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO COMPLEXO [Cu(CUPROINA); |+
EM FUNCAO DO TEMPO DE SOLUCOES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO
E DE Fe?*DE MISTURA EQUIMOLAR (2,5x 10™*M) DE AMBOS ,

TAMPAO ACETATO 2,5 x 1072M, pH 4,65.

EM

Acido Ascdrbico

B

—e— Mistura Equimolar
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2+

¢des individuais de H,Asc (H) e Fe” (F) e a absorbincia da mis

tura equimolar (M) calculou-se a porcentagem de complexo forma-
do, em cada pH. Esses resultados estao graficados na Figura 27.
A Tabela 18 apresenta os dados do estudo de formagéo

2+ . , ~ .
em meio de tampao mis-

-2

de complexo entre acido ascorbico e Fe
to (acetato 2,5x 1072 M/citrato 3,125x 107> M/NaCl 6,0x10™ % M)
nos pH 2,65, 4,00 e 4,65. Esses dados mostram a evolucao das
absorbancias em funcdo do tempo de solucdes individuais de aci-

2+ . .
e da mistura equimolar de ambos, em cada

do ascOrbico e de Fe
pH. Esses resultados estdo graficados nas Figuras 28 a 30.
Observacdo: os valores de absorbancia sao relativos
ao compléxo Cu(cuproina);, como ja foi mencionado para a Tabela
17.
A pércentagem de formacao do complexo, calculada como

ja4 descrito para o tampdo acetato, encontra-se graficada na Fi-

gura 31.

IV.4. Estudos em um Sistema Natural: Suco de Laranja Concentrado

Analise de alguns parametros do suco de laranja

1 - Teor de acido citrico do suco

O volume gasto de solugdo de NaOH padronizada (0,0493 N)
para titular a aliquota de 5,00 mL (solucdo 5% de suco) foi

3,20 mL.
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o)

5 10 15 20 25

TEMPO DE REACAO (min)
Figura 27

FORMACAO DO COMPLEXO [Fe (HAsc)]” EM TAMPAO ACETATO

2,5 x 10°M DE pH 2,65, 4,00 E 4,65.

—e—~ PpH 2,65
—o— pH 4,00
—%— pH 4,65
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Tabela 18 — Estimativa da porcentagem de compleko entre H2Asc e

2+
e

F através da diminuicdo da absorbancia (relativa

ao complexo Cu(cuproina);) em funcdo do tempo  de
reacdo, de solugdes individuais de H2Asc, de Fe2+ e
de misturas equimolares de ambos. Valores de absor-
bancia a 545 nm. Em tampao misto (acetato 2,50x 10-_2'M/

citrato 3,125 x 10~ 3 M/Nacl 6,0 x 10~ 2 M).

pH 2,65
Tempo Valores de absorbancia Calculos
(min) | g asc (@) re?t (F) | Mistura () sama (S) | S -M |3 complexo
0 0,425 0,230 0,665 0,655 (s4)| —0,010 1,53
1 0,425 0,230 0,580 0,655 0,075 11,45
3 0,420 0,230 0,545 0,650 0,105 16,03
6 0,415 0,230 0,525 0,645 0,120 18,32
12 0,410 0,230 0,520 0,640 0,120 18,32
25 0,405 0,230 0,520 0,635 0,115 17,56
pH 4,00
0 0,435 0,220 0,650 0,655 (Sy)| 0,005 0,76
1 0,430 0,220 0,600 0,650 0,050 7,63
3 0,430 0,210 0,550 0,640 0,090 13,74
6 0,420 0,210 0,480 0,630 0,150 22,90
12 0,405 0,185 0,435 0,590 0,155 23,66
25 0,380 0,170 0,390 0,550 0,160 24,43
pH 4,65
0 0,435 0,220 0,660 0,655 (S) -0,005 -0,76
1 0,435 0,215 0,630 0,650 0,020 3,05
3 0,425 0,210 0,560 0,635 0,075 11,45
6 0,420 0,200 0,480 0,620 0,140 21,37
12 0,410 0,185 0,390 0,595 0,205 31,30
25 0,385 0,150 0,360 0,535 0,175 26,72
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Figura 28

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO COMPLEXO[CU(CUPROINA)2]+

EM FUNCAO DO TEMPO DE SOLUCOES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO
E DE Fe?'E DA MISTURA EQUIMOLAR (2,5 x 10 “M DE AMBOS, EM

TAMPAO MISTO (ACETATO 2,5 x 107°M /CITRATO 3,125 x10°>M/ NaCl
6,0 x 102M ), pH 2,65.

—-—o—_
—X— Acido Ascorbico

—e— Mistura Equimolar

Fe2+
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Figura 29 '

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO COMPLEXO [Cu (CUPROI'NA)ZI*'

EM FUNCAO DO TEMPO DE SOLUGOES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO
E DE Fe?'E DA MISTURA EQUIMOLAR (2,5 x 10~ “M) DE AMBOS, EM

TAMPAO MISTO (ACETATO 2,5 x 10~ M / CITRATO 3,125 x 1073 M /NaCl .
6,0 x 10~ M), pPH 4,00.

—X— Acido Ascorbico
—e—  Mistura equimolar
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] ] ] ] .
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Figura 30

EVOLUGAO DA ABSORBANCIA (RELATIVA AO COMPLEXO [Cu(CURROINA ), ]+
EM FUNGAO DO TEMPO DE SOLUCGES INDIVIDUAIS DE ACIDO ASCORBICO
E DE Fe2* E DA MISTURA EQUIMOLAR (2,5 x10"%*M) DE AMBOS, EM

TAMPAO MISTO (ACETATO 2,5 x 10°2M /CITRATO 3,125 x 10°3M/ NaCl
6,0 x 10°2M ), pH 4,65.

—0—  Fe2t
—X— Acido Ascorblco
- Mistura Equimolar
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PORCENTAGEM DO COMPLEXO [Fe (HAsc)]
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Figura 31

FORMACAO DO COMPLEXO [Fe (HAsc)]YEM TAMPAO MISTO (ACETATO 2,5 x 107°M/
CITRATO 3,125 x 10°M / NaCl 6,0 x10 °M) DE pH 2,65 , 4,00 E 4,65.

—e— pH 2,65
—O0— pH 4,00
—%— pH 4,65
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Através da foérmula apresentada no item III.2f4.1; ob-
teve-se que o suco de laranja concentrado é 0,2% em acido cit:i
co, ou seja, em 5,00 g de amostra ha 0,010 g de acido citrico.
A solucdo utilizada na titulacdo (5,00 g/100 mL) & 1,56><l0_3N

em acido citrico.

2 - Concentracao de acido ascdorbico (vitamina C) e de

ferro do suco de laranja concentrado e liofilizado

A concentracdo de acido ascdrbico no suco de laranja,
determinada pela reacdo de redugdo de ions cupricos, segundo o
método j& detalhado no item ITI.2.4.2. foi: em 100 g do suco
concentrado existem 291,70 mg de A&cido ascorbico, ou seja,
1.656 umoles de acido ascorbico em cada 100 g de suco.concentrg
do.

O teor de ferro no suco concentrado, determinado pelo
método da orto-fenantrolina era muito baixo, praticamente des-

prezivel, ou seja, 4,27 x 1076

moles de ferro em 100 g de suco
concentrado.
As concentracoes de acido ascorbico e de ferro no su-

co liofilizado foram de 3.300 umoles/100 g e 8,55 x 10_6

moles/
100 g, respectivamente.

A Tabela 19 apresenta os resultados do Experimento de
Estocagem 1. A tabela registra os dados periddicos da absorban-
cia (545 nm) de amostras de suco de laranja concentrado adicio-
nado de ferro, que foram estocadas por um periodo de 55 dias. O
valor da absorbancia das amostras II, IIT e IV em cada ponto cor-

2

responde & soma das quantidades de vitamina C e Fe *. A absorban-
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Tabela 19 - Experimento de Estocagem 1. Efeito do tempo e da ter_g
peratura de estocagem sobre a [HzAsc] e a [Fe2+] do

suco de laranja concentrado adicionado de ferro. Va

lores de absorbancia a 545 nm. Amostras Ia a IvVa:
temperatura ambiente; amostras Ib a IVb: T=+5,09C;
amostras Ic a IVec: T = - 18,09C.
Dias de esto- Absorbancia
cagem 0 02 06 10 17 25 35 55
Amostra
Ia 0,49 0,50 0,47 0,46 0,44 0,21 - -
0,50 0,50 0,48 0,46 0,44 0,20 - -
Iila 0,52 0,52 0,48 0,46 0,40 0,32 - -
0,52 0,52 0,47 0,46 0,40 0,32 - -
IIIa 0,55 0,55 0,52 0,48 0,42 0,35 - -
0,55 0,55 0,51 0,48 0,42 0,35 - -
iva 0,66 0,66 0,63 0,54 0,46 0,37 - -
0,66 0,65 0,63 0,54 0,46 0,37 - -
Ib 0,51 0,51 0,50 0,50 0,48 0,46 0,44 0,36
‘ 0,51 0,51 0,51 0,50 0,48 0,46 0,44 0,36
I1b 0,52 0,51 0,50 0,50 0,48 0,46 0,43 0,34
0,52 0,51 0,53 0,50 0,47 0,45 0,43 0,34
IITb 0,57 0,56 0,55 0,53 0,47 0,46 0,41 0,34
0,57 0,56 0,54 0,53 0,47 0,46 0,40 0,34
IVb 0,66 0,66 0,64 0,57 0,53 0,50 0,43 0,34
0,66 0,66 0,65 0,58 0,53 0,50 0,43 0,34
Ic 0,51 0,50 0,50 0,47 0,45 0,44 0,44 0,41
0,50 0,50 0,50 0,47 0,45 0,44 0,43 0,41
IIc 0,52 0,52 0,51 0,49 0,45 0,42 0,42 0,37
0,52 0,52 0,51 0,48 0,44 0,42 0,42 0,37
IIIc 0,56 0,55 0,55 0,52 0,47 0,44 0,43 0,40
0,56 0,55 0,54 0,52 0,47 0,44 0,43 0,41
IvVce 0,68 0,68 0,66 0,64 0,56 0,52 0,48 0,43
0,68 0,67 0,66 0,64 0,57 0,52 0,48 0,44
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éia das amostras sem adigcdo de ferro (amostras I) corrésponde a
quantidade de vitamina C. As amostras Ia a IVa foram estocadas
34 temperatura ambiente, as amostras Ib a IVb foram estocadas sob
refrigerac@o (+ 5,09C) e as amostras Ic a IVc foram estocadas
sob congelacgao (- 18,0QC). Esses dados estdo representados grafi
camente nas Figuras 32 a 34.

A Tabela 20 apresenta os resultados do Experimento de
Estocagem 2. A tabela registra dados periédicos da absorbancia a

545 nm das amostras de suco de laranja com Fe2+

(amostras II, III
e IV) e das amostras sem Fe2+ (I) que foram estocadas a tempera-
tura ambiente, sob refrigeracao (+ 5,02C) e sob congelacao (- 18,02C)
por 49 dias.

A Tabela 21 apresenta resultados do Experimento de Es-
tocagem 2 em relacdao ao teor de Fe2+ nas amostras II, III e 1IV.
0 Fe2+ foi avaliado pelo método da orto-fenantrolina nas amostras
de suco de laranja estocadas & temperatura ambiente, sob refrige
racio e sob congelagao, por 49 dias.

As Tabelas 22, 23 e 24 apresentam os resultados da por

centagem de perda de vitamina C, da soma de vitamina Ce Fe2+ e

do Fe2+ durante o Experimento de Estocagem 2.

A Tabela 25 apresenta os dados de conversao dos valo-

res de absorbiancia do Fe2+

obtidos com o-fenantrolina para os va
lores correspondentes ao Fe2+ determinados com 2,2'~-biquinolina.

Com os dados das Tabelas 20 e 21 construiu-se as Figu
ras 35 a 37 que apresentam a evolucao da absorbancia das amos-
tras de suco de laranja com e sem ferro, nas trés temperaturas
de estocagem, por 49 dias. Esses valores se‘referem a concentra-

2+ 2+

cdao de vitamina C, do Fe e da soma de vitamina C e Fe no de-
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Figura 32
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30 40 50 60

EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 1

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (545nm) DE SUCO DE LARANJA COM
E SEM ADICAO DE Fe?*ATRAVES DA ESTOCAGEM A TEMPERATUR
AMBIENTE POR 55 DIAS.

.—x——-
_D.—

_A——-
——

Suco
Suco
Suco
Suco

com Fe2+na relagdo molar 1:1
com Fe2*na relacdo moler 1:2
com Fe?' na relagdo molar 1:5
sem Fe®'(absorbdncia da vit. C)
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Figura 33
EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 1
EVOLUCAO DA ABSORBANC!A (545nm) DE SUCO DE LARANJA COM

E SEM ADICAO DE Fe?* ATRAVES DA ESTOCAGEM SOB. 'REFRIGERACAO
A +5,0°C POR 55 DIAS

—— Suco com Fe na relagdo molar 1:1
—— Suco com Fe?t ng relagdo molar 1:2
—r— Suco com Fe2* na relagdo molar 1:5

—O0— Suco sem Fe?" (absorbdncia da vit. C )
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Figura 34

EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 1

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA (545nm) DE SUCO DE LARANJA COM
E SEM ADICAO DE Fe 2+ ATRAVES DA ESTOCAGEM SOB CONGELAGAO
A -18,0°C POR 55 DIAS.

+ -
—X—  Suco com Fe2 na relagdo molar
—0—  Suco com Fe®*na relagdo molar
—a&—  Suco com Fe?*na relagdo molar

—o— Suco sem Fe®'(absorbdncia da vit.

OToT
e
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Tabela 20 - Experimento de Estocagem 2. Efeito do tempo e da tem
peratura de estocagem sobre a [HzAsc] e a [Fe2+] de

suco de laranja concentrado adicionado de ferro. Va

lores de absorbancia a 545 nm. Amostras Ia a IVa:
temperatura ambiente; amostras Ib a IVb: T==+5}OQC;

amostras Ic a IVc: T = - 18,09C.

Dias de es-
tocagem 0 07 14 21 28 35 42 49
Amostras

Ia 0,48 0,47 0,43 0,43 0,40 0,36 0,24 0,21
0,48 0,47 0,44 0,42 0,39 0,36 0,25 0,21
IIa 0,52' 0,52 0,47 0,43 0,40 0,36 0,25 0,21‘
0,52 0,52 0,46 0,43 0,40 0,35 0,24 0,21
IITa 0,6 0,55 0,49 0,47 0,43 0,38 0,26 0,23
0,56 0,56 0,49 0,46 0,43 0,37 0,26 0,22
IVa 0,62 0,60 0,54 0,50 0,47 0,41 0,28 0,25
0,62 0,62 0,56 0,50 0,47 0,41 0,27 0,25
Ib 0,48 0,48 0,47 0,49 0,47 0,35 0,34 0,32
0,48 0,48 0,46 0,47 0,46 0,34 0,33 0,32
IIb 0,52 0,50 0,48 0,49 0,46 0,32 0,31 0,30
0,52 0,51 0,49 0,50 0,46 0,32 0,31 0,30
IIIb 0,56 0,55 0,52 0,54 0,50 0,34 0,33 0,32
0,56 0,56 0,52 0,54 0,50 0,33 0,33 0,32
IVb 0,62 0,62 0,61 0,61 0,56 0,39 0,38 0,36
0,62 0,62 0,60 0,61 0,56 0,39 0,37 0,35
Ic 0,48 0,48 0,47 0,49 0,49 0,39 0,37 0,35
0,48 0,47 0,48 0,49 0,48 0,40 0,37 0,35
IIc 0,52 0,50 0,51 0,51 0,50 0,38 0,35 0,33
0,52 0,51 0,50 0,50 0,50 0,37 0,35 0,34
IIlIc 0,56 0,54 0,56 0,56 0,53 0,42 0,40 0,38
o,6 0,54 0,55 0,54 0,54 0,42 0,39 0,37
IVc 0,62 0,62 0,62 0,62 0,61 0,52 0,46 0,42
0,62 0,62 0,62 0,61 0,61 0,52 0,46 0,42
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Tabela 21 - Experimento de Estocagem 2. Efelto do tempoeada tem

peratura de estocagem sobre a [Fe

] do suco de la-

ranja concentrado adicionado de ferro. Valores de
absorbancia a 510 nm. Amostras Ia a IVa: temperatu-
ra ambiente; amostras Ib a IVb: T + 5,09C; amos-
tras Ic a IVc: = - 18,0¢9C. |
Dias de es-
tocagem 0 07 14 21 28 35 42 49
Amostra A
Ia 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
Ila 0,17 o0,17 0,16 0,15 .0,15 0,15 0,14 0,14
0,17 0,16 0,16 0,15 0,15 0,15 0,14 0,14
ITTa 0,39 0,39 0,34 0,32 0,31 0,27 0,25 0,25
0,40 0,40 0,33 0,32 0,32 0,26 0,25 0,25
IVa 0,71 0,69 0,62 0,55 0,54 0,45 0,43 0,42
0,70 0,68 0,60 0,55 0,53 0,46 0,44 0,43
Ib 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
ITb 0,17 0,17 o,16 0,16 0,15 0,15 0,15 0,14
0,17 0,17 o,16 0,16 0,15 0,15 0,14 0,14
IIIDb 0,39 0,39 0,36 0,34 0,31 0,28 0,27 0,26
0,40 0,38 0,35 0,34 0,32 0,28 0,27 0,26
IVb 0,71 0,68 0,68 0,67 0,62 0,48 0,48 v0[48
0,70 0,67 0,67 0,67 0,62 0,49 0,48 0,47
Ic 0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
0,03 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
IIc 0,17 0,17 0,17 o0,16 0,15 0,15 0,14 0,14
0,17 o,17 o,17 o0,16 0,15 0,14 0,14 0,14
IIIc 0,39 0,39 0,38 0,36 0,34 0,33 0,32 0,30
0,40 0,38 0,38 0,37 0,34 0,33 0,31 0,30.
IVc 0,71 o0,70 0,70 0,69 0,67 0,65 0,62 0,60
0,70 ©0,71 0,71 0,70 0,68 0,66 0,64 0,60
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Figura 35

EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 2

EVOLUGCAO DA ABSORBANCIA A 545nm DE SUCO DE LARANJA COM
E SEM ADICAO DE Fe?* ATRAVES DA ESTOCAGEM A TEMPERATURA
AMBIENTE POR 49 DIAS .

s Suco com Fe2t nag relagdo molar 1:1

—_ Suco com Fe?? na relagdo molar 1:2 X\ = 545 nm
—— Suco com Fe“* na relagao molar 1:5

—— Suco sem Fe?* (absorbdncia da vit C)

—— O Absorbdncia do Fe2* no suco 1:1

Y Absorbdncia do Fe?* no suco 1:2 A=510 nm
—— Absorbdncia do Fe?' no suco 1:5
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EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 2

EVOLUCAO DA ABSORBANCIA A 545 nm DE SUCO DE LARANJA COM _
E SEM ADICAO DE Fe?* ATRAVES DA ESTOCAGEM SOB REFRIGERACAO
A +50°C POR 49 DIAS. ~

—_—X%— Suco com Fe?t na relagao molar
—%—  Suco com Fe?' na relagdo molar
—hA— Suco com Fe2+ na relagdo molar
—e—  Suco sem Fe2t (absorbdncia de vit.
—o0—  Absorbancia do Fe2* no suco 1:1

Absorbdncia do Fe2t no suco I:Z] X =510 nm
e—  Absorbdncia do Fe2* no suco 1:5] -

AN =545 nm
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EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 2.

EVOLUGAO DA ABSORBANCIA A 545 nm DO SUCO DE LARANJA COM
E SEM ADICAO DE Fe2t ATRAVES DE ESTOCAGEM SOB CONGELACAO

A -18,0°C

POR 49 DIAS .

—_—— Suco com Fe:: na relagdo molar 1l

— Suco com Fe<” na relagdo molar 1:2 -5 m
. — Suco com Fe2' na relagdo molar 1:5 )‘ 45 n
— Suco sem Fe2* (absorbdncia da vit C

——

= 510 nm.

Absorbdncia do Fe™ no suco 1:1
Absorbdncia do Fe* no suco 1:2 | %
.5

Absorbdncia do Fe2t no suco 1
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;:orrer da estocagem.

Com os dados das Tabelas 22, 23 e 24 construiu-se as
Figuras 38 e 39 que representam a porcentagem de perda do Fe2+ e
da vitamina C separadamente, em cada temperatura, durante o pe-
riodo de estocagem.

A Figura 40 mostra o espectro de absorgidao dos carote-
ndides (pigmentos amarelos) do suco de laranja do Experimento de
Estocagem 2. Os espectros foram obtidos apds um dia e apdos 49
dias de estocagem a - 18,0¢9C. |

A Figura 41 mostra os espectros de absor¢ao dos carote
ndides do suco de laranja do Experimento de Estocagem 2, no pri-
meiro e no ultimo dia de estocagem. As amostras foram estocadas
a temperatura ambiente por 49 dias.

A Figura 42 mostra os espectros de absorcao dos pigmen
tos solliveis em &gua das amostras de suco de laranja do Experi-
mento de Estocagem 2. As amostras foram mantidas em temperatura
ambiente por 49 dias.

As Tabelas 26 e 27 apresentam dados da variacado da ab-
sorbincia dos carotendides (% perda) do suco de laranja armazena
do a - 18,002C e 3 temperatura ambiente, respectivamente, por 49
dias.

A Tabela 28 apresenta dados da variacao dos pigmentos
soliveis em &gua (% aumento) do suco de laranja armazenado a tem

peratura ambiente por 49 dias.
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Tabela 22 — Perdas de vitamina C e Fe2+ (expressas em absorban-
cia e em porcentagem) do suco de laranja sem e com
ferro em varias relacdes molares estocado a tempera
tura ambiente por. 49 dias. As perdas correspondemas
diferencas de absorbancia entre o primeiro dia e o

dia considerado.

Tempe de estocagem (dias)
Amostra
07 14 21 28 35 42 49

(a) Suco cc&n Fe2+ na rela-
a ggb 5:1 - 0,001 0,055 0,09 0,120 0,165 0,270 0,310
% diminuicao 0,20 10,6 17,3 23,1 31,7 51,9 59,6
(b) Suco sem Fe2+ 0,01 0,045 0,06 0,085 0,120 0,235 0,270
% diminuicao 2,10 9,40 12,5 17,7 25,0 48,9 56,3
(c) Fe2+ no suco 5:1 0,002 0,003 0,006 0,006 0,006 0,009 0,009
g diminuicdo 3,80 5,70 1,3 11,3 11,3 17,0 17,0
(d) Soma b + ¢ 0,012 0,048 0,066 0,091 0,126 0,244 0,279
2 diminuicao 2,30 9,0 12,4 17,1 23,6 45,8 52,3

+

(a) Suco com gez 2:1 0,050 0,070 0,095 0,130 0,185 0,300 0,340
2 diminuigao 8,90 12,5 17,0 23,2 33,0 53,6 60,7
(b) Suco sem F§2+ 0,010 o©,045 0,055 0,08 0,120 0,235 0,270
% diminuicao 2,10 9,40 11,5 17,7 25,0 0 56,3
(c) Fe2+ no suco 2:1 0,00 0,020 0,024 0,025 0,041 0,046 0,046
¢ diminuicao 0,00 16,1 19,4 20,2 33,1 7,1 37,1
(d) Scma b +-_c~ 0,010 0,065 0,079 0,110 0,161 0,281 0,316
2 diminuicao 1,60 10,4 12,7 17,6 25,8 45,0 50,6
(a) Suco com F§2+ 1:1 0,010 0,070 0,120' 0,150 0,210 0,345 0,370
¢ diminuigao 1,60 11,3 19,4 24,2 33,9 55,6 59,7
(b) Suco sen1F§2+ 0,010 0,045 0,055 0,085 0,120 0,235 0,270
% diminuigao 2,10 9,40 12,5 17,7 25,0 48,9 56,3
(c) Fe2+ no suco 1:1 0,005 0,029 0,047 0,052 0,077 0,084 0,087
% diminuigao 2,30 13,1 21,3 23,5 34,8 38,0 39,4
(d) Scma b +_c~ 0,015 0,074 0,102 0,137 0,197 0,319 0,357
2 diminuigao 2,10 10,6 14,6 19,5 28,1 45,5 50,9

(a) As leituras de absorbancia correspondem as perdas de vitami-
na C e Fe2t medidas no periodo considerado.

(b) A absorbancia representa a perda de vitamina C no periodocon
siderado, pois essa amostra nao tem Felt,

(c) A absorbancia correspondente ao Fe2+ isoladamente foi obtida
por determinagdo com o-fenantrolina e conversao desse valor
correspondente a sua determinacdo com 2,2'-biquinolina.

- (d) A soma b+c representa as perdas de vitamina C e Fe2t calcula
das de maneira indireta, ao contradrio da medida direta obtida em a.
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(expressas em absorban-

cia e em porcentagem) do suco de laranja sem e com

ferro em varias relagdes molares estocado sob réfri

geragao a + 5,02C por 49 dias. As perdas

dem as diferencas de absorbancia entre o

dia considerado.

correspon-

10 dia:e o

Tempo de estocagem (dias)
Amostra
07 14 21 28 35 42 49
2+ 1

(a) SECOSCOIW Fe” na rela-| 9,015 0,035 0,004 0,060 0,200 0,210 0,220

cao M
¢ diminuicao 2,90 6,70 7,70 11,5 38,5 40,4 42,3
(b) Suco sem re?t 0,00 0,015 0,00 0,015 0,135 0,145 0,160
% diminuicao 0,00 3,10 0,00 3,10 28,1 30,2 33,4
(c) Fe?t no suco 5:1 0,00 0,003 0,003 0,006 0,006 0,007 0,009
% diminuicao 0,00 5,70 5,70 11,4 11,4 13,2 17,0
1(d) Soma b + ¢ 0,00 0,018 0,003 0,021 0,141 0,152 0,169
$ diminuicdo 0,00 3,40 0,60 3,90 26,5 28,5 31,7
(a) Suco com Fe2t 2:1 0,005 0,040 0,020 0,060 0,225 0,230 0,240
% diminuicao 0,90 7,10 3,60 10,7 40,2 41,1 42,9
(b) Suco sem re2t 0,00 0,015 0,00 0,015 0,135 0,145 0,160
¢ diminuicao 0,00 3,10 0,00 3,10 28,1 30,2 33,4
(c) Fe2+ no suco 2:1 0,003 0,013 0,017 0,025 0,036 0,039 0,042
% diminuicao 2,40 10,5 13,7 20,2 29,0 31,5 33,9
(d) Sama b + ¢ 0,003 0,028 0,017 0,040 0,171 0,184 0,202
% diminuicdo 4,80 4,50 2,70 6,40 27,4 29,5 32,4
(a) Suco cam re?t 111 0,00 0,015 0,010 0,060 0,230 0,245 0,265
¢ diminuicdo 0,00 2,40 1,60 9,70 37, 39, 42,7
(b) Suco sem re2t 0,00 0,015 0,00 0,015 0,135 O, 0,160
% diminuigao 0,00 3,10 0,00 3,10 ,21 30 33,4
(c) Fe?t no suco 1:1 0,008 0,008 0,010 0,025 0,070 O, 0,071
% diminuigdo 3,60 3,60 4,50 11,31 7 31,7 32,1
(d) Sama b + ¢ 0,008 0,023 0,010 0,040 0,205 0,215 0,231
¢ diminuigao 1,10 3,30 1,40 5,70 29,2 30,7 33,0

Obs.: Sao validas as mesmas explicacdes dos itens a-a d, ja des-

critas para a Tabela 22.

O Quadro A apresenta os dados do estudo 3 temperatura ambiente, o

Quadro B sob refrigeracdo e o Quadro C sob congelacdo, para as Tabe

las 22 a 24..
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Tabela 24 — Perdas de vitamina C e Fe2+

(expressas em absorban-
cia e em porcentagem) do suco de laranja sem e com
ferro em varias relacdes molares estocado sob conge
lagdo a - 18,09C por 49 dias. As perdas correspon-
dem as diferencas de absorbancia entre o 12 dia'e o

dia considerado.

Tempo de estocagem (dias)
Amostra
07 14 21 28 35 42 49
(a) Suco com Fe2+ na re-
lagio 5:1 0,015 0,015 0,015 0,020 0,145 0,170 0,185
% diminuicao 2,90 2,90 2,90 3,80 27,9 32,7 35,6
(b) Suco sem Fe2+ 0,005 0,005 0,00 0,00 = 0,08 0,110 0,130
A 2 diminuicao 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 22,9 25,0
(c) Fe2+ no suco 5:1 0,00 0,00 0,003 0,006 0,008 0,009 0,009
% diminuicao 0,00 0,00 5,70 11,4 15,1 17,0 17,0
(d) Soma b + ¢ 0,005 0,005 0,003 0,006 0,093 0,119 0,139
% diminuicdo 0,90 0,90 0,60 1,20 17,4 22,3 26,10
(a) Suco com Fez+ 2:1 0,020 0,005 0,010 0,025 0,140 0,165 0,185
% diminuicao 3,80 1,00 1,90 4,80 26,9 31,7 35,6
(b) Suco sem Fe2+ 0,005 0,005 0,00 0,00 0,08 0,110 0,130
B % diminuicao 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 22,9 25,0
(c) Fe2+ no suco 2:1 0,003 0,006 0,009 0,017 0,020 0,025 0,030
% diminuicao 2,40 4,80 7,20 13,7 16,1 20,2 24,20
(d) Sama b + ¢ . 0,008 0,011 0,009 0,017 0,105 0,135 0,160
% diminuicdo 1,30 1,80 1,40 2,70 16,8 21,6 25,6
(a) Suco com Fe2+ 1:1 0,00 0,00 0,005 0,010 0,100 0,160 0,200
% diminuicao 0,00 0,00 1,00 2,00 20,0 30,8 38,5
{b) Suco sem Fe2+ 0,005 0,005 0,00 0,00 0,08 0,110 0,130
% diminuicao 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 22,9 25,0
c _
(c) Fe2+ no suco 1:1 0,00 0,00 0,002 0,002 0,015 0,022 0,032
% diminuicao : 0,00 0,00 0,90 0,90 6,80 10,0 14,1
(d) Saoma b + ¢ 0,005 0,005 0,002 0,002 0,100 0,132 0,162
% diminuicao 0,70 0,70 0,30 0,30 14,3 18,8 23,1

Obs.: S3o validas as mesmas explicacdes dos itens a a d, ja des

critas para a Tabela 22,
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Figura 38

PERDA DE Fe?*(°) EM SUCO DE LARANJA ADICIONADO DE SULFATO
FERROSO DURANTE A ESTOCAGEM POR 49 DIAS.

G)Esfocagem a temperatura ambiente
b) Estocagem a +5,0 °C
—%— Relagdo Fe2*: Vit Cc 1:5
—o— Relagdo Fe2t: vit.Cc 1:2
—o— Relagdo Fe2*: vit.Cc 1:1
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c) Esfocagém a —-18,0°C
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—o— Relagdo de Fe2* : vit.¢c 1:2
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PERDA DE VITAMINA C DO SUCO DE LARANJA ESTOCADO A TEMPE—-
RATURA AMBIENTE, A +5,0°C E A -180°C DURANTE 49 DIAS .

EXPERIMENTO DE ESTOCAGEM 2

a ) Temperatura ambiente (Ia)
b) Refrigerado + 5,0°C (Ib)
¢ ) congelado -18,0°C (Ic)
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Figura 40

ESPECTRO DE ABSORGAO DOS CAROTENOIDES DE SUCO DE LARANJA COM E
SEM Fe?' ARMAZENADO A -180°C POR 49 DIAS

* O ESPECTRO INICIAL FOI IGUAL PARA AS AMGSTRAS COM OU SEM ADIGAO DE Fe2?
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Figura 41

ESPECTROS DE ABSORCAO DOS CAROTENOIDES DE SUCO DE LARANJA
COM E SEM Fe2* ARMAZENADO A TEMPERATURA AMBIENTE POR 49 DIAS. |

* O ESPECTRO INICIAL FOI SEMELHANTE PARA AMOSTRAS COM OU SEM
"ADICAO DE Fe?2*
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ESPECTROS DE ABSORCAO DOS PIGMENTOS SOLUVEIS EM AGUA DE SUCO DE

LARANJA COM E SEM Fe?! ARMAZENADO A TEMPERATURA AMBIENTE POR 49 DIAS. -
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IVv.5. Ensaio Bioldgico

A Tabela 29 mostra a classificacdo dos ratos em Qru—

pos de acordo com O peso.

Tabela 29 - Divisdo dos ratos em grupos de acordo com O peso.
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Rato Peso (9) Rato Peso (9g) Rato Peso (9g)
15 54 34 52 28 51
18 56 21 54 26 57
09 59 29 58 35 61
33 69 13 64 06 70
36 80 05 80 22 75
07 81 25 80 27 89
Média 66,5 Média 64,7 ‘Média 67,2
Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Rato Peso (g) Rato Peso (qg) Rato Peso (g)
20 46 23 53 14 51
11 55 31 54 12 56
02 61 01 63 24 61
16 68 04 68 19 64
30 75 17 70 32 71
10 66 03 81 08 81
Média 61,8 M&dia 64,8 Média 64,0




hemoglobina do sangue dos ratos.
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A Tabela 30 mostra os valores da dosagem inicial da

Tabela 30 - Dosagem de hemoglobina dos ratos (g/100 mL) a 540 mm

(inicio do experimento)

Rato % T Hgb (g/100 mL) Rato & T Hgb (g/100 mL)
01 38,0 13,4 19 42,0 12,0
02 44,0 11,4 20 34,0 14,9
03 35,0 14,5 21 29,0 17,1
04 22,0 21,0 22 35,0 14,5
05 26,0 18,6 23 41,0 12,3
06 40,0 12,6 24 37,0 13,7
07 36,0 14,1 25 36,0 14,1
08 36,0 14,1 26 '44,0 11,4
09 36,0 14,1 27 31,0 16,1
10 41,0 12,3 28 34,0 14,9
11 37,0 13,7 29 34,0 14,9
12 28,0 17,6 30 30,0 16,6
13 32,0 15,7 31 23,0 20,3
14 30,0 16,6 32 23,0 20,3
15 40,0 12,6 33 22,0 21,0
16 36,0 14,1 34 27,0 18,0
17 34,0 14,9 35 20,0 22,3
18 32,0 15,7 36 27,0 18,0
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A Tabela 31 mostra a taxa de hemoglobina dos ratos no

final da fase de deplecao. Obs.: Ratos adultos com taxa de hemo

globina 12,0 - 14,0 g/lOO mL podem ser considerados anémicos.

Tabela 31 — Dosagem da hemoglobina dos ratos (g/100 mL) a 540nm
no final da fase de deplecao.
Hemoglobina Hemoglobina
Rato . % T (g/100 mp) | o P T (g/100 mL)
01 34,0 14,9 19 87,0 9,0
02 57,0 7,7 20 42,0 12,0
03 56,0 8,0 21 87,0 9,0
04 36,0 14,1 22 50,0 9,5
05 35,0 14,5 23 43,0 11,6
06 47,0 10,4 24 52,0 92,0
07 48,0 10,1 25 32,0 15,7
08 47,0 10,4 26 80,0 9,0
09 51,0 9,3 27 65,0 8,0
10 47,0 10,4 28 52,0 92,0
11 47,0 10,4 29 50,0 9,5
12 45,0 11,0 30 29,0 17,1
13 52,0 9,0 31 44,0 11,4
14 55,0 8,2 32 56,0 8,0
15 50,0 9,5 33 40,0 12,6
16 40,0 12,6 34 72,0 8,0
17 40,0 12,6 35 55,0 8,2
18 43,0 11,6 .36 37,0 13,7
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A Tabela 32 fornece os dados de consﬁmo de racao du-

rante o per iodo de replecdo.

Tabela 32 — Consumo de racdo (g). Periodo de replecao (14 dias).

Periodo (dias)
Dietas Rato
02 03 02 02 03 02
A 27 23,46 37,15 25,61 24,95 35,98 32,42
13 29,26 38,96 30,02 28,50 43,99 33,22
15 21,96 41,13 39,50 37,27 40,84 37,61
10 24,96 35,81 24,75 35,53 40,42 39,18
17 30,24 37,29 32,45 29,38 46,61 32,58
36 30,12 36,53 38,32 33,83 38,56 35,28
Média | 26,67 37,81 31,77 31,57 41,07 35,05
B 34 22,69 37,84 40,39 39,89 41,57 38,86
35 32,73 37,70 42,24 43,09 47,03 40,68
29 27,70 39,03 37,83 38,71 39,23 39,82
06 30,60 37,23 38,62 41,50 45,83 40,42
20 27,51 41,12 32,23 30,35 43,58 32,56
05 33,85 37,37 38,97 34,13 45,54 32,66
Média | 29,18 38,38 38,38 37,95 43,80 35,33
C 32 33,94 40,65 44,09 30,76 43,93 37,75
| 19 29,32 36,85 44,47 29,04 41,55 40,82
07 32,99 40,81 42,32 26,70 43,39 42,19
11 36,01 35,50 43,03 29,44 40,71 38,40
18 31,76 39,13 41,78 28,03 41,83 39,75
25 33,72 39,39 38,77 31,85 42,51 40,09
Média | 32,96 38,72 42,41 29,30 42,32 39,83
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Tabela 32 — Consumo de ragao (g). Periodo de replecao (14 dias).

(Continuacao).

Periodo (dias)

Dietas Rato
02 03 02 02 03 02
D 03 30,72 39,68 40,37 24,18 41,93 39,42
26 29,12 41,47 33,44 29,63 39,28 39,13
28 31,84 39,13 36,78 31,36 40,81 40,34
31 33,56 36,65 40,04 33,05 40,41 39,38
23 29,14 41,20 33,77 30,57 42,24 29,80
04 33,54 39,50 40,62 31,57 42,35 42,53

Média 31,32 39,61 37,50 30,06 41,17 38,43

E 02 32,009 39,29 37,76 26,56 41,84 42,08
24 32,19 39,89 36,13 24,16 38,76 40,46
09 36,59 37,17 38,45 29,66 39,29 40,81
08 29,57 42,09 37,34 24,92 41,25 40,54
33 29,50 42,09 29,75 26,96 41,66 35,09
30 31,58 40,99 38,84 26,57 | 41,78 42,94

Média 31,75 40,25 36,38 26,47 40,76 40,32

F 14 36,41 47,43 41,21 28,59 44,53 37,33
21 38,84 42,99 38,31 28,87 48,10 39,87
22 33,93 42,66 27,13 28,72 46,62 37,40
12 34,96 48,65 38,84 29,47 48,15 35,17
16 24,22 37,22 29,67 29,70 46,41 40,89
01 36,44 47,65 39,16 28,98 47,44 45,29

Média 34,13 44,43 35,72 29,06 46,87 39,33
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A Tabela 33 fornece o consumo de ferro durante esse
mesmo periodo. Obs.: Nao consta o consumo de ferro do Grupo A

porque a dieta era isenta de ferro.

Tabela 33 — Consumo de ferro (mg). Periodo de replegao (14 dias).

Periodo (dias)
Dietas Rato

02 03 02 02 03 02

B 34 0,635 1,06 1,13 1,12 1,16 1,09
35 0,916 1,06 1,18 1,21 1,32 1,14

29 0,776 1,09 1,06 1,08 1,10 1,12

06 0,857 1,04 1,08 1,16 1,28 1,13
20 0,770 1,15 0,902 0,849 1,22 0,884
05 0,948 1,05 1,09 0,956 1,27 0,915

Média | 0,817 1,08 1,07 1,06 1,23 1,05

C T 32 0,950 1,14 1,23 0,861 1,23 1,06
19 0,821 1,03 1,25 0,813 1,16 1,14

07 0,924 1,14 1,18 0,747 1,21 1,18

11 1,01 0,994 1,20 0,824 1,14 1,07

18 0,889 1,10 1,17 0,785 '1,17 1,11

25 0,944 1,10 1,08 0,892 1,19 1,12

Média | 0,92 1,08 1,20 0,82 1,18 1,11
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Tabela 33 — Consumo de ferro (mg). Periodo de replecdo (14 dias)

(Continuacao) .

Periodo (dias)

Dietas Rato ,
02 03 02 02 03 02
D 03 0,860 1,11 1,13 0,677 1,17 1,10
26 0,815 1,16 0,936 0,829 1,10 1,10
28 0,892 1,09 1,03 0,878 1,14 1,13
31 0,940 1,03 1,12 0,925 1,13 1,10
23 0,816 1,15 0,945 0,856 1,18 0,834
04 0,939 1,11 1,14 0,884 1,18 1,19
Média | 0,88 1,11 1,05 0,84 1,15 1,08
E 02 0,898 1,30 1,06 0,744 1,17 1,18
24 0,901 1,12 1,01 0,676 1,08 1,13
09 1,02 1,04 1,07 0,83 1,10 1,14
08 0,799 1,18 1,05 0,698 1,16 1,14
33 0,826 1,18 0,833 0,755 1,17 0,983
30 0,884 1,15 1,09 0,744 1,17 1,20
Média | 0,89 1,13 1,02 0,74 1,14 1,13
F 14 1,02 1,33 1,15 0,800 1,25 1,05
21 1,09 1,20 1,07 0,808 1,35 1,12
22 0,950 1,19 0,760 0,804 1,31 1,05
12 0,980 1,36 1,09 0,825 1,35 0,985
16 0,678 1,04 0,831 1,832 1,30 1,15
01 1,02 1,33 1,10 0,811 1,33 1,27
Média | 0,96 1,24 1,00 0,81 1,32 1,10
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A Tabela 34 apresenta a variacdo da taxa de hemoglobi

na durante o periodo de replecao.

Tabela 34 - Replecdo da hemoglobina. Periodo: 14 dias.

Periodo'(dias)
DIETAS RATO
0 07 12 14
A 27 8,0 7,0 10,4 5,3
13 9,0 12,0 9,8 8,2
15 9,5 8,2 9,8 8,5
10 10,4 8,2 8,0 8,7
17 12,6 5,9 ' 8,5 8,0
36 13,7 9,8 6,5 9,5
Média 10,5 8,5 8,8 8,0
B 34 8,0 7,7 19,2 12,3
35 8,2 9,5 16,6 14,5
29 9,5 11,0 717,1 21,6
06 10,4 12,0 17,6 16,6
20 12,0 12,6 14,5 18,6
05 14,5 16,6 16,6 22,3
Média 10,4 | 11,6 16,9 17,7
VC 32 8,0 14,9 19,7 16,6
19 9,0 | 11,0 22,3 16,6
07 10,1 13,0 22,3 19,2
11 10,4 13,7 18,6 17,6
18 11,6 11,0 22,3 16,6
25 15,7 13,0 22,3 22,3
Média 10,8 12,8 21,3 18,2
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Tabela 34 - Replecdo da hemoglobina. Periodo: 14 dias (Conti-

nuagao) .
Periodo (dias)
DIETAS RATO _
0 07 12 14

D 03 8,0 13,7 22,3 18,0
26 9,0 13,0 19,2 18,6

28 9,0 13,0 22,3 16,6

31 11,4 13,0 15,7 14,5

23 11,6 19,2 22,3 14,9

04 14,1 13,7 19,2 20,3

Média 10,5 14,3 20,2 | 17,2

E 02 7,7 17,6 20,3 19,2
24 9,0 13,4 18,6 14,9

09 9,3 13,0 15,7 13,0

08 10,4 14,9 22,3 15,7

33 12,6 14,5 22,3‘ 17,1

30 17,1 15,7 22,3 18,6

Média 11,0 14,9 20,3 .16,4

F 14 8,2 13,0 18,0 18,0
21 9,0 19,7 20,3 18,6

22 9,5 14,5 19,7 14,5

12 11,0 12,6 19,7 13,4

16 12,6 16,6 22,3 14,9

01 14,9 19,2 22,3 19,2

Média 10,9 15,9 20,4 16,4
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A Tabela 35 apresenta os dados da quantidade de ferro

ingerido durante o periodo de replecdo (média de cada grupo) e

a variacao da taxa de hemoglobina (média) em funcio do tempo.

Tabela 35 - Replec¢ao da hemoglobina.

DTETAS | NOMERO DE prag | FERRC INGERIDO | DOSAGEM DE HEMOGLOBINA
(mg) (g/100 mL)
A - 10,5
- 8,5
12 - 8,8
14 - 8,0
B - 10,4
3,00 11,6
12 5,26 16,9
14 6,31 17,7
¢ - 10,8
3,20 12,8
12 5,20 21,3
14 6,31 18,2
D - 10,5
3,04 14,3
12 ‘5,03 20,2
14 6,11 17,2
E - 11,0
3,04 14,9
12 4,92 20,3
14 6,05 16,4
F 0 - 10,9
7 3,20 15,9
12 5,33 20,4
14 6,43 16,4
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A Figura 43 apresenta as curvas da replecdo da ﬁemo-
globina dos ratos em funcao da quantidade de ferro ingerido, da
dos da Tabela 35.

A Figura 44 mostra as curvas da replecio da hemoglobi
na dos ratos em funcdo do tempo, durante o periodo de replec3o.

A Tabela 36 apresenta os dados do balanco metabdlico

e da biodisponibilidade do ferro.

Calculo da Biodisponibilidade Absoluta e Relativa

De posse dos dados da Tabela 35 construiu-se as Figu-
ras 43 e 44 que apresentam aé curvas da variacdo das taxas de
hemoglobina em fun¢ao da quantidade de ferro ingerido'e em fun-
cao do tempo, resbectivamente.

De acordo com a literatura /83/, o ferro hemoglobini-
co pode ser calculado a partir da hemoglobina total, represen-
tando 0,34% da hemoglobina.

Com os dados de ferro hemoglobinico incial e final e
de ferro ingerido, calculou-se a % de retencao de ferro, ou se-
ja, a Biodisponibilidade absoluta para cada grupo. Para esses
cdlculos foram utilizados os dados relativos ao 129 dia da fase
de replecdo (pico da taxa de hemoglobina).

Fe(Hgb) final - Fe(Hgb) inicial

% Retencao = , x 100
Fe ingerido

ou Biodisponibilidade Absoluta
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Tabela 36 — Biodisponibilidade de ferro de varias dietas. Perio-

do de replecao: 14 dias.

DIETAS A B C D E F

Nivel de ferro Iniciall 3,57 3,5¢ 3,67 3,57 3,74 3,71

hematinico (mg) Final | 2,99 5,75 7,24 6,87 6,90 6,94

Biodisponibilidade ab-
- 42% 69% 66% 64% 61%
soluta

8

=

&

s | Consumo de ferro na

[5_3 . - 5,26 5’20 5’03 4,92 5’33
= | dieta (mg)

4

5 | Retencéo de ferro - 0,42 0,69 0,66 0,64 0,61
[

2

2

=

2

Biodisponibilidade re-
. - - 1208 129% 133% 136%
lativa

Consumo de ferro na
) - 5,26 5,20 5,03 4,92 5,33
dieta

Urina 0,27 0,27 0,29 0,31 0,30 0,27

mg de ferro
' Fezes 0,65 0,55 0,66 0,42 0,47 0,51

Balanco de ferro ‘ - 0,84 0,82 0,8 0,84 0,85

Biodisponibilidade ab-
- 84% 82% 86% 84% 85%
soluta

Biodisponibilidade re-
- - 97% 102% 100% 101%

RETENCAO DE FERRO PELO BALANCO METABOLICO

lativa

Obs.: Os niveis de ferro encontrados na urina dos ratos foram
muito superiores aos esperados em vista de o sistema de
coleta de urina permitir que porgdoes de dieta caiam no
frasco coletor, contaminando a urina com o ferro presen
te na dieta. \
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Grupo

Retencgao
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Retencgao
Retencao
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= 42,0%
= 68,6%
= 65,6%
= 64,2%

= 60,6%

Com os dados da inclinacao das curvas da Figura 43 cal

culou-se a Biodisponibilidade Relativa.

Curvas

B
c
D
E
F

19) Biodisponibilidade Relativa

caseina e sulfato ferroso

B.D.R.

B.D.R.

B.D.R.

o =

C/B

D/B

E/B

1,

1,

F/B =

1,19

19
43

(B.D.R.), em relacdo a dieta de

(curva B).

1,43 %
1,19
1,53 %
1,19
1,58 %
1,19
1,62

X

100 = 120%
100 = 129%
100 = 133%
100 =

136%
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20) Biodisponibilidade Relativa em relacdo 3 dieta de caseina,

sulfato ferroso e acido ascorbico (curva C).

B.D.R.

B/C =

b/C

E/C

F/C

1,19

1,43

1,53

1,43

1,58

1,43

1,62

1,43

100

100

100

100

83%

107%

111%

113%

Analise Estatistica. dos Dados

Inicialmente foram calculadas as médias das taxas

de

hemoglobina para cada tratamento (dieta) utilizando os dados da

Tabela 35 referentes ao 122 dia de replegao.

Tratamento

A

M ™ O Q W

Média

8,8
16,9
21,3
20,2
20,3

20,4

I+ 1+ 1+ I+

i+
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A seguir, fez-se a anéliée de varianga calculando-se
a Tabela ANOVA e a constante F de acordo com o método apresen-
tado por Bender et alii /84/.

O valor de F calculado pela Tabela ANOVA: (29,98) &
maior que o valor tabelado (2,60). Podemos entdo concluir que
hd uma di ferencga significativa entre as médias de nossos seis

grupos experimentais.

Tabeéla ANOVA - Calculos da soma dos quadrados

FONTE GL SQ oM . F
Bloco 05 10,40 2,08 -
Tratamento 05 666,96 133,39 29,98
Residuo 25 111,24 4,45 -
Total 35 788,60 - -

EO,OS (5,25) = 2,60 (tabelado) /84/.

onde GL & o numero de graus de liberdade

SQ é

(1))
)

soma dos quadrados
OM é a soma dos quadros minimos

F & o teste de significancia.



CAPITULO V

lDISCUSSAO
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2+

V.1l. Determinacdo de Acido Ascdérbico,de Fe® e de Misturas Equi

molares de Ambos em Sistema Bifasico

A determinacdo de Acido ascérbico em meio de tampdo
acetato 0,50 M mostrou ser praticamente independente do pH, co-
mo se pode ver pelos dados da Tabela A.0l e pela Figura 01. A
absorbancia relativa ao complexo[Cu(cuproina)zlyaria muito pou-
co quando se passa de pH 2,65 a 6,00, o que traz grande vanta-
gem & determinacdo desse micronutriente em varios tipos de amos
tras com diferentes faixas de acidez. Os valores de e' ficaram

praticamente constantes, na faixa de 8,00 a 9,00 x 103

L.mol L. cm™L.

Em meio de tampdo citrato 0,50 M a determinacdo de aci
do ascdrbico mostrou alguma variagdo com o pH, tendo sido me-=
lhor (valor de &' mais alto) em pH mais dcido (Tabela A.02 e Fi
gura 02). Provavelmente, em pH mais altoé, haja interferéncia do
citrato na determinacdo em vista deste formar complexo.com“Cu2+
com constante de estabilidade alta /85/ (log K estab = 12,0) o
que, de certa forma, compete com a formacéo do compleko [ Cu(cu-
proina)zlf- |

Em meio de tampao metafosfato 0,50 M o sistema se”cog
portou de maneira analoga a da determinacdo em meio de citrato,
sendo mais quantitativa em pH 2,65 com o valor de €' mais proxi
mo do valor esperado (Tabela A.03 e Figura 03).

Observacio: definimos como €' o coeficiente de absor-

tividade molar condicional, isto &, dependente do meio de rea-

¢do que nem sempre € igual ao valor de € relatado na literatura.
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A determinacao de Fe2+

em meio de tampado acetato 0,50M )
também mostrou ser praticamente independente do pH (Tabela A,04
e Figura 04), apresentando o mesmo valor de €' em pH 4,00, 4,65

3 L.mo1™L

e 6,00 (¢'=6,7x 10 -cmfl) e um valor ligeiramente menor ém ‘pH_.
2,&3(5;8x103)1umofﬂ.a{4. Provavelmente um pH mais -acigo An-
terfira em alguma extensdo na formagao do complexo Cu(cuproina);.

Em meio de tampdo citrato 0,50 M a deﬁerminagéo de
Fe2+ mostrou ser extremamente dependente do pH, como se pode
ver pelos dados da Tabela A.05 e pela Figura_osg 0 idn citrato,
sendo um bom agente quelante para ferro /85/ (1§g K estab=7,3) -
interfere na reagdo de reducdo de ions clpricos, seglilestrando o

Fe2+, impedindo que ele reaja com Cu2+

. Esse efeito é observado
muito mais intensamente em pH menos acidos como 4,00,‘ 4,65 e
6,00, ao passo que em PpH 2,65 € um pouco menos acentuado pois
em pH dcidos ha pouco anion citrato livre para seqﬁestrarcnfézt
Assim, com o aumento do pH aumehta a concentracao de anions ci-
trato e conseqgtientemente o poder seqliestrante pelo ferro.

Em pH 2,65 o valor do t¢' esteve abaixo do valor espe-
rado, embora ainda consideravel. Nos outros pH o valor do e’
foi desprezivel indicando que praticamente nio houve formacao
do complexo [CukEEEOﬁEﬂth Houve inibicdo quase total da rea-
c3o de reducdo de ions clipricos a pH 4,00, 4,65 e 6,00 e a pH
2,65 ocorreu em menor extensdo do que a esperada.

Em meio de tampdo metafosfato 0,50 M a determinagao
de Fe2+ mostrou o mesmo efeito embora menos intenso que em meio
de citrato, isto &, o efeito segflestrante do metafosfato pelo

Fe2+ aumenta com o aumento do pH. Pode-se ver pelos dados da Ta

bela A.06 e pela Figura 06 que em pH 2,65 n3o houve inibicdo da



169

reacio, isto &, o metafosfato ndo apresentou poder segfiestrante
do Fe2+, tendo-se conseguido o valor do &' esperado, concordan-
te com a literatura /76/. Em pH 4,00 e 4,65 houve inibicdo par-
cial da reacdo, embora o valor de e' ainda tenha sido relativa-
mente grande. Mas em pH 6,00 houve inibicdo quase total da rea-
cao, o complexo [Cu(cuproina)2]+‘ praticamente nao se forma. Com-
parando o efeito seqgllestrante do metafosfato pelo Fe2+ vemos que
o citrato & um agente quelante muito mais forte que o metafosfa
to para Fe2+, no sistema em estudo. Esses dados estao de acordo
com os valores das constantes de formagdo de complexo do &cido
citrico e do acido metafosfdrico com o ferro.

As Tabelas 01, 02 e 03 apresentam dados da determinacao
conjunta de acido ascorbico e Fe2+, em quantidades equimolares.
Esse estudo & de particular interesse visto que, pela mesma rea
¢do (reducd@o de ions cilpricos) se pode determinar os dois- com—-
postos de interesse nutricional no suco de laranja.

| Esse método permite avaliar a soma dos teores de aci-

24

do ascdrbico e de Fe de uma unica solucdo, no entanto, ndo &

possivel saber-se qual o teor de cada um desses componentes. SO
mente no caso de misturas equimolares de ambos € que se pode

avaliar, por aproximacdo, o teor de cada um, pois sabendo-se que

2+ reduz um mol de Cu2+

2+, a absorbancia do complexo [Cu(cuproina) ;'

cada mol de Fe e cada mol de acido ascoOr

bico reduz dois moles de Cu
sera uma parte devida ao Fe2+ e duas partes devida ao. éc;i_do ascérbico.

Em relacao as tabelas ja citadas, vemos ‘que em tampao
acetato (Tabela 01), a absorbancia obtida (A obtida) durante a

2+

determinacdo conjunta de &cido ascdrbico e Fe“’ & muito proxima

da soma das absorbancias das determinac¢des individuais (A tedri
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c.:a) . Devemos levar em consideracdao que o HzAsc e o Fez“‘|~ réagem
formando um complexo t3o logo entram em contato, o que diminui
o valor da absorbincia do complexo [Cu(cuproina)z]f, levando 5 di-
ferenca entre A tedrica e A obtida.

O estudo com citrato (Tabela 02) mostra dque em pH
2>,65, a absorbincia obtida na determinacdo conjunta & a soma das
absorbancias das determina¢des individuais. No entanto, em pH
4,65>e 6,00 observa-se o efeito seqgliestrante do citrato nas de-
terminacoes individuais de Fe2+, levando a grandes diferencgas
entre A obtida e A tedrica.

Em tampao metafosfato (Tabela 03) também se observa o
mesmo efeito que em tampao citrato, pois como vimos nas determ_i_._
nacdes em separado, os dados sao mais quantitativos em pPH 2,65,

havendo interferéncia do meio na formagdo do complexo [Cu(cuproi

na)2]+ em pH mais altos.
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V.2. Estudos do Meio de Reagdao (Sistema de Uma Fase)

V.2.1. Concentracao do etanol

O efeito da substituicdo do meio bifdsico pelo método
de uma fase, através da adicao de etanol no meio aquoso tampona
do, foi o primeiro estudo abordado. Desconhecia-se se o etanol
poderia cauéar inibigdo da reacdo de redugao de cu?t pelo acido
ascorbico ou pelo Fe2+ inviabilizando a proposta original de de
terminar através de uma reacdo unica os dois compostos de inte-
resse nutricional no suco de laranja. Para tanto, foi necessa-
rio prefixar alguns parametros e reexamina-los posteriormente
para aprimoramento da técnica analitica. A literatura /86/ re-
comenda o uso de tampéo-acetato (HAc/NaAc) na zona de pH acido.
Visto que o suco de laranja tem pH entre 3 e 4 foi decidido abran
ger de pH 2,65 até 6,00.

O tampao citrato (Acido citrico/citrato de sbdio) tam
bém foi considerado pois o &cido citrico é um dos solutos prin-
cipais do suco de laranja e qualquer que for o tampao principal,
o0 citrato atuarad como tampdao secundario.

Numa primeira aproximacgao, a molaridade do tampao foi
fixada em 2,5 b4 10_2 M com valores de pH em 2,65, 4,65 e 6,00.
0 volume de reacdo por razdes praticas e econdmicas foi fixado
em 5,00 mL. Sob estas condicdes, foi avaliada a influéncia do
etanol adicionado nas concentracdes de 50 a 80%, usando como 'rg_

dutor Fe2+ (Tabelas 14 e 16) e acido ascdrbico (Tabelas 13 e 15).
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Na Tabela 13 verifica-se que a reducdo de -Cu2+ ‘pelo
icido ascOrbico em tampdo acetato ocorre de maneira éficiente
com qualquer uma das concentracdoes de etanol. O desvio paaréo
foi pequeno e ndo houve diferenca significativa na absorbancia
das reacOes para um mesmo pH ou para pH diferentes. -

Na Tabela 15 aprecia-se a influéncia da porcentagem
de etanol na reducao de cu?* pelo acido ascdrbico em meio de ci
trato. Os valores de absorbdncia acusam que nao ha diferenca
significativa entre os meios com 50 ou 80% de etanol para um mes
mo pH. A diferenca existente entre pH 2,65 e 4,65 e entre pH
2,65 e 6,00 certamente ndo & devida ao etanol, mas sim, ao 1ion
citrato.

Na Tabela 14 registram-se as médias, desvios padrdo e

. » . -~ - - L3 +
coeficiente de variacdo da absorbancia quando foi usado Fe? co

mo redutor do Cu2+ onde se pe;cebe gue no tampao acetato a rea-
ciao procede de maneira semelhante para as duas concentracoes de
etanol e independentemente do pH do sistema. O valor médio da
absorbincia ficou em torno de 0,416, sendo praticamente metade
do valor obtido para acido ascdrbico de igual molaridade no mes
mo sistema tampao.

ﬁa Tabela 16 confirma-se que o etanol, em meio de ci-
trato, nos limites testados, n3o afeta os valores de absorban-
cia pois ndo had diferenca significativa entre 50 e 80% de ~eta-
nol para um mesmo pH. A diferenca marcante entre os 3 pH nao é
devida ao etanol, sendo ao citrato, cujo efeito é discutido mais
adiante.

De um modo geral, os baixos coeficientes de variagao

(< 2,0%) indicam gque as reacoOes tém boa reprodutibilidade nas
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duas.concentragées de etanocl e, particularmente, em pH 2,65. No
pH 4,65 os coeficientes de variacdo sd3o um pouco maiores, porém
ainda abaixo de 2,0%. As reacgOes no pH 6,00 séq as menos repro-
dutiveis, especialmente no meio de citrato e com Fe2+ como redu -
tor.

Apds examinar a influéncia da concentracado de eﬁanol
em relagcdo a natureza do tampdo e do seu pH, definiu-se uma por
centagem de etanol de 72,5%, valor suficiente para manter dis-
solvidas a 2,2'-bigquinolina e o complexo [Cu(2,2“&ﬁquhxﬂina)2fh
Valores menores que 50% de etanol nao foram <considerados  por

causar precipitacao do ligante.

v.2.2. Influéncia da concentracdo dos tampdes na reagao de re-

ducdo de ions cipricos

A figura 16 mostra a influéncia da molaridade do tam-

pao acetato e citrato na reducao de Cu2+

por acido ascorbico e
Fe™t nos 3 valores de pH considerados. No caso do acido ascOrbi
co (Figura 16A), um aumento de molaridade do acetato em 10 ve-
zes n3o causa mudancas importantes de absorbancia. A pequena di
minuicio em pH 6,0 s& ocorre com o tampao de concentracdao maxi-
ma. .

Em contraste, o tampdo citrato (Figura 16B) iniﬁe a
reacgao de‘forma‘acentuada, causando um decréscimo de absorbén—’

cia de 35,6% no ensaio com acido ascdrbico em tampao de pH 6,00.

Entretanto, nos sistemas de pH 4,65 e 2,65 nao houve inibicao
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com nenhuma das molaridades testadas.

A reacao com Fe2+

2

em tampdo acetato (Figura 16C) mos-

+ procede regularmente independente do
2+

tra que a redugao de Cu

pH e da molaridade do mesmo. A reacao do Fe em tampao citrato

(Figura 16D) pelo contrario, depende grandemente do pH e da mo-
laridade. A inibicd3o ocorre ja em pH 4,65, sendo maior em pH

6,00 onde a perda de absorbancia atinge 81%. Certamente gque a

2+ 2+

eventual determinacao de Fe via reducgdo de Cu

e complexacao

com cuproina devera limitar-se a solugdes de pH entre 2,5 e 4,65,

de concentracdes molares de citrato abaixo de 2,5 x 10'-2 M.

O efeito do tampdo citrato em pH 6,00, na redugao do

Cu2+ pelo Fé2+, provavelmente envolve a formacdao do gquelato de

. .. - +
citrato ferroso, limitando a concentracao de Fe2

2+

livre para

atuar sobre o Cu“’. Se o efeito inibidor for devido apenas a for

macao de quelatos, como explicar entao a diminuicdo registrada

com o adcido ascorbico? Em pH 6,00 tanto o acido ascorbico como

o acido citrico estariam na forma de anions, ambos competindo
2+ < . . -

pelo Cu® , o substrato redutivel. Visto que o citrato esta numa

concentracao muito maior que a do ascorbato (2,5 x 10—2 M e

3 . . . .
M, respectivamente), a causa poderia ser a insufici

1,25 x 10~
— . 2+ . y -~ »

encia de Cu para formar ambos os quelatos, deficiencia que se
ria menor quanto mais baixa fosse a molaridade do citrato, le)
que estd de acordo com o grafico B da figura 16, curva do pH
6,00. No entanto, a diminuicdo da "reatividade" parece ndo ser

. . < - + . .

devida unicamente a quelacao do Cu2 , como veremos mais adian-
te.

Ja foi mencionado que quando se trabalha com suco de

laranja o tampdo resultante tera obrigatoriamente citrato, cuja
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concentracado sera funcao do volume e da diluigao do suco de la-
ranja utilizado na determinacao. O suco fresco tem em média 0,72%
de acido citrico /87/, porém para a determinacdao da vitamina C,

deve ser diluido no minimo 10 vezes, ficando entdo com 0,072%,

3

que resulta em uma solucdo 3,74 x 10 ° M. Este valor é muito me

2

nor que o valor inferior da Figura 16 (2,5 x 10°° M),

De acordo com estas consideracodoes, a formulacao de um

tampdo misto acetato/citrato deverd ter acetato, preferivelmen-

2 M) e c¢itra-

to numa concentragao molar proxima a do suco: 3,125 x 1073 M.

te na concentracdo mais baixa testada (2,5 x 10

Com este tampdo misto sera possivel estudar o compor-

2+

tamento do &acido ascorbico, do Fe ou da mistura de ambos, imi

tando a situacdo que acontecera no suco fortificado.

V.2.3. Influéncia da adigdo de NaCl e formulagdo do tampdo de

f£initivo
As tentativas para "normalizar" a reducao do Cu2+ pe-
lo Fe2+ em pH 4,65 e 6,00 e pelo acido ascorbico em pH 6,00,

~ + -~ . .
aumentando a concentracgao do Cu2 , nao surtiram efeito. Portan-

to, tentou-se o caminho da mudanca da. forca idnica com NaCl pa-

' . 2 o ‘o +
ra formar o citrato de sodio, permitindo o Fe2 e provavelmente

+ . ' - . . -
o Cu2 atuarem livremente na reacao de oxido-reducgao.

A Figura 17 mostra que quando o redutor é Fe2+, a ab-

sorbancia aumenta com o aumento da molaridade do NaCl, atingin-

2

do um patamar estdvel na concentracdo molar de 4,0 x 10 < M de
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ﬁaCl. Quando o redutor & adcido ascorbico, o patamar & bafihgido
ja com 2 x 1072 M de NaCl. A literatura relata /88/ que o aumen
to da forgca idnica causa um deslocamento do pKa. Esses resulta-
dos sdao mostrados na Figura 17.

Os tampOes para trabalhos futuros foram -adicionados

de NaCl ficando definitivamente com os seguintes componentes:

acetato 2,5 x 1072 M/citrato 3,125 x 1073 M/cloreto de  sddio

4,00 x 10" 2 M.

V.2.4. Estudos da velocidade de reacao do acido ascorbico e do

Fe2+ com Cu2+

Uma vez definida a composicgao do tampéo; foi estudada
a velocidade de reducao do cu®t por Fe?t e pelo acido ascorbico
a fim de determinar o tempo 6timo para leitura espectrofotomé-
trica.

Na Figura 18 encontra-se a relacdo entre absorbancia
e tempo de desenvolvimento da cor para pH 4,65. No tampao aceta

to/citrato com e sem NaCl, incluindo-se o tampao acetato apenas

para comparacao com e sem NaCl. A primeira leitura foi feita

2+ 2+

aos 10 segundos; nesse periodo, a reducao do Cu pelo Fe
nos 4 meios de reacao ja tinha ocorrido. Com o écido ascorbico, -
em tampdo misto com e sem NaCl, a reducdao também atingiu a esta
bilidade entre 0 e 10 segundos. Com tampao acetato puro, a _éb—

sorbdncia aos 10 segundos ficou proxima dos valores do tampao

misto, porém, continuou a aumentar progressivamente. O NaCl no
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acetato nao éstabilizou’a reagao, apenas diminuiu a abéorbancia
em torno de 10% (valor aos 15 minutos). Este comportamento & ex
plicado na 1literatura /14/ pela oxidacao completa da molécula
de acido ascorbico que ndo se estabiliza no intermedidrio acido
dehidroascorbico ou acido dicetoguldnico, os primeiros produtos
de oxidacao, mas progride para dar acido oxalico e, finalmente,
co,.

Em tal situacdo, o numero de moles de cu’ aumentara
progressivamente, tal qual foi registrado no experimento em pH
4,65. Emva 2,65 e 4,00 foi observado o mesmo fendmeno, porém,
com menor intensidade. Esses resultados estao graficados na Fi-
gura 18.

O aumento progressivo da absorbancia no tampdo aceta-
to puro pode causar erros se a leitura for feita depois de um
minuto.

A estabilidade da absorbancia no tampao acetato/citra
to aumentou consideravelmente. Aparentemente, a pequena quanti-
dade do ion citrato no tampao atua como regulador de concentra-

cao dos ions Cu2+

disponiveis para oxidacdo do acido ascdorbico
cuja degradacao ficaria restrita ao nivel de acido dehidroascor
bico, como atestam os valores da absorbancia molar, que corres-
. - ~ . 2+
pondem aproximadamente a reducao de dois moles de Cu” .
E interessante mencionar que a presenca de NaCl no
tampao acetato causa uma ligeira diminuicdo (~ 8,0%) da absor-
- 3 ~ - . - L) 2+
bancia na reacao com acido ascorbico, enquanto que com Fe a

absorbancia sofre um pequeno acréscimo.
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V.3. Determinacao de Acido Ascorbico, de Fe2+

e de Misturas Equi
molares de Ambos em Sistema de uma Fase, pela Reacao de Re

dugao de Ions Clipricos

A determinacgao de a&cido ascdrbico no sistema de uma
fase, em meio de tampado acetato 0,50 M, independe do pH, .de
maneira apéloga a observada no sistema bifasico. No entanto, os
valores de €' obtidos nesse caso, foram muito maiores (8,00 a

9,00 x 103 no sistema bifasico contra 12,8 a 13,6 x 103

no sis-
tema de uma fase) indicando que, mantidas as mesmas condicodes
de famp&a e pH, o meio etandlico possibilitou determinac¢des mais
quantitativas do &cido ascdrbico. As Figuras 1 e 7 mostram es-
ses dados.

Em meio de tampdo citrato 0,50 M, o efeito do pH foi
semelhante ao observado no sistema bifasico, sendo os valores
de €' maiores no pH mais acido, decrescendo com o aumento do
pH. No entanto, os valores de €' para cada pH foram maiores no
sistema de uma fase que no sistema bifasico. As Figurés 02 e 08
permitem essas observagoes.

Quando se utilizou tampOes de concentragao mais bai-

2 . ‘
M, observou-se que em meio de acetato

xa, ou seja, 2,5 x 10
ndo houve alteracdo dos valores de €' mas houve uma sensivel me

lhora dos resultados em meio de citrato (Figuras 09 € 10). Nota-
-se que a determinacao de acido ascdrbico &€ mais quantitativa
em concentracdes menores de citrato, no sistema de uma fase. qu>

vavelmente deve ser devido & baixa solubilidade do citrato em

meio etandlico, que interfere na reagdo de reducdo de ions cii~-
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pricos.

Em meio de tamp3o metafosfato 2,5 x 10 2 M, a deter-

minagdo de acido ascorbico foi quase quantitativa apenas em pH
2,65, nos demais pH os valores de's' foram bastante baixoéf(Fié
gura 11) . Provavelmente, o meio etandlico ndo seja adequado pé-<
ra esse tampdo, mesmo de baixa concentracio. |

2+

A determinacao de Fe no sistema de uma fase apresen

tou os valores de €' esperados em meio de tampao acetato 0,50 M

2

e 2,5 x 10 “ M, sendo independénte do pH na faixa de 2,65 a

6,00 (Figuras 12 e 13). Em meio de tampao citrato 2,5 x 10&2‘ M
(Figurail4), a determinacao foi gquantitativa apenas em PH 2,65
sendo que em pH maiores ocorre interferéncia do citrato'que se-
gllestra o Fe?t impedindo sua reac3o. Em tampao métafosfato

2,5 x 1072

M os valores de €' obtidos foram proximos do valor
esperado, independente do pH na faixa considerada (Figura 15).
E oportuno observar que os valores de ¢' esperados se
riam os valores relatados na literatura /76/ quando se fez a de
terminacao de Cu2+ com cuproina, usando hidroxilamina como redu
tor. Essa determinacao foi feita para constatacdo e comparacio
com nossasAcondicées de trabalho e seus resultados encontram-se
nas Tabelas A.16 e A.17 e graficamente na Figura 19. Como ve-
mos, o valor de ¢ obtido é aquele encontrado na literatura, ou

3 L. mol-l. cm_1 em meios de tampao acetato ou

2

seja, 6,67 x 10

citrato 2,5 x 10 ¢ M.

Dessa forma, na determinacdo de Fe2

2+

+ pela reducdao de

ions cipricos, onde 1 mol de Fe reduz 1 mol de cu?®t produzin-
do 1 mol de Cu'+, o valor de ¢ esperado em determinacdes quanti

tativas € o valor citado ou bem préximo desse.
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Nas determinacdes de acido ascérbico, onde se sabe

que 1 mol de acido ascorbico reduz 2 moles de Cu2+

, € de se es-
perar que o valor de e' seja o dobro do valor obtido na determi
nacao de ferro. Assim, definimos o &' que nem sempre & igual ao
€ (que &€ uma constante !) pois o € depende do meio de reacao,
podendo a determinagdo ser quantitativa ou’néo.-

2+

As determinacbes conjuntas de Fe“’ e acido ascérbico

em meio de tampio acetato 2,5 x 102 M pH 2,65, 4,65 e 6,00
apresentaram os resultados espérados, sendo a absorbancia da de
terminac@o conjunta quase sempre idéntica 3 soma das absorbin-
cias das determinacoes individuais.

Em tampao citrato nota-se alguma interferéncia do ci-
trato em relacdo ao ferro, principalmente em pH menos‘écido, le
vando a diferencas entre os valores de A obtida e A tedrica.

Em tampdo metafosfato, os valores da determinacdo con
junta foram os esperados, principalmente em pH 2,65 e 4,65, ha
vendo diferencas entre A obtida e A tedrica, apenas em pH 6,00.
Como era de se esperar pelos resultados das determinagaes indi-

viduais de acido ascoérbico, o metafosfato ndo se comporta bem

em meio etandlico, em pH alto.
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V.4. Formacdo do Complexo Ferro-Acido Ascérbico

Durante a realizacdo de experimentos em que se tenta—
va propor um método para a determinac¢do simultdnea de Fe?t e de
acido ascOrbico a partir de solucdes contendo quantidades equi-
molares de ambos, observou-se que a absorbancia da solugao, re-
lativa ao complexo Cu(cuproina); diminuia gradualmente com o)
tempo. Essa diminuigdo poderia ser interpretada como uma perda

parcial do poder redutor do Fe2+

e do acido ascorbico, causada
por oxidacao dos compostos pelo oxigénio ou pela formagdo de um
composto estavel, o que diminuiria a "disponibilidade" desses
; 2+
compostos para agirem como redutores do Cu” .
Os primeiros experimentos foram realizados em tampao

acetato e citrato de molaridade fixa (2,5 x 10_2

M) com ajuste
de pH em 2,65, 4,65 e 6,00. Os resultados mostraram que a absor
bancia do complexo Cu(cuproina)z diminuia progressivamente com

o tempo, acusando o envolvimento dos grupos redutores dos rea-

gentes.
A diminuigdo era rapida, porém, ndo instantdnea. A Fi
gura 23 apresenta o comportamento de misturas equimolares de
2+

Fe“’ e acido ascorbico (0,227 umoles/mL). A diminuicao da absor
bancia foi expressa como % da absorbancia da mistura no tempo.

Em tampao citrato 2,5 x 1072

M de pH 2,65 nota-se que
a diminuicdo da absorbancia ocorreu‘aproximadamente até os pri-
meiros 20 minutos, atingindo 14,0% de reducao. ApOs esse tempo,
nao houve mudang¢a na absorbancia. Ja no caso do pH 4,65 e 6,00,

a diminuicdao da absorbancia continuou durante o periodo comple-
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£o do experimento (2 horas), porém a forma da curva sugere' uma
estabilizacdo apds esse periodo. A inélinagéo das curvas segue
a ordem pH22,65 < pH 6,00 < pH 4,65, indicando a influéncia do
grau de ionizagao do acido ascdrbico ou do citrato na combina-
cdo do Fe?* com o &cido ascorbico. -

A Figura 23 mostra que em condicdes idénticas 3&s do
experimento anterior, a mudanca do tampi3o acelerou a reacdo em
qualquer um dos pH testados. Em tampdo acetato 2,65, ndo foi
observada estabilizacdo apds 20 minutos, relatada para o tampio
citrato. Aproximadamente 55,0% da absorbancia inicial tinha de-
saparecido apds 2 horas. Nos tampdes de pH 4,65 e 6,00 a dimi-
nuicao da absofbéncia nos primeiros 10 minutos foi quase 100%
maior do que em pH 2,65. A partir dos 30 minutos, a diminuicdo
da absorbancia da mistura no tamp3o de pH 4,65 mostrou tend&n-
cia & estabilizacao enquanto que em pH 6,00 continuou a dimi-
nuir.

Uma avaliacgdo preliminar permite concluir que em valo
res mais baixos de pH, a eventual formacdo do complexo parece
ser menor € que a presenca de anions com propriedades quelantes
fortes (citrato) de alguma mdneira interfere na formacao do com
plexo, cuja férmula seria[(FeHAsc)}*/l9/. Essa conclusao ndo le

+ - . - s
2 e de acido ascorbico por

va em conta a provavel perda de Fe
oxidagdao durante o experimento, perda que seria somada a dimi-
nuicdo da absorbancia devida a complexacdo, aumentando a incli-
nacao das curvas.

Além do mais, como foi salientado no Capitulo III, a

mistura de ambos os redutores deveria ser anallsada num tampao

tendo a concentracao de citrato préxima daquela que haveria no
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sucd de laranja diluido, submetido aos estudos de estocégem,
Portanto, a eventual formacao do complexo Fe(HAsc)+ foi estuda—‘
da no tampdo misto contendo citrato; NaCl para maximizacao da
cor e ace{uato, indispensavel para reqular o pH dos experimen-
tos.

V.4.1. Estimativa de formacdo do complexo levando em conta

as perdas dos componentes por oxidacao

'a),Em tampao acetato 2,5 x 10-2 M

As Figuras 24; 25 e 26 apresentam a evolucdo da rea-

2+

cao do Fe e do HZAsc em misturas equimolares, acompanhando si

-~ - * -— " 2+
multaneamente a evolugao do acido ascorbico e do Fe

de forma
isolada.

O fato mais marcante do experimento se refere a cons-
tatacdo de que a diminuicdo da absorbancia da mistura n3o repre
senta uniéamente a formacao do complexo, mas inclui perdas do
dcido ascOrbico por oxidacdo. Uma quantidade extremamente diluida
do acido ascorbico no tubo de reacdo (= 22,0 ug) torna-o facil-
mente oxidavel no curso do experimento. A perda por oxidacdo em
condicOes padronizadas de agitacdo e temperatura, constatou-se
ser funcao do pH do tampdo. Apds 25 minutos tinham-se pefdido
30,6% do acido ascoérbico em pH 2,65, 55,4% em pH 4,00 e 84,3%
em pH 4,65. Os dados em pH 6,00 n3o sdo comentados pois foram
muito elevados e ocorreram antes de 25 minutos. Pelo éontrério,
o Fe™? no tampao acetato de pH 2,65 a 6,00 se manteve estavel,
n3o se registrando mudancas em 25 minutos.

De posse desses dados, a obtencao da porcentagem do

complexo formado foi estimada da seguinte maneira: a absorban-
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cia da mistura de Fe2+

e H,Asc num tempo qualquer reéresentaria
as fragoes molares destes compostos que n3o formaram Vcomplexo
(fracoes molares idénticas, pois a relacao de moles é de 151).
Se nao houvesse oxidacao, a diferenca entre a absorbancia da
mistura no tempo zero e no tempo considerado daria diretamente
a quantidade de complexo. Porém, uma fragao de HéAsc foi oxida-
da, sendo registrada na diminuic¢do da absorbancia geral, de mo-
do que para se obter a diminuicdo devida ao complexo, € necessa
rio que seja deduzida dos calculos finais (Tabela 17).

A soma das absorbancias do H2Asc e do Fe2+ livres (s)
em um tempo qualquer representam a disponibilidade desses com
postos para formar complexo. Se a mistura real (M) tiver uma ab
sorbancia menor que "S" sera devida & formagdo de complexo. A
Figura 27 apresenta esses resultados. Esta forma ndo é ideal pa
ra se encontrar a quantidade de complexo formado, porém, pela
via quimica, ha poucas opg¢des para evitar a oxidacdo do acido
ascorbico. Nao & possivel adicionar outros redutores (SOZ' Hy,
etc.), pois interferem na reacdao de reducgido do Cu2+, inviabili-
zando o método analitico aqui proposto. O borbulhamento de N

2

poderia ser uma opc¢do em ensaios futuros.

b) Em tamp3o misto (acetato (2,5 x 10”2

3 2 M))

M) / citrato

(3,125 x 10 ~° M)/NaCl (6,0 x 10~

Nas Figuras 28, 29 e 30 apresentam-se as mudangas de

absorbancia da mistura de HZAsc e Fe2+, do H2Asc e do Fe

ladamente em funcao do tempo. A Figura 28 permite apreciar o

2+ iso~

efeito notavel da inclusao de citrato na estabilizacdao do H,Asc
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N . :
2 praticamente re-

em éH 2,65. A curva da mistura de H,Asc e Fe
pete a forma da curva do citrato puro (Figura 23) e consideran-
do que a oxidagao do H,Asc neste pH € muito pequena, a diminui-
cao da absorbancia representa quase que totalmente as quantida-
des de'Fe2+ e de HzAsc; comprometidas no complexo. A Tabela 18 .
mostra que a porcentagem de complexo formado (calculado) ficou
praticamente constante em 18,0%, valor atingido apdés 5 minutos
aproximadamente.

Na Figura 29 observa-se que o efeito estabilizador do
citrato em pH 4,00 no tampdo misto ndo & td3o marcante quanto em
pPH 2,65, particularmente o Fe2+ parece ser removido do sistema

e nao oxidado, a quelacdo do Fe2+

» 2 + - + 3 » ~ . N -~
zir o Cu” . Ja a diminuicao do H2Asc parece ser mesmo devida a

pelo citrato impede-o de redu

oxidacao. Sua perda foi de 2,60% em 25 minutos, porcentagem bem
menor que a perda no mesmo pH em tampdo acetato (55,4%). Na Ta-
bela 17 nota-se que a porcentagem de complexo formado em ?H 4,00
€ maior gue em pH 2,65 também tendendo a um valor estavel de
23,5% apds 5 minutos.

Na Figura 30 observa-se que o efeito de ionizagéq do

citrato influi cada vez mais na quantidade de Fe2+

reducido do Cu2+. 0 teor de Fe2+ em pH 4,65 diminui 31,8% em 25

livre para

minutos e certamente ndo se trata de oxidacdo, ja que em aceta-
-~ - + e . - » £}
to puro do mesmo pH, nao ha perda de Fe2 . O acido ascorbico di

minuiu 11,5% em 25 minutos. E curioso como concentragdes tao pe

quenas de citrato conseguem influir na disponibilidade do Fe2+

. +
para reduzir o Cu2

- A Tabela 18 mostra que a porcentagem de com
plexo continua aumentando em pH 4,65 e atinge valores maiores

que em pH 2,65 e 4,00. HA um deslocamento do tempo para se atin
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gir a porcentagem de formacdo maxima (31,3%) que ocorre ads 12
minutos. Apds esse tempo, ha um declinio provavelmentevporque o
complexo atinge o equilibrio e parte do Fe2+ é seqgllestrada pelo
citrato. A Figura 31 mostra a formagcao do complexo em  tampao

misto.

V.5. Experimentos de Estocagem do Suco de Laranja Concentrado

Adicionado de Fe2+

Os experimentos para avaliar as mudangas no teor de
Fe2+ e de vitamina C foram realizados com suco de laranja con-
centrado a 50% de sdlidos totais, de proceddncia industrial fa-
bricado recentemente.

Como foi detalhado no Capitulo III (Parte Experimen-
tal) o suco foi adicionado de sulfato ferroso heptahidratadoem
trés niveis, de modo que o produto pudesse fornecer em um COpPO
de 200 mL de suco diluido entre 3,6 e 18,0 mg de Fe2+. Esses
valores oferecem uma escolha razoavel para o planejamento dos
programas de fortificacdo nutricional. O suco com 18,0 mg de
Fe?’ estd acima do limite de 6,0 mg, valor estimado como maximo
sem éausar detecgdo sensorial pelos provadores /89/, mas gque
foi usado para pesquigar os efeitos de uma adigao em excesso.
Além das consideragdes nutricionais e sensoriais, a quantidade

2+

de Fe foi definida de acordo com o teor de vitamina C existen

te no suco. Assim, foram experimentadas trés relacgdes molares
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de Fe?¥: vitamina C que sao: 1:1, 1:2 e 1:5.

Os efeitos da adicao de Fe2+

foram testados em trés
condicdes que abrangem situagOes rotineiras da merenda escolar:
estocagem & temperatura ambiente, sob refrigeracao (+ 5,092C) e
sob congelacao (- 18,09C). O tempo foi fixado entre 49 e 55
dias, periodo suficiente para que o produto seja consumido pe-
las insﬁituigées, pois o produto nao tem como alvo o consumidor
do supermercado.

Foram feitos dois experimentos de estocagem com sucos
diferentes. O primeiro (El) serviu para aprimorar detalhes e co
nhecer os fendmenos dé uma maneira geral. O segundo experimento
foi feito com mais detalhes e de uma maneira mais padronizada.

As Figuras 32, 33 e 34 mostram os resultados do Expe-
rimento 1. De um modo geral‘demonstrou—se que em temperatura am

2+

biente (Figura 32) o decréscimo do teor de Fe e de vitamina C

foi acelerado, dando uma perda diaria média de 0,71, 1,36, 1,39

e 1,77% para as amostras sem Fe2+ e com adicao de Fe2+ na rela-

¢do molar 1:5, 1:2 e 1:1, respectivamente. O experimento a tem
peratura ambiente foi interrompido aos 17 dias para a amostra
sem Fe2+ e aos 25 dias para as amostras com Fe2+ por suspeita
de contaminagao flngica.

Nas amostras estocadas sob refrigeracdo, os decrésci-

mos da absorbancia foram menores, registrando perdas diarias de

2+

vitamina C (amostra sem Fe2+) e de vitamina C + Fe {amostras

1:5, 1:2 e 1:1) da ordem de 0,53, 0,63, 0,73 e 0,88%, respec-
tivamente. Nas amostras congeladas, a perda diaria média conti-
nuou a diminuir, sendo de 0,33, 0,52, 0,52 e 0,63% para as

2+ 2+

amostras sem Fe e com Fe 1:5, 1:2 e 1:1, respectivamente.
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Dos resultados acima, nota-se que a adicdo de Fe2+'mq;
2+

lera a perda diaria de Fe + vitamina C e que essa perda € pra

: 2+
ticamente a mesma para amostras com pouco Fe

2+

(1:5 e 1:2) e se
torna maior na amostra com mais Fe (1:1). Também fica claro
que as amostras congeladas conservam melhor os teores iniciais

de Fe2+-+ vitamina C. Na amostra com Fe2+

1:1, a segliéncia da
perda didria média segue a ordem temperatura ambiente, sob re-
frigeracdo e sob congelacdo, apresentando os valores 1,77, 0,88

e 0,63%, respectivamente. O ganho na preservacdo do Fe2+

e vita
mina C nas amostras estocadas a + 5,09C e - 18,09C foi de 100 e
180% em relac3o 3 amostra mantida em temperatura ambiente.

O Experimento 2 (E2) foi feito mais completo acompa-
nhando a evolucao dos pigmentos, do teor de Fe2+ e da vitamina
C determinados isoladamente e da mistura de ambos os nutrien-
tes. As Figuras 35, 36 e 37 registram as mudancas de absorbén;
cia para estocagem em temperatura ambiente (35), refrigerada
(36) e congelada (37).

Na Figura 35 repete-se uma situacdo andloga 3 do Ex-
perimento 1 com a diferenca que, desta vez, ndo houve prolife-
racao fingica evitada pela adicdo de um antiffingico (3cido sér-
bico 0,2%) . Observa-se que houve uma diminuigdo quase linear
até o 352 dia, dando valores de perda diiria média de 0,71,
0,91, 0,94 e 0,97% para as amostras sem Fe2+ e com Fe2+ 1:5,
1:2 e 1:1, respectivamente. Apds o 352 dia registrou-se uma que
da abrupta, perdendé-se em apenas 7 dias tanto quanto se tinha-
perdido nos 35 dias anteriores.

Na Figura 36 (estocagem a + 5,02 C) hid um melhoramen-

to substancial da preservagdo da vitamina C e do Fe2+. Nas pri-
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meiras guatro semanas, as perdas foram pequenas. Até o 289 dia,

nas amostras sem Fe2+ e com Fe2+ 1:5, 1:2 e 1:1 apresentaram

perdas diarias médias de 0,11, 0,41, 0,38 e 0,34%, reSpectiva-

mente. Isto indica que a perda de vitamina C foi acelerada pelo

Fe2+. Entxetanto, a concentracio do,Fe2+ ndo foi tdo <critica

pois as perdas ficaram bastante prdximas nas trés amostras com

Fe2+.

Novamente, entre o 282 e o 3592 dia registrou-se um
acentuado decréscimo de absorbancia, um fendmeno 3j& observado
nas amostras & temperatura ambiente. Nas amostras refrigeradas,

i i 2+
a queda fol mais marcante, passando, na amostra sem Fe ; de uma
; 2+
perda de 3,1% para 28,1% em apenas 7 dias. Nas amostras com Fe
também houve uma aceleracdo das perdas passando em apenas 7'dias

2% 1:5, de 10,7 para 40,2%

2+

de 11,5 para 38,5% na amostra com Fe
na amostra com Fe2+ 1:2 e de 9,7 para 37,1% na amostra com Fe
l:1. As perdas continuaram apdés o 3592 dia, porém, com velocida-
de menor. N3o se encontram na literatura referéncias sobre esse
fenOmeno, mesmo porque a adicdo de ferro ao suco de laranja &
uma proposta que nao havia sido abordada anteriormente. De qual
quer modo, € importante saber que o suco de laranja concentrado
e adicionado de Fe?’ podera ser mantido com perdas minimas de
Fe2+'e de vitamina C por até quatro semanas sob refrigerag?io°
Na Figura 37 (estocagem a -18,09C) fica confirmado o
esquema geral de evolucao da absorbancia. As absorbdncias dimi
nuem lentamente até o 282 dia com perdas totais no periodo en-
tre zero e 0,16%. Mais uma vez, a queda acentuada ocorre apods

a 42 semana de estocagem, porém, n3o chega a comprometer o for

. 2+ . . .
necimento de Fe e vitamina C. Na estocagem refrigerada e con
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;gelada registra-se que a adicao de re?* causa um aumenfo das per
das de absorbancia, porém a perda n3o parece estar relacionada
com a quantidade de Fe2+ , Mas apenas Com a sua presencga. |
Nas Tabelas 22, 23 e 24 apresentam-se os resultados
da absorbancia perdida (inicial - final) para cada semana de es
tocagem. Os quadros mostram simulﬁaneamente a absorbancia da mis

2+ 2+

tura de Fe + vitamina C (a), de vitamina ¢ (b), do Fe (c) e

da soma (b + c). Na Tabela 22A verifica-se que a perda de ab-

2+

sorbdncia da mistura de Fe + vitamina C em 49 dias atingiu

3 - 3 . 1] E +
59,6%, isto e, mais da metade da vitamina C do suco e d&o Fe2
foram oxidados ou degradados por outros mecanismos. Certamente,
. esse resultado desaconselha armazenar o suco de laranja concen-

trado, com ou sem Fe2+, a temperatura ambiente. As Tabelas 22B

+
e 22C mostram que os teores de Fe2 , em qualquer uma das con-
centracOes testadas, causa decréscimos muito préximos, em torno
de 60,0%. Um valor ligeiramente menor (56,0%) foi registrado na
2+ . . s
amostra sem Fe (somente vitamina C). Isso indica que, em tem-
peratura ambiente, o prejuizo & t3o grande que se torna inespe-
cifico. Por outro lado, verifica-se que a vitamina C &€ a maior
responsavel pelas perdas na mistura. O fato & comprovado atra-

vés da evolucao das perdas de Fe?t

isoladamente que sao inferio
res ao patamar de 56,0%, ficando em 17,0, 37,1 e 39,4% nas re-
lacoes molares de Fe2+: vitamina C de 1:5, 1:2 e 1:1, respec-
tivamente.

E interessante comparar as perdas de absorbancia de-

. . . + Ry
terminada de maneira direta nos sucos com Fe? pela 2,2-biquino

lina e as perdas obtidas pela soma das absorbancias da vitamina
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C evdo Fe2+ medidas separadamente, isto &, um calculo indifeto.
Percebe-se que o calculo indireto da valores inferiores ao dire
to. Levando-se em conta que o sistema alimentar € complexo e os
seus componentes estdo sujeitos a interagdes, a disparidade nas
perdas ndo € exagerada. Deve ser lembrado que a determinégéo de

Fe2+ com o-fenantrolina desfez complexos ferrosos, registrando

o Fe2+ total. Ja a determinacgdo com 2,2'-biquinolina sé determi

na o Fe2+'n§o complexado, descartando-se o rel?t ligado a vitami
na C e, possivelmente, a pectatos, flavondides e outros compos-
tos existentes no suco. Por esse motivo, a perda por esse méto-
do sera maior.

As Tabelas 23 e 24 atestam que a estocagem a tempera-

2* 4o que a

turas baixas reduz mais intensamente a perda do Fe
perda de vitamina C, também pode-se notar que a perda do ferro
€ influenciada pela sua concentracdo. No suco com a relacdo de
Fe?t : vitamina C de 1:5 a perda no sistema a + 5,02C foi de 17,0%
em 49 dias e, na mesma amostra congelada, também foi de 17,0%.

2¥ (1:2 e 1:1)

Nas amostras com teores maiores de Fe
as perdas ficaram entre 24,2 e 33,9%. Porém, houve uma notavel
excecdo na amostra l:1 congelada, na qual a perda em 49 dias
foi de apenas 14,1%. Essas observacoes ficam mais claras na Fi-
gura 38. Nela foram graficadas as perdas de Fe2+ nas diferentes
condi¢les de estocagem, com dados extraidos das Tabelas 22, 23
e 24,

Das mesmas tabelas foram extraidos dados para repre-
sentar a variacado da vitamina C da Figura 39. A figura indica

que a temperatura ambiente, as perdas de vitamina C ocorrem des

de a primeira semana, enquanto que nos sistemas resfriados ha um
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fetardamento, uma espécie de resisténcia intrinseca 3 oxidac&o
que dura em torno de 4 semanas e, quando esgotada, registra-se
uma stbita aceleracdo das perdas. E importante salientar que o
comportamento a + 5,02C e a - 18,092C é relativamente semelhan-
te. i _

Para converter as absorbancias do complexo[ﬁﬂo-ﬂﬂﬂ3f+
em valores de absorbancia referentes a determinac3o do Fe2+ por
2,2'-biquinolina e permitir a soma b+c, foram usadas a relacio

entre os valores de € de cada reacao, além de um fator de volu-

me, como & mostrado na Tabela 25.

V.6. Evolugao dos Pigmentos no Suco Estocado com e sem Adigdode

Fe2+

A avaliacao dos efeitosvda estocagem na intensidade
da cor amarela do suco de laranja torna-se importante no grau
de aceitacado do produto e ndo em termos do valor nutricional.

Por tratar-se de uma proposta nova, a literatura nao

registra informagdes sobre o efeito do Fe2+

na estabilidade da
cor do suco de laranja. Os resultados aqui apresentados se refe
rem as mudancas gerais da cor e ndo pretende esclarecer que pig
mentos individuais estariam sendo afetados. Por isso, apenas &
avaliada a absorbancia de um extfato de carotendides em cloro-

formio e a absorbancia da fragdo aquosa. Ambos os valores d3o

uma medida da degradacao geral da cor, tal como seria percebido
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peld consumidor.

Por tratar-se de uma mistura de carotendides, nao &
conveniente expressar a absorbancia em termos de mg, mesmo que
isto seja possivel empregando algum carotendide tipico comd pa-
drdo /87/. Preferiu-se usar a expressdo da absorbancia a 450 nm
por grama de suco concentrado (suco original) que serve satisfa
toriamente para comparagoes relativas.

'A Figura 40 mostra os espectros de absorcgdo dos caro-
tendides do suco estocado sob congelagao, de 400 a 500 nm. Basi
camente existem 2 maximos: um a 430 nm e outro a 450 nm. Apds a
estocagem congelada (- 18,09C) por 49 dias, o espectro manteve
suas caracteristicas originais. As perdas de absorbancia apare-
cem registradas na Tabela 26. Trata-se de perdas pequénas, que
ndo comprometem a qualidade visual do suco.

A Figura 41 mostra os espectros de absorgaoc das amos-
tras armazenadas 3 temperatura ambiente por 49 dias. Os espec~
tros mostram mudancas importantes, mesmo para a amostra sem fer
ro. De um modo geral, o Fe2+ acelerou a oxidacao dos carotendi-
des, efeito relacionado com o teor de Fe2+, porém ndo diretamen
te proporcional. As amostras iniciais (em linha tracejada) apre
sentaram espectros coincidentes independente da adigao de Fe2+.
ApOs algumas semanas, a presenga do Fe2+ comecgou a influir na
degradagao dos carotendides. As mudancas se caracterizam por uma -
diminuicdo do maximo a 450 nm e por um deslocamento da absorban
cia para proximo de 400 nm prevalecendo o maximo a 430 nm, como
a caracteristica mais relevante. O fato de ter registrado degra

dacdo dos carotendides também nas amostras sem ferro, sugere que

o oxigénio introduzido na massa do suco durante a homogeneiza-
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cd3o preparatdria para estocagem, contribui com uma parcelé de
degradagao. O Fe2+ provavelmente catalisa as reacoes, auxiliado
pela grande disperséo dos carotendides no meio aquoso. Os céro-
tendides podem ser considerados lipideos insolaveis em agua. A
estrutura com duplas liga¢des conjugadas dos carotendides &€ um
excelente substrato para reacoes de oxidacao.

As Tabelas 26 e 27 mostram as perdas de absorbancia
no sistema estocado sob congelacd3o e a temperatura ambiente. As
amostras congeladas mostram perdas muito pequenas da cor amare-
la brilhante tipica. A adicdo de Fet 6 comprometera a aparén-
cia do suco se adicionado na relacdo molar 1:1 (Fe2+ : H2Asc),
que, no caso significam 279 mg de FeSO4. 7H20 para cada 100,0 g
de suco concentrado, uma dose de Fe2+ que excede o minimo detec
tavel sensorialmente no suco ja diluido para beber (1x7) e por
4 - 7H20

adicionado em 100,0 g de suco (relacao molar 1:2) parece mais

tanto, ndo pode ser usada. Um valor de 139,5 mg de FeSO

conveniente em termos sensoriais. Essa quantidade adicionada pra-
ticamente nao alterou o espectro dos pigmentos em 49 dias de es
tocagem congelada, ficando proéximo do espectro da amdstra sem
ferro.

Na Tabela 27 fica evidente o efeito indesejavel da
temperatura ambiente na vida Gtil dos produtos. Praticamente to
das as amostras com Fe2+ diminuiram a cor amarela em mais de
20% éontra 9,2% do controle sem Fe2+. As perdas ocorrem lenta-
mente nos primeiros 30 dias. Apenas 1/4 da perda total ocorreu
no primeiro més contra 3/4 no més seguinte. Possivelmente, a
feagéo se processa por mecanismos de radicaié livres, muito co-

mum em lipideos polinsaturados /14/.
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No suco mantido a temperatura ambiente,‘a adicao de
ferro aumenta a pigmentacao da fase aquosa, como pode ser dbseg
vado na Figura 42. Esta fracao (metanol/égqa) coleta os produ-~
tos de reagdo de Maillard, que ocorrem amplamente entre cbmpos-
tos com grupos amino e acilicares redutores, aldeidos e carboni-
los em geral e cuja formacao tem sido relatada na literaturé co
mo sendo catalisada pela vitamina C . Kennedy et alii /90/ rela
tam que acido ascorbico parece ser o precursor do escurecimento
ndo-enzimatico observado nesse tipo de alimentos devido & forma
¢do de compostos carbonilicos reativos produzidos a partir de
sua degradacdo, que tendem a se polimerizar, ou reagir com com-
postos nitrogenados para dar pigmentos de cor marrom. Essa rea-
gao poderia explicar a pigmentacdo razoavelmente impoftantecnqg

2+

rida na amostra sem Fe® . J& a presenca de Fe2+ poderia catali-

sar outras reagdes ou mesmo contribuir com sua prdpria pigmenta
’géo (como Fe3+).

E importante salientar que a adicdo de Fe2+ produz um
aumento dos pigmentos aquo-solaveis do suco, muito embora esses
valores sejam pequenos quando comparados com os registrados apds
60 dias em temperatura ambiente. Os espectros ndo apresentam ma
ximos caracteristicos entre 540 e 400 nm e foi escolhido 450 nm
apenas para comparar com os valores dos carotendides.

Na Tabela 28 aparecem registradas as mudangas da pig-
mentacao da fase aquosa através da armazenagem em temperatura
ambiente. E possivel deduzir que o ferro estd relacionado com a
formacao da cor amarronzada da fase aquosa do suco. Nao foi pos

sivel, entretanto, observar alguma proporcionalidade entre a

intensidade da cor e o teor de Fe2+ adicionado. Considerando que
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a cor amarela dos carotendides diminui e a cor amarronzada au-
menta, o resultado da estocagem a temperatura ambiente & uma mu
danca da tonalidade da cor do suco e ndo apenas de intensidade.

As amostras armazenadas sob congelacdao durante 49 dias
praticaménte nao mudaram os valores iniciais do teor de pigmen-

tos da fase aquosa, de modo que os dados foram omitidos.

V.7. Ensaio Bioldgico

Pelos resultados obtidos de % de Retencéao oﬁ Biodispo
nibilidade Absoluta, vimos que a retencao do ferro é muito maior
na presenca de acido ascérbico ou de vitamina C (dietas com su-
co de laranja liofilizado) do que na auséncia desse micronutri-
ente. Observamos que houve um aumento de quase 30% na retencao
do ferro da dieta C (contendo sulfato ferroso e &cido ascorbi-
co) em relagdo a dieta B (contendo apenas sulfato ferroso). As
duas dietas continham o mesmo nivel de ferro: 28 mg Fe2+ por Kg
de dieta. Apesar de os ratos ndo necessitarem de vitamina C na
dieta por terem capacidade de sintetiza-la /91/, ainda assim,
esse dado mostra o efeito do acido ascérbico ou da vitamina C -
na absorcgao do ferro, o que se evidencia pela rapidez com que o
rato se recupera da anemia, alcancando a taxa maxima de hemoglo
bina no sangue, como se pode ver pela Figura 44. No presente
trabalho, consideramos que os ratos atingiram a taxa maxima de

hemoglobina no 1292 dia (pico da absorcao). Do 1292 ao 142 dia ob
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servou-se uma pequena queda no nivel de hemoglbbina e isso'pode
ser explicado pois qﬁando o sangue do rato atingiu a taxa maxi-
ma de hemoglobina observada, todos os sistemés de estocagem de
ferro estavam saturados e, a partir dai, a absorcgido passa”a ser
menor e mais lenta, tendendo a estabilizar-se num nivel um pou-
co abaixo dessa taxa /91/.

E oportuno esclarecer que usamos a denominacdo vitami
na C quando nos referimos ao composto natural encontrado nos ali
mentos e &cido ascdrbico quando nos referimos ao composto sinté
tico fabricado em laboratdorio, embora tenham a mesma estrutura
e funcao.

Comparando-se os resultados da % de Retencdo do ferro
das dietas D, E e F que continham suco de laranja liofilizado
(fonte natural de vitamina C) com as dietas C e B, vemos que a
vitamina C mostra o mesmo efeito benéfico do acido ascdrbico no
sentido de aumentar a absorcdao do ferro e, se levarmos em conta
que a Dieta D possuia um nivel de vitamina C cinco vezes menor
que o nivel de acido ascdérbico da Dieta C (as duas dietas ti-
nham o mesmo nivel de ferro) podemos observar que a vitamina C
fornecida por uma fonte natural parece ser um pouco melhor
em aumentar a absorgdo do ferro da dieta do que o Acido ascdrbi
co puro.

Comparando-se os dados de % de Retencao das dietas D,
E e F entre si (possuiam diferentes relacOes molares de Fe2+:
vitamina C) vemos que um excesso de vitamina C ou de acido as-
corbico na dieta & desnecessirio uma vez que os resultados pou-
co diferiram, sendo inclusive, 1,4% maior a % de Retencdo do

ferro da dieta D, indicando que a relacao molar de 1:2 de Fe2+:
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vitémina C seria a mais prdoxima do ideal.

Pelos valores de Biodisponibilidade Relativa, calcuiQ"
dos a partir das curvas da Figura 43, vemos também qué a biodis
ponibilidade do ferro de dietas contendo vitamina C € maior de
que de'dietas‘sem vitamina C mas esses valores praticamente nao

diferem na presenca de excesso de vitamina C.

V.8. Escolha do Melhor Procedimento Experimental

Levando em conta os resultados obtidos, pode-se suge-
rir que o sistema de uma fase pode ser preferido em relacao ao
sistema de duas fases para as analises do suco de laranja pois
nao apresentou problemas de interferéncia, tendo, inclusive, mos
trado vantagens em rapidez e sensibilidade.

Os sistemas de tampao que apresentaram os melhores

N . -~ - . - » +
resultados nas determinacoes de acido ascorbico e de Fe2

2

foram

o tampdo acetato 2,50 x 10
-2

M e o tampido misto acetato 2,50 x
102 M/citrato 1,13 x 1073 M/NaCl 6,00 x 10”2 M.
Para o estudo de formacao de complexo entre acido as-

corbico e Fe2+ o melhor meio foi o tampao misto de pH 4,65.



CAPITULO VI

CONCLUSOES
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1. A determinacdo quantitativa de &cido ascorbico pe-

2+

lo método de reducao de Cu para Cu' e complexagdo com 2,2'-bi

quinolina foi adaptado para operar em sistema de uma fase, com
etanol 72,5%, nao tendo apresentado problemas de interferéncia
na reagado no sistema estudado: suco de laranja. Pelo contrario,

houve alguma melhora na sensibilidade da déterminagéo,“Um mol

“de acido ascodrbico reduz dois moles de Cu2+.

2+

2. Verifica-se que é possivel determinar Fe“ via re-

- 2+ ~ . . . .
ducao de Cu e complexag¢ao com 2,2'-biquinolina no mesmo meio

- . . - . - 3 +
etanolico usado para determinar acido ascorbico. Um mol de Fe2

reduz um mol de Cu2+.

3. E possivel determinar simultaneamente numa solucdo

2+ 2+

a soma de Fe e acido ascdrbico via reducdo de Cu“’, sendo que

a absorbdncia total é composta por 2/3 da concentracdo molar do

2+

ascorbato e 1/3 da concentracdo de Fe“ em solugdes equimolares.

A formacao de complexos entre estes compostos inibe a sua capa-’
cidade redutora de modo que a diminuigdo da absorbancia, descon
tadas as perdas por oxidacao, & uma medida do comprometimento

2+ - . - .
entre Fe e acido ascorbico.

2+ 2+

4. As reacoOes de Fe e de acido ascorbico com Cu

2 M n3o foram afetadas pelo pH . na

3

em tampdo acetato 2,5 x 10~
faixa testada (2,65 a 6,00). Em tampdo citrato 3,125 x 10"~ M,
na mesma faixa de pH, as reacOes ocorrem sem alteragdao, = porém,

a absortividade molar diminui em pH alto, particularmente em

pPH 6,00. O efeito inibidor do citrato foi diminuido pela inclu-
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2

sio de NaCl 6,0 x 100 “ M no tampdo, porém ndo completamente em

pH 6,00.

+ - .
2 com acido

5. Verificou-se que a complexacgao de Fe
ascérbico & pequena em pH 2,65 aumentando gradualmente em pH
4,00 e 4,65. Em pH 6,00 n3ao foi possivel determinar o teor de

complexo.

6. Os estudos com suco de laranja concentrado adicib-
nado de Fe2+ mantendo relacoes de vitamina C: Fe2+ de 1:1, 2:1
e 5:1 mostraram que se O sSuco & mantido congelado, as concentra
coes de vitamina C e Fe2+ permanecem quase inalteradas até duas
semanas. A estocagem a +5,02C produz perdas de ~33% de vitamina C e
~ 17% de Fe2+ no mesmo periodo e nas amostras estocadas a tempe
ratura ambiente as perdas foram de 56% para vitamina C e 17%

para re?t (amostras 5:1).

7. Nas amostras de suco estocado a temperatura ambi-

2+ .
ente, a presenca de Fe causou mudancas de cor gue se manifes-
ta pelo escurecimento da cor amarela tipica. Foi registrada uma

perda da absorbancia dos pigmentos carotendides e um aumento da

absorbancia dos pigmentos sollGveis em agua.

8. Os resultados do ensaio bioldgico mostraram que a
absorcao do ferro da dieta é& maior em presenca de vitamina C ou

de Aacido ascoOrbico.



202

9. Destes resultados pode-se inferir que tecnologica-
mente ndo h& impedimentos para o preparo do suco de laranja for
tificado com Fe2+ nos niveis de 3,6 a 18,0 mg Fe2+/200 mL de su
co diluido, desde que o produto seja conservado e mantido 'para

o consumo em freezer a -18,09C.

10. A pesquisa apresenta a vantagem de utilizar méto
dos simples, rapidos e de alta sensibilidade, que podem ser uti

lizados por analistas em laboratdrios de controle de qualida-

de /92/.



APENDICE
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Tabela A.0l1 - Estudo do efeito do pH na determinacao de acido as
corbico pela redugdo de ions cupricos (sistema bi-

fasico) em tampao acetato 0,50 M.

5 Valores de absorbancia (545 nm)
[HZAsc] x 10
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00. 0,00
1,14 0,12 0,12 0,12 0,11
| 0,11 0,10 0,12 0,12
2,27 0,22 0,27 0,24 0,23
0,23 0,24 0,24 0,20
3,41 0,34 0,35 0,34 0,36
0,35 0,37 0,37 0,37
4,54 0,43 0,51 0,48 0,44
0,46 0,50 0,50 0,48

Tabela A.02 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de acido as
cérbico pela reducdo de ions cipricos (sistema bi-

fasico) em tampao citrato 0,50 M.

Valores de absorbancia (545 nm)
[H2Asc] X 105
pH 2,65 pH 4,00 pPH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,19 0,09 0,09 0,06
| 0,20 0,10 0,08 0,07
2,27 0,29 0,20 0,18 0,13
| 0,28 0,22 0,16 0,14
3,41 0,38 0,26 0,24 0,21
0,40 0,28 0,23 0,22
4,54 0,56 0,40 0,36 0,28
| 0,58 0,44 0,37 0,30




Tabela A.O03 - Estudo do efeito do pH na determinacido de

205

acido
ascOrbico pela reducdo de ions clpricos (sistema
bifasico) em tampdo metafosfato 0,50 M.
, 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[HzAsc] x 10
pPH 2,65 pH 4,00 pPH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,16 0,13 0,10 0,09
' 0,15 0,12 0,11 0,10
2,27 0, 32 0,26 0,18 0,16
0,33 0,25 0,19 0,17
3,41 0,40 0,38. 0,31 0,27
0,44 0,37 0,33 0,29
4,54 0,58 0,52 0,39 0,33
0,60 0,54 0,38 0,32

Tabela A.04

2+

- Estudo do efeito do pH na determinacdo de Fe pe-

la reducao de ions clpricos (sistema bifdsico) em

tampao acetato 0,50 M.

Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe2+] b4 105
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,89 0,06 0,07 0,08 0,09
0,08 0,08 0,07 0,04

1,79 0,13 0,13 0,14 0,09
0,10 0,14 0,16 0,08

3,58 0,17 0,26 0,31 0,24
| 0,19 0,26 0,33 0,28
7,16 0,49 0,55 0,61 0,53
0,55 0,56 0,62 0,55
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Tabela A.O05 - Estudo do efeito do pH na determinacio de Fe2+ pe-

la reducdo de ions cupricos (sistema bifasico) em
tampdo citrato 0,50 M.

o4 s Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe®™ ] x 10

PH 2,65 pH 4,00 ‘PH 4,65 PH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

0,89 0,06 0,05 0,04 0,04
0,06 : 0,04 0,03 0,05

1,79 0,10 0,05 0,06 0,05

0,12 0,05 0,06 0,04

3,58 0,21 0,06 0,09 0,04

0,23 0,10 0,08 0,06

7,16 0,39 0,11 0,09 0,13

0,42 0,12 0,09 0,08

2+

Tabela A.06 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de Fe pe-
la reducdo de ions clpricos (sistema bifiasico) em

tampao metafosfato 0,50 M.

2 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe®' ] x 10
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
0,00 6,00 0,00 0,00 0,00
0,89 0,07 0,08 0,05 0,01
0,07 0,09 0,03 0,01
1,79 0,14 0,14 0,10 0,02
0,15 0,13 0,08 0,04
3,58 0,29 0,26 0,17 0,04
0,28 0,25 0,18 0,05
7,16 0,57 0,46 0,43 0,12
0,58 0,49 . 0,45 0,07




Tabela A.07 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de acido as
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corbico pela reducdo de ions clpricos (sistema de

uma fase) em tampdo acetato 0,50 M.

Valores de absorbancia (545 nm)

[HzAsc] X 105
PH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pPH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,18 0,18 0,17 0,17
0,18 0,19 0,17 0,18
2,27 0,38 0,35 0,35 0,35
0,36 0,37 0,36 ‘0,35
3,41 0,56 0,55 0,53 0,54
0,57 0,55 0,53 0,53
4,54 0,76 0,73 0,70 0,69
0,75 0,73 0,71 0,71

Tabeia A.08 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de acido as

corbico pela reducdo de ions cupricos (sistema

uma fase) em tampdao citrato 0,50 M.

de

Valores de absorbancia (545 nm)

[H2Asc] X 105
pPH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,20 0,14 0,12 0,09
0,18 0,15 0,12 0,08
2,27 0,36 0,26 0,24 0,18
0,35 0,27 0,25 0,16
3,41 0,53 0,41 0,35 0,29
0,54 0,39 0,37 0,26
4,54 0,76 0,54 0,47 0,36
0,76 0,56 0,46 0,35
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Tabela A.09 - Estudo do efeito do pH na determinacdao de acido as
cOorbico pela reducdo de ions cupricos (sistema de

uma fase) em tampao acetato 2,5 x 10"2 M.

Valores de absorbancia (545 nm)
[H2Asc] X 105 —
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,18 0,20 0,18 0,17
' 0,19 0,20 0,19 0,18
2,27 0,37 0,37 0,36 0,36
0,37 0,39 0,36 0,36

3,41 0,53 0,58 0,57 0,56
0,56 0,56 0,56 0,56

4,54 0,75 0,77 0,74 0,74
0,73 0,75 0,76 0,74

Tabela A.10 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de acido as
corbico pela reducdo de ions cipricos (sistema de

uma fase) em tampdo citrato 2,5 x 10~ 2 M.

Valores de absorbancia (545 nm)

[HzAsc] b 4 105
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,20 0,18 0,16 0,17
S 0,18 0,17 0,16 0,16
2,27 0,38 0,36 0,33 0,32
0,37 0,37 0,34 0,33
3,41 0,58 0,54 0,50 0,48
0,56 0,53 0,52 0,47
4,54 0,75 0,73 0,66 0,63
0,76 0,73 0,67 0,64
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Tabela A.11 - Estudo do efeito do pH na determinacdo de acido as

corbico pela redugdo de ions cupricos (sistema de

uma fase) em tampao metafosfato 2,5 x 10-2 M.

5 Valores de absorbancia (545 nm)
[HZAsc] x 10
pH 2,65 pH 4,00 | pH 4,65 pH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,14 0,09 0,12 0,01
0,15 , 0,08 0,10 0,02

2,27 0,30 0,16 0,22 0,02
0,29 0,15 0,20 0,02

3,41 0,46 0,26 0,30 0,04
0,47 0,27 0,33 0,04

4,54 0,58 0,33 0,42 0,06
0,58 0,34 0,42 0,05

2+

Tabela A.12 - Estudo do efeito do pH na determinacgdao de Fe pe-
la redugao de ions clpricos (sistema de uma fase)

em tampao acetato 0,50 M.

o4 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe®™'] x 10

pH 2,65 pH 4,65 pH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00

1,14 0,09 0,09 0,10

0,09 0,09 0,10

2,27 0,18 0,19 0,20

.0,18 0,20 0,20

3,41 0,27 0,28 0,30

0,27 0,30 0,30

4,54 0,35 0,40 0,38

0,36 0,40 0,39
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Tabela A.13 - Estudo do efeito do pH na determinacao de Fe2+ pe-
la reducdo de ions cupricos (sistema de uma fase)

em tampao acetato 2,5 X 1072 M.

~ 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe® '] x 10
| pH 2,65 pH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,08 0,10 0,08
0,08 0,09 0,08
2,27 0,18 0,18 0,17
0,17 0,17 0,17
3,41 0,27 0,26 0,26
0,28 0,26 0,26
4,54 0,36 0,36 0,35
0,38 0,36 0,35
2+

Tabela A.14 - Estudo do efeito do pH na determinacdao de Fe pe-

la reducao de ions cupricos (sistema de uma fase)

em tampdo citrato 2,5 x 1072 M.

Valores de absorbancia (545 nm)
[Fe2*] x 10°
pH 2,65 pH 4,65 pH 6,00
0,00 0,00 , 0,00 0,00
1,14 0,10 0,05 | 0,02
0,10 0,06 0,02
2,27 0,19 0,08 0,04
0,20 0,09 0,04
3,41 0,30 0,13 0,08
0,30 0,12 0,06
4,54 0,41 0,18 0,10
0,41 0,18 0,09




211

2+

Tabela A.15 - Estudo do efeito do pH na determinacgdo de Fe pe-

la reducao de ions cipricos (sistema de uma fase)

2

em tampdo metafosfato 2,5 x 10 < M.

o 5 Valores de absorbincia (545 nm)
[Fe©“'] x 10
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pPH 6,00

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,14 0,08 0,07 0,07 0,08
' 0,08 0,07 0,08 0,08
2,27 0,16 0,15 0,16 0,16
0,16 0,15 0,16 0,16

3,41 0,25 0,23 0,24 0,25
0,25 0,23 0,24 0,24

4,54 0,33 0,30 0,32 0,33
0,32 0,30 0,32 0,33

2+

Tabela A.16 - Determinacdo de Cu

por reducdo com hidroxilamina

e complexacdo com cuproina em meio de tampao aceta

to 2,5 x 1072 M.
ot 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[Cu® ] x 10
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
1,0 0,08 0,09 0,08 0,09
0,08 0,08 0,08 0,08
2,0 0,16 0,17 0,17 0,17
0,16 0,17 0,17 0,17
4,0 0,32 0,31 0,32 0,32
0,32 0,32 0,32 0,32
8,0 0,66 0,65 0,66 0,66
0,65 0,66 0,68 0,66
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+ ~ . . .
2 por reducao com hidroxilamina

Tabela A.17 - Determinacao de Cu
e complexacdo com cuproina em meio de tampao citra

to 2,5 x 1072 M.

94 5 Valores de absorbancia (545 nm)
[cu“'] x 10
pH 2,65 pH 4,00 pH 4,65 pH 6,00
1,0 0,08 0,09 0,09 0,08
‘ 0,08 0,08 0,08 0,08
2,0 0,16 . 0,17 0,16 0,16
0,16 0,17 0,16 0,16
4,0 0,32 0,32 0,32 0,32
0,32 0,33 0,32 0,31
8,0 0,64 0,65 0,64 : 0,64
0,64 0,65 0,65 - 0,64
Tabela A.18 - Curva padrao da determinacao de Fe2+ com o-fenan-

trolina (sem utilizar hidroxilamina) em tampdo ace

tato 0,50 M. Valores de absorbancia a 510 nm.

[Fe?t] x 10° pH 2,65 pH 4,65

1,14 0,16 0,16
| 0,15 0,15

2,27 0,29 0,30
0,29 0,29

3,41 0,44 0,44
0,44 0,45

4,54 0,59 0,59
0,58 0,59

5,67 0,75 0,74
0,75 0,75
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+ .
2 com o~-fenan-

Tabela A.19 - Curva padrdo da determinagdo de Fe
trolina (sem hidroxilamina) em tampdo citrato 0,50 M.

Valores de absorbancia a 510 nm.

(Fe?t] x 10° pH 4,65

1,14 0,15

' 0,13

2,27 0,28
0,28

3,41 0,43
0,44

4,54 0,59
0,58

5,67 0,75
0,74

Tabela A.20 - Curva padrao da determinacao de Fe2+ com o-fenan-

trolina (usando hidroxilamina como redutor) em tam
pio acetato e em tampdo citrato 0,50 M. Valores de
“absorbancia a 510 nm.

[Fe2+] X 105 acetato pH 4,65 citrato pH 4,65
1,14 0,14 0,15
0,13 0,13
2,27 0,29 0,28
0,28 0,28
3,41 0,42 0,43
0,43 0,44
4,54 0,58 ~ 0,58
0,59 0,58
5,67 0,75 0,75
0,75 0,74




Tabela A.21 - Curva padrao da determinacao de Fe2+
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com o-fenan-

trolina (com hidroxilamina) em meio de HC1 2,0%.

Valores de absorbancia a 510 nm.

Fe?¥] x 10° A
1,14 0,14
0,14
2,27 0,28
0,29
3,41 0,42
0,43
4,54 0,56
| 0,57
5,67 0,72
0,72

Tabela A.22 - Curva padrao da determinacao de Fe2+

com o-fenan-

trolina (com hidroxilamina) em meio de HZSO4(L10M,

Valores de absorbancia a 510 nm.

A
1,14 0,16
0,16
2,27 0,31
0,31
3,41 0,46
0,47
4,54 0,62

0,63
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Tabela A.23 - Evolucdo da absorbdncia (relativa ao complexo

[anmmnﬁunzf+ em funcao do tempo de reacio de uma

. . - o P l +
mistura equimolar de acido ascorbico e Fe2

4 2.

(2,27 x 10°° M) em tampao acetato 2,5 X 10~° M.

TempO Valores de absorbancia (545 nm)
(min)
pH 2,65 ' pH 4,65 pH 6,00

0,0 0,57 0,60 0,62
0,5 0,56 0,59 0,57
01 0,54 0,54 0,50
02 0,52 0,49 0,45
03 0,51 0,45 0,41
04 0,51 0,43 0,39
05 0,50 0,38 0,38
10 0,46 0,33 0,32
15 0,44 0,27 0,29
20 0,38 0,26 0,28
25 0,36 0,25 0,28
30 0,35 0,24 0,27
45 0,30 0,23 0,26
60 0,27 0,22 0,21
90 0,24 0,22 0,20
120 0,23 0,22 0,18
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Tabela A.24 - Evolucdo da absorbancia (relativa ao complexo

[Cu(mxnbinayzf+ em func3o do tempo de reacao de uma

. . . s P 2+
mistura equimolar de 4&cido ascorbico e Fe

(2,27 x 10”4 M) em tampdo citrato 2,5 x 10_2 ﬁ.
Tempo Valores de absorbancia (545 nm)
(min)
pH 2,65 pH 4,65 pH 6,00
0,0 0,48 0,49 0,35
0,5 0,47 0,43 0,33
01 0,46 0,42 0,31
02 0,45 0,41 0,30
03 0,44 0,39 0,28
04 0,43 | 0,36 0,27
05 0,42 0,35 0,26
10 0,41 0,32 0,24
15 0,41 0,29 0,22
20 0,40 0,27 0,19
25 0,40 0,26 0,17
30 0,40 0,24 0,15
45 0,40 0,20 0,12 -
60 0,40 0,18 0,08
90 0,40 0,14 0,07
120 0,39 0,11 0,04
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