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1 — INTRODUGAO

O presente trabalho foi feito com a finalidade de adaptar
o método fotocolorimétrico de BESSEY para a dosagem do Aaci-
do ascorbico ao “E. E. L. portable colorimeter”, seguindo, com
ligeiras modificacdes, a técnica descrita por ORSINI e PAULA
SANTOS (1943). Fizemos a adaptacdo para ésse t1po de colori-
metro por se tratar dum aparelho snnples, barato e ja bastante
distribuido em laboratoérios do pais.

Como o acido metafosférico a 3%, protetor comumente usa-
do nas determinagées, é caro, dificil de ser encontrado no co-
mércio e nio muito estavel tratdmos da sua substituicio pelo
acido oxalico a quatro por mil preconizado por PONTING

£1943), o qual ndo possui ‘aquéles inconvenientes e 44 os mes-
mos resultados.

2 — MATERIAL E METODOS

2. 1. O aparelho usado foi um “E. E. L. portable colorime-
ter”, Patent n. 594497 fabricado pela Evans Electroselenium
Ltd. de:Harlow, Essex, England. Possui uma tnica célula fo-
toelétrica podendo trabalhar com corrente alternada ou com
pilha. Preferimos sempre o segundo meio.

2. 2. Para a preparacdo da solucdo de acido metafosférico a
3% dissolvemos com agua, para 1 litro, 30 gramos da droga em
lentilhas -(“pellets”), fabricada por J. T. Baker Chemical
Co., Phillipsburg, New Jersey, U. S. A. O acido oxalico a quatro
por mil foi preparado dissolvendo, com agua, para 1 litro, 4
gramos da droga da mesma procedenc1a Conserva-se por 15
dias a 5°C.

A seguir, fizemos solugdes de acido ascérbico puro em a01do
metafosférico a 3% e em acido oxéilico a 4 por mil contendo 20
miligramos de vitamina C em 1 litro.

O buffer de citrato de sédio foi preparado dlssolvendo-se
78,4 gramos de acido citrico em 746,7 cc de NaOH normal isen-
ta de carbonato e completando ao volume de 1 litro.

A solugéo do reativo para a vitamina C foi feita por disso-
lucds a quente de 80 miligramos do “sodium-2,6 Di chloro ben-
zenoneiniddophenol” de Paragon Laboratories (Orange, N. Y.
U. S. A.) para 1 litro com 4gua distilada. Juntdmos previamen-
te um pouco de bicarbonato de sédio p.p.a.; filtradmos depois-de
feito o volume. A concentracio usada, em ensaios preliminares,
mostrou-se a’mais adequada para o nosso aparelho. Em geladei-
ra, conserva-se por dez dias.
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2. 3. Cada cc das solugGes stock possui 20 y de vitamina C.
Entéo, pipetando para duas séries de 10 baldes calibrados: de
100 cc, porgdes de 10,.20, ..., 90 e 100 cc e completando ao vo-
lume com HPO3 a 3% para uma e com (COOH)2 a 4 por mil
para outra série, obtem-se padrdes contendo de 2 ¢ a 20 gama de
&cido ascérbico por cc. :

As leituras sao feitas da segumte maneu'a )

A. Para o acido metafosférico : em cada um duma séne de
beakers de 50 cc sdo tomados 3'cc do tampéo; no primeiro dé-
les se pde 10 cc da solugdo de HPO3 a 3% e nos outros, 10 cc das
solugoes sucessivas dos padroes Bem misturados, se toma 5 cc
do primeiro beaker (tampao e solugcio de HPO3) usando pipe-
ta de 5 cc com a ponta cortada e passa-se para um tubo do co-
lerimetro que ja deve conter 5 cc da solucio de 2,6-diclorof. An-
tes porém, o aparelho teve a agulha do seu galvanémetro pos-
ta no zero da escala usando-se um tubo do colorimetro cheio
de 4gua distilada e um filtro verde. Misturamos bem o tampéo
mais solugéo de HPO3 a 3% com o 2,6-diclorof., retiramos o
tubo de dgua distilada, colocamos o outro no aparelho e depms
de 15 segundos da mistura inicial é lida a extingdo. Esta pri-
meira leitura é o blank. Faz-se 0 mesmo com o conteido dos de-
mais beakers e anota-se as respectivas extlngoes. Subtralmos
estas Gltimas da extingdo do blank. :

" A adigéo do buffer tem a finalidade de levar o pH do mexo
para 3,5 - 3,7, limites mais favoraveis para a leitura. "

B.. Para o acido oxélico, em vista de ensaios prévms, veri-
ficamos a necessidade de preparar um tampdo mais diluido pa-
ra se obter o mesmo pH de 3,5 a 3,7 0. que conseguimos diluindo
465 cc do primeiro buffer para 1 litro -com dgua distilada. To-
das as demais o%eragoes foram idénticas as j& deseritas,
<24, Para a:tosagem da vitamina C em produtos. vegetais
pesa-se entre 1 e 10 gramos da amostra de acérdo com a sua ri-
queza; a amostra deve'ser ‘a mais uniforthe possivel. Fazem-se
extragdes sucessivas em almofariz de &gata, vidro ou porcela-
na’com ajuda de areia (lavada previamente com HC1 e depois
com 4gud distilada em abundéncia até ndo dar mais reagéo &-
cida)- com adigdes das solugbes acidas protetoras passando-se
para um funil com papel de filtro sdbre baldo calibrado de 100
ou 200 cc, até completar o volume. Quando, em vista da pobre-
za do material, a quantidade tomada é maior que 5 gramos e
prmcipalmente se o produto for de dificil manipulagdo podeser
hecessario um baldo malor (de 250 ou 500 cc) ou repetir a ex-
A tragao no resfduo

. -A leitura-é-feita assim: pipetam-se IOcc do extr&to parg
um beaker de 50 cc que jé deve conter 3 cc do tampio. Mistura-
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se bem, toma-se 5 cc em pipeta de ponta cortada no trago infe-
rior para soltar rapidamente o seu conteiido num tubo do co-
lorimetro tendo 5 cc da solugéo do corante. Agita-se bem e co-
loca-se o tubo-no aparelho previamente calibrado da maneira
descrita em 2. 3. A. Faz-se uma leitura no fim de 15 segundos
(a partir da mistura inicial) e outra decorridos mais 15 segun-
dos. A seguir descora-se completamente o liquido com algumas
gotas duma solugdo concentrada de vitamina C. Uma terceira
leitura da a extingdo devida a coloragdo e turvagio naturais do
extrato. ,

Caso a primeira leitura tenha sido nula por completo des-
coramento, deve-se fazer uma diluicdo conveniente do extrato
com a solugédo protetora.

O célculo da concentracéo da vitamina C é feita da manei-
ra seguinte: ' :

la. leitura — L1
2a. leitura = L2
3a. leitura = L3
leitura do blank = B;

Ll — L2 = diminui¢do da extin¢cdo motivada pelas subs-
tincias interferentes em 15 segundos; éste valor deve ser so-
mado a L1 pois a primeira leitura foi feita apés 15 segundos da
mistura do extrato com o reagente; teremos assim uma ex-
tingao.

Ll 4+ L1l —L2 = 2L1 — L2;
désse valor deve ser subtraida ainda a 3a. leitura que é a ex-
tincdo ocasionada pelas matérias corantes naturais e substan-
cias turvadoras; teremos :

L =2L1 — L2 — L3;
o valor de L subtraido da leitura B do blank da y que é usado
nos calculos. ’

3 — RESULTADOS

As concentragdes dos padroes e as diferencas entre a ex-
tincdo do blank e as extingdes correspondentes aos padrdes
guardam entre si uma relacido linear que pode ser verificada
facilmente num grafico em que se marquem as concentragdes
no eixo das abcissas e as diferengas citadas no eixo das ordena-
das. Em vista disso podemos calcular o coeficiente de correla-
¢ao r entre as duas variaveis seguindo a marcha dada por GO-
MES e MALAVOLTA (1949). Chamando x as concentragdes
dos padrdes, y as diferencas extin¢do do blank-extingbes dos

padroes, organizamos a tabela seguinte, com os dados referen-
tes ao HPO3 :
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TABELA 1
|

X y x2 y2 Xy
2 4 4 16 8

4 6 16 36 24
6 10 36 100 60

8 13 64 169 104
10 17 100 289 170
12 20 144 400 240
14 24 196 576 336
16 29 256 841 464
18 31 324 . 961 558
20 37 400 1369 740
110 191 1540 - 4757 2704

O coeficiente de correlagio r é dado pela férmula:
- (Sx) (Sy)
Sxy — —m8M8 ——
n
r == : onde n é 0
L/ Spr . _(SxP l/ Syt — (Sy)?
, n

nimero de pares de variaveis correlacionadas; no caso pre-
sente n = 10
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110 x 191
2704 —
10 603
r = == =0,997.

S 1102 i 1912 604,64
l/ 1540 — — 47°7'f 5

Para é&ste valor de r e 9 graus de liberdade (nf =n—1),
o limite de probabilidades encontrado em FISHER e YATES,
1943, pag. 42, é menor que 0,001. A correlacio é portanto alta-
mente s1gn1f1cat1va

Vamos calcular agora o coeficiente de regressao com o qual
poderemos obter, pelo método dos quadrados minimos, a equa-
céo da reta que mais bem se adapte aos pontos ‘do gréfico:

(Sx) (Sy)
Sxy — —mm8m8——
n
b =
(Sx)2
Sx2 — ———
n
110 x 191
2704 —
10
b = ' = 1,827.
: —2
110
1540 —
10

Representando por x e y as médias de x e y obtemos para
equagao da reta

Y—y=b (x—x).

_ 110 _ 191
Como x = =lley=——=191eb = 1827, vem,
10 10

Y —191 = 1,827 (x — 11)
Y = 1,827x — 0,997.
Da mesma maneira obtemos com os dados do acido oxélico:
r = 0,998 e
Y = 1,930x — 0,73
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O quadro seguinte nos da uma idéia do quanto uma e ou-

tra equacdo de regressdo se prestam para a interpolagdo ou

se-
ja, para a determinacdo da vitamina C. (Figuras 1 e 2).
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Como se vé, tanto para o caso do HPO3 como para o
(COOH)2 a concordincia entre os vdlores observados e os es-
perados é muito bda, excegcdo feita para as duas concentragdes

menores de acido ascérbico, 2 € 4 ¥ /cec.

Se fizermos § — Exting¢do do blank — Extin¢@o do padréo
e Y = v de acido ascérbico/ce, o que é um procedimento mais
correto uma vez que as leituras nio estdo sujeitas a erros ex-
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ao

perimentais muito acentuados, chegaremos as seguintes equa-
de regress

coes

TABELA III

para o HPO3, Y = 0,543x + 0,629 e
para o (COOH)2, Y = 0,516x + 0,422.

Organizamos agora a seguinte tabela :
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(Figuras 3 e 4)
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Comparando a Tabela I e a Tabela II vemos logo que os
dados da ltima sdo melhores e que portanto é preferivel usar
as equagbes correspondentes.

4 — DISCUSSAO

A avaliagio da concentragio de acido ascérbico quando se
faz a sua determinagdo fotocolorimétrica é comumente basea-
da na determinacido de um chamado “fator de calibracido” cujo
calculo é feito assim : conhecida a extin¢do do blank, as con-
centracdes e extingbes respectivas de trés padrdes, subtraimos
es}asﬁltimas extincdes da do blank. A seguir estabelecemos a
relagio :

Ds x Cp = Dp x Cs
onde Ds = Exting¢ido do blank — Extincao do padrao

Dp = Extin¢ao do blank — Extingdo do problema
Cp = Concentracdo de acido ascorbico no problema
Cs = Concentragio de 4cido ascérbico no padréo.

Faz-se o mesmo para os outros padrdes. Somam-se as trés
igualdades membro a membro e tira-se o valor de Cp que pro-
curamos.

Essa maneira de proceder nos parece, entretanto, precaria
uma vez que a dosagem baseada apenas em trés determinagées
sujeitas a erros que podem ser mais cu menos graves ficara pre-
judicada. O uso da equagio de regressdo calculada com au-
xilio do método dos quadrados minimos aplicado a dez pares de
dados e ndo apenas a trés oferece vantagens indiscutiveis per-
mitindo obter dados muito mais dignos de confianca.

Embora para o célculo da equagdo fossemos levados natu-
ralmente a chamar de x a concentragdo de acido ascoérbico e
Y a diferenca de extingGes uma vez que esta é funcdo daque-
la, em vista dos resultados nas tabelas, verificamos que é pre-
ferivel fazer o contririo uma vez que a interpolacdo obtida
assim é mais satisfatoria.

Para a determinacdo da vitamina C em produtos vegetais
sugerimos que se tome por¢des que deem uma concentracio
maior que 4 » por cc uma vez que para quantidades menores
a goncordéncia entre os valores observados e os calculados nao
é boa.
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5 — RESUMO E CONCLUSGES

A determinagio fotocolorimétrica da vitamina C no “E. E.
L. portable colorimeter” pode ser feita rapida e conveniente-
mente quer se use o HPO3 a 3% ou o (COOH)2 a quatro por mil
como protetor. Em qualquer dos casos preparam-se padrdes que
contenham de 2 a 20 y de &cido ascérbico por cc de solugio de
acido metafosforico ou de acido oxalico. Misturam-se 10 cc des-
sas solugdes com 3 cc dos tampdes adequados, pipetam-se 5 cc
para um tubo colorimétrico contendo 5 cc da solucdo de 2,6 di-
clorofenolindofenol (80 miligramas/litro), agita-se e depois de
15 segundos lé-se a extingcao usando filtro verde. Subtriem-se
essas leituras da do blank (10 cc de &acido protetor mais 3 cc do
tampéo respectivo contra 5 cc do corante). Chamando a essa
diferenca de x e as concentragdes de acido ascérbico/cc de y
chega-se, pelo método dos quadrados minimos as seguintes equa-
¢oes de regressao :

- para o acido metafosférico Y = 0,543x 4 0,629
para o acido oxalico Y = 0,516x 40,422

que permitem, por interpola¢io, determinar o teor da vitamina
C em produtos vegetais.

6 — SUMMARY

The photometric determination of ascorbic acid with the
“E. E. L. portable colorimeter” can be carried out rapid and
conveniently using either 3% HPO3 or 0,4% (COOH)2 as pro-
tective agent. The standards would contain from 2 to 20 micro-
grams of ascorbic acid per ml of metaphosphoric or oxalic acid
solutions. We mix 10 ml of these solutions with 3 ml of the
adequate citrate buffer solutions, and we pipet 5 ml of the re-
sulting mixture to a matched test tube containing 5 ml of so-
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dium — 2,6 — dichlorobenzenoneindophenol (80 mg per liter);
then we shake well and after 15 seconds the extintion is read
using green filter. The readings are subtracted from the blank
one. Designating the differences by x and the concentrations of
ascorbic acid/ml in the standards by y, we get, with the acid
of the method of least squares, the following regression equa-
tions :

for the metaphosphoric acid Y = 0,543x 4 0,629
for the oxalic acid Y = 0,516x 4 0,422,

which permit, by interpolating, the determination of the as-
corbic acid content in plant materials.
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DETERMINAGAO FOTOMETRICA DA VITAMINA C
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