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Dentre os processos de doseamento do Acido ascorbico, em
quaisquer substratos, o da titulagem pelo 2,6-diclorofenolindofenol
(reativo de TILLMANS) é ainda o mais correntemente empregado;
para o uso de tal reativo varias téenicas foram propostas e, no momen-
to atual, ji ¢ possivel um doseamento quimico especifico do acido
ascorbico por intermédio daquele corante. A recente modificacdo de
LESER (1), do método de TAUBER ¢ KLEINER (2), permite um julga-
mento preciso da valoracdo do acido asedrbico |- dehidroascérbico em
material de qualquer origem, eliminadas todas as substancias inter-
ferentes, como seriam as substancias Tillmans - redutoras,

0O método, conquanto preciso, tem como inconveniente o fato de
ser relativamente morogo pois a conversdo, necessaria, do 4cido
dehidroascérbico em sua forma reduzida, & custa do SH,, se faz num
espaco de tempo de varias horas, via de regra mais de 12. Por outro
lado, como mostrou PIMENTA (3), quando a espera se prolonga por
maior espaco de tempo, o que muitas vezes é inevitavel, originam-se,
do simples contacto do SH. com o substrato, substincias Tillmans - re-
dutoras, provavelmente sulfuradas, que embora nao falseiem os resul-
tados finais tém pelo menos o inconveniente de dificultar a leitura do
ponto de viragem.

O método de TAUBER e KLEINER modificado por LESER, em
resumo é:

a) — Extracio dos acidos ascérbico e dehidroascérbico por
uma solucdo de dcido metafosférico.
b) — Conversao de todo #Acido dehidroasecérbico em ascérbico

por intermédio de SH, que permanece em contacto com
o substrato por cerca de 12 horas, & temperatura ambien-
te e na obscuridade.

¢) — Doseamento de todas as substancias Tillmans - redutoras.
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d) — Destruicao do Aacido aseérbico por intermédio de um
fermento especifico, a ascorbinase.
e) — Doseamento das substiancias Tillmans - redutoras nao

acido ascérbico.

Pareceu-nos de importancia e interesse pratico tentar reduzir
a um minimo o prazo necessirio 4 acdo do SH., para tanto valendo-
nos da acdo do calor.

PARTE EXPERIMENTAL

Utilizamos duas solucdes de édcido ascérbico 4 dehidroascérbico
de titulos bem diferentes afim de comprovar se em concentracdes
diversas os fendmenos ocorriam em condicbes semelhantes. Para
cada uma das duas concentracdes fizemos a mesma série de provas
variando o tempo de contacto com o SH. e bem assim a temperatura.
Quanto a esta, depois de provas preliminares, observamos que nao
conviria ultrapassar a temperatura de 50°C porque a evaporacio mais
facil das solucGes acarretava sempre erros para mais. No quadro

INFLUENCIA DO TEMPO E DA TEMPERATURA NA REDUCAO DO
ACIDO DEHIDROASCORBICO PELO SH.

i 1
SOLUCAO A

SOLUGAO B

Acido ascorbico = 325 mg % | Acido ascorbico . . . = 1950 mg %
Acido dehidroascérbico = 39,0 mg % | Acido dehidroascérbico = 44,5 mg %
(24 horas de SH:) . = 71,5 mg % | (24 horas de SH.) . = 239,56 mg %
TEMPERATURA AMBIENTE ||
TEMPOS — 14,5° C) = TEMPOS
em min, 400C 500G Sotugio | Tempos Solucio e : e em min.
! A em min. B
|
5 43,0 56,0 | 43,5 10 | 2085 215,0 208,5 : 5
10 45,0 72,0 | 495 20 I 214,0 2200 230,0 10
15 60,0 71,5 55,0 30 | 218,5 234,0 235,0 15
20 66,0 70,5 58,5 40 2240 239,5 238,5 20
25 69,9 71,5 59,5 50 226,0 2400 239,0 25
30 | 715 71,0 635 | 60 230,5 240,0 240,0 30
35 | 705 70,5 660 | 80 233,0 230,0 239,0 35
0 | M5 71,0 680 | 100 235,5 2400 | 2395 40
! e 685 | 120 237,0 |
| 68,0 150 2375
69,0 180 240,0
r 70,0 240 239,0
| 695 300 2395
| 70,0 360 239,5
1,5 24 hs. 239,5




R. F\. Ribeiro, V. Bonoldi e O. F. Ribeiro — Doseamento do ac. ascorbico 31

precedente condensamos todos os resultados mostrando os valores do
doseamento em 40 e 50°C com intervalos de 5 minutos, e os de tempe-
ratura ambiente, com intervalos de 10 minutos na primeira hora, 20
minutos na segunda, trinta minutos na terceira e, dai por diante, com
intervalos constantes de 60 minutos. Como comprovante final, apre-
sentamos ainda o resultado do doseamento, nas mesmas solucdes de
partida, com 24 horas de permanéncia com o gas sulfidrico.

A evidéncia dos resultados contidos no quadro acima dispensa
comentarios: quatro horas de contacto com SH, & temperatura ambien-
te (nas condicoes da presente experiéncia) foram necessarias e sufi-
cientes para conseguir toda a conversao do acido dehidroascorbico em
ascOrbico, tambem alcancada com 30 minutos a 40°C e 10 minutos a
50°C. Com os dados obtidos tracamos as curvas 1 e 2.

Fica assim demonstrado que o tempo de contacto do SH: na
transformacio do dcido dehidroascérbico para sua forma reduzida,
quando do doseamento de vitamina C pelo processo de TAUBER, KLEINER
e LESER, pode ser encurtado para 10 minutos apenas (com margem
de seguranca 15 minutos) desde que se utilize a temperatura de 50°C,
ou para 30 minutos, a 40°C. Consegue-se com isso enorme economia
de tempo, pois analises que requeriam de 10 a 12 horas passam a ser
realizadas dentro do prazo maximo de duas horas.

Com tal modificacdo o método de doseamento para vitamina C
seria, em detalhes, o seguinte:

REATIVOS NECESSARIOS

1 — Solucao de #cido metafosférico a 3%.

Solucao de KIO; 0,01N; esta solucdo sendo guardada em

lugar fresco nao se altera.

— Solucao de SO,H. 1/4.

Solucdao de amido a 1%.

— Solugao de acido ascérbico para titulagem do reativo de
Tillmans e ascorbinase.

S
I

o o= W
|

A solucdo de #cido ascorbico para titulagem do reativo de
Tillmans deve ser preparada no momento de uso, ndo sendo aconse-
lhado o emprego de conservadores que podem interferir na titulacao
pelo iodato ou pelo Tillmans; aconselha-se uma solucdo de cerca de
50 mgr. % de acido ascérbico em agua distilada, cujo conteudo exato
¢ determinado pela solucio de KIO; 0,01N segundo a técnica de
PIMENTA (4). Para proceder-se a titulacdo colocam-se 50 em? de agua
distilada em um Erlenmeyer de 100 ecm® de capacidade, junta-se 0,5 gr.
de IK isento de iodato; adiciona-se 1 cm?® da solucao de SOsH: 1/4 e
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com rigor 1 em® da solucdo de KIO; 0,01N; de uma microbureta
verte-se cuidadosamente a solugdo de dcido ascérbico até a coloracio
amarela de iodo tornar-se quase imperceptivel; junta-se entdo 1 em?
da solucdo de amido e continua-se a titulacdo vertendo-se a solucdo de
acido ascérbico gota a gota, tendo-se a precaucao de agitar muito bem
entre uma gota e outra; o desaparecimento da coloracio azul dada
pela solu¢io de amido, marcard o final da reagao. A quantidade de
acido ascérbico por cm® da soluciio gera igual ao quociente da divisao
de 0,880 pelo n.% de em® gastos da solucdo de Aacido ascérbico na
titulacao.

6 — Reativo de Tillmans.

Pesam-se 200 mgr. de 2-6 diclorofenolindofenol em pd, e juntam-
se, em um “beacker”, aproximadamente 500 ecm® de agua distilada a
cerca de T0°C; agita-se muito bem e filtra-se em papel, lavando-se o
filtro, com dgua distilada & mesma temperatura, até cerca de um litro;
deixa-se esfriar e eleva-se o volume a 1000 cm®; adiciona-se pequena
quantidade de NaHCOQO, (cerca de 0,5 gr.) que age como conservador,
preservando o titulo do reativo, sendo minimas as alteracoes pelo
espaco de 15 a 20 dias, quando se tem o cuidado de guarda-lo em
vidro escuro e em geladeira. [° conveniente a retitulacao depois de
15 dias e se desaconselha o uso do reativo de Tillmans que tenha mais
de 30 dias, pois que o ponto de viragem torna-se muito mais di-
ficil de verificacdo, podendo ser causa de erros sensiveis. A titu-
lacdo se faz contra uma solucio de dcido asedrbico, previamente titu-
lada pelo iodato: em um Erlenmeyer de 50 em? eolocam-se 1 em? da
solucdo de dcido ascorbico e 2 cm® da solucao de dcido metafosfo-
rico. O reativo de Tillmans é colocado em uma microbureta e dai
adicionado, gota a gota, a mistura dcido ascorbico e metafosforico, até
aparecimento de uma nitida cor résea que deverd persistir no minimo
pelo espaco de 5 minutos. O titulo do reativo é obtido pelo emprego
da férmula:

T = A , em que:
n — 0,07
T = titulo do reativo, ou seja o n.° de mgr. de dcido ascorbico
oxidavel por 1 em? do reativo;
A = mgr. de dcido ascoérbico presentes em 1 em® da solugdo;
n = n.° de em?® de reativo de Tillmans gastes na titulacéo;
0,07 = ¢ a quantidade de reativo de Tillmans necessiria para a
obtencio da viragem nitida em uma prova em branco.
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T — Solucédo de Na.,COy N/2.
8 — Gas sulfidrico, produzido por um aparelho de Kipp.
9 — Gas carbonico, acondicionado em cilindros de alta pressao.

10 — Solucao tampao aceto-acética 0,2 M, de pH 6.

Em um balao volumétrico de 1 litro, colocam-se 51 em* de uma
solugao 0,2 M de acido acético, completando o volume de 1 litro com
uma solucao 0,2 M de acetato de sodio.

11 — Solucao de ascorbinase.

Em um ralo ecomum, ralam-se 6 pepinos verdes e com uma
flanela de algodao espreme-se até extirair todo o caldo. Este é medido
em um calice graduado e, para cada 1000 cm?® de caldo, juntam-se
40 em® de uma solucdo de (CH,COO0).Ba M; agita-se muito bem,
deixa-se decantar, retira-se o liquido desprezando-se o precipitado;
juntam-gse entdo, para cada 1000 cm?® do liquido restante, 100 em* de
uma solu¢ao de (NH;). SO, saturada, com o que se precipita o excesso
de bdrio sob forma de sulfato, separando-o da solucdao por decanta-
¢do; o liquido resultante satura-se com (NIH,).SO,, com o que a ascor-
binagse é precipitada. Centrifuga-se para separar o precipitado que
¢ em seguida lavado com uma solucdo saturada de (NH,).S0;; com
este faz-se uma suspensao em 10 em® de dgua e finalmente dialisa-se
em saco de celofane, em agua corrente, durante 24 horas, adicionan-
do-se previamente 1 gota de toluol. O conteudo do saco é entdo filtra-
do e conservado em geladeira.

Determina-se a atividade da solucdo de ascorbinase fazendo-se
agir quantidades variaveig desta sobre uma quantidade fixa de acido
ascorbico, em soluciio de pH 6 a 38°C, durante 15 minutos. Um tubo
testemunho, apenas com o tampao de pH 6 e a solucao de acido ascodr-
bico, permite calcular a oxidacdo espontanea. Deduzindo-se do total
a quantidade de dcido aseérbico transformado por oxidagio esponti-
nea, teremos a quantidade de dcido ascérbico oxidado pela ascorbinase
em cada um dos tubos, mediante titulacdo da quantidade do acido
restante apds inibicdo da ascorbinase (findo o prazo de 15 minutos),
pela adicao de 2 cm® de Acido metafosfoérico. Assim por exemplo,
se 0,560 mgr, de acido ascérbico se reduzem pela oxidacdo espontinea
a 0,35 mgr, e a 0,00 mgr. pela acdo de 1 ¢m® da solucdo de ascorbinase,
sabemos que para cada 0,1 mgr. de dcido precisamos cerca de 0,3 em?®
da solucéo de ascorbinase.

Recomendamos entretanto, para doseamento de substratos vege-
tais, o uso de quantidade tripla da calculada de fermento e 30 minutos
em banho-maria a 38°C afim de assegurar a completa oxidacido de
todo dcido agedrbico presente; assim tambem o controle de eficiéncia
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do fermento com um tubo testemunho com uma solucéo de dcido ascor-
bico cristalizado. A solucdo de ascorbinase assim obtida e conservada
em geladeira, preserva-se com apreciavel atividade pelo espaco de 156
a 30 dias.
TECNICA DE DOSEAMENTO

5 cm® ou 5 gr. do substrato, obtido pela expressdo ou trituracéo
do vegetal, sdo tratados com 10 ecm® da solugdo de dcido metafosférico
a 3% e filtrados em papel-xarope; a mistura apresenta um pH proxi-
mo de 1. Transferem-se 10 em® para um tubo de ensaio comum e
adiciona-se uma solucdo de Na.CO; N/2 até a obtencdo de um pH 6,
o que geralmente exige 0,5 em® do carbonato. Depois de forte agita-
¢do para desprendimento do CO. produzido, procede-se a4 passagem
do SH: pelo espaco de 5 minutos; por meio de um dedo de borracha
ajustado a boea do tubo veda-se o escape deste gis. O tubo é entdo
colocado em banho-maria a 40°C pelo espaco de 30 minutos; elimina-
se depois 0 SH. por uma corrente de CO. (até reacdo negativa de
sulfureto com o papel de (CH3COO), Pb.). A 2 em? do substrato
assim tratado, em um Erlenmeyer de 50 e¢m?, adicionam-se 2 cm® da
solucdo de #acido metafosforico e titula-se pelo reativo de Tillmans.

Em um tubo de ensaio, a outros 2 em® do mesmo substrato
junta-se 1 em? da solucédo tampéao aceto-acética 0,2 M de pH 6 e quan-
tidade de ascorbinase suficiente para oxidar todo A4cido ascorbico
revelado pela titulacdo anterior. Agita-se bem e leva-se ao banho-
maria a 38°C pelo espago de 30 minutos, ao fim dos quais interrom-
pe-se a acdo do fermento com 2 cm? da solucao de acido metafosférico,
procedendo-se no préprio tubo, a uma nova titulacio pelo reativo de
Tillmans., A diferenca entre a primeira titulacdo e esta segunda
nos da a quantidade real de dcido asedrbico contido no substrato dosado,
correspondente a uma aliquota do vegetal pesquisado.

MANEIRA DE CALCULAR

Para dosar um substrato vegetal qualquer, sempre que usarmos
quantidades iguais ou equivalentes as do método acima proposto, pode-
mos nos valer da férmula seguinte, (1)

(N — 007) T (39;t-—?'9)
- 10

2
onde: N = n.? de em?® do reativo Tillmans gasto na titulacao;

K == ~ = mgr. por cm?® do substrato,

T = titulo do reative de Tillmans, ou seja, quantidade
em mgr. de dcido ascodrbico oxidavel por 1 em® do
reativo;
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SOLUGAO A
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C = n° de em® da solucdo de Na.CO; N/2 para a
obtencdo do pH 6 em 10 em® do substrato.

Assim, como foi dito acima, obtem-se a quantidade de &cido
ascérbico real de um substrato vegetal, calculando-se, por intermédio
da férmula proposta, o n.° de megr. existentes em 1 em® do substrato
depois da reducio pelo SH, e subtraindo-se déste valor o n.° de mgr.
encontrado ap6s a acfio da ascorbinase, também calculada por meio
da mesma férmula.

Valendo-nos do método acima proposto realizamos uma série de
andlises em amostras de pimentao verde; tal escolha tem como justifi-
cativa o fato de ser ji conhecida (5) neste vegetal, a existéncia de
regular quantidade de acido dehidroascérbico que exige para sua valo-
racdo a reducdo prévia pelo SH..

Tais foram os resultados obtidos:

TABELA (*)

A A. Total Mg, %

A.A. inicial

: 3 horas a 24 horas &

Amostrs Mg- To a0 minutos ‘ temperatura temperatura

a 4070 ' nmhien_tq na ambicn_te na

obseuridade obscuridade
1 90,3 112,9 111,7 111,7
2 79,2 04,6 038 93,5
3 87,9 93,5 93,5 92,7
4 59,8 80,8 81,2 81,2
5 99,8 105,0 104,5 104,5
6 53,1 63,1 66,9 67,0
7 21,4 82,4 85,9 843
8 36,4 60,1 57,8 59,8
9 26,5 60,0 58,2 61,4
10 48,7 78,0 75,2 78,0
11 61,4 73,7 72,9 73,3
12 61,1 72,1 74,4 74,4
13 36,4 61,4 60,6 61,0
14 53 54,2 54,2 54,2
15 63,0 80,8 [ 80,4 81,2
16 5,5 73,3 725 72,9
17 65,0 78,8 78,8 78,8
18 70,1 118,0 118,8 116,4
19 127,5 143,7 1445 141,0
20 1497 156,8 156,8 156,8
M= 624 M= 874 M= 87,1 M= 87,2

6 — 27,179
V= 31,12 9,

(*) A. A. inicial, antes da redugio pelo SH,.
A. A, total, eompreendendo o A. A. inicial, antes da redugio pelo SH; e aquele resul-

tante da transformagio, pelo SH,,
substineias Tillmans redutoras, controladas pela aseorbinase.

dao deido dehidroasedrbico;

nio incluindo,

é

claro, as demais
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As médias que encontramos para os doseamentos do Acido ascor-
bico no pimentio, agindo com 30 minutos de temperatura a 40°C,
3 e 24 horas a temperatura ambiente, sio de tal forma concordantes
que dispensam uma anilise estatistica mais acurada. Importa referir
que tais médias nédo pretendem indicar um valor significativo para o
teor em acido ascorbico do pimentio pois que provavelmente gran-
des diferencas estario na dependéncia da época do ano em que as
andlises sejam feitas, do grau de maturacao do fruto, do intervalo que
medeia entre a colheita e o exame, ete. Estas consideracdes justifi-
cam a diversidade, no teor médio do 4cido ascérbico do pimentdo,
nas analises por nés feitas e nas que constam dos trabalhos de outros
autores (1 e 5).

RESUMO

Estudando o método do doseamento do dcido ascérbico proposto
por TAUBER e KLEINER e modificado por LESER os A. A. esclarecem
que o tempo necessario para a total conversido do #dcido dehidroascér-
bico em ascorbico pelo SH, pode ser grandemente abreviado pela acio
do calor: em temperatura de 40°C sdo suficientes apenas 30 minutos
e a b0°C somente 15 minutos, para que a reacao se complete. Descre-
vem o método em detalhes e mostram o resultado de 20 amostras de
pimentao (Capsicum amnuun L.) cujas anilises foram feitas sempre
em triplicata: com 30 minutos de contacto com SH., a 40°C, 3 e 24
horas de contacto a temperatura ambiente; nas trés séries os resul-
tados foram praticamente os mesmos. A média de dcido ascdrbico
encontrada para o pimentdo verde foi de 87,4 mgr. para 100 gr. de
caldo; éste entretanto ndo deve ser um resultado definitivo, pois que
provavelmente condigcbes varias como época do ano, estado de matu-
racio do vegetal, etc., poderdo determinar, em outras amostras, resul-
tados diferentes.

Abstract

The authors wverified, during a study of the method of dosage
of ascorbic acid, as proposed by TAUBER and KLEINER, and modified by
LESER, that the time required to a total conversion of the dihydroas-
corbic acid by the SH,, may be greatly shortened by the aection of
heat: under a temperature of 40° C, 30 wminutes are sufficient and
under 50° C only 15 minutes are enough to perform the reaction.

A detailed deseription of the method is given and the results
are given of trifold analysis of 20 samples of Chilli (Capsicum
amnuun L.) 1 30 minutes in contact with SH, at 40° C, and 8 and 24
hours in contact at room temperature; in the three series the results
were practically the same.
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The average ascorbic acid found in the case of green Chills, was

87,4 mgr. in each 100 gr. of juice; this is not, however, « definite result,
as several condictions, such as the season, the degree os maturation
of the vegetal, ete., may bring other samples to different results.

(1)
(2)
(3)

(4)
(5)
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