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Recentemente GIRI e KRISHNAMURTHY (1) publicaram obser-
vacdes experimentais no tocante 4 protecio conferida ao dcido ascor-
bico por uma série de purina-derivados contra a oxidacdo realizada
pelo ar e aquela levada em presenca do ion ciprico. Dentre os purina-
derivados estudados, destacou-se especialmente a xantina e Acido trico,
derivados purinicos cujo papel naquele sentido, foi total dentro das
condicoes da observaciao e experiéncia. Usaram os autores, o mano-
metro de Warburg, manténdo-se constantes a temperatura — 30°C —,
o pH — 7,2 —, a concentracao da solucdo de Acido ascérbico e ion
cliprico (2 mg e 0,71 gamas respectivamente), variando tdo somente
as quantidades dos derivados purinicos ou correlatos empregadas.
Deve-se destacar a éste propodsito que justamente estavam em menor
quantidade presentes, seja a xantina (0,00017 M), seja o acido urico
(0,00015 M) que inhibiram, uma ou outro, segundo o observaram
aqueles autores, totalmente a oxidacdo do acido aseérbico, enquanto
outros purina-derivados orcaram sua concentracdo em cerca 4-5 vé-
zes mais, sem todavia, mesmo assim, protegerem o dcido ascérbico da
influéncia oxidante resultante da presenca do ion cuprico.

A leitura dessa contribuicdo sugeriu-nos verificar qual seria
em outras condi¢oes de experimentacdo, ésse comportamento antago-
nico aquela oxidacio e exercido pelas citadas substincias, o que se
procedeu como preliminar e complemento & protecdo do acido ascor-
bico “in vitro” pela xantina (2).

Em nosso trabalho propuzemo-nos esclarecer o comportamento
daqueles purina-derivados, ou melhor, especialmente o da xantina,
adotando as seguintes condicoes de experiéncia:

1.9) A temperatura ao envés de 30°C, foi de 40°C, escolhida
pelo fato de se ter maior atividade quimica das substincias reagentes;

2.9 O tempo foi dilatado para 45 minutos, o que permitiria
interpretacio mais significativa dos resultados;
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3.9) Variou-se a concentracio do acido ascérbico e mantive-
ram-se constantes as concentracdes das outras substincias;

4.°) Realizou-se em seguida, tendo-se em vista o resultado
obtido com essas variacoes de concentracdes do acido ascérbico, se-
melhantemente, para o ion ctprico, diluicoes diversas;

5.°) Considerados os resultados obtidos quer pelo emprégo
de diferentes quantidades de &acido ascérbico, quer pelo emprégo de
diferente quantidade de ion ciiprico, estabelceu-se o comportamento
das substancias reagentes em tampodes aceto-acético e fosfo-fosférico.

Como se depreende dos intens acima, 4 xantina ndo se deu,
como a8 outras substincias consideradas, variabilidade de concentra-
cao. Em ultima instancia, pois, nosso trabalho foi indagar da maneira
como se portaria o deido ascorbico a oxidacgdo, néste ouw naquele pH,
em presenca do ton cuprico, ambos em relacoes quantitativamente va-
ridveis, em funcao de concentracdo fixa de zantina, em wm certo
lapso de tempo e a dada temperatura. Tanto a solucio de xantina
empregada pelos autores, como igualmente a solugido realizada por
nés, estavam praticamente saturadas a temperatura ambiente. Com
70 gamag por em® — 0,07 g por litro: 0,00046 M — fica satisfeita
essa solucio: é comum ligeira turvacio da mesma, na estacio de tem-
peratura ambiente baixa, conseqiientemente a formacido de mintscu-
los cristais insolubilizados e em suspensio.

Deve-se esperar, para diluicées de solucio de xantina, menor
atividades no referente 4 protecio contra a oxidacio do dcido ascér-
bico — constantes os outros fatores — solugdes tanto mais concentra-
das realizando, verosimilmente, atividade tanto mais incisiva nésse
sentido. De qualquer modo, porém, ndo é senfo a priori que assim se
afirmaria, sendo de bom aviso de tal nos abstermos na pesquisa. Mas
optamos de qualquer maneira pelo uso de solucido saturada, por um
lado pressupondo sempre que ela assim se comportaria, e por outro,
por igualmente assim o terem feito GIRI e KRISHNAMURTHY, autores do
trabalho que inspirou o presente. Os resultados serdo por outro lado
mais concludentes face aos fatos em averiguacido. Nao é demais lem-
brar que o emprégo de solugdes saturadas vai efetivamente redundar,
por circunstancias experimentais, numa referéncia final a atividade
de solucao semi-saturada de xantina.

Para estimar o acido ascérbico ainda existente nas solucdes a
escolha recaiu sébre o método do 2,6-diclorofenolindofenocl, a técnica
do qual estd descrita em publicacdo recente feita por RIBEIRO,
BonNoLDI, RIBEIRO (3).



V. Bonoldi, R. F. Ribeiro e O. F. Ribeiro — Da protecdo do dcido ascérbico 235

Passemos agora as tabelas em que se podera vér o comporta-
mento realizado pelas diversas substancias dentro das condigoes dos
itens anteriormente expendidos.

TABELA I

COMPORTAMENTO DE SOLUCOES DE ACIDO ASCORBICO DE CONCEN-

TRACOES DIVERSAS — 100 a 250 mg 9/, — EM FACE DA OXIDACAOQ

COADJUVADA PELO ION CUPRICO E DA PROTECAO CONTRA ELA
EXERCIDA PELA XANTINA EM SOLUCAO SEMI-SATURADA

Temperatura de 40°C.

Solugdo de sulfato de cobre: 1 em? contendo 1 gama de ion ciiprico.

Solugiio de xantina contendo por em3 70 gamas de dioxi-purina.

Solugao aceto-acética tampao 0,2 N: pH 6, segundo WALPOLE.

Solugéo de dcido ascérbico com poder redutor sobre o reativo de Tilmans, fator
0,097 = 10,6 cm® para cada em3 dela: 1,018 mg de Aacido ascérbico
por em3,

Volume total completado com agua a 10 em® em todos os tubos.

Cm? da solugao de: .. Quantidade de Perda por ecento de dcido
Tubos é"-"d“_ ascorbieo em mg aseorbico depois de:
N.o Keida Tam- Sug?tu Xan- existente depois de: o -
ascorbico | PE0 | oope | tma | 15m | som [ 45m 15m 30m | 45m
1
1 1,01 * 1 — — 0,65 0,564 0,49 36 47 52
idem 1 1 — 0,49 0,45 0,41 bl 56 59
3 idem 1 1 5 0,78 0,61 0,67 23 40 44
1,5
4 1,52 * 1 — — 0,93 0,77 0,70 39 49 54
b idem 1 1 —_ 0,76 0,68 0,61 50 b5 60
6 idem 1 1 5 1,16 0,90 0,80 24 41 47
|
2
7 2,0 * 1 — | — | 1,80 | 1,05 | 094 | 36 48 | 53
8 idem 1 — — 1,05 0,96 0,87 48 b2 57
9 idem 1 b 5 1,68 1,38 1,16 22 35 43
2,6
10 2,54 ¥ 1 e — | 172 ] 1,43 | 128 | 32 44 50
11 idem 1 1 —_ 1,38 1,26 1,13 55 51 56
12 idem 1 1 5 1,82 1,62 1,49 28 36 41

(*) Referem-se a mg de acido asedrbico em 10 em? da solugéo.

Como era de esperar houve por parte da xantina evidente papel
protetor contra a oxidagao exercida em presenca do ion etprico sobre
o acido asebrbico, sendo que o emprégo de quantidades varidveis déste
— 1 mg a 2,5 mg em 10 em® — ndo implicou em seu papel protetor,
A equivaléncia dessa protecdo para conecentracoes diversas de acido
ascérbico permite-nos assim, o uso de solucdes de concentracdes va-
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riadas, sem que por éste fato haja necessidade de interpretacio par-
ticular dos resultados obtidos, pelo menos quando os pesos variarem
dentro daqueles limites empregados. Alids, essas quantidades sdo
aquelas que se prestam mais adequadamente para trabalhos déste gé-
nero, ja que se enquadram na seguranca proporcionada pelo método
empregado na valoracdo do dcido em questio,

A tabela, porém, nio sé nos permite essa conclusio, como igual-
mente esclarece que para a oxidacdo espontdnea ou para aquela con-
comitante exercida em presenca do ion cuprico, a utilizacdo de pesos
diversos de dcido ascérbico — pelo menos dentro dos limites e nas
condicdes da experiéncia — em nada vai afetar o seu ja conhecido
comportamento em face dessas substancias. Assim entido, podemos
concluir a propésito dos dados fornecidos pela tabela I: o comporta-
mento de solucoes eom 10 a 25 mg Y de deido ascorbico, em tampao
aceto-acélico pH 6, face a oxidagdo espontinew ou 4 exerecide em pre-
senga do ion ciprico é o mesmo, sendo a protecdo conferida por so-
lucao semi-satureda de wvantina, contra essas owxidacdes, equivalente
para qualquer dos pesos empregados,

i

& i

Na tabela IT que se segue, estio alinhados os resultados que
nos propuzemos no item 4.°, isto &, dar para o ion ciuprico, ao envés
do Acido ascérbico, diluicdes diversas. Como poder-se-i vér, foram
bastante interessantes os resultados coligidos.

A partir da existéncia de menos de 0, 125 gamas de ion chpri-
co para 10 em® da solucfio na qual estdo tambem presentes as outras
substancias reagentes — tubos 11 e 12 — até a diluicio minima
désse ion (1/128 de gama), empregada nas mesmas condicdes, seu
papel na oxidacéo do 4cido ascérbico nao sofre discrepincias. Apesar
de estar presente numa quantidade 100 vezes menor em relacio a
mais alta concentracdo, é sempre uniforme, realizando o papel de
catalizador cujo rendimento néo depende da massa, agindo tdo somen-
te pela presenca na reacao. Assim, na diluicio de cerca de 0,008
gamas para os 10 em® da solucdo dos reagentes sua acdo é manifesta
quanto ao aumento da oxida¢do do dcido ascérbico relativamente ao
exercido pelo ar, mas si manifesta, é, todavia, até a presenca de 0,125
gamas sempre a mesma, pelo menos dentro dos limites e nas condicoes
em que foi efetuada a observacio. O antagonismo da xantina na
concentracio utilizada, é total, precisamente, até onde se verifica
aquela uniforme ag¢ao oxidativa pela presenca do ion ciiprico, havendo
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proteciao de todo o acido ascérbico empregado. Onde comeca a ge
manifestar uma diminuicio do papel protetor da xantina, igualmente
o ion chprico estd em maior quantidade, fato esse que se verifica com
nitidés quando da existéncia de um gama de ion ciprico em 10 em?
do meio reagente. I’ esta pois a concentracéo ideal, ou melhor, gira
proximo dela a quantidade minima limite para a manifestacio do
efeito do ion clprico em presenca de xantina (protetor), dentro de
15 minutos inicais da observacio.

TABELA II

COMPORTAMENTO DE SOLUCOES DE CONCENTRACOES — MENOS DE
ng — VARIAVEIS DE ION CUOPRICO EM FACE DE SOLUGCAO DE ACIDO
ASCORBICO OXIDAVEL E DE XANTINA SEMI-SATURADA,
ANTAGONICA DESSA OXIDACAO.

Solugdo de dcido ascérbico com poder redutor sdbre o reativo de Tilmans, fator
0,097 = 17 para cada em?; 1,649 mg de Acido ascorbico por em3.

Solugao tampao aceto-acética 0,2 N, pH 6, segundo WALPOLE.

Solugdo com quantidades variaveis de ion eaprico. Estabeleceu-se uma série
geométrica de diluiches razao 2 (1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/64; 1/128),
contendo assim respectivamente, de ion ctprico, cada em® das solucdes
lpg; 0,5pg; 0,26pg; 0,125pg; 0,0625pg; 0,01562bng; 0,0078126ng.

Volume total completado com agua a 10 em? em todos os tubos.

Cm3 da solucdo de: _Quantidade em mg de | Conservagio por cento em
Tubeg |——— dcido asedrbico presentes | relagio a quantidade de
N.o Acido Tam- Ton Xans _em 10 em3 depois de: dacido asedrbico:
*Meo | P | civrico | tina | “i5m | 3om | 4sm | lom | 30m | 45m
1 1 | — - 1,21 | 1,12 | 0,97 | 73,4 | 681 | 588
2 1 1 1/128 - 1,21 | 1,01 | 0,88 | 734 | 61,2 | 53,1
3 1 1 — 5 1,64 1,64 1,64 100 100 100
4 1 1 1/128 b 1,64 | 1,64 | 1,63 100 100 100
b 1 1 1/64 S 1,21 1,02 | 0,89 | 734 | 62,3 | b4,
6 1 | idem 5 1,64 1,64 1,64 100 100 100
7 1 1 1/32 — 1,21 | 1,02 | 0,87 | 734 | 62,3 | 52,9
8 1 1 idem 5 | 1,64 | 1,64 | 1,64 | 100 | 100 | 100
9 1 1 1/16 — 1,21 | 0,99 | 089 | T34 60,6 | b4.0
10 1 1 idem 5 1,64 1,64 1,64 100 100 100
11 1 i | 1/8 - 1,19 | 1,00 | 091 72,3 | 61,1 | 55,2
12 1 1 idem 5 1,64 | 1,63 | 1,62 100 | 99,3 | 98,7
13 1 1 1/4 — 1,12 0,98 0,88 68,1 b9,9 53,0
14 1 1 idem b 1,64 | 1,62 | 1,65 I 100 | 98,7 | 94,1
15 1 1 1/2 - 1,06 | 097 | 085 64,7 | 5838 | 51,7
16 1 1 idem 5 1,64 | 1,60 | 1,566 100 | 97,0 | 94,1
17 1 1 1 — 0,97 | 0,89 | 0,77 | 58,8 54 | 47,2
18 1 1 idem 5 1,61 1,53 1,44 97,6 [ 92,9 87,6

Agsinale-se que estava nessa concentraciio o ion ctiprico quando
do estudo das variacoes das concentracdes do dcido ascérbico, confor-
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me resultado computados na tabela I, fato que encarece o valor daque-
les resultados por torna-los mais significativos dentro da observacio.

Cenhecida a atuacgio do ion ciprico da maneira verificada, fica-
mos aptos a interpretar os resultados obtidos por GIRI e KRISHNA-
MURTHY (1) a propésito duma protecio 1009 da vitamina C pela
xantina. Os autores usaram para um volume total de 3 c¢m® uma
concentracio de xantina igual a 0,0017 M, 0,71 gama de ion ciprico
e 2 mg de acido ascérbico, ou seja, para 10 cm® da solucdo teriamos
75,6 gamas de xantina, 2,13 gamas de ion cuprico e 6 mg de acido
ascorbico, enquanto, em contraposicdo, usamos 350 gamag de xantina,
um gama de ion ciprico e 1,6 mg de Acido ascérbico. Realmente, &
primeira vista, parece menos plausivel o estabelecimento de uma inter-
relacdo entre duas observacoes efetuadas com quantidades tdo diver-
sas das substancias reagentes, mas é propriamente essa diversidade
dos pésos empregados que permite aduzir certas conclusdes.

Ja se esclareceu que, dentro de certos limites, em conseqiién-
cia da presenca de quantidades diferentes de acido ascérbico ndo re-
sulta proporcionalidade diferente na oxidacio levada a efeito com o
auxilio do ion elprico — conclusdo relativa aos dados da tabela I —
e linhas acima vimos que, apenas um gama de ion clprico, j4 mani-
festa nitido o seu papel e assim as 2,13 gamas deveriam, com mais
razdo, igualmente efetua-lo,

Se nao importa a quantidade de acido ascorbico presente, se o
uso feito por GIRI e KRISHNAMURTHY de ion cuprico tenderia a tor-
nar mais manifesto seu papel, enquanto, apesar da grande disparidade
entre as duas experimentacoes, a proporcdo da dioxipurina ndo im-
plica propriamente com as conclusdes que se aduzem das circunstan-
cias acima apontadas — pelo contrario reforcam-nas. Tal considerando
deduz-se que GIRI e KRISHNAMURTHY ao trabalharem com o manome-
tro de Warburg, num método mais sensivel que o utilizado na feitura
do presente, encontraram protecio total dade pela zantine ao deido
uscorbico, para a oxidacdo em presenca do ion ctprico, tio somente por
terem efetuado a experimentaciao em temperatura inferior — 30°C —
aquela em que executamos o nosso trabalho — 40°C.

Em fendomenos da natureza desse que estudamos, nio é demais
frisar a importancia da temperatura, havendo mesmo, as vézes, aumen-
to imprevisto na velocidade de transformacio de uma reacio. Era pois,
bem plausivel, efetuar as observacoes a temperatura mais elevada que
a escolhida pelos autores acima onde teriamos maior atividade das
substancias reagentes, resultando mesmo atividade surpreendente por
parte delas.
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Realmente, a temperatura de 40°C, corresponde ao limite em
que é praticivel com relativa seguranca, trabalhos semelhantes ao
presente. Acima dela, 50°C por exemplo, a evaporacido especialmente
tende a falsear, quase sem controle, os resultados.

A menor porcio de xantina usada pelos referidos autores —
77,5 gamas — em relacdo & utilizada no presente trabalho — 350
gamas — 80 vem reforcar o que deduzimos quanto ao emprégo da
temperatura de 30°C feita por éles, porquanto, é de se esperar a ati-
vidade protetora inferior para solucées de menor concentracio de xan-
tina, se bem que, como ja o dissemos, seja necessario obter prova expe-
rimental nésse sentido.

Como mais adiante se verd, ndo 86 os fatos acima apontados
tém influéncia sébre o resultado obtido, interferindo também a qua-
lidade do tampio e mesmo o pH do meio.

Da tabela II, porém, conclui-se que para a quantidade de 10
gamas por cento de ion eiprico, num tampdo aceto-acético 0,02 N, wos
15 minutos depois de iniciade a oxidagdo levada sébre a vitamina C,
jd hd mesmo em presenca de concentracdes médias — relativamente a
uma saturacio — de zrantina antagonica dessa acdo, efeito evidente
do cumprimento dessa oxidacdo o que ndao se observa quando o mesmo
estiver a 1 gama por cento, pelo menos dentro dos limites em que foi
efetuada a observagiao — 45 minutos. Deduz-se mais que é ésse o péso
— e para menores quantidades até wm centésimo déle — a partir do
qual se observa wma oxidacdo constante na propor¢do do deido ascor-
bico o que comprova o papel cutalitico atribuido para o ion ciprico a
ésse proposito.

Passemos ao comportamento das substincias reagentes com
tampdo aceto-acético e pelo fosfo-fosférico escalonados.

Como vemos, ndo é indiferente a concentracio dos hidrogenioes,
quer a oxidacio quer a protecdo levada sébre o dcido ascérbico, nas
condicdes da experiéncia. Nao é também menog importante a natu-
reza do tampao empregado (Tabela 1V).

Em tampao fosfo-fosférico, a oxidacio espontianea é a que se
efetua sobre menor porcentagem do acido ascoérbico, sendo que em
pH 6 se observa menor transformacio relativamente a quantidade
oxidada em pH 8, ambas todavia maiores do que em pH 7.

A oxidacio do acido coadjuvada pela presenca do ion ciprico
cresce 4 medida que se desce do pH 8 para o pH 7 e finalmente atinge
o pH 6. Considerando porém termos oxidacdo espontinea maior em
pH 8, resulta entdo ser néste pH aquéle em que o ion cilprico mani-
festa menor atividade.
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TABELA III

TAMPAO FOSFO-FOSFORICO pH 7T E 8 E SUAS RELACOES COM A
OXIDACAO E PROTECAO DO ACIDO ASCORBICO LEVADAS A
EFEITO EM PRESENCA DO ION CUPRICO E XANTINA.
Solugdo fosfo-fosférica segundo SORENSEN 0,2 N: pH 8 a 189C,
Solugao fosfo-fosférica segundo SORENSEN 0,2 N: 7 a 18°C.
Solucao de acido ascdrbico ecom poder redutor sobre o reativo de Tilmans, fator
0,097 = 18,6 em? para cada em3: 1,804 mg de acido ascorbico por ems3.

Solucio de xantina com 70 gamas por em# da dioxipurina.
Volume completado em todos os tubos a 10 cm?,

- ida ’ FPerd '
| Cm® da solugho de: | uentidade em mg de | Ve por conte om,
Tubos |__ ; um emd depois de: deido ’aﬂicﬁ"]?i"‘:; presente
N o | | depms des
Acido |, = | Sulfato | T SR
conn, | Tampio | . 7
| ies pH 8 co(liﬁ:e 1 Hasting | ooy 40 m ‘ 4hm 15m 30m \ 45m
1 1 1 — — 1,45 1,29 1,12 19 28 38
2 1 1 1 - 1,14 0,99 0,86 37 45 bZ
3 1 1 — 5 1,72 1,58 1,54 4 12 156
4 1 1 1 b 1,66 1,43 |\1,30 8 20 28
Tampio o o
nH 7
5 1 1 —_ _ 1,63 1,47 1,31 9 18 27
6 1 1 1 — | 1,12 0,95 0,74 38 47 59
7 1 1 — 5 1,72 E;T1 1,66 4 b 8
8 1 1 1 5 1,58 1,36 1,24 12 24 31

QUADRO A
TAMPAO FOSFO-FOSFOGRICO

Perda por cento em relagdo 4 quantidade de dcido ascérbico inicialmente
presente em:

TAMPAO 8 (*) TAMPAO 7 (*) TAMPAO 6 (**)
depois de: depois de: depois de:
16 m I 30 m ! 45 m 15m ‘ 30 m ‘ 45 m 16 m m | 45m
) e R S - |
1) 19 28 38 9 18 27 13 22 | 03
2) 37 45 25 38 47 59 44 52 64
3) 4 | 12 15 4| 5 8 0 2 3
1) 8 [ 20 28 2 1 24 31 15 26 3
_ I [T [ I | —

{*) Dados retirados da tabela TIL

(**) Dados retirados da tabela IV,

1) Oxidagdo pelo oxigénio do ar atmosférico, do deide ascdrbico, ou seia, oxidacio capontiinea.

2) Ozidacio espontiinea mais aquela consequente a presenga do fon eidprico,

3) Contribuigiio da xantina parn a conservag¢iio do ficido ascérbico submetido a oxidagio
espontinea,

4) Xantina e sen efeito antaginico & oxidacio do dcido ascirbico em presenca do ar atmosfé-
rico ¢ ion clprico,
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Da interrelacio dos dados obtidos pela oxidacdo espontinea e
a levada a efeito em presenca do ion cilprico, nos pH 6 e 7, resulta
que nésses pH ésse ion transforma, proporcionalmente, de maneira
sensivelmente igual, o acido ascérbico.

A xantina tem seu 6timo de aclo justamente em pH 6, confor-
me se pode deduzir da analise dos dados: ela ai manifesta o méaximo
de sua atividade protetora, mais frisante pelo fato de se ter nésse pH
uma oxidacio espontédnea maior do que a observada em pH 7. Tanto
para éste pH como para o pH 8, porém, resultou proporcional aquela
oxidacio espontdanea o efeito antagénico da xantina. Nesta acio, em
presenca do ion edprico, e da mesma maneira que éste faculta a trans-
formacao de maiores proporcoes de acido ascérbico a medida que
desce 0 pH, deixa a dioxipurina escapar do seu contrdle, nos diversos
graus do pH, igualmente, quantidade cada vez mais pronunciada de
acido ascoérbico.

Iissa obszervacdo dos dados experimentais ilustra, quer-nos pa-
recer, que o papel antagonico observado pare a zantina, quando a oxi-
dacio do acido ascorbico é coadjuvada pela presenca do ion eciprico,
ela ndo o cumpre amparando o deido diretwmente, mediante combina-
cio, por exemplo, mas sim, implicaria numa agdo direta sébre ésse
ion ciprico.

Da correlacio geral dos dados referentes ao comportamento
das diversas substiancias em exame, em tampdes fosfo-fosforico, salvo
experimentacéo sob outras condicdes, resulta ser no pH 6 que a zan-
tina exerce preponderantemente seuw popel antagonico a oxidacio que
se efetua sobre o deido asedrbico,

Isto é evidente se nos lembrarmos que, além de combater a acio
ocasionada pela presenca do ion cuprico, a xantina diminui, nésse pH,
de tal maneira a oxidacdo espontinea, que poderiamos quase direta-
mente deduzir das perdas por cento relativas ao consumo désse icido
4 oxidacao, a proporcio de sua protecdo. Alids, pode-se também veri-
ficar, das correlacoes désses dados atinentes ao tampdo fosfo-fosfd-
rico, que ndo ha interferéncia do ion elprico sébre o exercicio da owi-
duagao esponidneq,

Ji, a intereferéncia da natureza do tampdo, ressalta evidente
ao simples exame da tabela IV. E’ mesmo tdo patente que nos deso-
brizamos de maiores comentarios.

lelativamente a oxidacdo espontdnea vé-se que a mesma se
acha exaltada em tampao aceto-acético 6, isto é, examinando-a quanto
i oxidacdo que ocorre em tampio fosfo-fosférico, com a mesma con-
centracio de hidrogenides. O inverso, porém, se di com a oxidacio



242 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 2, fase. 4, 1944

congeqiiente a presenca do ion cuprico: se em tampao aceto-acético
observa-se a oxidacido espontinea maior perda de Adcido ascérbico, em
ambos os tampdes 6, porém, de natureza diferente e nos quais hi a
atuacdo do ion cuprico, a proporcio do #Acido ascérbico final é sensi-
velmente a mesma. Tem-se entdo que ésse ion clprico, em tampio
aceto-acético 6 e relativamente a tampio fosfo-fosférico também 6,
exerce trabalho equivalente.

TABELA IV

TAMPOES FOSFO-FOSFORICO E ACETO-ACETICO, pH 6 E SUAS RELACOES
COM A OXIDACAO E PROTECAO DO ACIDO ASCORBICO LEVADAS A
EFEITO EM PRESENCA DO ION CUPRICO E XANTINA

Solucao fosfo-fosforica segundo SORENSEN 0,2 N: pH 6 a 18°C.

Solucao aceto-acética segundo WaLroLE 0,2 N: pH 6 a 18°C,

Solugdo de 4cido acético com poder redutor sobre o reativo de Tilmans, fator
0,097 = 17,9 em?3; 1,736 mg de acido ascorbico por ems3,

Solucdo de xantina com 70 gamas por em® da dioxipurina.

Solugdo de sulfato de cobre: 1 em? contendo um gama de ion edprico.

Volume completado em todos os tubos a 10 ems3,

Cm3 da Solucﬁn de: Quantidade em mg de l"m'_l]a por cr_’r}tu em
— : diido. ascrbico. presento | Telicio a auantidade de
N.o :;ig: '['fz::egiio Sul({:tu . em um cm3d depoiz de: &efnois e
vao | fosfori i = : P
bico | “T's™ | eobre | UM T o | 45m | 15m | 3om | 48m
1 1 1 - — | 1,50 | 1,35 | 1,22 | 13 29 30
2 1 1 1 — | 097 | 0,81 | 0,63| 44 53 64
3 1 1 b 1,72 1,69 1,68 0 2 3
4 1 1 1 b 1,48 1,28 1,09 15 26 37
o Tampao N o
aceto-
acético
| pH 6 -
b 1 1 —_— — 1,43 1,21 0,96 17 30 45
6 1 1 1 - 1,00 0,82 0,64 42 53 63
7 1 1 — 5 1,711 1,69 1,67 1 2 4
8 1 1 1 ] 1,67 1,42 1,22 10 18 30

Este fato é de se levar em conta a propésito do efeito protetor
da xantina nésse pH, e para os tampodes empregados, quer quando pre-
sente o ion clprico, quer ao estar o acido ascorbico Unicamente sob a
influéncia do ar atmosftérico. A primeira vista, dir-se-ia o efeito pro-
tetor da xantina estar talvez diminuido, mas, se conforme linhas acima
aduzimos, essa dioxipurina tem acio direta s6ébre o ion caprico, essa
possivel diminuicio é s6 aparente. Tendo havido, como hi, maior oxi-
dacédo espontdnea e a esta seguindo-se menor, porém diretamente pro-
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porcional, mesmo em presenca da xantina, o consumo de acido ascoér-
bico, conclui-se, funciona de maneira idéntica nos tampdes 6 aceto-
acético e fosfo-fosforico. KEssa conclusdo é também corroborada pelo
exame, face aos outros, dos resultados obtidos em tampGes aceto-acé-
tico pH 6 e estando presente tanto a xantina como o ion caprico.

Permitimo-nos assim, das consideracdoes acima formuladas,
concluir que, relativamente 4 xantina, ndo ha diferenca de atuacio
nas duas variedades de tampodes e na concentracdo usada, aparecendo
esta ja para a oxidacdo espontidnea no tampio fosfo-fosférico onde é
menor, estando também diminuida a ac¢do catalitica oxidante do ion
clprico, porém, em tampao aceto-acético. Estes resultados sobre a
interferéncia da natureza do tampao sobre o comportamento de subs-
tancias em estudo é de primacial importancia, especialmente no caso
em apréco, por ser éste pH aquéle em que de preferéncia se trabalha
com a ascorbinase, manifestando ela nesta concentracido dos hidroge-
nides, como sabemos, mais amplamente sua atuacio sobre a vita-
mina C.

TABELA V
TAMPAO ACETO-ACETICO pH 5 E 4 E SUAS RELACOES COM A OXIDACAO

E PROTECAO DO ACIDO ASCORBICO LEVADAS A EFEITO EM
PRESENCA DO ION CUPRICO E XANTINA

Solugiio aceto-acética, segundo WaLroLE, pH b a 18°C,

Solugdo aceto-acética, segundo WALPOLE, pH 4 a 18°C.

Solucdo de acido aseérbico com poder redutor sdbre o reativo de Tilmans, fator
0,097 = 18,4 ¢m? para cada em3: 1,784 mg de icido ascorbico por ems3.

Solugdo de xantina com 70 gamas por em? da dioxipurina.

Volume completado em todos os tubos a 10 ecm3.

Cm? da solugdo de: Quantidade existente de Peréias épl_); cento f)r_n mg
ko dcido ascérbico depois de: e ;e'p:is“:i‘:’:r R
N.o Acido = Sulfato
EELT S T:r;xip(slo de Xantina

bico cobre 16m 30m 45 m 15 m ! 30m ‘ 45 m
1 1 1 —_ - 1,10 0,87 0,69 38 51 61
2 1 1 1 —_ 1,00 0,69 0,64 45 61 70
3 1 1 — 5 | 1,54 1,31 1,29 13 17 27
4 1 1 1 5 | 1,26 1,03 1,83 29 42 53

: Tampao
pH 4

5] 1 1 - ’ e ‘ 1,47 1,31 1,16 13 27 36
6 1 1 1 -— i 1,16 0,99 0,81 35 44 b4
7 1 1 - 5 | 1,70 1,63 1,64 4 12 14
8 1 1 1 5 | 1,31 | 1,08 | 090 | 27 | 8 | 50
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GIRI e KRISHNAMURTHY no seu trabalho nio fazem referéncia
a natureza do tampdo empregado. Se fica excluida a solucdo aceto-
acética, por ndo atingir tampio da altura do empregado (pH 7,2),
outra que o fosfo-fosférico ndo é de se eliminar, apesar de ser mais
provavel o emprégo de solucdo fosfo-fosférica.

Resta-nos agora, finalmente, comentar as relacoes que apre-
senta o tampdo aceto-acético em face da protecio e oxidacao do acido
ascOrbico sob as condicoes ji conhecidas.

QUADRO B
TAMPAO ACETO-ACETICO

Perda por cento em relagio a quantidade de Acido ascdrbico inicialmente
presente em:

TAMPAO 6 (*) TAMPAO 5 (**) | TAMPAQ 4 (**)
depois de: depois de: depois de:
Bm | 30m | 45n 15m | 30m | 46m 15 m | 80 m l_as m
[ | R [
1) 17 30 45 38 51 61 13 27 35
2) 42 53 63 45 61 70 35 44 54
i) 1 2 4 13 17 27 4 12 14
B f) 10 18 30 29 42 b3 27 39 50

(*) Dados referentes a tabela 1V,

(**) Dados referentes a tabela V.

1) Oxidagio, pelo oxigénio do ar atmosférico, do deido ascdrbico, ou seja, oxidagio espontinea,

2)  Oxidacdo espontinea meais aguela consequente a presenca do ion etprico.

3} Contribuigdo da =xantina para a conservagio do dcido asedrbico submetido a oxidagio
espontanea,

4) Xantina e seu efeito antagdnico & oxidagio do dcido ascdrbico em presenga do ar atmosfé-
rico e ion cdprico.

Analisando-se os dados correspondentes a oxidacao do acido
ascérbico e contribuicdo da xantina nos trés pH usados é sem divida
bastante diverso o comportamento.

Dentro porém de cada pH e relativamente aos outros, o com-
portamento é semelhante e aplicam-se “mutatis-mutandis™ as mesmas
conclusées gerais anteriormente aduzidas a propédsito, especialmente,
da xantina. Esta dioxipurina por exemplo, de maneira andiloga ao
que ocorre nos tampoes fosfo-fosférico, protege proporcional se bem
que diferentemente, o Acido ascorbico, sujeito a oxidacdo espontinea
nos pH usados. Sua contribuicido, quando presente o ion cilprico cata-
lizante daquela oxidacio, faz-se independentemente da protecio que
se espera da resultante do ar atmosférico, tal qual concluimos a pro-
posito da tabela ITI.

Sao estas alids as mails importantes conclusdes, ou seja, em
tampoes aceto-acético tal como em fosfo-fosforico, tem-se, se bem em
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proporeao diferente, semelhante contribuicio da xantina quanto a seu
papel antagonico a oxidacdo ocasionada diretamente pelo ar ou daquela
catalizada pelo ion euprico.

CONCLUSOES GERAIS

Dentro do tempo e na temperatura da experiéncia, isto é, no
espaco de 45 minutos e a 40°C, sendo usado o método Tilmans para
valoracdo, pode-se concluir que a oxidacdo do dcido ascérbico — le-
vada em presenca do ion cliprico — e a protecao a éle dada por solu-
coes semi-saturadas de xantina,

1.°) & indiferente a sua concentracio, dentro dos limites usa-
dos — 0,1 a 0,25 g;

2.°) &, ja aos 15 minutos, evidente o papel exercido por ésse
ion cuprico, na concentracao de 1 mg, mesmo estando presente a xan-
fina antagoénica da oxidacio;

3.9) é, mesmo para diluicdes centesimas dessa concentracédo
do ion ciprico, franco o seu papel de catalizador da transformacio do
acido ascérbico, havendo todavia nessas condicées protecdo total por
parte da xantina quando ela presente em solucdo semi-saturada;

4.9y é de importincia, relativamente as quantidades trans-
formadas, quer a natureza do tampao, quer o pH da solucdo em que
ge passa a oxidacdo e protecdo do Acido asedrbico;

5.9) € a protecdo exercida pela xantina nos diversos pH —
de 4 a 8 — seja no que se refere a oxidacido pelo oxigénio do ar, seja
aquela coadjuvada pelo ion cliprico, proporcional dentro de cada pH,
& essas oxidacoes;

6.°) importa, por fim, ter presente certa concentracio de ion
ciprico — 1 mg cerca — além do que néo é indiferente a concentracio
dos hidrogenides como igualmente o emprégo destas ou daquelas subs-
tancias fornecedoras dos tampdes.

RESUMO

A temperatura de 40°C e no espaco de 45 minutos, usando so-
lucdes semi-saturadas de xantina protetora, os autores indagaram do
comportamento de solucdes de concentracdes varidveis de dcido ascor-
bico em face da oxidacdo catalizada pelo ion cliprico — usado igual-
mente em péso variavel — e empregando tampoes aceto-acético e
fosfo-fosférico de concentracoes diversas relativamente a hidrogenides,
sendo estimada pelo 2,6-diclorofenol-indofenol a vitamina remanes-
cente. Tendo em vista a correlacdo geral dos dados fornecidos pela
experimentacéo e nas condigoes em que a mesma foi efetuada, os auto-
res concluem ser indiferente o péso utilizado de Acido ascérbico —
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pelo menos estando com quantidade de 0,1 a 0,25 g por litro. A exis-
téncia de cérca de 1 mg por litro de ion clprico, face a essas concen-
tracoes de vitamina, importa, porém, para que se manifeste, logo aos
15 minutos da experiéncia, seu papel catalizante da oxidacdo, quando
estiver presente a xantina semi-saturada (0,00023 M), antagodnica
dessa acéo.

O emprégo de pH variando entre 4 e 8, bem como a natureza
do tampéao quanto as substincias que o integram, tém influéncias no
exercicio de tal oxidacdo e protecdo, implicando por isso, que sejam
levados em conta e referidos ao se efetuarem e relatarem experiéncias
como a presentemente considerada.

SUMMARY

The authors inquired as to the behavior of ascorbic acid solutions
of wariable concentrations, at the temperature of 40°C. and in the
space of 45 minutes, in face of catalized oxidation by the cupric ion —
used also in variable weights — employing aeceto-acetic and phospho-
phosphoric buffers of several concentrations in relation to hidroge-
nions, the remaining vitamin being estimated by the 2,6-dichlorophe-
nolindophenol. Keeping in mind the general correlation of data
furnished by the experiment, and wunder conditions which it was
effected, the authors conclude that the weight of ascorbic acid employed
is indifferent — at least if it be in the quamtity of 0,1 to 0,25 g per
liter. The existence of about 1 mg of cupric ion per liter, in face of
such vitamin concentrations, determines, however, that within 15
minutes of the experiment, its catalizing role of oxidation be manifest,
when the semi-satured wantine (0,00023 M), antagonic to that action,
18 present.

The employment of pH varying between 4 and 8, as well as the
nature of the buffer as to the substances of awhich it is integrated,
have influence in the exercise of such oxidation and protection, thus
employing that they must be renunded and referred to when experi-
ments such as the ones presently considered are effected or reported.
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