bromo e o anel da oxadiazolina estdo se comportando
igualmente quanto a capacidade de retirarem elétrons.
O composto Je também apresentou sistema AA’BB’ na re-
gido aromi4tica em 68, 16 (J=9,0 Hz).

Tabele I1: Desiocemaentes quimices ne ressondncie megnéties nucteor

Compeste Ar :N-N =(CHglg~ ~Cuy
le 7,20-8,00| 4,66 1,20-2,33 -
b 7,40 4,88 1,35-2,17 2,38
o 7,18 " - 1,00-1,60 -
« 7,72 7,40 1,17-1,93 -
. 818" 7,63 1,20-1,90 -

+Solventes usados: CDCly pora la-b, CD0D para lg, ¢ DMSO-dg pere
1d-4 ¢ TNS como referéncia Interna.
++Sisteme AN BB’

Com relagdo aos espectros de massa, j4 mostramos em
artigo anterior® que o grupamento 5,5 pentametileno em
A2-1, 2, 4-oxadiazolinas causa uma mudanga significati-
va no tipo de quebra resultante do impacto eletronico no
espectro de massa. A fragmentago estd relacionada com
a estrutura destes compostos, Ja-e. A fungdo 5,5-pentame-
tileno é fundamental para obteng¢do do pico base em m/e
55 (veja abaixo);

CH,=CH—C=0"
m /e 55

visto que em A2 -1, 2, 4-oxadiazolinas® sem este substituin-
te na posigdo 5, este pico ndo aparece.

O modo de quebra de vérias outras oxadiazolinas subs-
tituidas por espectrometria de massa, estd sendo estudado
em nosso laborat6rio.

Todas as substincias, lg-e, foram inativas para bacté-
rias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos
¢ leveduras em concentragfo de 500 microgramas / ml.

Atualmente estamos efetuando vérias reagdes com as
oxadiazolinas acima mencionadas, a fim de obtermos mais
informagdes quimicas sobre este sistema.
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'INTRODUGAO

A majoria dos métodos para determinagdo quimica
do 4cido ascorbico se fundamenta na sua eficiéncia como
agente redutor.! Certamente nos sistemas alimentares,
essa propriedade ndo € Gnica do 4cido ascérbico. Por isso,
tais métodos requerem um conhecimento aprofundado
dos interferentes ¢ uma cuidadosa padronizagdo. Entre-
tanto, as reagGes de 6xido-redugdo sdo simples e apresen-
tam uma alta sensibilidade.

A bibliografia sobre oxidagdo aer6bica do 4cido ascér-
bico catalisada por fons clipricos é numerosa (2 3) e per-
mite estabelecer que em meios de pH baixos, um mol
de dcido ascorbico reduz dois equivalentes de Cutt,
oxidando-se a 4cido desidroascorbico e gerando 4gua oxi-
genada, Em meios de pH 7 ou superior, um mol de 4cido
ascorbico pode reduzir até quatro moles, originando 4cido
oxdlico, anidrido carbdnico, 4cidos hidroxipiravico, gli-
c6lico e outros compostos.

E surpreendente que esta grande reatividade entre
dcido ascérbico e jons cipricos ndo tenha sido aproveita-



da como método analftico para determinagdo de vitamina
C. Contudo, a literatura relata o caso inverso, isto é, a de-
terminagdo de ifons cupricos ap6s prévia redugdo com
4cido ascorbico.3 O maior problema reside na falta de
especificicade da reduc@o dos ions Cu**, os quais nfo s6
reagem com o 4cido ascérbico como também com cistei-
na e compostos sulfidrilos em geral, fendis, proteinas,
agticares, terpendides, antocianinas e outros compostos
normalmente presentes nos extratos de tecidos vegetais
¢ animais. A possibilidade de emprego das propriedades
de reduggo de Cutt pelo 4cido ascorbico, depende entdo
da aplicagdo de artificios para eliminar os interferentes.

Recentemente, Contreras e Strong* publicaram um
método para a determinagdo de tocoferdis mediante a re-
dugdo por Cut*, no qual, as interferéncias sdo evitadas,
efetuando-se a reagdo num sistema bifdsico. No presente
trabalho, a redugdo de Cutt foi pesquisada num sistema
bifdsico composto de 4lcool isoamilico € de uma solu-
¢do aquosa de pH 4, 6. O {fon cuproso resultante da redu-
¢do, foi avaliado mediante a formagdo do complexo com
a 2, 2’-biquinolina (cuproina) que apresenta uma absor-
bincia maxima a 545 nm.

HQ H
o] 0\ //0
+2Cu*t 44— 2Cu Ly’ 4 +2H*
N, PH 4.6 N
w070 HoCH "07 0
i i -biquinoi |
CHaOH L =ligante 2,2-biquinolina CHy0H

FPig. 1 Reagdo do d&cido ascSrbico com o fon cliprico e complexagio

do Ion cuproso produzido com 2,2-biquinolina (cuproina)

No sistema bifdsico, foram verificados a relagdo de mo-
les, a absortividade molar, o tempo 6timo para a reagdo
¢ a influéncia dos interferentes naturais de uma variedade
de frutas, hortalicas e produtos industrializados, a fim
de avaliar o potencial da reagdo como método de rotina
para determinagfo de 4cido ascérbico.

MATERIAIS E METODOS

Materiais analisados:
Frutas, hortaligas, leites em pé e produtos formula-
dos adquiridos no comércio local; produtos de pa-

nificagfo preparados no Departamento de Tecnolo-
gia de Alimentos da FEAA,

Reagentes:

Os solventes organicos, todos de grau analitico, fo-
ram tratados de modo a remover impurezas reduto-
ras. O tolueno foi purificado adicionando 5§ ml de
uma solugfo saturada de acetato clprico em etanol
absoluto. Apo6s espera minima de 12 horas, o cobre
e o etanol foram removidos por lavagens com 4dgua.
O tolueno foi seco com sulfato de sédio anidro e
destilado. O etanol e o élcool isoamilico foram re-
destilados adicionando-se 0,1 g de acetato ciprico
por litro. Os 10% iniciais e os 10% finais de todos
os destilados, foram descartados.

Solugdes preparadas empregadas no presente trabalho
Solugdo I — Acido metafosférico 5% em 4gua destilada.

Solugdo II — Tampfo de acetato de sédio — dcido acéti-
co 1,0 M, pH 4,60 com 1,5% uréia.

Solugdo Il — 2,2°-biquinolina (cuproina) 0,4% m/fv em
tolueno.

Soluggo IV — Cu (CH,C00), 2H,0 0,075% m/v em 4l-
cool isoamilico.

Sulugdo V — Reagente de complexagdo: 95 ml de IV +
5 ml de HI.

Solugdo VI — Mistura 1:1 de solu¢do-I com H,S0, 0,1
Nv/v.

Solucdio padrdo de 4cido asc6rbico

Diariamente preparou-se uma solu¢do de 4cido as-
corbico em 4gua destilada contendo 1 mg/ml . A 2 ml
dessa solugdo foram adicionados 2 ml da solugdo I e se
ajustou-se a 100 ml com é4gua destilada. Preparou-se tam-
bém o branco respectivo mediante 2 ml de solugdo I e
ajustando com dgua destilada a 100 ml .

Extracdo do 4cido ascérbico

No copo de um liquidificador, pesaram-se 100 g de so-
lugdo I previamente resfriada. Sobre essa solugdo adicio-
naram-s¢ os pedagos das hortalicas ou frutas em estudo,
até completar 150 g. Agitouse com velocidade méxima
do liquidificador até homogeniza¢gdo completa (entre 1
e 3 minutos). Do extrato homogenizado pesaram-se entre
5 ¢ 20 g, dependendo do teor de 4cido ascorbico, e levou-
se 2 100 ml com 4gua destilada, Agitou-se bem, descar-
tando entre 30 e 40 ml. Adicionaram-se 5 ml de clo-
rof6érmio, agitou-se energicamente por 1 minuto, deixan-
do-se em seguida separar as camadas.

Nas amostras desidratadas (leite, sopas, etc.) o 4cido
ascorbico foi extraido da seguinte maneira: em um tubo
com tampa de rosca, de capacidade minima de 30 ml |
pesaram-se entre 1 e 4 g de amostra, finamente moida;
juntaram-se 20 g de solugdo VI. Agitou-se em um ‘‘sha-
ker” por 30 minutos. Num béquer pesaram-se 10 g do
homogenizado que foram transferidos a um baldo de
50 ml , ajustando o volume com 4gua destilada. Des-
cartaram-se aproximadamente 10 ml e adicionaram-se
5 ml de cloroférmio. Agitou-se energicamente. Deixou-
se em repouso ou centrifugou-se para separar as camadas.

Reagfo quimica

Da camada aquosa superior limpida, seja das amostras
frescas ou desidratadas, mediram-se 5 ml e a este adicio-
nou-se 1 ml de solugdo Il e 5 ml dasolugdo V. Agitou-se
'a mistura energicamente durante 1,5 minutos, manualmen-
te ou em agitador adequado. Deixou-se separar as cama-
das e mediram-se 3 ml da fase superior (4lcool isoamili-
co); adicionou-se 0,5 ml de etanol puro para clarificar e,
depois de 5 minutos avaliou-se a absorbincia a 545 nm em
cubeta de 1 cm de espesura.

A curva padrio ndo necessita de tratamento com clo-
roférmio, de modo que mediram-se diretamente 0,5; 1,0;
1,5; 2,0;e 2,5mi. Completou-se a 5 ml com o branco
respectivo e adicionou-se 1 ml de solugdo Il e 5 ml de
solugdo V. O prosseguimento da determinagio é similar
a0 detalhado para as amostras,
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A relagdo entre a absorbincia do complexo Cu (cu-
profna); com a disponibilidade de ions cupricos, na
presen¢a de um excesso de agente redutor (4cido ascor-
bico) estd demonstrada na Tabela 1.

TABELA 1 — Determinag¢do de cobre por redug@o de ions
clpricos com 4cido ascérbico € complexag¢do
dos ions cuprosos com 2,2’—biquinolina.

Conc. de Cutt (ug/m1) Absorbéncia a 545 nm

0,877 0,095
0,096
1,754 0,190
0,190
3,508 0,379
0,380
5.262 0,569
0,566

absortividade = 107,7
absortividade molar ( €cy): 107,7 x 63,54 = 6843
indice de correlagdo (r) = 0,99999

Os dados da tabela permitem estimar que a absortividade
molar do complexo apresenta um valor de 6842. Este
resultado ¢é proximo de 6450, valor relatado por Schilt?
para o complexo obtido usando hidroxilamina como re-
dutor. Pode-se considerar entfo que o 4cido ascorbico
em um sistema bifdsico é um eficiente redutor dos ions
Cutt,

A Tabela 2 apresenta o experimento complementar
no qual o agente redutor (4cido ascorbico) encontra-se em
quantidades limitadas e os fons Cu* (agente oxidante)
encontram-se em excesso. Deste modo pode-se avaliar o
redutor cuja absortividade molar resulta em 14020.

TABELA 2 — Determinagdo de 4dcido ascérbico por redu-
¢do de fons cupricos e complexagdo dos
fons cuprosos com 2,2’—biquinolina.

Conc. de 4cido ascorbico (pg/ml)  Absorbéncia a 545 nm

0,5 0,043
0,045
1,0 0,080
0,080
2,0 0,163
0,161
4,0 0,322
0,320
y = bl + b2x

coeficiente b; = 0,0026

coeficiente b, = 0,0796

absortividade = 79,6

absortividade molar (€35) = 79,6 x 176,12 = 14020
indice de correlagdo (r) = 0,9999

Relacionando as absortividades molares expressas em
fun¢do com cobre com aquela expressa em fungdo do 4ci-
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do ascOrbico obtém-se a seguinte relagdo: 14020/6842 =
2,05. Isto indica que cada mol de édcido ascorbico reduz
2 moles de cobre. Esta reagdo provavelmente correspon-
de ao mecanismo no qual 1 mol de 4cido ascorbico d4
origem a 1 mol de 4cido desidroascorbico de acordo com
a reagdo na Figura 1.

A velocidade de reagdo foi examinada em solugdes
de pH’s entre 1,4 e 1,8 que resultam do emprego de 4ci-
do metafosférico 5% e de misturas de 4cido metafosfo-
rico com sulf@rico, na extrag@o da vitamina C de frutas
e hortalicas. Paralelamente, aliquotas das amostras 4ci-
das foram tamponadas a pH 4,6 com solu¢do de acetato
de s6dio — 4cido acético.

A Tabela 3 demonsira que em meios de pH muito
baixos (A), a velocidade de reagdo € baixa, precisando-se
de ao menos 45 minutos para atingir valores de absor-
bancia constantes. No meio tamponado (B). a reagdo
se processa rdpidamente, chegando ao equilibrio antes
de 5 minutos, Aparentemente, o efeito quelante do 4ci-
do metafosférico, na concentragdo final em que ficou
ap6s as diluigBes, nfo tem um grande efeito na remogdo
de fons chpricos; a dimunui¢do da velocidade pode-se
atribuir principalmente ao pH baixo € nio ao fon me-
tafosfato.

TABELA 3 — Variagdo da absorbincia a 545 nm durante
a reagdo entre 4cido ascorbico (1 ug/mL)
¢ fons cipricos em diferentes meios de rea-
¢do.

Meio A: reagio em solugdo de 4cido meta-
fosférico pH 1,6

Meio B: reagio em solugdo de icido meta-
fosférico tamponado a pH 4,6 com
tampdo de acetato

Meio C: reagdo em solugdo de 4cido oxili-
co tamponado a pH 4,6 com tam-
pdo de acetato

Meio de Tempo de reagdo (minutos)
Reagdo 2.5 5 10 15 30 45
A 0030 0,049 0,058 0,056 0,072 0,076
0,037 0,043 0,058 0,068 0,068 0,075
B 0,078 0,080 0,080 0,092 0,080 0,090
0,079 0,080 0,080 0,080 0,081 0,080
C 0035 0032 0,023 0032 0020 0,018
0,038 0,030 0,02 0,020 0,018 0,018

O 4cido oxélico, em contraste, possui um grande efei-
to sequestrante de fons cupricos. O resultado é que eles
ndo s6 sfo impedidos de reagir, mas também sdo removi-
dos do complexo Cu (cuproina)}, como demonstra a
progressiva diminui¢do da absorbdncia.

A Tabela 4 mostra as aplicagdes da nova técnica, em
um grupo selecionado de frutas e hortalicas. As determi-
na¢Bes foram realizadas pelo método bifasico e por um
método de uma fase, obtido pela subtitulagdo do alcool
isoamilico por etanol, os outros reagentes foram seme-
lhantes em ambas reagdes.



TABELA 4 — Dados comparativos dos teores de 4cido as-
coérbico de um grupo selecionado de vege-
tais analisados mediante 2 processos que fa-
zem emprego de fons cipricos.

Método 1:todos os reagentes se encontram
em meio de etanol tamponado
com acetato de s6dio a pH 4,60.

Método 2:0s reagentes se encontram em
duas fases imisciveis (fase aquosa
de pH 4,60 e fase orginica de 4i-
cool isoamilico).

Teores de 4cido ascorbico (mg/100 g)
dados da literatura

MATERIAL método1  método2  (5) (6)
Beringela 40,30 8,87 5 5
Beterraba 42.83 8,03 8 10
Repolho roxo 112,30 62,90 — 61
Rabanete 47383 27,59 25 26
Abacaxi 31,39 17,35 20 17
Mamaio 57,80 53,13 55 56
Banana 13,35 9,58 10 10
Manga 50,20 34,73 35 35
Vagem 18.70 17,81 20 19
Padrdo de 4cido ascorbico
1 pg/ml 0,080 0,080

0,078 0,080
2 ug/mi 0,163 0,161

0,163 0,162

O exame da Tabela 4 revela que os teores de 4cido as-
cbrbico encontrados com o método bifisico sdo coinci-
dentes com os dados da literatura, Em contraste, os resul-
tandos do método de fase vinica, sdo exageradamente al-
tos, demonstrando que a redugdo de fons clpricos é pou-
co especifica quando nio sio tomadas providéncias para
separar os reagentes em camadas imisciveis. Deve-se lem-
brar que os compostos redutores remanescentes sio solii-
veis em 4gua, j4 que os fendis, tocoferdis, vitamina A e
outros terpentides lipo-soliveis foram extraidos na agita-
¢do com clorof6rmio.

E interessante salientar que os padrdes ddo os mesmos
valores para o método de uma fase ou de duas fases, evi-
denciando que as discrepincias que se observavam nas
amostras de frutas e hortalicas sgo inerentes a elas e ndo
artificios da reagdo quimica.

Na reagfo no sistema bifésico, a camada aquosa infe-
rior contém o écido ascérbico e os interferentes e, a cama-
da superior de dlcool isoamilico, a cuprofnae o Cut ¥, Ao
agitar, o 4cido arcérbico reduz o Cu*t, o qual reage no
dlcool  isoamilico  formando o complexo Cu
(cuprofna)g que permanece nessa camada,

A eliminagdo dos interferentes no sistema bifasico ¢
t30 eficaz que surege algum outro mecanismo mais seleti-
vo que uma simples partigfo liquido-liquido. Provavel-
mente, o 4cido ascérbico é deslocado da fase aquosa, de-
vido ao pH baixo do meio, ingressando na fase do élcool
isoamilico onde reage. J4 que a maioria das substincia in-
terferentes sdo de cardter neutro (agicares, cisteina, pig-
mentos) permanecerao na fase aquosa sem causar interfe-
réncia. Outra hip6tese é que a cuprofna com os fons Cutt
forma algum tipo de complexo no édlcool isoamilico. Tal
complexo de natureza catidnica poderia favorecer o ingres-
so de inions pelo ‘“‘mecanismo de extragdo idnica”. Um
fato interessante € que o tempo de contato das duas fases
ndo ¢ critico (pelo menos entre 0,5 e 3 minutos) o que
confirma a existéncia de algum mecanismo seletivo.

O método bifdsico é especialmente adequado para a
determinagfo de 4cido ascérbico em beterraba, repolho
roxo, morangos, rabanetes e outros produtos contendo an-
tocianinas,

Estes produtos ndo podem ser analisados pelo méto-
do convencional com 26—diclorofenolindofenol, pois as
antocianinas reduzem esse reagente e por outra parte a
propria cor roxa dos pigmentos impede a visualizagdo
do ponto final da titulagdo.

A Tabela 5 mostra os resultados de um grupo maior
de frutas e hortalicas a fim de se observar a correlagdo
entre o método bifasico com jons Cu*t e o método con-
vencional com 2,6—diclorofenol indofenol.8 Os resulta-
dos indicam que ambos os métodos ddo resultados muito
proximos. Na maioria dos casos, os dados do método com
fons Cutt sdo levemente superiores, porém nunca se afas-
tam dos valores relatados na literatura.

TABELA 5 — Determinagfo do 4cido ascorbico em frutas
e hortali¢cas pelo método de redugdo de fons
Cutt em um sistema bifisico e pelo méto-
do convencional com 2,6—diclorefenolindo-
fenol (DCFIF)8.

Teores de 4cido ascorbico (mg/100g)

VEGETAL Método ¢/ Cutt  Método ¢/ 2,6-DCFIF
(titulagio)
Pimentdo doce 1654 163,9
Pimentdo chapéu 28,5 26,8
Repolho branco 46,2 434
Abobrinha 14,6 13,9
Maxixe 15,8 16,4
Vagem 17,3 18,2
Chuchu 6,9 6,4
Batata 21,7 26,1
Caqui 19,5 19,1
Manga 34,7 33,8
Laranja (suco) 499 47,5
Goiaba 254,0 258,2
Cenoura 8,1 7.6
Tomate 18,1 18,5
Abbbora 7,7 8,2
Salsinha 81,0 91,7

indice de correlagio r = 0,9990
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O coeficiente de correlagdo r = 0,9990 sugere que o
novo método para dosagem de 4cido ascorbico poderia
ser usado nesses produtos, em lugar do método convencio-
nal sem incorrer em erros de importincia.

Os resultados da determinagdo de 4cido ascorbico em
produtos processados e desidratados que se apresentam
em Tabela 6, indicam que o método aqui proposto, ofe-
rece possibilidade para andlises de materiais que sofreram
tratamentos térmicos, os quais eventualmente poderiam
gerar intermedidrios da Reagdo de Maillard (redutonas)
que sdo interferentes reconhecidos das determinagGes de
4cido ascorbico.

TABELA 6— Determinagdo de 4cido ascdérbico em produ-
tos formulados que sofreram tratamentos
térmicos e que foram adicionados ou ndo
de 4cido ascérbico.

Teor de 4cido
Produto ascérbico Observagdes
mg/100g
Leite desnatado, pé 7,93 produto comercial
Leite integral, p6 (A) 6,76 produto comercial
Leite integral, p6 (B) 6,28 produto comercial
Leite integral, p6 (C) 4,96 liofilizado, 3 anos
atréds
Composto lcteo para 13,83 (indicagdo  ré6tulo
bebés, pod 13,0)
Composto licteo tipo 11,88 (indicagdo roétulo
milk-shake, p6 13,0)
Sopa de feijdo, p6 20,20 (indicagdo rotulo
21,0)
Sopa de verduras e ‘43,80 (indicagdo r6tulo
frango, p6 42,0)
Massa de pdo crua * 0,64 Inicialmente foram
adicionados 9,0 mg
P30 assado em forno 0,62 de 4cido ascérbico

de microondas

Pio assado pela combi-
nagdo de microondas e
forno convencional

por 100 g de fari-

0,38 nha.

* Massa fermentada pronta para entrar no forno,

A pesquisa terd prosseguimento a fim de determinar
a influéncia de sulfitos, cisteina, sais ferrosos € outras
interferéncias de ocorréncia comum.
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DETERMINACAO DE NAFTALENO EM UNIDADE
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o naftaleno é obtido industrialmente, como
subproduto da indastria siderdrgica, a partir dos gases de
coqueria, A figura 1 mostra esquematicamente uma uni-
dade tfpica de recuperagdo de naftaleno de uma sidertirgica..
Dependendo da natureza do carvdo utilizado e das condi-





