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In order to formulste a product that could supply lacked iron children, orange juice was fortified
with ferrous sulphate in three different molar ratios of vitamin C and Fe?*. The fortified juice was
stored at three different conditions: ambient temperature, refrigerated and frozen during 49 days.
The product was analyzed each seven days to determine losses of vitamin C and Fe?* or the occur-
rence of undesirable changes in the taste or colour of the juice. The addition of ferrous sulphate to
orange juice with subsequent storage showed that the addition did not cause undesirable alterations
or significant losses of the nutritional properties of the juice if it was stored refrigerated or frozen.
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INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro da populagio brasileira ¢ um dos casos
de desnutri¢do mais longamente reconhecido pelo meio cientifico
e pelas autoridades sanitdrias, porém nunca resolvido. Ultima-
mente, face 4 deterioragdo do padréio alimentar médio, a caréncia
de ferro atingiu uma frequéncia e intensidade alarmantes, cons-
tatada no dia-a-dia dos postos de sdude e hospitais.

O PFerro, elemento presente em todas as células do orga-
nismo e envolvido com um grande mimero de reagdes bioqui-
micas, tem uma importincia nutricional largamente conheci-
dal. A anemia nutricional é, de acordo com a Organizagdo
Mundial de Saide (OMS)?, um dos maiores problemas de
saiide piiblica de paises em desenvolvimento. Sua maior causa
¢ a deficiéncia de ferro, também chamada anemia ferropriva3.

A prevaléncia da anemia ferropriva é um problema de sau-
de global, sua repercussio clinica sobre o organismo pode ser
dividida em efeitos hematolégicos e nio hematoldgicos. Os
efeitos hematoldgicos sdo aqueles que resultam em anemia
ferropriva, a mais comum das anemias, que ocorre como o
balango negativo entre o aporte de ferro e as necessidades do
organismo, ou por perdas crénicas de ferro.

A diminui¢io da hemoglobina impede a perfeita oxigena-
¢80 dos tecidos, restringindo a capacidade fisica do homem
proporcionalmente a sua gravidade. Porém, mecanismos fisio-
légicos de adaptco a deficiéncia de ferro permitem que indi-
viduos gravemente anémicos continuem executando suas ati-
vidades em niveis inferiores de eficiéncia, até a descompen-
sagio que pode levar & faléncia cardfaca’.

A absor¢éo do ferro deve ser considerada sob dois 4ngulos:
a absorgéo do ferro heme e a absorgéo do ferro néio-heme. O
ferro heme é absorvido diretamente pela mucosa intestinal
como uma metaloporfirina complexa e sua absorgdo néo é ou
é muito pouco afetada pela composicéo da refeigao.

Embora o ferro heme (aquele ligado a hemoglobina) re-
presente apenas 5 a 10% do ferro total das dietas, especial-
mente entre as populagdes pobres, o mesmo contribui com 1/3
do fetro efetivamente absorvido®.

O ferro ndo-heme, ou seja, aquele que ndo estd ligado &
hemoglobina, encontrado em alimentos de origem vegetal,
ovos, leite e derivados, constitiu 85 a 90% das dietas, sua ab-
sorgdo ¢ influenciada por varios fatores e, ao contrério do fer-
ro heme que é efetivamente bem absorvido, a fragédo do ferro
nfo-heme absorvida é muito pequena, é referido na literatura
como ferro de baixa biodisponibilidade”.
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Os fatores que influenciam a absor¢@o do ferro nio-heme
podem ser estimuladores ou inibidores. Dentre os primeiros,
o dcido ascérbico® & o mais potente e mais estudado pois fa-
cilita a absorgéo do ferro pela formagéo de quelatos soliveis
tanto em pH alto quanto baixo®. A incluséo de suco de laranja
ou limdo durante a refeigdo aumenta a absorgéo do ferro 3 a
4 vezes!0, Carne e peixe também sdo apontados como estimu-
ladores da absorgo do ferro, assim como as secre¢des gastri-
cas podem facilitar a absor¢ao do ferro.

Os fatores inibidores sdo representados pelos taninos, cdl-
cio ou fosfato que formam complexos insohiveis com o ferro,
os tanatos, fosfatos e oxalatos que sendo muito estdveis, sao
pouco digeriveis!!. Os fitatos tém seu efeito inibidor ainda
questionado.

Caso os governos estaduais ou federais venham a imple-
mentar os seus programas de alimentag@o institucional com
medidas para reverter a caréncia de ferro de criangas em idade
escolar, uma das solugdes vidveis seria fortificar algum ali-
mento com ferro inorgénico. Nesse esquema, o suco de laran-
ja, componente rotineiro do carddpio da merenda escolar, apa-
rece como uma escolha obrigatéria, em vista da capacidade
da vitamina C de preservar a forma ferrosa e formar quelatos
de ferro de alta assimilagdo pelo organismo.

Essa idéia simples ndo havia sido abordada anteriormente,
portanto, desconheciam-se os problemas provenientes da in-
troducdo de fons ferrosos num sistema relativamente comple-
x0 como o suco de laranja. Particularmente, desconhecia-se o
comportamento do sistema ferro-vitamina C estocado nas con-
digbes de tempo e temperatura empregadas pela industria e
pela merenda escolar.

A pesquisa teve como objetivo realizar estudos com suco
de laranja industrial (concentrado a 50% de sdlidos totais)
adicionado de sulfato ferroso para dar relagdes de vitamina C:
Fe?* de 1:1, 2:1 e 5:1. As amostras foram armazenadas em
diferentes condigdes e a evolugiio dos teores de vitamina C e
de Fe2* foi acompanhada por quase dois meses.

METODOS
Método da Redugdo de Ions Cipricos

Contreras et alii'? publicaram um método para a determi-
nagdo de 4cido ascérbico em muitos tipos de amostras, com-

parando os resultados com o método de titulagio com 2,6-di-
clorofenol indofenol. O método consta iniciaimente da extra-
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¢80 do dcido ascOrbico das frutas e hortalicas com 4cido me-
tafosférico 5% e o extrato é agitado vigorosamente com um
pequeno volume de cloroférmio para remover vitamina E,
compostos terpénicos, taninos e outros compostos lipossoli-
veis com propriedades redutoras.

A seguir, a fase aquosa tamponada é agitada com um sol-
vente orgénico (dlcool isoamilico) contendo fons ctipricos e
cuprofna. O complexo formado de cor purpura, [Cu(cuproi-
na);]*, solivel em 4lcool isoamilico, é avaliado espectrofoto-
metricamente a 545 nm.

Em nossa pesquisa, fizemos a determinag@o do dcido as-
cérbico no suco utilizando um sistema de uma tinica fasel3
comparativamente ao método de Contreras et alii!2,

Ap6s agitar-se a solugéo diluida de suco com cloroférmio,
a fase aquosa € tamponada e adiciona-se o reagente de com-
plexagdo que contém cuprofna (2,2’-biquinolina), fons Cu?* e
etanol. O complexo purpura [Cu(cuproina);]* se forma em uma
unica fase sendo avaliado espectrofotometricamente a 545 nm.

Método da arto-ﬁ:nantrolina“

A determinagio se baseia no complexo vermelho-alaranja-
do [(CizHsN2)aFe]?* formado por o-fenantrolina com o ion
ferroso.

O método da 1,10-fenantrolina pode ser considerado pa-
drio para a determinagio colorimétrica de tragos de ferro. E
adaptdvel a muitos tipos de amostra, a cor é estdvel e intensa
o suficiente para que quantidades muito pequenas de ferro
possam ser prontamente determinadas, abaixo de 0,1 ppm.

O ferro precisa estar no estado ferroso; cloreto de hidroxi-
lamina é normalmente usado para assegurar a redugéo, mas
hidroquinona e hipofosfito de sédio também podem ser usa-
dos. A amostra deve estar em solugéo e o pH da amostra deve
ser ajustado para 2,0-6,0.

Para determinar ferro no suco de laranja, procedeu-se do
seguinte modo: apds o tratamento da solugdo diluida do suco
com cloroférmio, a fase aquosa foi tamponada e adicionou-se
solugdo de hidroxilamina esperando-se 15 minutos para asse-
gurar a redugdo do ferro. A seguir adicionou-se solugéo eta-
nélica de orto-fenantrolina, agitou-se levemente e determinou-
se a absorbéncia da solu¢éo a 510 nm.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparo do suco de laranja enriquecido com Fe** (sulfato
ferroso) para estudos de estocagem

Com base no mimero de moles de vitamina C (dcido as-
cérbico) existente em cada grama de suco concentrado, pre-
parou-se 100,0 ml de uma solugéo de sulfato ferroso heptahi-
dratado contendo 828 pmoles de Fe?* por mililitro (equimolar
com teor de dcido ascérbico do suco) e pequenos volumes
dessa solugéo foram adicionados ao suco concentrado mistu-
rando-se cuidadosamente para nfio incorporar ar. As prepara-
¢Oes obtidas foram as seguintes:

Amostra I - 500,0 g de suco concentrado, sem adigio de Fe2*
(controle).

Amostra IT - 500,0 g de suco concentrado +2,0 ml da solugéo
de Fe2* (828 pmoles/ml).

Amostra IIT - 500,0 g de suco concentrado +5,0 ml da solugio
de Fe?* (828 pmoles/ml). :

Amostra IV - 500,0 g de suco concentrado +10,0 ml da so-
lugdo de Fe2* (828 pmoles/ml).

A propcrgdo entre os numeros de moles de dcido ascérbi-
co:Fe* e cada amostra foi:

Amostrs I - controie (sem Fe?*)

Amostra II - nHzAsc:Fe2* = 5:1

Amostra III - nHyAsc:Fe?* = 2:1

Amostra IV - nHzAsc:Fe?* = 1:1
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(*) Obs: utilizamos a abreviagdo HzAsc para o 4cido ascérbico.

As amostras I a IV foram subdivididas em trés sub-amos-
tras resultando 12 preparagdes que foram colocadas em fras-
cos de 125 ml de vidro escuro com tampa hermética.

Uma série de quatro amostras: Ia, Ila, IIfa e IVa foi dei-
xada & temperatura ambiente; uma segunda série: Ib, IIb, IIb,
e IVDb foi estocada em geladeira a +5,0°C e uma ultima série:
Ic, Ilc, Ic e IVc foi estocada num freezer a -18,0°C.

As amostras foram mantidas nas condigdes referidas por
49 dias.

O controle das mudangas nas concentragdes de FeZ* e de
HzAsc no decorrer da estocagem foi feito a cada 7 dias.

Determinagdo dqz feor de viztgmina C, da mistura de
vitamina C e Fe“" e do Fe“" no suco de laranja durante
a estocagem

Na data do controle, o contetido do frasco foi misturado
suavemente e foram retirados aproximadamente 5,00 g de
suco. O frasco foi tampado rapidamente e retornado & esto-
cagem. Da quantidade retirada foi pesado 1,00 g de suco e
diluido para 50,0 ml com 4gua destilada. Agitou-se vigorosamen-
te com 5,00 ml de cloroférmio e centrifugou-se uma aliquota a
2.000 rpm. A camada superior das amostras II, Il e IV foi usada
para a determinagio da vitamina C + Fe?* remanescentes e a
camada superior das amostras I (que ndo tém ferro adicionado)
permite unicamente a determinagio da vitamina C.

A reagiio foi realizada em tampdo acetato 2,5 x 102 M,
pH 4,65, adicionado de cloreto de sédio 0,06 M.

A ordem da adigio e os volumes dos reagentes foram os
seguintes: :

N 1,00 ml do tampéo

M 1,00 ml do suco diluido

B 3,00 ml do reagente de complexagio
B 5,00 ml de etanol.

Obs.: O reagente de complexagéo era composto de trés par-
tes em volumes de etanol saturado com cuproina (2,2’-biqui-
nolina) e uma parte em volume de solugdo 0,075% de acetato
ciprico em 4gua.

Os reagentes foram misturados levemente e a absorbéncia
a 545 nm foi registrada apés 1 minuto.

A perda relativa de vitamina C e da mistura de vitamina
C e Fe?* no periodo considerado, expressa em porcentagem,
foi obtida pela férmula seguinte:

- Abs. no dia 1 - Abs. no dia considerado x 100
Perda (%) Abs. no dia 1

Determinagdo da concentracdo de Fe** do suco durante a
estocagem

Foi utilizada a mesma solugdo diluida e tratada com clo-
roférmio das amostras I, IIT e IV, do item anterior. O Fe2* foi
determinado pelo método da orto-fenantrolinal® de acordo
com a seqiiéncia seguinte:

M 1,00 ml de tamp&o acetato 0,50 M pH 4,65

M 2,00 m] do suco diluido

B 1,00 ml de solugéo de hidroxilamina 10%
Mistura-se e espera-se 15 minutos.

M 0,50 ml de dgua destilada

B 0,50 ml de o-fenantrolina 0,50% em etanol 50%.

A absorbéancia da solugio foi determinada a 510 nm contra
um branco em que o suco é substituido por dgua destilada.

A concentragéo de ferro foi calculada mediante uma curva
padrdo de Fe?* com o-fenantrolina em tampio acetato 0,50
M pH 4,65.

Esse resultado corresponde ao ferro total. O Fe2* é obtido
eliminando da reagdo a hidroxilamina. A perda de Fe2* ¢ cal-
culada como no item anterior.
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RESULTADOS

As tabelas 1 a 3 apresentam os resultados da porcentagem
de perda de vitamina C e Fe?* do suco de laranja concentrado
adicionado de sulfato ferroso durante a estocagem. Os qua-
dros A, B e C das Tabelas 1 a 3 representam os dados das
perdas de vitamina C e Fe?* para as amostras contendo dife-
rentes relagbes molares de dcido ascérbico: Fe?* (5:1, 2:1 e
1:1 respectivamente). Os valores do item (a) das Tabelas cor-
respondem 4 perda total de vitamina C e Fe?* determinada
através da 2,2’-biquinolina; os valores do item (b) correspon-
dem apenas a perda de vitamina C pois essa amostra nio con-
tém ferro; os valores do item (c) correspondem apenas a perda
de ferro determinada através da o-fenantrolina e convertida ao
método da 2,2’-biquinolina; os valores do item (d) repre-
sentam a perda total de vitamina C e Fe?* calculada de ma-
neira indireta, isto €, a soma dos valores dos itens b + c.

Na estocagem 3 temperatura ambiente (Tabela 1) a perda
total de vitamina C e Fe?* (dados do item a) foi relativamente
alta no periodo considerado (59,6% no suco 5:1), néo tendo
havido, no entanto, diferenga significativa nas amostras com
teor mais alto de ferro (60,7% para o suco 2:1 e 59,7% para
o suco 5:1 respectivamente). Esses valores foram um pouco
menores nas amostras refrigeradas (~-42,7%) ¢ bem menores
nas amostras congeladas (~-35,6%).

As perdas de vitamina C isoladamente (item b) foram
altas (56,3%) no periodo, tendo sido idénticas nas trés
amostras com diferentes teores de ferro, o que indica que
a adigdo de Fe?* ndo causa perda de vitamina C do suco.
Esse comportamento foi observado para as trés temperatu-
ras de estocagem.

As perdas de Fe?* isoladamente (item ¢) aumentaram sen-
sivelmente de acordo com o aumento do teor de Fe2* das
amostras, tendo sido maiores nas amostras estocadas a tempe-

Tabela 1 - Perdas de vitamina C e Fe?* (cxpressas em porcentagem) do suco de laranja nfio adicionado e adicionado de ferro
em virias relagdes molares (amostras Ia a IVa) estocado & temperatura ambiente por 49 dias (item (a):perda total de vitamina C
+ Fe2*; item (b): perda de vitamina C; item (c): perda de Fe?*; item (d): soma (b)+(c)).

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

(a). Suco com 0,20 10,6 17,3 23,1 31,7 51,9 59,6
Fe** 5:1 (lla)

A (b)Z*Suco sem 2,10 9,40 12,5 17,7 25,0 489 56,3
Fe2* (Ia)
(©) F&* o 3,80 5,70 11,3 11,3 11,3 17,0 17,0
suco 5:1 (Ila)
(d) Soma b+c 2,30 9,00 124 17,1 23,6 45,8 52,3
(a), Suco com 8,90 12,5 17,0 232 33,0 53,6 60,7
Fe* 2:1 (Iila)

B (b) Suco sem 2,10 9,40 11,5 17,7 25,0 49,0 56,3
Fe?* ()
© Fe¥" no 0,00 16,1 194 20,2 33,1 37,1 37,1
suco 2:i(IIIa)
(d) Soma b+c 1,60 10,4 12,7 17,6 25,8 45,0 50,6
(a) Suco com 1,60 11,3 19,4 24,2 33,9 55,6 59,7
Fe?* 1:1 (1Va)

C (b) Suco sem 2,10 9,40 12,5 17,7 25,0 489 56,3
Fe2* (Ia)
(c) F&*" no 2,30 13,1 21,3 23,5 34,8 38,0 39,4
suco 1:1 (IVa)
(d) Soma b+c 2,10 10,6 14,6 19,5 28,1 455 50,9

DISCUSSAO ratura ambiente, diminuindo nas amostras refrigeradas e con-

O suco de laranja concentrado foi adicionado de sulfato fer-
roso heptahidratado em trés niveis, de modo que o produto pu-
desse fornecer em um copo de 200 ml de suco diluido entre 3,60
e 18,0 mg de Fe?*, valores adequados para o planejamento de
fortificagdo nutricional. O suco com 18,0 mg de Fe2* ests acima
do limite de 6,0 mg, valor estimado como méximo sem causar
detecgo sensorial pelos provadores!® mas foi usado para avaliar
os efeitos de uma adigio em excesso.

Os efeitos da adigio de Fe?* foram testados em trés con-
digbes rotineiras da merenda escolar (temperatura ambiente,
sob refrigeragdo e sob congelag@o) durante 49 dias (7 sema-
nas), periodo suficiente para que o produto seja consumido
pelas institui¢bes, pois o produto ndo visa o consumidor do
supermercado.

Pelos dados das Tabelas 2 e 3 vemos que as perdas dos
teores de vitamina C e de Fe?* foram aumentando progressi-
vamente até a quinta semana, havendo um aumento abrupto
até a sétima semana. As perdas foram menores nas amostras
estocadas a temperaturas mais baixas que nas estocadas & tem-
peratura ambiente.
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geladas sendo que esse efeito foi mais pronunciado nas amos-
tras com teor mais alto de ferro (suco com Fe2* 1:1).

Os dados do item d das Tabelas 1 a 3 se referem & soma
das perdas de vitamina C e de Fe?* medidas separadamente,
por métodos diferentes. Nota-se que esse célculo indireto d4
valores inferiores ao método direto (dados do item a). Levan-
do-se em conta que o sistema alimentar é complexo e os seus
componentes estdo sujeitos a interagdes, a disparidade desses
valores nio ¢ exagerada. Deve-se lembrar que a determinagio
de Fe?* com orto-fenantrolina desfaz complexos ferrosos, re-
gistrando o Fe?* total. J4 a determinagio com 2,2"-biquinolina
s6 determina Fe?* ndo complexado, descartando-se o Fe?* li-
gado 4 vitamina C e a outros compostos existentes no suco
como pectados, flavonéides, etc.

Outro aspecto analisado durante a estocagem foi o da in-
tensidade da cor amarela do suco de laranja pois sua modifi-
¢do poderia levar a problemas de aceitagdo do produto. De
um modo geral, o Fe?* acelerou a oxidagio dos carotendides
(pigmentos amarelos), efeito relacionado como o teor de Fe?*,
porém néo diretamente proporcional. A adigio de Fe?* com-
prometeu a aparéncia do suco adicionado na relagio molar
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Tabela 2 - Perdas de vitamina C e Fe2* (expressas em porcentagem) do suco de laranja nfio adicionado e adicionado de ferro
em vérias relagbes molares (amostras Ib a IVb) estocado sob refrigera¢éio a +5,0°C por 49 dias (item (a):perda total de vitamina
C + Fe?*; item (b):perda de vitamina C; item (c): perda de Fe?*; item (d):soma (b)+(c)).

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

(a), Suco com 2,90 6,70 7,70 11,5 38,5 40,4 4?23
Fe** 5:1 (IIb)

A (b) Suco sem 0,00 3,10 0,00 3,10 28,1 30,2 334
Fe?* (Ib)
© F&*  no 0,00 5,70 5,70 11,4 11,4 13,2 17,0
suco 5:1 (IIb)
(d) Soma b+c 0,00 3,40 0,60 3,90 26,5 28,5 31,7
(a). Suco com. 0,90 7,10 3,60 10,7 40,2 41,1 429
Fe?* 2:1 (Illb) ;

B (b) Suco sem 0,00 3,10 0,00 3,10 28,1 30,2 334
Fe?* (Ib)
(©) Fe** no 2,40 10,5 13,7 20,2 29,0 31,5 33,9
suco 2:1(IIIb)
(d) Soma b+c 4,80 4,50 2,70 6,40 27,4 29,5 324
(a). Suco com 0,00 2,40 1,60 9,70 37,1 39,5 42,7
Fe’* 1:1 (IVb)

C (b)Z Suco sem 0,00 3,10 0,00 3,10 28,1 30,2 334
Fe* (Ib)
(©) Fe** no 3,60 3,60 4,50 11,31 31,7 31,7 32,1
suco 1:1 (IVb)
(d) Soma b+c 1,10 3,30 1,40 5,70 29,2 30,7 33,0

Tabela 3 - Perdas de vitamina C e Fe?* (expressas em porcentagem) do suco de laranja ndo adicionado e adicionado de ferro
em vdrias relagbes molares (amostras Ic a IVc) estocado sob congelagéo a -18,0°C por 49 dias (item (a):perda total de vitamina
C + Fe2*; item (b): perda de vitamina C; item (c): perda de Fe2*; item (d):soma (b)+(c)).

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

(a). Suco com 2,90 2,90 2,90 3,80 279 32,7 35,6
Fe* 5:1 (Ilc)

A (b)2 Suco sem 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 22,9 25,0
Fe™* (Ic)
© Fé*  no 0,00 0,00 5,70 114 15,1 17,0 17,0
suco 5:1 (IIc)
(d) Soma btc 0,90 0,90 0,60 1,20 174 22,3 26,10
(a), Suco com 3,80 1,00 1,90 4,80 26,9 31,7 35,6
Fe?* 2:1 (IIIc)

B (b). Suco sem 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 229 25,0
Fe** (Ic)
«© Fe** no 2,40 4,30 7,20 13,7 16,1 20,2 24,20
suco 2:1(IIlc)
(d) Soma b+c 1,30 1,80 1,40 2,70 16,8 21,6 25,6
(a), Suco com 0,00 0,00 1,00 2,00 20,0 30,8 38,5
Fe?* 1:1 (IVc)

C (b) Suco sem 1,00 1,00 0,00 0,00 17,7 22,9 25,0

2+

Fe* (Ic)
(©) Fe* no 0,00 0,00 0,90 0,90 6,80 10,0 14,1
suco 1:1 (IVc)
(d) Soma b+c 0,70 0,70 0,30 0,30 14,3 18,8 23,1

1:1, especialmente na estocagem a temperatura ambiente. No
entanto, as amostras refrigeradas apresentaram uma modifica-
¢&o muito pequena na intensidade dos pigmentos e as amos-
tras congeladas ndo mudaram os valores iniciais dos pigmen-
tos durante os 49 dias de estocagem.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que a adigéo de sulfato ferroso ao suco

de laranja concentrado € vidvel, ndo causando modificagbes
marcantes do sabor e da cor do suco, especialmente até uma
relagdo molar de vitamina C:Fe?* de 2:1 e em estocagem re-
frigerada ou congelada pelo tempo 6timo de quatro semanas.
Nessas condigdes, sdo também preservadas a quase totalidade
das propriedades nutricionais do suco, como o teor de vitami-
na C e de Fe2*. Seria de grande importincia que a idéia dessa
pesquisa fosse aplicada pelos 6rgéos governamentais respon-
sdveis pela merenda escolar.
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