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NOVA TECNICA PARA A DETERMINACAO COLORIMETRICA DE
+-TOCOFEROL (#)

A NEW TECHNIQUE FOR THE COLORIMETRIC DETERMINATION OF
#-TOCOPHEROL

WALDOMIRO PREGNOLATTO (b)
IONE I. GOMES (b)

SUMMARY

The authors describe a new technique for the slubilization of the color of
the complex g-g'-dipyridil-Fe Il in the defermination of g-tocopherol,

EDTA is used for complexing the excess of the ions Fe IH used in the

reaction.

The data are reproductible and the color is steady, which makes the process

very sensible.

INTRODUCAC

A principal dificuldade na reagio de
EMMERTE & ENGELL que é a ins-
takilidade da c¢6r produzida, foi elimi-
nada com o use ¢o EDDTA para comple-
xar o excesso de ions de Fe ITI, presen-
tes na reagio.

A reagio de Emmerie-Engel consiste
essencialmente na dosagem dos ions de
Fe II, que se formam na redugio de
Fe II1 pels vitamina .

Existem infimeras técnicas para a do-
sagem de vitamina E, segundo esta rea-
cio, mas nenhuma delas consegue esta-
bilizar quantitativamente o complexo
formado, devido principalmente ao ex-
cesso de ions de Fe III que continuam
em solucio. Estes, além de serem ra-
pidamente reduzidos fotoquimicamente,
o que reguer cuidados especiais, a fim
de se excluir qualquer interferéncia da
lug, ainda impedem acertar-se o 100% de
transmitincia do aparelho com o branco,
devendo éste acérto ser feito com etanol.

TSEN 2, mais recentemente, recomen-
da complexar-se ¢ excesso de Fe IH com
dcido fosférico, o que, todavia, ndo esta-
biliza a c6r do complexo, nio oierecendo,
portanto, gualguer vantagem.

A téenica aqui descrita utiliza o EDTA
{sal dissddico do 4cido etilencdiamine
tetracético) para complexar o excesso de
ions de Fe III. Nas condigies por nés
recomendadas, obtém-se estabilidade da
cdr, resultados reproduziveis e, o que €
mais Iimportante, pode-se wusar, como
branco, a mistura dos reagentes, tornan-
do o método sobremodo sensivel,

Conhece-se hoje uma série enorme de
substincias orgdnicas capazes de formar
complexos coloridos com ions de Fe I,
como por exemple a 2,4, 6-tripiridil-s-
-tiazina®, 4,7-difenil-1,10-fenantrolinal,
1,10-fenantrolinat, 2,2’ 2" terpiridinat,
éter monometilico do o-nitrosoresorcinol®,
t6das elas tio ou mais sensiveis e espe-
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cificas que a o-a-dipiridila. Emprega-
mos, todavia, esta aliima, por ser mais
tacil sua obtengio entre nds, como tam~
hém por seus resultados satisfatérios.

MATERIAL E METODOS

A determinacio coloriméirica do toco-
ferol requer sua extracio prévia dos ma-
teriais geordurosos ou dos medicamentos
que os contém, para eliminacic de subs-
tincias infterferentes. Descrevemos, ni-
cialmente, os métodos para essa extragio
e, em seguida, a técnica da reacdo.

a) Extracio de vitamina K em altas
concentracdes

Eeagentes:

Hidréxmido de potassio (em pas-
tilhas}

Acido cloridrico concentrado
Pirogalel

fiter etilico (isento de perdxi-
dos)

Suifato de s6dio anidro

Alcool etilico

Procedimento — Adicionar 4 mis-
tura, contendo aproximadamente 200 mg
de acetato de tocofercl, num frasco de
fundo redondo, esmerilhado, 50 cm? de
etanol. Deixar refluxar pelo menos por
um minuto. Enquanto a solugio esta fer-
vendo, juntar, através do condensador,
1g de KO em pastithas {1 pastitha de
cada véz, com cuidado para nfo haver su-
peraguecimento). Deixar refluxar por 20
minutos. Ainda gquente, juntar 2cm® de
HCI concentrado, gota a g6ta {ou fazer
a saponificacio em presenga de 100mg
de pirogalol, sem o emprégo de HCI,
depois). Deixar esiriar, transferir a so-
lugo para um funil de separagio de
500 cm?, lavando o frasco em 100 cm? de
éter de petrdlec e 100 cm?® de 4dgua. Agi-
tar bem e deixar em repouso até que as
camadas se separem. Recolher a cama-
da etérica e lavar a camada aquosa com
mais de 2 porgbes de S0em® de éter.
Reunir os extratos etéricos. Lavar a so-
lugio etérica com 4 porgdes de 100 cm?
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de dgua. Adicionar & solugio Nap 504
anidro para eliminar alguma agua res-
tante, Evaporar o éter de petrdlec em
hanho-maria, sob fluxo de nitrogénio, até
aproximadamente 8 cm?®.  Depois, evapo-
rar o restante do éter de petrdleo sem
aquecimento, sob {fluxo de nitrogénio.
Digsolver o residuo em dlcool e transfe-
rir a solugdo alcodlica para um balio
volumétrico, de modo a ter uma sclugio
de aproximadamente 30ug/cm?® de vita-
mina E. Determinar, espectrofotometri-
camente, a concentracio da vitamina E,
nesta solugio, segundo a téenica descrita,

k) Extragio de vitamina E em peque-
nas concentragdes

Reagentes-

Solugic de KOH ({dissolver 5g
de KO em 5cm? de 4gua
Asstilada)

Solucio de H:S50, (Dissolver
5g de HeSO, concentrado em
15em® de dgua destilada)

fter de petréleo {isento de pe-
roxidos)

Procedimento — Transferir para
um tubo de saponifica¢io 10 ¢m® de uma
solugfo etandlica da amostra a analisar.
Esta solugdo deve conter pelo menos
60 ug de a-tocoferol ou de seu éster, e nao
mais que 60mg de gordura, Adicionar
uma pércla de vidre e imergir o fundoe
do tubo num banho de agua quente. Di-
rigir uma corrente de ar para a parte st-
perior externa do tube, que funcionard
como condensador. Ferver pelo menos
por um minnto e, entdo, ainda fervendo,
adicionar 0,lcm? da solugio de KOH.
Colocar um tampio de algodio no tubo
e continuar refluxande por 30 minutes.
Engquanto a solugio ainda estd fervendo,
remover o tampio de algodio e adicio-
nar 0,2 ecm?® da soluglio de HaS50, Dei-
xar esfriar 4 temperatura ambiente, adi-
cionar exatamente 12 cm?® de éter de pe-
tréleo e 10 cm?® de dgua destilada. Tam-
par e agitar vigorosamente., Retirar uma
aliquota rigorosamente medida da cama-
da de éter de petrdlec para um tubo de
espectrofotbmetro.  Evaporar a4 secura,
em corrente de nitrogénio.
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Reagdo colorimétrica

c)
Reagentes:
Etanol absoluto purificado (O

produto comercial é destilado
sbhre MnO, e NaOH)

Solugdo de cloréto de Fe IIl a
0,25% em stanol, recentemen-
te proparada

Solugia de a-o'-dipiridila a 0,6%
em etanol

Solugio aguosa de EDTA
(3,5 mg/em?)

Solugio-padrio de a-tocoferol —-
Dissolver aproximadamente
50 mg de a-tocolerol em 50 cm?®
de etanol absoluto. Transferir
I em® desta solugio para um
balio velumétrico de 50 cm®
de capacidade ¢ completar o
volyme com etanel, IHsta so-
lugdo final contém ao redor
de 20 ug de g-tocoferol por cm?.

Construgdo de curve padrdo —
1} Pipetar para tuhos de colorimetro vo
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0.4 4

0,3

-

ABSQRBANCIA

0,2 -

lumes tais da coluglo de a-tocoferol de
forma a ter, em cada tubo, aproximada-
mente de 20 a 120mg de e-tocoferol,
em incrementos crescentes de 20 wg.
2y Adicionar a cada tubo 1em® da solu-
¢io de g-o'-dipiridila e um volame tal de
etancl gue some 7 ml com o velume da
solugio padrio de a-tocoferol. Proteger
os tubos da luz e adicionar a cada um
Lem® da solugio de cloréto de Fe ITL
3) Esperar Zm e 30s e [&r no espectrofo-
témetro, utilizando o comprimento de
onda de 320 mp. Acertar o 1009% de
transmitédncia do aparetho com o “bran-
co” (mistura dos reagentes, menos a vi-
tamina E).

Nota: B importante que os reagentes
sejaln rigorosamente adicionados na or-
dem indicada; os tempos recomendados
devem ser obedecidos e a solugko de
cloréto de Fe I1I deve ser preparada no
momento do wuso, sendo desprezada a
seguir,

A figura representa o grafico de absor-
¢8o por nds obtido,

20 490

/ug DE

Curva padrao parsz deferminacio colorimétrica
520 my, cubg de

do g-tocoferol.
19 mm (14-302 B)

] T ]
8C BO Tele) 120

VITAMINA E

Espectrofotémetro Colleman Jr.,
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Téenica

Dissolver o residuo em 2 cm® de eta-
not e proceder como na construgio da
curva padriio, a partir do item 2.

CONCLUSSES

Usando a téenica acima proposta, con-
seguimos resultados reproduziveis.

E evitada a conversio fotoquimica dos
tons de Fe III a Fe metdlico (o maior
inconveniente do uso da a-o’-dipiridila).

Com esta técnica, temos determinado o
teor de vitamina E existente em medi-
camentos, alimentos vegetais e racdes
para animais.

Em provas de recupera¢io por nés fei-
tas, sempre encontramos o teor de vita-
mina E adicionado.

RESUMO

E descrita uma nova técnica para esta-
bilizar a ¢br produzida por a-a'-dipiridila
e ion de Fe II, na determinagio de
a-tocoferol, usando para isto o EDTA

G4

como complexante do excesso de ions de
Fe III usados na reagio. Os resultados
sdo reproduziveis ¢ a cbr € estivel, tor-
nando a reagdo mais sensivel
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