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I) Introducdo

De real importancia para o especialista em nutrigio é o conhecimen-

to da composi¢do quimica dos alimentos, do seu teor de principios neces-
sarios ao organismo do homem.

Tal conhecimento é indispensavel, por exemplo, para a organizacio
de regimes, feita com critério cientifico, e nio empirico; é imprescindivel,
também, para a correta tradugio dos dados de um inquérito alimentar em
térmos de principios nutritivos; ainda mais, conhecidos que sejam os ali-
mentos particularmente ricos em determinados principios indispensaveis
4 nossa nutrigdo, a éles poderemos recorrer de preferéncia e intensificar
o seu consumo por meio de campanhas de educagiio alimentar. Eis,
assimm, porque o conhecimento da composigio exata dos alimentos se re-
veste de tanta importancia pratica. ‘

No Brasil, entretanto, tal problema ainda jaz, em parte, sem solugio.
Na verdade, o conhecimento da composicio dos nossos alimentos é, ainda,
fragmentdrio e incompleto. Em relagdio a muitos déles podemos nos
valer dos dados constantes de excelentes tabelas estrangeiras, organizadas
ap6s ntumero suficiente de analises rigorosamente feitas. Mas, no to-
cante aos nossos alimentos regionais, que ndo figuram nessas tabelas (ou,
ainda que delas constém, ndo podemos afastar a possibilidade de variagbes
da composicio, por influéncia de diversos fatores), as dificuldades que

(*) Trabalho laureado com o prémio “Silve Melo”, de 1946, da Sociedade Paulista
de Medicina Social e do Trabalho.
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encontramos sao muito grandes.  fste ¢, mais particularmente, o cazo
dos nossos frutos, no que diz respeito, em especial, ao seu teor vitaminico,
pois sabemos (ue as técnicas de dosagem sdo em geral delicadas e reque-

rem, via de regra, prévia adaptag¢io ao material considerado, para me-
lhores resultados.

Tendo presentes as consideracoes atras expendidas, propusémo-nos o

estudar o teor de acido ascorbico do mamio, a fim de trazer nossa con-
tribui¢io experimental ao conhecimento da composicio dos nossos frutos.

1I) O mamdéo, sua composigdo.

O mamao é o fruto da Carica papaya, [.. 1753, familia das Carica-
ceas. Pode ser ingerido verde (neste caso, cozido, em doces, por exem-
plo), ou ap6s maturagio. KEsta ltima forma é a do consumo mais ge-
neralizado e, portanto, a ela nos vamos cingir.

Se bem que o nosso trabalho verse apenas sobre o teor de édcido as-
cérbico, acreditamos seja oportuno fazer breve referéncia & composigho
do mamio e ao seu teor nio s de vitamina C como também de outris
vitaminas.

Para isso, transcrevemos as referéncias (ue se seguem.

Mac Leod ¢ Taylor (1944) diao a seguinte composi¢io por 100 g:
Proteina — 0,699; Ca — 0,0189; Fe — 0,00032; Vit. A — 2,500 U. 1.;
Tiamina — 0,024 mg; Acido Ascorbico — 44 mg; Riboflavina — 0,081
mg; Calorias fornecidas — 43.

Segundo Bridges ¢ Mattice (1942) a composicio do mamio é a se-
guinte (adaptados os dados originais para a porgido de 100 g): Carbo-
hidratos — 5.75; Proteinas — 033: Gorduras — 0.5; Agua — 887; Ca-
lorias fornecidas -— 29,1. Quanto aos minerais e vitaminas os dados
déstes autores sio (mg em 100 g); Ca — 19; P-13; Fe — 0,25; Vit. A —-
2500 U. I.; Vit. By — 75 v; Riboflavina — 180 v: Vit. C — 45 mg.

Winton e Winton (1935) registram o resultado das analises feitas

por Pratt e Del Rosario, Adriano e Thompson. Transcrevemos, a seguir,
as percentagens médias obtidas por éste altimo autor:

Polpa em relagdo ao fruto — 71; so6lidos totais — 12,01 ; sélidos inso-
luveis — 2,00; proteina — 0,59; gordura — 0,10; acidos como 4acido ci-
trico — 0,15; agucares redutores — 8,99; sacarose — 0,54; fibras — 1,37;
cinzas — 0,61,

No que diz respeito ao teor em vitaminas, Fonseca Ribeiro (1942)
registra os seguintes valores (p. 100 g): Caroteno — 1.700 +v; Vit. By —
30 4 Vit. By — 70 7 Vit, € — 90 mg.

Em relagio a vitamina C, que ora nos interessa, organizamos, para
fins comparativos, a tabela abaixo (Tabela I), que reune os dados de al-
guns autores.
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e e e AAAA——eeeeereeePEP SO ——————————— e et ree——)
AUTOR Teor (mg p. 100 g)
I

Sherman e Lanford (1944) ........... 33 — 35
Cooper, Barber e Mitchell (1938) .............. 25 — 15
Eddy e Dalldorf (1941) .................... e 40
Hawley e Carden (1944) ................. 35 — 55
McLeod e Taylor (1344) ................ 44
Bridges e Mattice (1942) ................ RPN 45
Fonseca. Ribeiro (1942) ........... 20

(Tabela I)

Como vemos pelos dados atrds coligidos o mamio ¢ fruto rico em

varias vitaminas, destacando-se, mesmo, no que diz respeito as vitami-
nas A e C. ' )

Em relagio ao teor de vitamina C devemos registrar as grandes
discordancias existentes entre os varios autores, como se pode observar
na tabela atrds inserta e na qual vemos que os valores dado. oscilam
de 25 mg a 90 mg. Este fato, por si s, ja justificaria o trabalho a que
nos propusemos, visando estabelecer, de modo definido. a taxa medi
da vitamina C no mamio. E, ainda mais, mesmo que houvesse con-
cordancia dos resultados anteriores, o que ndo se dd. achamos que ndo
seria destituida de interesse a confirmac¢do dos mesmos em analises de
frutos locais, pois nio podemos encarar como inexistente a hipdtese de
variagbes regionais da composi¢io dos referidos frutos.

dassamos, agora, a fazer uma sinOpse critica dos principais mé-
todos de dosagem da vitamina C, para fundamentarmos as razdes da
escolha do método que usamos no presente trabalho.

111) Principais métodos de dosagem da vitamina C.

Mencionemos, de inicio, os métodos bioldgicos, hoje pouco usados,
pelas relativas dificuldades técnicas que apresentam. Emprega-se, como
animal de experiéncia, a cobaia, ¢ os testes podem ser profilaticos, cura-
tivos ou ainda testes especiais, de dificil execucito, como o da medida
da intensidade das modificaghes histologicas dos dentes.

Quanto aos métodos fisicos, destaquemos o espectroscOpico: da, este
método. resultados precisos, mas ¢ muito trabalhoso e requer a adigdo
de um estabilizador, ao material analisado, que evite a rapida oxidagio da
vitamina C.

Praticamente, hoje em dia, =0 sio empregados os métodos quimi-
cos, com vdrias modificagbes, mas baseados, em geral. nas propriedades
fortemente redutoras do acido ascorbico.

Dos métodos quimicos, baseados na capacidade redutora do acido
. . . ~ oy o :
ascorbico, os mais empregados sio os que utilizam o 2,6 — dicloro-
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fenol-indofenol. e sdo modificagdes da técnica original de Tillmans
(1927) (*) cujo nome, pelo seu trabalho de precursor, foi, com justiga,
ligado ao referido reativo.

A simples titulagem pelo reativo de Tillmans nio di, entretanto, via
de regra, resultados satisfatérios, quando s= trata da determinagio da
vitamina em presenca de outras substincias, em substratos de origem
vegetal ou animal. Entre as principais causas de érro que contribuem
para a imprecisio dos resultados, nas condi¢des supramencionadas, apon-
temos as seguintes:

a) — A vitamina C pode encontrar-se, na natureza, sob a forma
de uma provitamina, o acido dehidroascorbico, que é uma forma oxi-
dada. Geralmente existe, nos substratos animais ou vegetais, o &cido
ascOrbico juntamente com o acido dehidroascérbico. Uma forma pode
transformar-se na outra, mediante a reagdo reversivel, abaixo repre-
sentada:

0 i
¢ ¢
¢ — OH | > C=0
| o —2H | 0
¢ — OH + 2H c=20
| l <~ |
HO(IJH HO(;H
CH.OH CH,OH
acldo 1 — ascorbico 4cido dehidroascorbico

No organismo, a reagdo se processa no sentido da transformagio
do 4cido dehidroascérbico em 4acido ascorbico. Portanto, é indispensa-
vel que, na dosagem da vitamina C nos substratos naturais, seja tam-
hém computado o 4cido dehidroascorbico. Ora, éste, ao contririo do
dcido ascorbico, nio ¢é titulavel diretamente pelo 2,6 — dicloro-fenol-
indofenol, pois, tratando-se de uma forma oxidada, é destituido de agdo
redutora. E’ necessirio, portanto, um prévio processo de redugio do
acido dehidroascorbico que, em varias técnicas aconselhadas, se faz por
intermédio do H.,S. A nio observancia déste cuidado introduz possivel
causa de érro, “érro por omissiio que, em muitos casos, pode atingir até

100%"” (Leser, 1941).

Como exemplo dessa possivel causa de érro vamos referir o citado
por Fonseca Ribeiro (1942) no qual, em batatas analisadas, o 4cido de-
hidroascorbico se nio fosse computado junto com o dcido ascdrbico, in-
duziria a um falso resultado, por omissio, em relagio ao total dessas
duas substdncias, variavel, no caso citado, de 1989 a 62,5%. Vemos,

(*) Cit. p. Iﬁ)senberg (1942) .



FONSECA RIBEIRO E CARDOSO — DET. AC. ASCORBICO DO MAMAQ 175

portanto, a necessidade de, ao analisar uma determinada substincia, ve-
rificar, em prévias determinagSes, a existéncia do 4cido dehidroascérbico
e, caso isso se dé em quantidade significativa para os fins visados pelo
analista, € necessario que este introduza, na sua técnica de dosagem, a
fase da transformagio do acido dehidroascérbico em 4cido ascdrbico,
mediante, por exemplo, o tratamento pelo H.S.

b) — Outra causa de érro, por vezes bastante significativa, é a que
deriva do fato de, frequentemente, coexistirem com o acido ascoérbico,
nos substratos naturais, substancias indofenol-redutoras como, por exem-
plo, sulfatos, tiossulfatos, cisteina, glutation, compostos sulfidrilicos, com-
postos organicos e inorganicos ferrosos e férricos, acido reduatico e re-
dutona, etc., que interferem na reagdo, reduzindo o reativo de Tillmans,
como o faz o acido ascorbico.

E’ mister, portanto, a eliminagio désses interferentes, Tillmans-
redutores, caso presentes em quantidade significativa. As técnicas ini-
cialmente propostas com ésse objetivo, e que se baseavam na precipita-
¢do das substancias interferentes foram, com vantagem, substituidas pelo
processo de dupla dosagem das substincias redutoras, com a interme-
diaria destruigio enzimatica do dacido ascérbico.

A ascorbinase, fermento oxidante especifico para o &cido ascérbico,
descoberto por Szent-Gydrgyi, permitiu a Tauber e Kleiner (1935) esta-
belecer o processo de dosagem acima aludido, e ‘que hoje tende a se ge-
neralizar, como processo de rotina. Néle, faz-se uma primeira dosagem
global, destroi-se depois o acido ascorbico pela ascorbinase e, em se-
guida, procede-se a uma segunda dosagem, que evidenciard, apenas, as
substancias mterferentes, o que permitird, por diferenca com a pumelra
dosagem, estabelecer o teor de dcido ascdrbico real.

A técnica original de Tauber e Kleiner, com varias modificagoes. que
a aperfeigoaram, tem sido empregada em intmeros trabalthos, merecendo
registro, entre outras, as publicagdes nacionais de T.eser (1941): Pimen-
ta (1941); Ribeiro (1941); Ribeiro, Bonoldi e Ribeiro (1942); Ribeiro,
Bonoldi e Ribeiro (1942 a); Founseca Ribeiro e Bonoldi (1943): Bonoldi,
Ribeiro e Ribeiro (1944); Bonoldi (1945) e Cardoso (1945).

Para exemplificar o érro a que poderiamos ser conduzidos se nio
eliminissemos do cdmputo as substincias interferentes, referivemos os
dados de Cardoso (1945) que, dosando o acido ascorbico na urina. ve-
rificou que, em muitos casos, tais interferentes existiam em quantidade
maior que a do Aacido ascorbico real e, em alguns mesmo, a totalidade
das substincias Tillmans-redutoras era representada pelas substancias in-
terferentes e nio pelo 4cido ascorbico.

Em face dessas consideragoes, vemos a necessidade de, além dos

cuidados a serem tomados em rzla¢io ao dcido dehidroascOrbico, elimi-
narmos também as causas de érro devidas aos interferentes.

Na analise de qualquer substancia, deverd o analista, em prévias
determinagdes, assegurar-se da nfio cxisténcia de¢ interferentes em quan-



176 ARQ. FAC. HIG. S. PUB. UNIV. SAO PAULO, 1 (1) 1947

tidade significativa ou, caso contrario, langar mio das modificagOes
técnicas que permitem eliminar o érro a éles devido e que, como dissemos,
se corporificam na moderna técnica que utiliza a oxidase do 4cido as-
coOrbico.

A nio observancia dessas precaugoes motivou da parte de Leser
(1941) o seguinte comentdrio, com o qual concordamos integralmente:
“Niao resta diavida, pois, de que os valores até agora encontrados para
a vitamina C, nos alimentos, sdo sempre passiveis de critica, desde que
nio tenham sido observadas as precaugdes indicadas, capazes de eliminar
erros por excesso ou por falta”.

¢) — Outra causa de erros é a que decorre da instabilidade do 4cido
ascorbico diante de uma série de substancias existentes no substrato ve-
getal ou ainda diante do proprio oxigénio do ar.

A estabilizagdo do acido ascorbico, para fins de dosagem, tem, hoje,
no emprégo do acido metafosiérico a 3% o melhor recurso que se pode
desejar. Além de contribuir para a extragdo da vitamina, desde que 2
trituracdo facilite o acesso a célula vegetal, o acido metafosférico, na
percentagem referida, realiza uma concentragio de hidrogenides favo-
ravel 4 estabilidade da vitamina extraida. k

Por todas essas razdes ¢ que procuramos nos cercar dos maiores cui-
dados, adaptando a técnica citada ao caso particular do mamio, como
veremos a seguir. '

1V) Adaptagio da técnica de dosagem para o mamdo.

Pelas razdes atris expendidas, resolvemos, inicialmente, adotar, em
nosso trabalho, o método da dosagem da vitamina pela técnica modi-
ficada de Tauber e Kleiner.

Varios problemas técnicos tiveram de ser por n6s previamente re-
solvidos; déles salientamos, como principais, a obtengio de satisfatéria
eliminagdo dos pigmentos, os quais tornariam dificil a leitura do ponto de
viragem ¢ a questdo de saber se, no mamfo, existiam ou nfo, em quan-
tidade significativa, o acido dehidroascérbico e substancias interferentes
Tillmans-redutoras.

Passaremos, agora, a expor o que fizemos no sentido de resolver
ésses problemas.

a) Utilizacdo do alcool para eliminagdo dos pigmentos.

A filtragio em papel de filtro comum, numa das fases da técnica
usuxl de dosagem, deixa passar grande quantidade de pigmentos, que
conferem ao liquido filtrado coloragio amarelo-alaranjada. Isso mnio
impede a leitura do ponto de viragem da reacdo, mas torna, entretanto,
sua determinacido exata assas dificil.  Propusémo-nos entdo o problema
de afastar ésses pigmentos, sem que, entretanto, tal operag¢io interfe-
risse, de forma alguma, com o resultado das dosagens,
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Apbs varias tentativas, encontramos o que procuravamos no alcool
absoluto (comercial), o qual precipita as mucinas e outras substancias,
¢ estas vdo acarretar integralmente os pigmentos referidos, resultando,
por filtracio, um liquido limpido e incolor, e sem que essas operagdes
tivessem interferido, de qualquer forma, nos resultados da dosagem. Ta!
conclusio nos foi facultada pelas seguintes experiéncias:

) Experiéncias destinadas a verificar a influéncia da precipitacio
pelo &lcool no resultado da dosagem:

Inicialmente, procuramos verificar se, na téenica em que nio se pro-
cedia a reducdio com H,S, a precipitacio pelo 4dlcool modificava o re-
sultado da dosagem. Fizemos, entfio, as dererminacdes representadas na
Tabela IT.

Maméo | Amostra s/ HS | Caraote- s/ H.S Caracte-
n’ ‘ n.° [ g/ &lcool risticas ¢/ alcool risticas
1 60,9 M(*)==60,40 59,9 M = 60,48
I 2 599 61,4
1 L 599 o =045 599 G = 075
St 60,4 o I 598
! G . L
.5 609 31— o7 61,4 M- 12
6 384  M==23840 40,4 M == 39,58
7 383 | 39,4
2 8§ . 34 | =011 398 ¢ = 0,49
9 38,6 . 38,9
10 38,3 M — 03 39,4 M — 1.2
11 662 | M= 6652, 667 M = 66,86
12 67,2 I 68,0
3 13 66,7 6= 03| 662 6 = 0,60
l 14 662 - 66,7 -
15 66,3 M =06 66,7 i ™M= 09

(Tabela 1)

Incluimos, a seguir, a interpretacido estatistica dos dados desta série
(Tabela IT).

Verifica-se que as médias, quando o &lcool é utilizado, sdo ligei-
ramente superiores as correspondentes, quando tal reativo nio é usado.

) G
(*) Nesta, como nas cutras tabelas, M significa média; ¢, desvio padréo e ——
M

coeficiente de variabilidade relativa; os resultados das caracteristicas vém apre-
sentados com numero de decimals menor do que o empregado durante o célculo.
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Procurando estudar a significineia das diferengas entre as médias,
pelo emprego do test “t7, de Student, observa-se que nos mamoes ns.
1 ¢ 3 a diferenca nio ¢ significante ¢, no mamio, 2, o é no nivel 5%,
mas deixa de ser no nivel 1%.

Tal verificagio foi feita, entretanto, =0 para a técnica em que néo
s¢ usa o HoS. Importava repeti-la para a téenieca mais  completa, com
fase de reducao pelo Has.

Procedemos para isso a uma nova série de 15 determinagdes, cujos
resultados estio representados na tabela [T,

Mam8o |Amostra ¢/ H.S Caracte- i ¢/ H.S Caracte-
n.° n.° 8/ 4lcool risticas ¢/ alcool risticas
1 63,4 M = 63,08 59,8 M = 61,40
2 61,8 63,0
1 3 62,3 G == 0,94 60,9 o = 115
4 63,4 62,4
5 64,5 A 60,9 2z
, . = 15 ' M — 19
6 41,9 M= 4198 42,4 M = 41,76
7 42,4 42,5
2 o] 41,9 == (,21 10,5 ¢ = 0,84
9 41,8 . L41,0 -
10 41,9 M—o5 24| =20
1707 M-=70,16 €88 M 69,58
12 05 | | 70,8
3 13 69,7 6 == 0,41 : 70,7 ¢ = 1,01
14 ‘ 69,7 } 68,3
o ~
15 70,2 M 06 69, W15

(Tabela 11I)

Incluimos, a seguir, a interpretacio estatistica dos dados desta nova
série (Tabela III).

Ao contrario do resultado anterior observa-se aqui ligeira predomi-
nancia das médias, quando nio se utiliza o alcool.

A diferenga entre as médias nio ¢ significante no caso dos mamdes
2 ¢ 3, mas o ¢ no nivel de 5% e nio no nivel de 1%, no caso do mamio 1.

Do confronto déste resultado com o anterior é licito concluir que
o acaso deve ser o responsavel pelas ligeiras diferengas encontradas.

im consequéncia desta interpretagiio, convencémo-nos, de modo de-

finitivo, da legitimidade do emprégo do dlcool na técnica de dosagem, o
que entdo passamos a fazer sistematicamente.
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¢) Pesquisa do &cido dehidroascérbico.

J& nos referimos, no capitulo anterior, & necessidade de saber da
concomitante existéncia do dcido dehidroascérbico no substrato, junta-
mente com o acido ascorbico.

Para isso devemos langar mio, por exemplo, do processo da redugio
prévia com o H.S, para ulterior titulagio com o reativo de Tillmans.

ara evidenciar a existéncia, no mamdio, dessa provitamina e averi-
guar se isso sc dd em quantidade significativa do ponto de vista pratico,
procedemos da seguinte forma: X

Tomamos 40 amostras, 4 de cada mamio, ¢ fizemos a dosagem com-
parativa, usando as duas téenicas, respectivamente, sem HoS e com HoS.

As 4 amostras de cada mamio  correspondiam  as 4 partes em que
esquematicamente dividinmos o fruto e que designamos por partes a. b,
¢ ¢ d. (Para explicaciio désses simbolos ver pg. 185).

Desereveremos a seguir, rapidamente, a técnica usada.

No processo em que se nio usa o HuS, ox reativos necessarios ¢ i
téenica sd3o os que se encontram as pgs. 185-187 e, por isso, nos dispensa-
mos de meclui-los aqui. .

No que diz respeito & téenica que utiliza a fase de redugdo pelo
H.S, os reativos necessarios sdo os mesmos registrados as pgs. 185-187
acrescidos dos seguintes:

a) Solugio de NaxCOy a 13%;

h)  Gas sulfidrico;

¢) Gas carbdnico; P

d) Papel impregnado com acetato de chumbo.

Quanto a técnica propriamente dita, seguimos a que estd indicada as
pgs. 186-187 com a seguinte modificaciio: apds a adi¢io de dlcool e filtragio
(item 5), procede-se da seguinte maneira:

a) Transferem-se 10 ¢m?* para um tubo de ensaio e adiciona-se so-
lucio de carhonato de sédio a 13% até a obtengdo de pH 6, o que .gcra1~
mente se conseguie com 0,4 a 05 cm? dessa solugiio; esta neutralizagio
parcial ¢ realizada com o fim de evitar a formagio de enxofre coloidal
no seio da amostra tratada, o que ocorre no pH do acido metafosfo-
rico a 3%.

b) Depois de fortemente agitado o tubo, para o desprendimento
de CO,, procede-se & passagem de uma corrente de H,S pelo tempo
de 5 minutos; a scguir, coloca-se em banho-maria a 40° pelo prazo de
30 minutos, tendo-se o cuidado de tampona-lo por meio de um dedo de
borracha; eliminamos a seguir o H.S por uma corrente de CO,, até
reacio negativa do anido sulfureto com o papel de acetato de chumbo
umedecido, depois toma-se 1 cm® do liquido e titula-se pelo reativo de
Tillmans.

Os resultados das dosagens procedidas encontram-se consubstancia-
dos na tabela IV.
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Incluimos a seguir o estudo estatistico dos dados atrds mencionados.

Nota-se que os valores obtidos com

H,S sao constantemente su-

periores aos correspondentes sem H.S e que a variabilidade relativa, em
qualquer das porgles, apresenta-se mais ou menos constante, o seu valor

girando em torno de 25%.

Utilizando-se do teste ““t” para poér em prova a significincia das di-

ferengas entre médias com e sem H,S, em cada uma das partes, veriti-
ca-sc que as diferencas em todas elas sfo altamente significantes, como
mostra a tabela seguinte (Tabela V).

< Valor de significincia

B no nivel

@ (NGL = 9)

3 Média

s Diferenca t 5%, 19,

<

-

£ 8/H.S ¢/H.S (2,262) (3,250)

a 96,65 102,21 5,56 16,484 2,262 3,250

b 77,60 82,61 5,01 14,034 2,262 3,250

c 90,80 95,94 5,14 18,064 2,262 3,250

d 88,95 94,99 6,04 5,979 2,262 3,250
(Tabela V)

Relacao entre os resultados s/ H,S e ¢/ H,S.

Relacionando-se por quociente as médias ¢/ HeS ¢ as s/ Hy,S obtém-
se os resultados constantes da tabela abaixo (Tabela VI):

Porc¢éo

Média ¢/H.S / Média s/H.S

105,7
106,5
105,7
106,8
106,1

(Tabela VI)

fsses resultados indicam que as médias ¢/ HeS valem aproximada-
mente 6% a mais do que as s/ H,S,



182 ARQ. FAC. HIG. S. PUB. UNIV, SAO PAULO, 1 (1) 1947

Chegamos, assim, a conclusio de que o icido dehidroascérbico existe
¢m pequena proporgdo. Para o teor médio de 4cido ascérbico, de 88,50
mg (¥*), encontramos a média de 544 mg (**) de acido dehidroascérbico,
o que representa 6,1% da quantidade média de acido ascorbico e 58%
da quantidade média (93,94) de vitamina C, sob ambas as formas. DAai-
se aqui cousa muito diferenté de outros casos, como aquele que, atrds
transcrevemos de Fonseca Ribeiro em que o teor de 4cido dehidroascodr-
bico chega a sobrepujar o de acido ascorbico. Em conclusio, achamos
que, para os fins praticos, no caso do wmamio, torna-se dispensdvel pro-
ceder sistematicamente a dosagem do acido dehidroascérbico, visto como
a quantidade existente é muito pequena e, se a desprezarmos, nio co-
meteremos em média, erro superior a 6,1%. Entretanto, para termos
resultado mais exato, sem fazermos a redugdo com o HaS. devemos pro-
ceder a uma estimativa, e que, de acordo com as experiéncias que aca-
bamos de relatar consistird em acrescentar, ao valor encontrado para o
acido ascérbico, 6,1%, o que correspondera a quantidade provavel de
acido dehidroascorbico.

Baseados nas verificagbes feitas e segundo esta nossa interpretagio
dispensamo-nos de proceder, nas restantes amostras de mamio (112), a
relativamente trabalhosa redugio pelo HaS, visto como, do resultado
obtido, sem é&sce detalhe, e referentc apenas ao acido ascérbico podere-
mos, se o quizermos, inferir aproximadamente o total introduzindo a
corregio, atras aludida.

d) Verificacio das diferencas entre as médias dos valores com H,S
nas quatro partes, ;

Empregou-se para isso o test “F” para apreciar se, no conjunto,
as médias obtidas nas 4 partes eram significantemente diversas umas das
outras. O resultado fol o seguinte:

R Graus de
Origem da varia¢io| Vaior da variagéo liberdade VariAncia
Intraclasse. . | 20244,86863 36 562,3574
Interclasse . . | 2017,8347075 3 672,6115
Total . . | 22262,7033375 39

(Tabela VII)

Valor aproximado de F no nivel 5%: 29,

672,6115
F= — =119
562,3574

(*) Bste resultado € a média das 40 dosagens sem H,S; sendo a média das 40
dosagens com H,S igual a 9394, a quantidade média de 4cido dehidroascorbico vale,
como salientamos no texto (%), 544,
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O resultado obtido indica claramente que nio é significante a dife-
renga de médias tomadas no seu conjunto. Procurando analisar mais
detidamente as diferencas de médias empregou-se o test “t” para tddas
as seis comnbinag¢des das médias tomadas duas a duas. Os resultados fo-
ram os seguintes:

" Valor de significancia
| Dif. entre as

Combinagdo edias Valor det | somivel

L5% [ 1%
a—b>b 19,60 3,077 2,262 3,250
a—=e6 6,264 1,616 2,262 3,250
a—d 7,216 1,247 2,262 3,250
b—e¢ -—13,331 2,397 - 2,262 3,250
b—d —12,379 2,420 2,262 3,250
c—d 0,952 0,236 2,262 3,250

(Tabela VIIT)

Verifica-se claramente que apenas as diferengas em que entra a por-
¢ao b sio ligeiramente significantes, os seus valores superando os de “t”
no nivel 5%, mas sendo superados pelo de "t no nivel 19,

¢) Pesquisa de interferentes.

Para climinar a possibilidade da existéncia das substancias interfe-
rentes, Tillmans-redutoras, ja citadas, fizemos a dosagem global em 60
amostras, de 15 mamdes (4 de cada), destruindo, a seguir, o Acido as-
corbico, pela ascorbinase, ¢ procedendo, depois, a uma segunda dosa-
gem, que revelaria, apenas, os interferentes, caso presentes. A diferenca
entre os resultados da primeira e da segunda dosagens nos dard o teou
de acido ascérbico real. No caso do mamio, verificamos, por essa técni-
ca, a inexisténcia de substancias interferentes, ao contrario do que os au-
tores ji tém registrado para outros frutos, como, por exemplo, a uva,
o figo (Ribeiro, 1941), a manga (Pimenta, 1941), a banana (Leser, 1941),
etc. Como foi sistematicamente nulo o teor de substancias interferen-
tes nas 60 amostras de mamdio examinadas, tornou-se supérflua a ana-
lise estatistica.

Gragas a verificagio minuciosa que fizemos da inexisténcia dessas
substincias, dispensamo-nos de proceder, nas restantes amostras, (92), a
dupla dosagem com a fase intermediaria da ascorbinase.

Descreveremos, a seguir, o método usado na determinacio da vita-
mina C, com o auxilio da ascorhinase (ci. Ribeiro, Bonoldi e Ribeiro, 1942
a e Cardoso, 1945).

A ascorbinase, fermento especifico que destréi o 4cido ascorbico,

como o provaram Tauber e Kleiner (1935), pode ser preparada como
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se verd adiante, desde que tenhamos inicialmente & disposi¢io os se-
guintes reativos: 1) solugdo N de acetato de bario; 2) solugio N de
sulfato de sodio; 3) solugdo saturada de sulfato de amédnio; 4) tolueno.

Preparagdo da ascorbinase — Ralam-se 6 pepinos verdes e compri-
mem-se em flanela de algodio para extrair o caldo. Mede-se, em seguida,
em um calice graduado e, para cada 1000 cm® de caldo, juntam-se 40 cm?
de uma solugio de (CH3;COO), Ba M; agita-se muito Dem, deixa-se de-
cantar, retira-se o liquido sobrenadante, desprezando-se o precipitado,
mede-se novamente o volume e, para cada 1000 cm® juntam-se 100 cm?®
de uma solugio de (NH)2SO, saturada; deixa-se decantar e, ao li-
quido sobrenadante, junta-se sulfato de amodmnio, até a saturagfo, preci-
pitando desta maneira a ascorbinase; centrifuga-se, recolhe-se o preci-
pitado, que ¢ lavado com uma solugido saturada de sulfato de aménio,
centrifuga-se novamente e, ao precipitado suspenso em um pequeno vo-
lume de 4gua, junta-se uma gota de toluol e deixa-se dialisar em saco de
celofane, pelo espago de 24 hs.; o contefido do saco é filtrado e conser-
vado em geladeira. A ascorbinase assim preparada deve ter sua ativi-
dade enzimdtica determinada, procedendo-se a essa verificagio como

segue:
Em uma série de 6 tubos de ensdio coloca-se 1 cm® de uma solugio

de acido ascorbico previamente titulado com o reativo de Tillmans e
junta-se 1 cm® de solugdo tampio pH o.

O tubo n. 1 reservamos para testemunho, que nos permita calcular
a oxidagio espontanea. Nos demais tubos acrescentamos 0,2, 04, 0,6,
08 e 1 cm? respectivamente, de ascorbinase; em seguida colocamos
em banho-maria a 38° pelo espace de 15 minutos; apds ésse lapso de
tempo inibimos a a¢lo da ascorbinase com 2 cn® da solugio de dcido me-
tafosforico. Deduzimos do total a quantidade de é4cido ascérbico trans-
formado por oxidagio espontinea do primeiro tubo e teremos a (uanti-
dade de acido ascorbico oxidado pela agdo da ascorbinase em cada um dos
tubos, mediante titulagio pelo reativo de Tillmans.

Com ésses dados calcula-se a quantidade de ascorbinase necessiria
a cada dosagem.

Findo ésse trabalho preliminar, da preparac¢io da ascorbinase e ve-
rificagio de sua atividade, temos a disposi¢io o principal reativo para
se proceder a determinagio do acido ascodrbico no extrativo vegetal.
Além dos reativos ja citados a proposito quer da dosagem simples direta
(pgs. 185-186), quer da valorizagio do 4cido dehidroascorbico pela redu-
¢io com o HsS (pg. 179), faz-se necessirio mais o seguinte:

Solugdo tampio aceto-acética 0,2 N, pH 6.

Técnica de dosagem:
A sequéncia de operagdes pode ser assim estabelecida:

1) 1 cm? da amostra extrativa em acido metafosforico a 3% e ji
tratada pelo dlcool (fase 5 da téenica geral, pgs. 186-187) ¢ transferido para
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um tubo de ensaio e parcialmente neutralizado com carbonato de sédio
a 13% (cerca de 0,5 ¢cm?);

2) Coloca-se, a seguir, 1 cm? de tampao aceto-acético 0,2 N, a pH 6;

3) Junta-se a solugfo de ascorbinase em quantidade apropriada, e
de conformidade com a sua atividade;

4) Leva-se o conjunto ao banho-maria a 38° C., pelo espago d=
30 minutos;

5) Verifica-se o consumo de Tillmans, pelo qual sfo responsdvels
as substancias Tillmans-redutoras que existem no meio,

f) Pesquisa da igualdade ou desigualdade da distribuicio do acido
ascérbico nas diferentes partes do fruto.

E’ sabido que, em muitos frutos, o dcido ascérbico se distribui muito
desigualnente, nas diferentes partes, como, por exemplo, ja foi demons-
trado para a laranja-lima (Ribeiro, Bonoldi e Ribeiro, 1942). Afim de
verificar, para o maméfo, se fato semelhante se dava, procedemos da se-
guinte forma:

De cada mamio retirdvamos uma talhada longitudinal, do pedinculo
& ponta. Isso feito, descascivamos cuidadosamentt essa talhada e re-
tirdvamos as sementes. A seguir, dividiamo-la em duas por uma sec-
¢do longitudinal, a meia distincia entre a superficie correspondente 3 cas-
ca (externa) e a superficie correspondente as sementes (interna). Depois,
por uma sec¢io mediana transversal, dividiamos cada uma das duas por-
¢Oes (externa e interna) em duas outras, uma proximal, junto ao pe-
dinculo e outra distal, junto a ponta. Resultavam, assim, 4 porgdes,
que designamos por letras, segundo o esquema que se segue.

LETRA PORCAO
a distal Interna
b distal externa
¢ proximal interna
d proximal externa

(Tabela 1IX)

De cada uma dessas porc¢bes era retirada uma amostra, que era
. < sy i , . .
submetida a andlise, pela téenica que descreveremos a seguir.

V) Dosagem; reativos necessarios, técnica (V. Ribeiro, Bonoldi ¢
Ribeiro, 1942 a e Cardoso, 1945).

a) Reativos necessarios.
1) Solugio de acido metafosférico a 3%
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2) Solugao de KIOjz 0,0IN; esta solugdio, sendo guardada em lugar
fresco ndo se altera;

3) Solugic de SOH: a 14;
4) Solugio de amido a 1%;

5) Solugio de acido ascorbico, para titulagem do reativo de Till-
mans. Ista soluglo deve ser preparada no momento do uso, contendo
aproximadamente 50 mg % de acido ascorbico, cujo conteddo exato sera
determinado pela solugio de KIO; 0,0IN, conforme técnica de Pimenta
(1939). Para isto, colocam-se em um frasco de Erlenmeyer, de 100 cm?
de capacidade, 50 cm® de agua distilada, 0,5 ¢ de IK isento de iodato.
1 cm® da solugdo de SO4Ha e, com rigor, 1 c¢m? da solugio de KIO,
0,01 N; de uma microbureta contendo a solu¢io de acido ascdrbico re-
centemente preparada, conforme foi dito acima, verte-se vagarosamente
¢ com agitagio constante, no Erlenmeyer, até que a coloragio amareia
do iodo se torna quase imperceptivel; junta-se, entdo, 1 cm?® da solugio
de amido, espera-se o desenvolvimento total da coloragio azul e continua-
se vertendo da microbureta a solugdo de acido ascorbico, porém, desta
vez, gota a gota, tendo-se o especial cuidado de agitar fortemente entre
uma e outra gota, até que a coloracio desaparcga totalmente. A quanti-
dade de acido ascorbico contida por e¢m?® da soluc¢do, obtem-se dividindo
0,880 pelo nimero de ecm?® da solugio de acido ascérbico gasto na titulagem.

6) Reativo de Tillmand. Pesam-se 200 mg de 2-6 dicloro-fenol-indo-
fenol e junta-se 1 litro de agua distilada aquecida a cerca de 70° C; agita-~
se muito bem até a completa dissolucio do sal, filtra-se em papel de filtro
analitico, junta-se cerca de 0,5 g de NaHCO,. que age como conservador,
garantindo pelo espago de 20 a 30 dias o titulo do reativo, quando guar-
dado em geladeira e em vidro escuro. A titulagem se procede contra uma
solugiio de dcido ascdrbico previamente titulado pelo iodato, vertendo-sc
de uma microbureta a solugio de Tillmans em um Irlenmeyer contends
I cm?® da solugio de acido ascorbico e 2 cm?® da solugio de 4acido metafos-
férico até o aparecimento de uma leve coloracio rdsea, que deverd persis-
tir, pelo menos, por 5 minutos. O titulo do reativo de Tillmans obten:-
se pela aplicagio da férmula: T = »11—:40“0“74 em que T = titulo do
reativo de Tillmans, ou seja n. de myg de acido ‘ascorbico oxidavel por 1 cm?
do reativo; A = mg de acido ascOrbico presentes em 1 cm? da solugio;
n = n. de ecm?® gastos na titulagem; 007 = quantidade de reativo de
Tillmans necessario para uma viragem nitida para uma prova em branco;

7)  Alcool etilico (98-999),

h) Técnica de dosagem. *

1) Cada talhada de um mamao ¢ dividida em 4 partes (a, b, ¢ e d),
como ja foi explicado;

2) Trituram-se, a seguir, separadamente, as diversas porgdes, em gral
de porcelana;
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3) Pesam-se, de cada uma delas, 10 g da substancia, em um “heaker”

_4) Juntam-se, a cada uma das 4 amostras, 20 cm® da solugio de
acido metafosforico a 3% e deixa-se em contacto durante 30 minutos;

5) Juntam-se, a seguir, a cada amostra, 20 cm?® de dlcool (98-99°) ¢
filtra-se;

6) Coloca-se num Erlenmeyer de 50 em® 1 em? do filtrado e titula-se
pelo reativo de Tillmans.

VI) Apresentagdo conjunta dos dados das analises.

Reunimos no quadro que se scgue (Tabela X) os resultados da and-
lise de 38 mamdes (incluindo os 10 j4 mencionados) cada um déles tendo
fornecido 4 amostras, correspondendo as 4 partes do fruto (conforme
vimos atrds), num total de 152 dosagens (Tabela VI).

Amostra PORG Ao
n.O T - T
a b ¢ d
1 137,56 865 | 130,0 129,5
2 90,5 70,0 85,0 71 ,5
3 102,0 100,0 | 83,5 92,5
4 1415 100,0 ' 113,5 120,5
5 95,0 53,0 71,5 46,0
6 83,0 58,0 : 92 0 80,0
7 60 0 61,0 61 0 63,0
8 [ .3,5 70 0 77, 5 86,0
9 85,5 17,5 91,0 91 0
10 100. 0 100,0 ¢ 102,5 ]1() 0
11 105,6 59,5 80,2 i 542
12 50,4 44,2 57 6 ; 51,8
13 36,0 33,1 31, 2 374
14 31,7 370 33,1 48,0
15 93,1 59,0 76,3 62, 4
16 1714 101,2 185,3 182 4
17 53,3 37,4 48,5 5< 8
18 58,6 59,56 60,5 54 2
19 91,2 91,2 96,0 109 0
20 104 6 73,9 71,5 58, 6
21 72,5 52,8 86,9 59,5
22 45,8 53,8 54,7 87 4
23 ) 49,0 62,2 42,2 56,3
24 82,2 57,6 55,7 2o 9
25 57,6 57,b 33,1 31 6 .
26 38,9 33,6 59,0 64, 8 '
27 45,6 50,4 62,2 103 2
28 20,0 19,2 288 24,0
29 49,0 52,8 53,8 .>6 6
30 53,3 4h,1 76,8 ()2 4
31 62,5 64,4 71, 7 73,7
32 115,0 69,6 98,6 62,0
33 88,2 93,6 89,9 87,9
34 58,2 56,0 68,1 59,14
35 66,8 46,1 66,7 58,9
36 60,0 52,7 74,7 38,6
37 90,7 74,6 92.9 . 58 8
38 83 7 71,0 91,3 86 2
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As caracteristicas estatisticas constam do quadro seguinte:

|
Porgdo i M G /M
a 75,82 31,71 41,89,
b 62,79 20,06 31,99,
c 75,14 29,02 38,6 9/,
d 70,03 30,83 | 4359,
atbtctd 71,17 2876 | 40,49,
i

(Tabela XI)

Sio bastante {frizantes as diferencas désses resultados em relagio aos
das 10 observac¢des utilizadas para a verificagio do efeito do HsS. Tédas
a¢ médias sofrem uma acentuada 1educgido e as variabilidades um sensivel
aumento. O aspecto conjunto ndo se modifica, entretanto, intensamente;
a4 menor média continua a pertencer & porg¢do b, a maior 2 porcio a, que
continua a exceder ligeiramente as das porgbes c e d.

A explicagio das diferengas dos resultados dos dois grupos de ma-
moes, tomados separadamente, diferengas estatisticamente apuradas, reside
no fato de que, nos 10 primeiros mamdes o grau de matura¢io nfo cra
tio avancado quanto nos 28 restantes. De um modo geral, nos frutos
muito maduros, o teor de vitamina C é menor do que naqueles de matu-
ridade menos adiantada. Como, na pratica, todos éles sio igualmente
consumidos, acreditamos que para o nosso trabalho seria util analisarmos
frutos em ambas as condi¢Bes e foi o que o fizemos.

Procedendo-se de forma aniloga i empregada no estudo das diferen-
cas entre médias com H,S obtiveram-se para o test “F” os resultados
seguintes:

; |
Origem da | Valor da Graus de Varianei
variacfo variacéo liberdade riancia
Intra-classe 121614,19 | 148 821,72
Inter-classe 4090,08 3 . 1363,36
Total 125704,27 151

(Tabela XI11)

1363,36
= = 1,66
821,76

Valor aproximado de T no nivel 5%: 2,7.

Foram oltidos, para o test “t” os seguintes resultados:
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- Diferenca Valor de sig-
Combinacfio entre as Valor de t nificancia
' médias ao nivel de
5% 1%

a—D>b 13,0289 4,13 2,02 2,71

a—¢ 0,6816 0,30 . .,

a—d 4,8868 1,24 ., .
‘b—c -12,3474 3,53 ., .,

b—d -8,1421 2,37 . .

c—d -4,2053 1,50 . .

|

(Tabela XIIT)

As conclusdes, aqui, sfio aproximadamente iguais as do caso com H,S,
isto ¢, as médias, tomadas no seu conjunto, ndo apresentam difercngas sig-
nificantes; apenas as diferencgas em que entra a por¢io b sio significantes,
as combinacdes de b com a e de b com ¢ o sendo mesmo no nivel de 1%.

Como vimos pela andlise estatistica, a média global assume o valor
de 71,17 mg p. 100 g o que mostra a grande riqueza do mamdio em acido
ascorbico, o que ainda se torna mais evidente, se compararmos com o
teor de outros frutos. Na verdade, langando mio dos dados registrados
por Fonseca Ribeiro (1942) para o teor de vitamina C de véarios frutos
vemos que o mamdio, atribuindo-sc-lhe a taxa por nods encontrada, ocupa
o primazia; assim, temos: (Tabela X1IV)

Teor em Vit. C
(mg p. 100 g)

Mamio . . coiieiiinannn, et PP 71,17
MOTANZO . o ottt te et e e e 58
Taranja (em geral) ...ttt 50
“Grepe-fruit” o L o e 44
Limio (em geral) . ... i 30
Manga . . it i i et 30
ADACAXT & L e e e 28
Tangerina . . L e i .28
Meiancia . . ..ottt e 19
ADacate . . oo e e e i e - 16
Meldao . ..o i et 10
DANATNA © . ettt it ittt ettt 10
Figo (Iresco) . i i i i . 8
D Essego . . i it Ceieeaae 7
MaGa & o et - 6
AEIXA o . i e e e 5
L R 3
UV o o e e e e 3

(Tabela XIV)
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Da consideracio do teor de 4dcido ascérbico que encontramos no ma-
mio e da posigiio désse fruto, nesse particular, em relagio aos outros (como
vimos na tabela XIV), tendo-se em vista o seu prego moédico, seu agradavel
paladar, sua abundancia durante praticamente todas as esta¢Bes do ano, ¢
licito concluir que o seu consumo deve ser incrementado, por todas as
formas.

VTI) Conclusdes:

1) O mamio, fruto da Carica papaya, .. 1753, em estado de matura-
¢iio, é rico em 4cido ascorbico, sendo o seu teor médio 71,17 mg p. 100
¢ de truto.

2) O 4cido dehidroascérbico encontra-se em pequena quantidade, es-
timavel em 6,1% do teor de acido ascorbico.

3) Adotada a estimativa de 6,1% de écido dehidroascorbico, pode-
se estimar o teor médio total da vitamina C do mamao (dcido ascorbico -
acido dehidroascorbico) em 75,51 mg p. 100 g do fruto.

4) Nio existem no mamio substincias Tillmans-redutoras interic-
rentes, o que dispensa a dosagem dupla diferencial, com destruigio inter-
mediaria do dcido ascérbico, pela ascorbinase.

5) No seu conjunto, nio existem diferengas estatisticamente signifi-
cativas no teor de acido ascorbico nas diferentes partes do fruts, sendo,
entretanto, digna de registro, a menor quantidade encontrada na porgio
distal externa do fruto.

6) Deve-se incrementar, em nossa populagiio, o consumo do mamao,
como excelente fonte, que &, de vitamina C.

SUMARIO

Os A. A. estudaram o teor de acido ascérbico do mamio (Carica pa-
paya, L. 1753) e sua distribuicdo em 4 porgdes diferentes do fruto: a) por-
¢io distal interna; b) porcio distal externa; c¢) por¢do proximal interna;
d) porgio proximal externa. Trabalhando com 38 amostras diferentes de
frutos maduros e dosando o acido ascoérbico nas quatro partes de cada
amostra verificaram: :

1) O teor médio de 4cido ascérbico no fruto integral é de 71,17 mg
por 100 g; ' :

2) O teor de acido dehidroascorbico representa 6,1% do valor do
acido ascorbico;

3) A soma de acido ascorbico e acido dehidroascoérbico fornece a ci-
fra de 75,51 mg de vitamina C para 100 g de fruto integral;

4) Nio existem diferencas estatisticamente significativas no teor de
vitamina C nas quatro diferentes porgdes examinadas, embora
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haja tendéncia para ligeira diminui¢io na porclo distal externa
do fruto;

5) Naio existem, praticamente, substincias estranhas Tillmans-redu-
toras no mamio, o que dispensa a dosagem dupla diferencial, com
destruicio intermediaria do adcido ascorbico. pela arcorbinase.

SUMMARY

The authors studied the contents of ascorbic acid in the papaw (Ca-
rica papaya L. 1753), and its distribution in four different portions of
the fruit: a) the distal internal; D) the distal external; ¢) the proximal
internal; d) and the proximal external portion.

Working with 38 different samples of ripe fruits and dosing the ascor-
bic acid contents in the four portions of each sample, they found the follo-
wing results: 1) The average contents of ascorbic acid in the whole fruit
is 71,17 mg per 100 g; 2) The contents of dehydroascorbic acid represent
6,1% of the value of ascorbic acid: 3) Summing the ascorbic and dehydroas-
corbic acids they obtained the following figure: 75,51 mg of vitamin C for
100 g of the whole fruit; 4) There are no statistically significant diffe-
rences in the amount of vitamin C in the four different portions examined,
although there is a slight tendency for less in the distal external portion
of the fruit; 5) There is practically no foreign Tillmans-reducing matter in
the papaw, dispensing the double differential dosage, with the intermediate
destruction of ascorbic acid by the ascorbic acid oxidase.
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