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SUMMARY

The authors describe a new technique for lhe stuhílization of the color of
the complex ct-ct' -dipyridil-Fe II in the determination of a-tocopheroI.

EDTA is used for complexing the excess of the ions Fe lU used in the
reaction.

The data are reproductible and the color is stcadv, which makes the process
very sensible.

INTRODUÇÃO

A principal dificuldade na reação de
EMMERIE 8.: ENGEU, que é a ins-
tabilidade da côr produzida, foi elimi-
nada com o uso do' EDT A para comple-
xar o excesso de ions de Fe III,presen-
tes na reação.

A reação de Emmerie-Engel consiste
essencialmente na dosagem dos ions de
Fe lI, que se formam na redução de
Fe III pela vitamina E.

Existem inúmeras técnicas para a do-
sagem de vitamina E, segundo esta rea-
ção, mas nenhuma delas consegue esta-
bilizar quantitativamente o complexo
formado, devido principalmente ao ex-
cesso de ions de Fe III que continuam
em solução. Êstes, além de serem rà-
pidamente reduzidos fotoquimicamente,
o que requer cuidados especiais, a fim
de se excluir qualquer interferência da
luz, ainda impedem acertar-se o 100% de
transmitância do aparelho com o branco,
devendo êste acêrto ser feito com etanol.

TSEN 2, mais recentemente, recomen-
da cornplexar-se o excesso de Fe III com
ácido fosfórico, o que, todavia, não esta-
biliza a cór do complexo, não oferecendo,
portanto, qualquer vantagem.

A técnica aqui descrita utiliza o EDT A
(sal dissódico do ácido etilenodiamino
tetracético) para complexar o excesso de
ions de Fe IIL Nas condições por nós
recomendadas, obtêm-se estabilidade da
cór, resultados reproduziveis e, o que é
mais importante, pode-se usar, como
branco, a mistura dos reagentes, tornan-
do o método sobremodo sensível.

Conhece-se hoje uma série enorme de
substâncias orgânicas capazes de formar
complexos coloridos com ions de Fe lI,
como por exemplo a 2, 4, 6-tripiridil-s-
-t ia z in a ", 4,7-difenil-l,lO-fenantrolinal,
Ll G-fenantrolina+, 2,2',2"- terpiridina",
éter monometílico do o-nitrosoresorcinol'',
tôdas elas tão ou mais sensíveis e espe-
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cíficas que a IX-IX' -dipiridila. Emprega-
mos, todavia, esta última, por ser mais
fácil sua obtenção entre nós, como tarn-
hém por seus resultados satisfatórios.

MATERIAL E MÉTODOS

A determinação colorimétrica do toco-
ferol requer sua extração prévia dos ma-
teriais gordurosos ou dos medicamentos
que os contêm, para eliminação de subs-
tâncias interferentes, Descrevemos, ini-
cialmente, os métodos para essa extração
e, em seguida, a técnica da reação.

a) Extração de vitamina E em altas
concentrações

Reagentes:

Hidróxido de potássio (em pas-
tilhas)

Ácido clorídrico concentrado

Pirogalol

Éter etilico (isento de peróxi-
dos)

Sulfato de sódio anidro

Álcool ctílico

Procedimento - Adicionar àrnis-
tura, contendo aproximadamente 200 mg
de acetato de tocoferol, num frasco de
fundo redondo, esmerilhado, 50 em" de
etanol. Deixar refluxar pelo menos por
um minuto. Enquanto a solução está fer-
vendo, juntar, através do condensador,
1 g de KOH em pastilhas (1 pastilha de
cada vêz, com cuidado para não haver su-
peraquecimento). Deixar refluxar por 20
minutos. Ainda quente, juntar 2 em" de
HCl concentrado, gôta a gôta (ou fazer
a saponificação em presença de 100 mg
de pirogalol, sem o emprêgo de HCl,
depois). Deixar esfriar, transferir a so-
lução para um funil de separação de
500 em", lavando o frasco em 100 em" de
éter de petróleo e 100 em" de água. 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 porções de 50 em" de éter.
Reunir os extratos etéricos. Lavar a so-
lução etérica com 4 porções de 100 em"
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de água. Adicionar à solução N a2 S04
anidro para eliminar alguma água res-
tante. Evaporar o éter de petróleo em
hanho-maria, sob fi uxo de nitrogênio, até
aproximadamente 8 em". Depois, evapo-
rar o restante do éter de petróleo sem
aquecimento, sob fluxo de nitrogênio.
Dissolver o resíduo em álcool e transfe-
rir a solução alcoólica para um balão
volumétrico, de modo a ter uma solução
de aproximadamente 30 fLg/cm3 de vita-
mina E. Determinar, espectrofotometri-
camente, a concentração da vitamina E,
nesta solução, segundo a técnica descrita.

b) Extração de vitamina E em peque-
nas concentrações

Reaçentes :

Solução de KOH (dissolver 5 g
de KOH em 5 em" de água
destilada )

Solução de H2S04 (Dissolver
5 g de H2S04 concentrado em
15 em" de água destilada)

Éter de petróleo (isento de pe-
r óxidos )

Procedimento - Transferir para
um tubo de saponificação 10 em" de uma
solução etanólica da amostra a analisar.
Esta solução deve conter pelo menos
60 f-Lgde «-tocoferol ou de seu és ter, e não
mais que 60 mg de gordura. Adicionar
uma pérola de vidro e imergir o fundo
do tubo num banho de água quente. Di-
rigir uma corrente de ar para a parte su-
perior externa do tubo, que funcionará
como condensador. Ferver pelo menos
por um minuto e, então, ainda fervendo,
adicionar 0,1 em" da solução de KOH.
Colocar um tampão de algodão no tubo
e continuar refluxando por 30 minutos.
Enquanto a solução ainda está fervendo,
remover o tampão de algodão e adicio-
nar 0,2 em" da solução de H2S04. Dei-
xar esfriar à temperatura ambiente, adi-
cionar exatamente 12 em" de éter de pe-
tróleo e 10 em" de água destilada. Tam-
par e agitar vigorosamente. Retirar uma
alíquota rigorosamente medida da cama-
da de éter de petróleo para um tubo de
espectrofotômetro. Evaporar à secura,
em corrente ele nitrogênio,
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c) Reação colorimétrica

Reaaentee :
Etanol absoluto purificado (O

produto comercial é destilado
sôbre lVIn02 e NaOH)

Solução de clorêto de Fe lII a
0,25% em etanol, recentemen-
te pr-parada

Solução de a-a' -dipiridila a 0,670
em etanol

Solução aquosa de EDTA
(3,5 mg/cm3)

Solução-padrão de a-tocoferol -
Di s s o Iver aproximadamente
50 mg de a-tocofero1 em 50 em"
de etano1 absoluto. Transferir
1 em" desta solução para um
balão vo1umétrico de 50 em"
de capacidade e completar o
volume com etanol. Esta so-
lução final contém ao redor
de 20 f.tgde a-tocoferol por em",

Construção da curva padriio -
1) Pipetar para tU90S do colorirnetro vo
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lumes tais da solução de a-tocoferol de
forma a ter, em cada tubo, aproximada-
mente de 20 a 120 f.tg de «-tocoferol,
em incrementos crescentes de 20 ~!g.
2) Adicionar a cada tubo 1 em" da solu-
ção de a-a' -dipiridila e um volume tal de
etanol que some 7 ml com o volume da
solução padrão de c-tocoferol. Proteger
os tubos da luz e adicionar a cada um
1 em" da solução de c1orêto de Fe H I.
3) Esperar 2m e 30s e lêr no espectrofo-
tômetro, utilizando o comprimento de
onda de 520 mu. Acertar o 10070 de
transmitância do aparelho com o "bran-
co" (mistura dos reagentes, menos a vi-
tamina E).

Nota: É importante que os reagentes
sejam rigorosamente adicionados na or-
dem indicada; os tempos recomendados
devem ser obedecidos e a solução de
clorêto de Fe IIr deve ser preparada no
momento do uso, sendo desprezada a
seguir.

A figura representa o gráfico de absor-
ção por nós obtido.
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Curva padrão para determinação colorimétrica do a-tocoferol. Esnectrototômetro Colleman Jr.,
520 m!t, cuba de 19 mm (14-302 B)

63



PREGNOLATTO, W. & GOMES, I. I. - Nova técnica para a determinação colorímétríca de
c-tocorerol. - Rev. Inst. Adolfo Lutz 22/23:61-64, 1962-63.

---_. __ ._-------
Técnica

Dissolver o resíduo em 2 em" de eta-
nol e proceder como na construção da
curva padrão, a partir do item 2.

CONCLUSõES

Usando a técnica acima proposta, con-
seguimos resultados reproduzíveis.

É evitada a conversão fotoquímica dos
íons de Fe IIl a Fe metálico (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 rações
para animais.

Em provas de recuperação por nós fei-
tas, sempre encontramos o teor de vita-
mina E adicionado.

RESUMO

É descrita uma nova técnica para esta-
bilizar a côr produzida por a-o:'-dipiridila
e ion de Fe II, na determinação de
a-tocoferol, usando para isto o EDT A
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como complexante do excesso de ions de
Fe lII usados na reação. Os resultados
são reproduzíveis e a côr é estável, tor-
nando a reação mais sensível.
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