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Metodologia adaptada para determinacio de acidos oxalicos totais em hortaligcas’

INTRODUGAO

A populacédo tem buscado cada vez mais por
alimentos saudaveis e nutritivos, contribuindo para a
manutengao de bons padrdes alimentares e para a
segurancga alimentar. Nos ultimos anos tém sido re-
alizado o trabalho de resgate das chamadas hortali-
¢as nao convencionais ou plantas alimenticias nao
convencionais (Pancs) — hortalicas Panc, trazendo
diversidade de sabores para a mesa (BRASIL, 2010).
Estas hortalicas sdo espécies consumidas de forma
mais regionalizada e, por essa razado, nao sao ampla-
mente conhecidas e estudadas.

Neste contexto, a avaliagdo do estado nutricio-
nal e o conhecimento da presencga de fatores antinu-
tricionais e/ou toxicos nessas espécies sao importan-
tes para a busca de alternativas seguras de consumo
e sua correta divulgacao.

Um exemplo de hortalicas Panc é a taioba
(Xanthosoma sagittifolium L.), cujas folhas (limbo
foliar e peciolo) sdo consumidas como habito ligado
a costumes regionais. Pinto ef al. (2001) analisaram
o valor nutricional da folha de taioba e encontraram
elevados teores de proteina, fibras, vitamina C, calcio
(Ca) e ferro (Fe), em proporgdes similares as demais
hortalicas caracterizadas como ricas nesses nutrien-
tes, e detectaram também a presenca de oxalatos.
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Assim, embora a taioba tenha valor nutricional
e potencial alimentar, a planta pode conter fatores
antinutricionais que reduzem seu consumo (PINTO
et al., 2001). As araceas, de modo geral, apresentam
grande capacidade de acumular Ca em suas estrutu-
ras (folha e rizomas) (SOUZA et al., 2016). Esse acu-
mulo de Ca, como oxalato de calcio, causa irritagao
da mucosa na garganta, coceira e a sensacgéao de as-
fixia (PEDROSA et al., 2012), e podem formar cristais
insoluveis na urina, levando a formagao de calculos
renais no organismo (ANDRADE et al., 2015).

O Ca desempenha diversas fung¢des na planta,
participando na constituicdo estrutural e em fungdes
fisiologicas. Outras fungdes dos cristais de Ca como
protecdo contra herbivoria, balancgo iénico e suporte
estrutural da planta tém sido relatadas por Messerli
et al. (2000) e Holdaway-Clarke et al. (2003). Os con-
teudos de oxalatos nas plantas variam em fung¢ao de
diversos fatores, em geral sdo mais altos nas folhas
e em plantas jovens.

A permanganometria é a técnica em que se
utiliza o permanganato de potassio (KMnQO,), um for-
te agente oxidante, sendo um dos mais importantes
métodos volumétricos de oxidorredugdo. Embora o
método de Moir (1953) tenha sofrido alteragdes des-
de a sua proposigao, este consiste basicamente nas
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etapas de: extragédo de acido oxalico da matriz vege-
tal, filtragem, precipitagdo, centrifugacao, diluicdo e
titulagdo com KMnO, e quantificagéo de acidos oxa-
licos totais.

Esta Circular Técnica tem por objetivo descre-
ver de forma clara as etapas para a execugao da me-
todologia adaptada para determinar acidos oxalicos
em hortaligas.

METODOLOGIA PARA DETERMINAR ACIDOS
OXALICOS

O acido oxalico ou acido etanodioico é um &ci-
do forte parcialmente sollvel em agua, etanol e ou-
tros solventes que reage com bases formando oxala-
tos (sais ou ésteres do acido oxalico). A metodologia
proposta e adaptada de Moir (1953) baseia-se nes-
sas caracteristicas e propriedades.

Etapa 1 - Extragao de acido oxalico da matriz
vegetal

Para a extragdo € necessario seguir os pas-
Sos:

a) secar a amostra de tecido vegetal em estu-
fa de circulagao forgada de ar a 55-60 °C;

b) moer a amostra do tecido vegetal em moi-
nho de facas tipo Willey, com peneira de
1 mm, posteriormente homogeneizar a
amostra e acondiciona-la em frasco de vi-
dro ambar hermeticamente fechado;

c) pesar 1,0 g da amostra do tecido vegetal
seco e moido em Erlenmeyer de 125 mL
(Fig. 1A);

d) adicionar 90 mL de acido cloridrico (HCI)
0,25N (Fig. 1B);

e) aquecer o Erlenmeyer contendo o tecido
vegetal e HCl em banho-maria a 70 °C por
1 hora (Fig. 1C);

f) retirar o Erflenmeyer contendo o tecido ve-
getal e HCI do banho-maria e deixar esfriar
em temperatura ambiente, por 1 hora;

g) filtrar o extrato vegetal, em papel de filtro
quantitativo Whatman n¢ 42 ou similar
(Fig. 2A), completar o volume do baléo vo-
lumétrico de 100 mL com solugédo de HCI
0,25N (Fig. 2B), e homogeneizar inverten-
do varias vezes o baldo volumétrico;

h) pipetar 5 mL do filirado para o tubo de poli-
propileno do tipo Falcon de 15 mL.

Figura 1 - Inicio da extracdo de acido oxalico do tecido
vegetal

Fotos: Elizabete Pereira Barbosa

Nota: A - Pesagem das amostras; B - Adi¢cdo do acido clo-
ridrico 0,25N; C - Aquecimento da amostra no banho-
-maria.
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Figura 2 - Filtragem e adigao do acido cloridrico no extrato
vegetal

Nota: A - Filtragem do extrato vegetal; B - Adigao do acido
cloridrico 0,25N.

Etapa 2 - Precipitagao

Apos a extragado (Etapa 1), adicionar 1 mL da
solugao precipitante em cada amostra do tecido ve-
getal (Fig. 3A).

O preparo da solugéao precipitante devera con-
ter:

a) solugdo A: 96,5 g de acetato de sodio ani-

dro sao dissolvidos por aquecimento em

Fotos: Elizabete Pereira Barbosa

agua destilada e completa-se o volume
para 250 mL;

solucdo B: 18 g de acetato de calcio anidro
sao dissolvidos em acido acético aquoso a
50% e completa-se o volume para 250 mL.

ApOs o preparo das solugdo precipitante
(solugéo A + solucao B), deve-se transferir a solugao
A e a solugéo B para o baldo volumétrico e homoge-
neizar, invertendo varias vezes o baldo volumétrico
para formar a solugéo precipitante. Levar a solugao
precipitante a geladeira a 8 °C (+ 2 °C) por 48 horas.
Apbs esse periodo, filtrar. Esta solugdo pode ser
armazenada em geladeira a 8 °C (x 2 °C) por tempo
indeterminado.

Depois de adicionar a solugao precipitante, ho-
mogeneizar os tubos em agitador tipo Vortex (Fig. 3B)
e levar a geladeira por 12 horas, para que ocorra a
precipitagdo do acido oxalico.

Etapa 3 - Centrifugacao

Executar a centrifugagéo na ordem a seguir:

a) centrifugar o oxalato precipitado a 2.500
rotagdo por minuto (rpm) por 5 minutos,
dissociando a parte liquida da parte sdlida
(analito);
apos a centrifugagao, retirar o sobrena-
dante com auxilio de uma pipeta, restando
apenas a parte solida (Fig. 4A);
em seguida, adicionar a parte sélida 2,5 mL
de solugdo de HCI 0,25N e 2,5 mL de so-
lugéo de lavagem (alcool e amdnia 2:1 v/v)
(Fig. 4B).

O preparo da solucao de lavagem deve ser fei-
to da seguinte forma:
a) adicionar 240 mL de alcool etilico (96%)

e 125 mL de solugédo concentrada de hi-
droxido de amoénio, em baldo volumétrico
de 500 mL, completar o volume com agua
deionizada;
homogeneizar os tubos em agitador tipo
Vortex e centrifugar novamente a 2.500 rpm
por 5 minutos (Fig. 4C);
mais uma vez a parte solida € separada da
parte liquida, retirando-se a porgao sobre-
nadante;
os tubos com o analito (parte sélida que so-
brou no tubo) sdo colocados em estufa a
100 °C por 30 minutos para secagem.

c)
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Figura 3 - Solugao precipitante

oxalico.

Figura 4 - Etapas da centrifugacéo

W N __ S L
Nota: A - Precipitado; B

Etapa 4 - Diluicao

O precipitado aquecido € transferido para
Erlenmeyers de 50 mL, diluido em 5 mL de solugéo
de acido sulfurico (H,SO,) 2N e aquecido em banho-
-maria (90 °C por 50 segundos) para posterior
titulagéo (Fig. 5).

A

- Retirada do sobrenadante; C - Colocacao dos tubos na cetrl'fuga.

Fotos: Elizabete Pereira Barbosa

Etapa 5 - Titulagédo

Com auxilio de uma microbureta, titular o pre-
cipitado diluido com solugéo de KMnO, 0,02N até
manter a cor rosa claro por 30 segundos (MOIR,
1953), a fim de determinar a quantidade de acidos
oxalicos (Fig. 6). Anotar o volume titulado (mL) da so-
lugdo de KMnO, 0,02N.
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Figura 5 - Etapa de aquecimento a 90 °C

A

£

Sugere-se para o preparo da solugédo: KMnO,
0,02N preparado antes do uso a partir da solugao es-
toque 0,1N.

A seguir algumas consideragdes sobre a so-
lugéo:

a) padronizar a solugéo de KMnO, 0,1N com

solugéo de oxalato de sodio (Na,C,0,)0,1N;
b) gerar o fator de corregdo da solugdo de
KMnO, 0,1N;

¢) incluir em cada grupo de amostras uma
prova em branco, a fim de corrigir possiveis
interferéncias;

d) incluir as correg¢des no calculo final.

Etapa 6 - Quantificagao de acidos oxalicos
totais

Para a determinagéo da porcentagem de aci-
dos oxalicos totais pode-se adotar a formula a seguir:

% acidos oxalicos totais (volume (mL) de
KMnO, (amostra) — volume (mL) de KMnO4(
1,801 x fator de correcao

branco)) X

Os resultados sdo expressos com base na
massa de matéria seca (MS), e a quantidade desses
acidos em g/kg de MS e mg/kg de MS.

A seguir apresenta-se a lista de equipamen-

Elizabete Pereira Barbosa

Figura 6 - Etapa de titulagéao

tos e materiais necessarios para uso da metodologia
descrita:

a) balanga analitica 0,0001;

b) banho-maria (incubar Erlenmeyer de 250 mL
ou 100 mL);

¢) agitador para tubos (Vortex);

d) centrifuga 2.000 rpm ou 2.700 rpm,;

e) microbureta 0,01 mL (divisdo);

f) tubos tipo Falcon para centrifuga 15 mL;

g) pipetas 5 mL, 1 mL;

h) refrigerador;

i) estufa circulagao forgada de ar;

j) moinho de facas;

k) bureta graduada;

[) agua deionizada;

m) acido cloridrico;

n) acetato de sddio;

0) acetato de calcio;

p) acido acético;

g) permanganato de potassio;

r) hidréxido de amoénio;

s) alcool 96%;

t) acido sulfurico.

RESUMO DA METODOLOGIA

Na Figura 7 apresentam-se as etapas da me-
todologia adotada.
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Figura 7 - Metodogia adotada

ETAPA 1
Extracao de acido oxalico
Amostra vegetal - Filtrado

=)

ETAPA 2
Precipitagéo
Acido oxalico precipitado

ETAPA 3
Centrifugagao
Separacgao solido e liquido

&

oxalicos totais

ETAPA 6
AL ETAPA 5 ETAPA 4
Quantificacao Tularse - Diluicdo
Férmula — Acidos - y .

Permanganato de potassio

Acido sulfarico e aquecimento

Fonte: Elaboracéo das autoras.

CONSIDERAGOES FINAIS

O acumulo de oxalatos pelas plantas é ativi-
dade natural, propria de algumas espécies, e que
pode ser influenciada pelo ambiente e pelo sistema
de cultivo. A adaptagdo de metodologia para determi-
nar oxalatos é ferramenta fundamental para auxiliar
nos avangos da pesquisa na proposi¢cao de melho-
rias tanto no manejo das plantas quanto em sistemas
de cultivo que proporcionem plantas com teores ade-
quados desse componente.
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