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Resumo

O acido oxalico (acido etanodidico — IUPAC), é um acido dicarboxilico
(C2H204), encontrado normalmente nas formas monohidratado e diidratado,
apresentando relativa solubilidade em agua e forma sais soluveis com cations de
metais alcalinos, como litio, s6dio e potassio, e também com sais ferrosos.
Combinado com outros ions forma oxalatos fracamente soluveis em agua, como por
exemplo, o oxalato de calcio, que € praticamente insoluvel em pH neutro ou alcalino.
Os tecidos vegetais sao ricos em formagdes de oxalato de calcio o qual pode ser
prejudicial, sobretudo a pessoas suscetiveis a formacgéo de calculos renais. Muitas
espécies sdo empregadas na dieta alimentar ou no tratamento de infecgdes, com
intuito de gerar beneficios, mas também podem gerar riscos ao sistema fisioldgico
humano. Considerando essa possibilidade, a literatura é carente de informacgdes a
respeito do conteudo de oxalato de calcio presente nos tecidos vegetais
empregados como elementos de dietas ordinarias ou fitoterapicos. Diante disso,
objetivou-se realizar a determinagdo de acido oxalico em hortalicas e frutos
tradicionalmente empregados na alimentagdo. Os resultados mostraram que dentre
as amostras alimenticias escolhidas, o acido oxalico esta presente em todas e

demonstra uma adequacao efetiva do método proposto em literatura.



1. Introdugao

O acido oxalico (acido etanodidico — IUPAC) é um acido dicarboxilico
(C2H204), encontrado normalmente nas formas monohidratado e diidratado,
apresentando relativa solubilidade em agua (8-7g/100g™ de agua a 20°C), forma sais
soluveis com cations de metais alcalinos, como litio, sodio e potassio, e também com
sais ferrosos. Combinado com outros ions forma oxalatos fracamente soluveis em
agua, como por exemplo, o oxalato de calcio, que é praticamente insoluvel em pH
neutro ou alcalino (0,67 mg/ 100 g™’ de agua) (Hodgkinson & Zarembski, 1968).

Em sua forma anidnica (oxalato) tem a capacidade de formar quelatos com o
calcio oriundo da dieta alimentar, formando assim um complexo nao disponivel para
a absorcdo e assimilagdo. Esse complexo € precipitado como sal insoluvel, que
sendo acumulado nos glomérulos renais, contribui para o desenvolvimento de
calculos renais (Judprasong et al., 2006).

A excrecao do oxalato na urina de individuos normais, € de 10 a 24 mg num
periodo de 24 horas, entretanto excre¢des acima 40 a 45 mg no mesmo periodo,
caracteriza quadro de hiperoxaluria (Asplin, 2002; Milliner, 2005; Robijn et al., 2011).

A hiperoxaluria € caracterizada pelo aumento na excregao urinaria de oxalato,
sendo classificada em primaria e secundaria. A primaria € um erro genético no
metabolismo devido a atividade de uma enzima defeituosa. Por outro lado, a
secundaria é causada por um aumento da ingestao de oxalato, ou de precursores do
oxalato ou alteragdes na microbiota intestinal (Bhasin et al., 2015).

A hiperoxaluria primaria é classificada em tipos, sendo a do tipo 1 a mais
critica e comum, representando 80% do casos da doencga. O que ocorre € uma falha
na enzima peroximal hepatica dependente de vitamina B6, a alanina glioxilato

aminotransferase (AGT), que catalisa a transaminagdo de L-alanina e glioxilato em
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piruvato e glicina. Os tipos 2 e 3, juntos representam 20% dos casos, sendo a
primeira causada por uma disfungdo na enzima glioxilato/hidroxipiruvato redutase
(GRHPR),vindo de uma mutag¢ao no gene GRHPR, localizado no cromossomo 10, e
a segunda, foi localizada recentemente, que a falha estad associada ao gene 9 do
cromossomo, que codifica a enzima mitocondrial 4-hidroxi 2-oxoglutarato aldolase,
que age na lise de 4-hidroxi 2-oxoglutarato em piruvato e glioxalato, que é convertido
em oxalato no organismo (Danpure et al., 1986; Purdue et al, 1990; Cramer et al,
1999; Williams et al., 1971; Bhasin et al., 2015).

Estudos tém mostrado que 50% do oxalato excretado na urina, € proveniente
da dieta (Holmes et al., 2001), sendo acreditado anteriormente que a ingestao de
oxalato aumentava sua excregao na urina em apenas 10%.

A determinacao do acido oxalico, segundo Naik et al. (2014), é apresentada a
partir de varios métodos comparativos e assim concluiu-se que aquele baseado em
espectrofotometria e na oxidagdo de acido oxalico pelo permanganato de potassio
(KMnQ4) havia apresentado os melhores resultados. Em fungdo destes resultados e
também considerando procedimentos menos elaborados, optou-se por este método

para a realizacdo das analises.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi determinar concentragdes de acido
oxalico em amostras de plantas alimenticias, adequando metodologia analitica
baseada em espectrofotometria, possibilitando estudos e discussbes sobre a

ocorréncia de acido oxalico em componentes vegetais na dieta humana.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar a concentragao de acido oxalico presente em algumas amostras de

especies vegetais alimenticias.

2.2. Objetivos especificos

e Executar método de extracdo de acido oxalico em material vegetal,
caracterizando fragao soluvel e fragdo total,

e Realizar ensaios de adequacdo metodoldgica baseados nos procedimentos
de Naik et al. (2014) para adogédo de metodologia de determinagdo de acido
oxalico;

e Determinar o teor de acido oxalico da fracdo soluvel e total empregando
método espectrofotométrico;

e Elaborar classificagdo do material vegetal com base nos teores encontrados,

considerando possiveis riscos para a ingestao.

3. Materiais e Métodos

3.1 Coleta e obtencao do material

Para a realizagcdo desse estudo hortalicas e frutos foram adquiridos em

mercados hortifrutigranjeiros de Araraquara-SP, compondo amostras de primeira



10

ordem. No laboratério, estas foram reunidas formando amostras compostas, e

conduzidas ao processo de secagem em estufa de circulagédo de ar forgcada, durante

72 horas a 56°C. Depois deste periodo, as amostras foram trituradas em moinho de

facas e o p6 obtido foi armazenado em frascos de vidro, e mantidos ao abrigo da luz.

O Quadro 1 informa o nome das espécies escolhidas para o estudo.

Quadro 1. Relagéo das espécies empregadas no estudo.

Nome popular

Nome cientifico (familia botanica)

Parte utilizada

inhame (antigo cara)

Dioscorea sp. (Dioscoreaceae)

tubérculo descascado

couve Brassica oleracea (Brassicaceae) folhas
Kiwi Actinidia deliciosa (Actinidiaceae) fruto descascado
alface Lactuca sativa (Asteraceae) folhas

laranja-pera

Citrus sinensis (Rutaceae)

fruto (parte comestivel)

tomate Lycopersicon esculentum (Solanaceae) fruto
chicéria Cichorium intybus (Asteraceae) folhas
couve-chinesa Brassica pekinensis (Brassicaceae) folhas
repolho Brassica capitata (Brassicaceae) folhas

taro (antigo inhame)

Colocasia esculenta (Araceae)

rizoma descascado

espinafre

Tetragonia tetragonoides (Aizoaceae)

folhas
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3.2. Extragao de acido oxalico

Esta etapa foi conduzida de acordo com o trabalho de Savage et al. (2000), a
partir da possibilidade de se criar diferencial extrativo com procedimentos de

extragao.

3.2.1. Fragao soluvel

De cada uma das amostras foi amostrado +1g de material vegetal em béquer
(em triplicatas), sendo adicionados 50 mL de agua deionizada. Em seguida, os
béqueres contendo as amostras foram submetidos a banho-maria a 80°C durante 15
minutos. Apds esse processo, procedeu-se filtracdo e os volumes foram acertados

com agua, em baldes volumétricos de 100 mL.

3.2.2. Extracao de acido oxalico total

De cada uma das amostras foi amostrado +1g de material vegetal em béquer
(em triplicatas), sendo adicionados 50 mL de HCI 2M. Em seguida, os béqueres
contendo as amostras foram submetidos a banho-maria a 80°C durante 15 minutos.
Ap0ds esse processo, procedeu-se filtracdo e os volumes foram acertados com HCI

2M, em baldes volumétricos de 100 mL.
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3.2.3. Fragao insoluvel

As quantidades referentes a esta fragcdo foram estimadas com base na

diferenca entre a fracao total e a fragao soluvel.

3.3. Determinagao do acido oxalico

3.3.1. Adequacgao do método

Assim, de acordo com a metodologia proposta por Naik et al. (2014), foi
construida uma curva de calibragao utilizando solugao padrao de acido oxalico (8 mg
L™"). Como agente oxidante empregou-se uma solugdo de KMnO, 0,003M e para
manutengao da acidez uma solugao de H,SO4 2N (Tabela 1). Apds a preparacgao,
aguardou-se 15 minutos (incubagédo em temperatura ambiente — 18°C) e logo em
seguida foram realizadas leituras de absorbédncia a 528 nm usando um

espectrofotdbmetro na faixa do visivel, marca FEMTO

Tabela 1. Composi¢ao da primeira curva analitica testada.

Concentragao Solugao Solugao de Solugao de Volume de

do analito padrdo 8 mg KMnO,4 H,SO4 agua
(mg L") L (mL) (mL) (mL) (mL)

0 0 2,0 5,0 2,0

0,4 0,4 2,0 5,0 1,6

0,8 0,8 2,0 5,0 1,2

1,2 1,2 2,0 5,0 0,8

1,6 1,6 2,0 5,0 0,4

2,0 2,0 2,0 5,0 0
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A Tabela 2 mostra outra composicao para a curva de calibracdo, onde foi

utilizada uma solugéo padréo de 4cido oxalico de maior concentragdo (2000 mg L™).

Tabela 2. Composi¢cado da segunda curva analitica testada.

Concentracao Solugao Solugao de Solugao de Volume de

do analito padrio2g L™ KMnO,4 H.SO4 agua
(mg L") (mL) (mL) (mL) (mL)

0 0 2,0 6,0 -

50 0,2 2,0 5,8 -

100 0,4 2,0 5,6 -

150 0,6 2,0 54 -

200 0,8 2,0 5,2 -

250 1,0 2,0 5,0 -

De acordo com os resultados de Naik et al. (2014), todos os procedimentos
(incluindo os 15 minutos de incubacgao para estabilidade de reagao) foram realizados
em temperatura ambiente, neste caso, a 27°C. A época do desenvolvimento das
analises deste projeto, a temperatura ambiente do laboratério era de 18°C. Assim,
realizou-se a construcdo de duas curvas de calibracdo, conforme a composicao da
Tabela 2, sendo uma delas levada a incubacdo em estufa a 27°C durante 20
minutos e, outra deixada a temperatura ambiente de 18°C. Apds 15 minutos de
repouso das amostras, ambas foram submetidas a analise no espectrofotbmetro a

528 nm. O processo foi realizado em triplicata.

3.3.2. Analise das amostras

Para a determinacdo de acido oxdlico das amostras de material vegetal

(Quadro 1) empregou-se 1 mL dos extratos (referentes a fragcdo soluvel e a fragéo
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total), adicionado de 5 mL de H,SO4 2N e 2 mL de KMnO,4 0,003M, aguardando-se

15 minutos para a reagao em temperatura ambiente (18°C).

4. Resultados e discussao

4.1. Adequagao do método

A curva de calibragdo desenvolvida com os parametros da Tabela 1 nao
resultou em resultado analitico satisfatério, pois ndo houve indicativos de reagao
quimica finalizada, ou seja, os pontos contendo aliquotas da solugdo padrao de
acido oxalico (8 mg L") n&o diferiram em coloragéo do ponto 0,0 mg L. Entdo, a
composi¢ao proposta nao foi util para a aplicagdo do método proposto.

A curva de calibragdo desenvolvida com os parametros da Tabela 2 resultou
em resultados favoraveis para a analise como mostra a Figura 1.

A reacgao consiste na reducao da coloragao proporcionada pelo permanganato
de potassio conforme a concentracao de solugado padrao de acido oxalico no tubo de
ensaio € aumentada, e consequentemente representando menores valores de

absorbancia no equipamento de espectrofotometria.
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Figura 1. Aspecto visual do teste para a curva de calibragdo proposta na Tabela 2.
Concentragao da solucédo padrao de acido oxalico (da esquerda para a direita): 0,0

mg L™ 50,0 mg L™"; 100,0 mg L™"; 150,0 mg L™"; 200,0 mgL™" e 250,0 mg L™

Os resultados obtidos para o ensaio da influéncia da temperatura na reagao
revelaram melhor ajuste para a curva conduzida a temperatura de 18°C, em fungao

do maior valor estimado para a correlagéo (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados para o ensaio da influéncia da temperatura na reagao.

(18°C) (27°C)

Abs* Conc.** Abs* Conc.***
0,000 -21,833 0,000 -32,990
0,280 45,345 0,284 38,421

0,547 109,405 0,721 148,303
0,911 196,737 0,856 182,248
0,950 206,094 0,934 201,861
0,984 214,251 0,975 212,170

*:absorvancia corrigida conforme Naik et al. (2014); **:concentragdo de acido oxalico
estimada pela equacédo obtida na regressao linear da curva de calibragao

(y=0,091+0,0042x — r:0,9146); ***: concentracdo de acido oxalico estimada pela
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equacao obtida na regressao linear da curva de calibragdo (y=0,1312+0,0040x —

r:0,8789).

Figura 2. Curva de calibragéo para acido oxalico conduzida a 18°C.

o
co
1

Absorvancia
‘O
(=)}
1

0,4 1

y =0,0042x + 0,091
R?=0,91458

50 100 150 200 250

Concentragdo de acido oxalico (mg L)

Figura 3. Curva de calibragéo para acido oxalico conduzida a 27°C.
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Definidos os padrbes de concentragcao do acido oxalico, foram realizadas as analises

em espectrofotdmetro,
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Tabela 4. Teores de acido oxalico (total, soluvel e insoluvel) presentes nas amostras

de hortaligas e frutos selecionados para o estudo.

Material vegetal Fragao total Fragao soluvel Fracao
(g kg™ MS*) (g kg™ MS) insolavel
(9 kg™ MS)
inhame (antigo cara) 0,78 0,04 0,74
couve 7,49 7,37 0,12
Kiwi 26,22 17,37 8,85
alface 23,99 23,32 0,67
laranja 6,35 3,85 2,50
tomate 24,83 24,54 0,29
chicoria 19,35 19,25 0,10
couve chinesa 24,99 24,65 0,34
repolho 7,45 7,33 0,12
taro (antigo inhame) 16,04 8,58 7,46
espinafre 22,80 11,52 11,28

*: matéria seca

Com base na literatura, € de conhecimento que o oxalato esta presente em
diversas plantas alimenticias, como se observa na tabela 4. Judprasong et al., em
2006 defendeu que quando associado com ions potassio, sédio e ambnio, uma
forma soluvel é formada, porém quando associado com ions calcio, resulta numa
forma insoluvel em meio alcalino ou neutro. Por outro lado, em meio acido resulta
numa forma soluvel. A forma insoluvel pode ser precipitada como um sal, sendo
acumulada nos glomérulos renais, contribuindo assim para uma complicagéo renal.

Conforme observado na tabela 4, as amostras analisadas que apresentaram
0s maiores teores de acido oxalico na fragao soluvel foram: kiwi, alface, tomate,

chicdria e couve, podendo apresentar maiores riscos frente as demais amostras.
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Considerando que a fragao soluvel € aquela que pode interagir com o organismo,
associando-se com ions calcio, principalmente, formando sais insoluveis, estes
alimentos podem promover o inicio de formacao dos calculos renais, de oxalato de
calcio.

Alguns estudos, como o de Kulaksizoglu et al. (2007) avaliaram a agao do
meio acido em solubilizar a forma insoluvel, usando sucos citricos, como laranja e
limdo, e ambos funcionaram como bons solventes do oxalato de calcio, sendo o
limdo um melhor inibidor da agregacao dos cristais de oxalato. Nesse estudo, foi
utilizada amostra de laranja, que demonstrou valor de uma fragao soluvel superior a
50% da fragao total, reforcando assim a acédo dos meios acidos na solubilidade dos
cristais de oxalato, e também apresentou uma fragdo significativa de fragao
insoluvel, que o acido oxalico que permanece nos cristais e n&o € liberado no meio,
ou seja € eliminado do organismo. No mesmo estudo € apresentada acao dos
extratos citricos na diluigdo dos calculos renais, influenciando na melhoria do
quadro.

Algumas familias de plantas apresentam uma quantidade maior de oxalato,
que é o caso do espinafre, e no estudo de Nooman e Savage (1999) é demonstrada
a influéncia do ambiente na disponibilidade do oxalato na planta, uma vez que os
espinafres cultivados no outono apresentaram menos oxalato (540 mg 100 g™') do
que os cultivados no verao, que apresentaram 740 mg 100 g‘1.

Segundo Savage et al. (2000) o cozimento resulta em diminuigdes do teor de
oxalato soluvel de alguns alimentos, como o do espinafre e do bambu, que teve sua
proporcdo de oxalato/calcio reduzida de 10,7:4 para 7,1/4 apés o cozimento.
Segundo Puwastien et al. (1999) isso demonstra uma importancia no cozimento dos

alimentos antes do consumo, a fim de diminuir a ingestéo do oxalato.
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5. Conclusao

As amostras de espécies vegetais alimenticias estudadas apresentam
diferentes concentragbes de oxalato de célcio. Os métodos propostos para a
determinacao espectrofotométrica de acido oxalico foram modificados para
atendimento de exigéncias analiticas. De acordo com a metodologia empregada
(modificada) foi possivel caracterizar as fragbes de acido oxalico (soluvel e total) e,
com isso a fracdo insoluvel foi estimada. Com base nos teores encontrados,
consideram-se os materiais vegetais com maior concentragdo da fragdo soluvel, os

mais passiveis de oferecimento de riscos para a ingestéo.
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