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Resumo

A vitamina C é um nutriente extremamente importante para a fisiologia humana. No Brasil o consumo de vitamina C sob a forma de
concentrados vitaminicos ainda é bastante restrito devido aos altos precos, restando para a maioria da populacao o consumo via alimentos
como frutas e vegetais. A dosagem de vitamina C em alimentos tem, entao, um papel crucial no que diz respeito aos estudos pés-colheita para
a conservacao e a minimizacao das perdas deste nutriente tao sensivel. Neste estudo, ¢ apresentado um método para analise de vitamina C
por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna de troca ionica forma hidrogénio, que demonstrou ser mais eficiente do que os
métodos usuais por coluna de fase reversa (C18) para matrizes complexas e baixos teores do analito. A reproducao dos perfis cromatograficos
foi em nivel de linha de base com picos de pureza espectral comprovada por detector de arranjo de diodos. Esse método também foi avaliado
segundo a extracao mais adequada para estabilizacdo da vitamina C, e mostrou que a fase moével (acido sulfarrico suprapuro® 0,05 M) foi
uma solucao extratora adequada para a estabilizacao da vitamina C.

Palavras-chave: acido ascérbico; acido deidroascérbico; troca ionica; particao por fase reversa.

Abstract

Vitamin C is an essential nutrient for human physiology. In Brazil, vitamin C supplements are expensive and most of the population obtains
vitamin C through its consumption of fruits and vegetables. Therefore, the vitamin C assay in food is crucial in post-harvest studies to conserve
and minimize losses of this highly sensitive nutrient. This study proposes a method for analyzing vitamin C by High Performance Liquid
Chromatography using a hydrogen type ion exchange column, and demonstrates that it is more efficient than the traditional methods of reverse
phase column (C18) for complex matrixes and low levels of this analyte. Chromatograms were baseline resolved and peak purity evaluation
showed spectral homogeneity by photo diode array detector. This method was also tested using the best extraction solution to stabilize vitamin

C, demonstrating that 0.05 M of superpure sulfuric acid (also the mobile phase) was the most efficient solution for this purpose.
Keywords: ascorbic acid; dehydroascorbic acid; ion exchange; reversed phase partition.

1 Introducao

Em 1912, Casimir Funk formulou uma teoria em que
dizia haver uma amina vital para a manutencao da saade do
organismo. Hoje se sabe que as vitaminas sdo grupos de subs-
tancias heterogéneas constituintes dos alimentos, eficientes em
quantidades minimas e essenciais a vida'*.

A atividade de uma vitamina ¢ medida em termos da re-
missao de uma lesao que foi provocada pela sua auséncia no
metabolismo quando uma quantidade da vitamina em questao
¢ ingerida.

A atividade vitaminica do &cido ascérbico € a acao anties-
corbutica. O escorbuto é uma doenca que pode levar a morte
e é causada pela deficiéncia nutricional de vitamina C. Seus
principais sintomas sao: o aparecimento de lesdes na mucosa
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intestinal, hemorragias digestivas, vermelhidao nas gengivas,
enfraquecimento dos dentes (reducido na ossificacao), dores
agudas e inchaco nos membros superiores e inferiores além de
deficiéncia no processo de cicatrizacdo e hemorragia capilar®

Em 1965 a nomenclatura L-treo-2-hexenona-1,4-lactona ou
vitamina C foi modificada oficialmente para 4cido L-ascérbico
pela comissdo de nomenclatura bioquimica da IUPAC (Interna-
tional Union of Pure and Applied Chemistry)'. O nome acido
ascoérbico designa a atividade antiescorbiitica da vitamina C e
deriva da antiga forma inglesa da palavra escorbuto (scorby).

Os seres humanos fazem parte do grupo de seres vivos
que nao sao capazes de sintetizar vitamina C. Especula-se
que estes seres vivos nao possuem tal capacidade com a fina-
lidade de aumentar as reservas de glicose, precursor do acido
ascorbico no organismo’®. Devido a auséncia da enzima
L-gulonalactona oxidase, os seres humanos nao conseguem
transformar a glicose do sangue em acido ascorbico. A maioria
dos mamiferos nao primatas possui esta capacidade e também
um mecanismo de retorno através do qual o figado aumenta a
sintese de acido ascérbico em resposta a um “stress” fisiol6-
gico®. Insetos, répteis, alguns passaros e peixes também nao
sao capazes de sintetizar o acido ascorbico.

Desta forma, a necessidade de ingestao desta vitamina é
vital para a saude e até mesmo para a sobrevivéncia do ho-
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mem, pois o acido ascérbico participa de inumeras atividades
fisiolégicas. A dose diaria média de vitamina C necessaria para
prevenir o escorbuto é de 46 mg?. No Brasil, a Ingestao Diaria
Recomendada (IDR) é de 60 mg'. Estes niveis sao facilmente
atingidos com o consumo de frutas e vegetais frescos, mes-
mo porque no Brasil o consumo de vitamina C sob forma de
concentrados vitaminicos ainda € bastante restrito devido aos
altos precos, restando para a maioria da populagao o consumo
via alimentos. Os defensores da ingestao de altos teores de
vitamina C, porém, alegam que o escorbuto ndo € o primeiro
sintoma desta deficiéncia e sim o colapso final, a sindrome pré-
morte, e ha uma grande diferenca entre auséncia de escorbuto
e saude completa’. Esta polémica cria duvidas na comunidade
cientifica até os dias de hoje a respeito de qual seria a melhor
IDR para a vitamina C.

A molécula do acido ascérbico tem um anel ylactona quase
planar com dois centros quirais nas posicoes 4 e 5 (Figura 1),

Acido L-isoascérbico ou
acido L-eritérbico

determinando dois pares de estereoisoméros: os acidos L
e D ascoérbico (Figura 2a e 2b, respectivamente) e os acidos
D e L isoascérbicos (Figura 2c e 2d, respectivamente). Sao
epimeros (par de diasteromeros que diferem entre si somente
na configuracao de um tnico atomo). Os acidos L-ascorbico

OH HO

HO
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Figura 1. Estrutura da vitamina C.

Acido D-ascérbico

OH HO @@

Acido D-isoascoérbico ou
acido D-eritérbico

HO@

Ascorbato

Figura 2. Isomeros do acido ascérbico e radical livre ascorbato.
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e D-isoascoérbico (este ultimo possui somente 5% de ativida-
de vitaminica) e os acidos D-ascérbico e L-isoascérbico (ndo
possuem atividade vitaminica). A oxidacgao reversivel devido a
perda de um atomo de hidrogénio (perda de um elétron) leva
ao radical semideidroascérbico ou ascorbato (Figura 2e).

O anel 1,4 lactona estavel?! deriva de acucares (hexoses).
O hidrogénio ligado a hidroxila no Carbono 3 (Figura 1), por
exemplo, € mais 4cido (pK,= 4,17) do que o acido acético.

A acidez da vitamina C ¢ justificada primeiramente devido
a extensdo da conjugacao da carbonila presente no carbono 1
(Figura 3), aumentando a caracteristica acida da hidroxila no
carbono 3. A hidroxila no carbono 2 faz parte de um enol e sua
acidez é pouco maior que a do fenol (pKa= 11,57).

OH HO

z

o O O

Figura 3. Acidez das hidroxilas na molécula do acido ascérbico.

O acido deidroascoérbico (DIA) € a forma oxidada do acido
ascoérbico (AA) e possui atividade vitaminica idéntica a este,
pois no organismo € facilmente reduzido e novamente retido
como acido ascérbico nos tecidos intracelulares!®. A oxidacao
reversivel, que devido a perda de dois elétrons (Figura 4), leva
ao acido L-deidroascérbico € a propriedade quimica mais
importante e a base da atividade fisiolégica da vitamina C'®.
A atividade antioxidante da vitamina C envolve doacdo de um
elétron e a formacao do radical livre ascorbato.

O DIA pode ser reduzido a acido ascérbico in vivo por
enzimas ou glutationa, e in vitro por agentes redutores como
a homocisteina, ditiotreitol (DTT) e bromina. Como ¢ extre-
mamente 14bil, pode ser rapidamente hidrolisado ao acido
2,3-diceto-L-gulénico (Figura 4) em pH neutro e 37 °C, atra-
vés de uma abertura irreversivel no anel da lactona®. O acido
2,3-diceto-L-gulonico ndo possui atividade antiescorbutica e a
hidrélise € irreversivel in vivo.

Acido 2, 3
Acido ascoérbico diceto-L-gulénico
HO
O HO O
Hifogljo -2¢” oj;g_) Hidrolise Os__{ i
= z HY/H,0 %
. ~ 5 z OH OH
z +2e” O O
"0 OH e O OH OH

Acido deidroascoérbico

Figura 4. Reacao de oxidacgao do acido ascérbico a acido deidroascor-
bico e de hidrélise deste ultimo ao acido 2,3 diceto-L-gulonico.

O Aacido deidroascérbico representa menos de 10% da
vitamina C total dos vegetais, tendendo a aumentar com o
periodo de estocagem. Por isso existem muitos trabalhos cujo
escopo € dosar os teores de acido ascérbico e também deidro-
ascorbico®. A separacgao conjunta de ambas as espécies (DIA

e AA) € dificultada pela sensibilidade de deteccao para o DIA
que ocorre a 210 nm, aproximadamente. Este comprimento
de onda pertence a uma regido do espectro UV que possui
baixa especificidade (alta energia), desta forma a sensibilidade
para a deteccao do DIA, que normalmente se apresenta em
baixos niveis, é bastante complicada. Além disso, o AA e o
DIA também nao apresentam resposta conjunta em deteccao
eletroquimica.

A estabilizacao do acido deidroascérbico em solucao tam-
bém requer 6timo controle de pH, pois a hidrélise deste em
acido 2,3 dicetogulénico é muito dependente do pH?¢. Como
em alimentos naturais o acido deidroascérbico esta presente
em niveis baixos, a escolha de um método de dosagem de vita-
mina C total deve considerar o custo/beneficio dos resultados
obtidos. Esta escolha deve ser feita em nome da obtencao de
uma separacao cromatografica eficiente.

O 4cido ascdrbico é o nutriente mais afetado pelo proces-
samento de frutas e vegetais, por isso sua retencao é usada
freqiientemente como indicativo da qualidade nutricional e
até mesmo de conservacao dos alimentos®. Algumas vezes, até
mesmo interacdes com outras substancias presentes no alimen-
to contribuem para a diminuicdo dos niveis de vitamina C. A
destruicao desta, por exemplo, pode ser catalisada pela lumi-
flavina, produto de degradacao da riboflavina (vitamina B2)8,
que pode ser induzida pela presenca de aminas (pois reacoes
de escurecimento ocorrem com o acido ascoérbico de forma
semelhante as que ocorrem com a glicose e outros agucares)
ou ainda pela presenca de enzimas como a acido ascorbico
oxidase'”.

Avitamina C também é amplamente usada na indudstria de
alimentos como antioxidante para aromatizantes e gorduras
em geral, para cura de carnes, e até em farinha para melhorar
a textura das massas. Sua utilizacao no pao € bastante impor-
tante, principalmente depois da proibicao do uso de bromato
de potassio’2. O uso do acido eritérbico ou D-isoascérbico vem
sendo diminuido na industria de alimentos com a utilizacao
crescente do acido ascorbico devido ao valor nutricional deste,
e também a queda dos precos com a entrada de industrias
chinesas no mercado, que sintetizam a vitamina C.

A determinacao do 4cido ascérbico em alimentos é bastante
complexa em funcdo dos baixos niveis em que este pode ser
encontrado, além da presenca de substancias interferentes da
matriz estudada que podem, inclusive, contribuir para a sua
degradacdo. Desta forma, métodos empregados facilmente
para misturas multivitaminicas ou alimentos enriquecidos sao
de dificil aplicacdo para dosar somente a vitamina C presente
naturalmente nos alimentos.

A separacao de substancias que se ionizam utilizando
apenas cromatografia de fase reversa € bastante complexa, ne-
cessitando de controle rigido de pH para que nao haja equilibrio
entre as formas ionica e molecular de uma mesma substancia
(pH de trabalho igual ao pKa do analito).

A fase estacionaria de uma coluna de troca ionica H* é
constituida por uma resina de estireno divinilbenzeno em for-
ma de gel e relativamente rigida devido as ligacoes cruzadas
existentes. Esta coluna possui 8% de ligagoes cruzadas sendo
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que, quanto menor o numero destas, mais aberta sera a estru-
tura da resina e, portanto, mais permeavel para substancias
de maior massa molecular.

A utilizacdo de uma coluna de troca i6nica torna a de-
terminacdo de vitamina C bastante seletiva em funcao da
combinacdo de técnicas que este tipo de coluna permite, pois
na verdade o mecanismo de separa¢ao nesta coluna consiste
basicamente de exclusdo idnica e particdo por fase reversa. A
forca 4cida do eluente (H,SO, 0,05 M) pode ser ajustada para
melhorar a resolucao do analito ou excluir interferentes. Des-
ta forma, 4cidos organicos, em geral, podem ser eluidos em
ordem crescente de pKa. A resoluciao da coluna também pode
ser controlada usando-se temperatura (maximo de 65 °C), o
que nao é recomendado para o acido ascérbico. A adicao de
modificadores organicos como acetonitrila, que reduzem as
interacoes hidrofébicas e mantém a solubilidade do analito
organico também € possivel. Isto ocorre porque um analito
que nao possui carga interage bastante com a parte interna
da fase estacionaria que é apolar. Diminuindo-se a polaridade
da fase movel pela adicdo de uma substancia organica estes
compostos eluem mais rapidamente da coluna, podendo-se
inclusive utilizar gradiente de fase moével.

A separacao nao ocorre por mecanismo de troca idnica
uma vez que o pH da fase mével (aproximadamente 1,3) alia-
do ao pH dos sitios SO,"H* (trocadores de cations) da coluna
produzem um pH de quase zero dentro da fase estacionaria'®,
nao permitindo, portanto, que o acido ascorbico esteja na forma
ionizada. Interferentes que se ionizam neste pH sao separados
pelo mecanismo de exclusao i6nica.

O objetivo deste estudo foi apresentar um método simples
e rapido para a determinagao de vitamina C em alimentos,
utilizando uma coluna de troca i6nica forma H*. Este método
também foi comparado a um método convencional? por coluna
C18 e avaliado segundo o tipo de solucédo extratora utilizada.

2 Materiais e métodos

2.1 Reagentes e equipamentos

O padrao de vitamina C foi obtido de Sigma-Aldrich, o acido
sulftrico suprapuro® de Merck CO e a agua tipo I de sistema
de ultrapurificacao Milli-Q® A10.

A coluna de troca i6nica forma hidrogénio Aminex®
HPX87H (7,8 x 300 mm) e foi fabricada por BIORAD®.

Na comparacao entre métodos a coluna C18 utilizada foi
Waters Novapak® (4,6 x 150 mm) e o cromatégrafo liquido foi
um modelo Shimadzu® 10A.

Na comparacao entre solucdes extratoras e demais ana-
lises de frutas e vegetais o cromatografo liquido utilizado foi
Waters Alliance® 2695 com detector de arranjo de diodos
Waters 2996.

O Acido oxalico, o acido metafosférico, o EDTA e o fosfato
de potassio utilizados foram obtidos de Merck CO.

As amostras so6lidas foram processadas em blender de
maneira a produzir uma polpa fina e uniforme para que a
extracao fosse homogénea e reprodutiva.

Os vegetais estudados segundo o método proposto, por
coluna de troca ibnica, foram: batata, mandioca e tomate,
além de sucos de goiaba, abacaxi, maracujd, maca, laranja e
agua de coco.

A amostra estudada durante a comparacgao da separacao
entre os dois métodos foi polpa de manga.

A amostra utilizada na comparacao entre solucoes extrato-
ras para o método de troca ionica foi suco de maracuja.

Todas as amostras foram obtidas no comércio varejista da
cidade do Rio de Janeiro.

2.2 Preparo da amostra e condicées de andlise
segundo método proposto por coluna de troca iénica

As amostras foram pesadas em balanca analitica, extrai-
das com 4cido sulftairico suprapuro® 0,05 M em ultrassom por
10 minutos, levadas a volume conhecido, filtradas em unidade
filtrante descartavel de Teflon® hidrofilico e colocadas em frasco
ambar com tampa de rosca e septo de silicone.

A solucao de acido sulfarico suprapuro® 0,05 M utilizada
como solucao extratora foi também escolhida como fase mével.
A coluna BIORAD Aminex® HPX87H foi escolhida como fase
estacionaria do sistema cromatografico.

A vazao da fase moével foi de 0,8 mL/minuto, o volume de
injecao de 20 pL e o comprimento de onda, 242,6 nm.

2.3 Preparo da amostra e condicées de andlise
segundo método convencional por coluna C18

As amostras foram pesadas em balanca analitica e levadas
a volume conhecido com acido metafosférico 3% (m.v!), fil-
tradas em unidade filtrante descartavel de Teflon® hidrofilico
e colocadas em frasco ambar com tampa de rosca e septo de
silicone.

A fase movel consistiu de tampao fosfato pH 2,5 e a coluna
utilizada foi uma C18 Waters Novapak ®5 p, 150 x 3,4 mm.

A vazao da fase movel foi de 1,0 mL/minuto, o volume de
injecao de 20 uL e o comprimento de onda 254 nm.

2.4 Teste de estabilizacao do acido ascérbico em
funcao da solucao extratora utilizada

* EDTA como agente estabilizante: foram preparadas
10 repeticoes de solugdes padrao de vitamina C com
concentracao aproximada de 1 mg.mL~" com solucdo
de EDTA 0,05% (m.v~!) em &cido sulfarico PA 0,05 M.
As solucoes foram injetadas no sistema cromatografico
imediatamente ap6s o preparo.

Acido oxalico como agente estabilizante: foram prepara-
das 10 repeticoes de solucdes padrao de vitamina C com
concentragao aproximada de 1 mg.mL™! com solucao de
acido oxalico 6% (m.v') em acido sulfarico PA 0,05 M.
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As solucoes foram injetadas no sistema cromatografico
imediatamente ap6s o preparo.

Acido metafosférico como agente estabilizante: foram pre-
paradas 10 repeticoes de solucoes padrao de vitamina C
com concentracao aproximada de 1 mg.mL' com solugao
de acido metafosférico 3% (m.v!) em acido sulftrico PA
0,05 M. As solucbes foram injetadas no sistema croma-
tografico imediatamente apds o preparo.

* Somente acido sulftirico suprapuro® como agente esta-
bilizante: foram preparadas 10 repeticoes de solucoes
padrao de vitamina C com concentracao aproximada de
1 mg.mL™"' com solugao de acido sulftrico suprapuro®
0,05 M, somente. As solucoes foram injetadas no sistema
cromatografico imediatamente ap6s o preparo.

Quantificacdo de amostra de suco de maracujd

Foram preparadas 10 repeticoes de preparo de uma amos-
tra de suco de maracuja extraida com solucao de EDTA 0,05%
(m.v™!) em acido sulfarico PA 0,05 M e quantificadas quanto ao
teor de vitamina C a partir de um padrao de calibracio prepa-
rado da mesma forma. Outras 10 replicatas da mesma amos-
tra foram extraidas somente com acido sulfiirico suprapuro®
0,05 M e também quantificadas quanto ao teor de vitamina C a
partir de um padrao de calibracio preparado da mesma forma.
O teor de vitamina C informado no rétulo do suco de maracuja
foi de 30 mg de vitamina C para 200 mL de suco.

3 Resultados e discussao

Com relacdo a rapidez e simplicidade o preparo da amos-
tra foi fundamental. O uso da coluna de troca i6nica diminuiu
o envolvimento do operador, pois o manuseio e as perdas de
amostra sdo minimos. Os possiveis erros na execucao das
atividades foram assim minimizados.

A extracdo com a propria fase movel (4cido sulfarico su-
prapuro® 0,05 M) também fez parte deste processo de simpli-
ficacdo, pois nao foi necessario preparar solucoes tampao com
extremo controle de pH ou solugées salinas a fim de estabilizar
avitamina C (vide item 3.3). Optou-se somente por utilizar um
acido sulfarico de alta pureza (suprapuro®) para que este nao
trouxesse para o meio extrativo contaminagoes por ions meta-
licos que pudessem degradar a vitamina C recém extraida.

A rapidez do preparo da amostra e a 6tima resolucao cro-
matografica deste método nao excluem a possibilidade de que,
frente a matrizes ainda nao testadas, seja necessario incluir
alguma etapa extra de limpeza da amostra como, por exemplo,
extracao em fase sélida com cartuchos C18 ou desengordura-
mento para o caso de matrizes animais.

A utilizacao do acido sulftarico 0,05 M (pH 1,3), como fase
moével, faz parte do mecanismo de separacao da coluna utiliza-
da, cuja forma i6nica H* é proveniente do acido sulfonico ligado
aresina. O acido sulftirico € utilizado, pois € um acido forte o
bastante para manter a maioria dos acidos organicos na forma
molecular. O acido sulfénico (pKa < 1) da resina permanecera
ionizado no pH da fase mével.

O controle do pH foi requerido para que ocorresse supres-
sao ionica ja que particulas com carga possuem baixa interacao
com a fase estacionaria apolar. No caso do acido ascérbico
(pKa, 4,2), a diminui¢ao do pH para valores menores que 4,2
além de evitar que o equilibrio entre as formas i6nica e mole-
cular acontecesse, deslocou este equilibrio no sentido da forma
molecular da vitamina C devido ao aumento da concentracao
de ions hidrogénio em solucao.

3.1 Avaliacao de cromatogramas obtidos pelo
método proposto com coluna de troca iénica

As Figuras 5 e 6 representam, respectivamente, cromato-
gramas com espectro UV de um padrao de vitamina C e de uma
amostra de tomate. Os cromatogramas obtidos demonstram
separacao do pico da vitamina C em nivel de linha base, e o
espectro demonstra que a absorcdo maxima desta na regiao
do ultravioleta foi de 242,6 nm.

AFigura 7 apresenta a avaliacio de pureza espectral (peak
purity) encontrada para a amostra de tomate. Esta € outra fer-
ramenta importante do detector de arranjo de diodos. O critério
estabelecido pelo equipamento € que o angulo de pureza (purity)
encontrado para a amostra deve ser menor que o angulo limite
(Auto Threshold) medido, levando-se em consideracao varias
tomadas de absor¢ao maxima no UV ao longo do pico e tam-
bém o nivel de ruido encontrado. Como pode ser observado,
o angulo de pureza ¢ menor que o angulo limite. Desta forma
o pico foi considerado espectralmente puro.

A Tabela 1 se refere a teores de vitamina C encontrados
nas diversas matrizes vegetais estudadas.

A resolucao obtida nas matrizes acima foi considerada
também excelente, mas nao exclui a possibilidade de que, frente
a matrizes ainda nao testadas, seja necessario incluir alguma
etapa extra de limpeza da amostra como, por exemplo, extra-
¢ao em fase sélida com cartuchos C18 ou desengorduramento
para o caso de matrizes animais para as quais o método ainda
nao foi testado.

A comparacao do método descrito por RIZZOLLO e
POLESELLO? e o método por coluna de troca i6nica é de-
monstrada através das Figuras 8 e 9, respectivamente. Estas
mostram os resultados de ambos os métodos na analise de
uma amostra de polpa de manga irradiada. Pode-se notar a
separacao insuficiente da vitamina C das substancias interfe-
rentes presentes na matriz da amostra (Figura 8b) coincidente
com o tempo de retencao do padrao (Figura 8a) para o método
RIZZOLLO e POLESELLO?. A Figura 9 diz respeito ao método
proposto com coluna de troca i6nica e revela um pico deste
analito resolvido em nivel de linha base e sem deformacodes
decorrentes da coeluicao de interferentes (Figura 9b) que tam-
bém coincide com o tempo de retencao do padrao (Figura 9a)
nesta coluna.

O método por fase reversa demonstrou separacao insufi-
ciente e baixa resolugao. O método por coluna de troca ionica,
porém, demonstrou separacao completa para o 4cido ascérbi-
co. Amudanca de tipo de fase estacionaria (silica para polimero
com trocador i6nico) mostrou-se bastante eficiente, eliminando
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Figura 5. Cromatograma de um padrao de calibracdo de acido ascérbico extraido do espectro a 242,6 nm, obtidos do detetor de arranjo de
diodos (PDA).
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Figura 6. Cromatograma e espectro de UV obtidos pelo detetor de arranjo de diodos (PDA).

os interferentes e permitindo uma resolu¢ao cromatografica de ascorbico por solucoes extratoras diferentes em solucao padrao
linha base. A vazao de fase movel utilizada nesta avaliacio foi e em uma amostra escolhida aleatoriamente.

de 1,0 mL/min e o comprimento de onda 254 nm. 3 3 i 3
O processo de degradacao do acido ascérbico € bastante

complexo e contém um grande ntiimero de processos de oxi-
dacao/reducao e reacoes de rearranjos intermoleculares. A
degradacao € iniciada com a oxidacao do grupo enediol mais

Este teste foi realizado em duas partes principais com o reativo através da acao de grupos pro-oxidantes como pero-
objetivo de verificar a capacidade de estabilizacdo do acido xidos, radicais hidroxi e também ions metdalicos. Quando o

3.2 Teste de estabilizacao do dacido ascérbico em
Jfuncao da solucao extratora utilizada
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Limite automatico

Vit. C - 8,432

s

7,60
7,65
7,70
7,75
7,80
7,85
7,90
7,95
8,00
8,05
8,10
8,15
8,20
8,25
8,30
8,35
8,40

Minutos

Figura 7. Grafico de pureza espectral: o angulo de pureza deve ser
menor que o angulo limite (Threshold).

Tabela 1. Teor de vitamina C em matrizes vegetais diversas.

Matriz da amostra  Teor de vitamina C encontrado (mg. 100 g)

Agua de coco 0.88
Tomate 21,03
Suco de abacaxi 51,18
Suco de manga 16,58
Suco de maca 8,79
Suco de maracuji 15,60
Suco de caju 40,21
Suco de laranja 56,91
Suco de goiaba 16,30
Batata 39,82
Mandioca 85,33

acido ascorbico € dissolvido em agua, o pH da solugao diminui
devido a ionizacdo parcial do grupo enediol no carbono 3''. A
estabilizacao do acido ascoérbico se da através de acréscimo de
H*, dificultando sua ionizacao, estabilizando o grupo hidroxila
e conseqilentemente o anel da lactona, prevenindo a hidrélise
irreversivel ao acido 2,3-dicetogulonico®.

Em formulacées ou quando adicionada em alimentos a
vitamina C pode ser estabilizada por esterificacao da hidroxila
com acidos organicos de cadeia longa ou ainda acidos inorgani-
cos?. Em uma analise de vitamina C, no entanto, a necessidade
de aumentar a estabilidade do &cido ascérbico recém extraido
da matriz de alimento esta relacionada ao meio extrator e as
condi¢oes de manipulacao como luz e temperatura que afetam
significantemente a recuperacao do acido ascérbico'.

Entre as solugoes mais utilizadas para extrair o acido as-
corbico e também estabiliza-lo, pode-se citar o acido oxalico ou
o acido metafosférico 3-6% (m.v!). Estes acidos sao capazes de
prevenir a oxidacao do &cido ascérbico pela acao de ions cobre
(IT) ou ferro (IIT). Ao acido metafosférico também € reportada a
habilidade de precipitar proteinas e com isso inativar enzimas
como a 4cido ascorbico oxidase'®. Solucoes de EDTA, um agente
quelante que retira ions metalicos do meio, também sao citadas
como fatores de estabilizacao do acido ascérbico.

Uma solugdo de EDTA 0,05% (m.v!) foi reportada como
fator de aumento da estabilidade do acido ascorbico em solucao

Sample: vit ¢ - manga ®
ID: PADRAO

Sample Amount: 1

Type: Standard

Detector: Other

Operator:

Method Name: VITC3001.MO1

***Chromatogram*** Filename:VITC3001.CO1

mV
10
100 A }g
o
50 A
—
©
C
p)
0 4
0 2 4 6
Minutos

***Peak Report***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME

1 3,061 1246 172 1 vit ¢
2 3,565 640603 76346
Sample: vit ¢ - manga irr. ®

ID: 141-1

Sample Amount: 9,9105
Type: Unknown

Detector: Other

Operator:

Method Name: VITC1903.035

***Chromatogram*** Filename:VITC1903.C35
mV

20 Pico da
Vitamina C
0
10 2
c\f
0
0 2 4 6

Minutos
***pPeak Report***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 2,453 71952 1266 1 7,3225 vitc
2 3,730 430906 21423

Figura 8. Método RIZZOLLO e POLESELLO®, sendo: a) Injecdo de
padrao de vitamina C; e b) Injecao de uma amostra de polpa de manga
irradiada.
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Sample: p cal final ®
ID: met TI € ac.

Sample Amount: 100

Type: Unknown

Detector: Other

Operator:

Method Name: VITCTL.MET

***Chromatogram*** Filename: VITC2703.C07
mV

100 +

6,540

50 -

0 2 4 6 8 10
Minutos

***Peak Report***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 6,540 1279401 94089 10,2428 vit ¢

Sample: teste de manga ®
ID:

Sample Amount: 100

Type: Unknown

Detector: Other

Operator:

Method Name: VITCTL.MET

***Chromatogram*** Filename: VITC2703.C06

mV
©
3
100 | =
Pico da |
50 Vitamina C
N
S
0 0 N o
=5 A2
P l) AN\
0
0 2 4 6 8 10
Minutos

***Peak Report***

PKNO TIME AREA HEIGHT MK IDNO CONC NAME
1 5,143 1988 275
2 5,475 27977 2595

3 6,536 3111466 241066 1 0,5904 vitc

Figura 9. Método proposto por coluna de troca idnica, sendo: a) In-
jecao de padrao de vitamina C; e b) Injecao de uma amostra de polpa
de manga irradiada.

de acido sulfarico PA 0,05 M. ASHOOR et al.® afirmam que a
utilizacdo de uma solucdo de EDTA aumentou a area do pico
do padrao de acido ascoérbico trés vezes, sendo este essencial
para aumentar a sensibilidade e reprodutibilidade do método
em questao.

O método acima citado também utilizou uma coluna HPX
87H BIORAD e &cido sulfarico 0,005 M como fase moével.
Baseando-se nesta observacao, resolveu-se testar as afirma-
¢oes quanto ao uso de EDTA e também dos 4cidos oxalico e
metafosférico na extracdo e estabilizacdo e até mesmo no au-
mento da sensibilidade de deteccao do acido ascérbico. Estas
hipéteses foram testadas em solucdes padrao de vitamina C.
Todas as solucoes foram feitas em acido sulfarico PA 0,05 M
em funcao da necessidade da coluna cromatografica utilizar
esta fase mdvel e também para avaliar o efeito da pureza do
acido sulfarico.

Acido metafosférico, dcido oxdlico, EDTA e
dcido sulftirico suprapuro® 0,05 M como agentes
estabilizantes

Os resultados foram reportados em termos de fator de
resposta, pois quanto menor o fator de resposta, maior a area,
e conseqiientemente menor terd sido a degradacao do padrao
de acido ascorbico.

As solucgdes padrao foram preparadas e injetadas no
sistema cromatografico imediatamente apés o preparo para
evitar possiveis problemas de degradacdo da vitamina C com
o tempo, embora estudos prévios tenham verificado que em
aproximadamente 2 horas de espera no injetor automatico,
nao houve mudanca na resposta da solucao padrao de acido
ascérbico??.

Os resultados (Figura 10) demonstraram que a maior
degradacao ocorreu na solucao com acido oxalico (pH 1,3),
seguida pela solu¢ao com acido metafosférico (pH 1,4). A so-
lucdo com EDTA (pH 1,2) obteve comportamento pouco menos
eficiente que a de acido sulfarico suprapuro® 0,05 M (pH 1,3).
Desta forma, considera-se que a solucdo de 4cido sulftirico
suprapuro® 0,05 M é uma boa escolha para estabilizar a vita-
mina C e também manter a idéia de praticidade do método, ndo
inserindo neste o preparo de outra solucao extratora diferente
da fase movel.

A hipoétese verificada por ASHOOR et al.? de que a adicao
de EDTA aumentaria a area do pico da vitamina C no padrao
de calibracao nao foi confirmada e, portanto, ndo mostrou,
neste caso, aumento na sensibilidade do método.

Quantificacdo de amostra de suco de maracujd

Este experimento objetivou testar a eficiéncia das solucoes
extratoras que forneceram os melhores resultados na avaliacao
da solucao padrao, verificando a estabilizacao da vitamina C
em solucdo de EDTA 0,05% (m.v!) e acido sulfarico PA 0,05 M
contra a solucao de acido sulfarico suprapuro® 0,05 M na ex-
tracao de uma amostra, e com isso avaliar o efeito de matriz. A
amostra escolhida aleatoriamente foi suco de maracuja.
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6,00E-07

5,00E-07 -

4,00E-07 A

H

Hi

3,00E-07 -

2,00E-07 1

Fator de Resposta (FR)

1,00E-07

0,00E+00

[ Ac. sulftrico suprapuro 0,05 M

] EDTA 0,05% em &c. sulfarico PA 0,05 M

[ Acido metafosférico 3% em ac. sulfarico PA 0,05 M
B Ac. oxalico 6% em éac. sulfarico PA 0,05 M

Figura 10. Comparacao da resposta obtida ap6s analise de acido
ascorbico em diversas solucoes extratoras. Os resultados estdo ex-
pressos pelo fator de resposta, o qual € inversamente proporcional
a quantidade de AA extraida. Barras verticais representam o erro
padrao da média.

Os teores médios em mg de vitamina C por 100 mL de
suco, obtidos nas 10 repeticées com a solucdo de EDTA e so-
mente com acido sulfarico suprapuro® 0,05 M foram, respec-
tivamente, 14,36 £ 0,21 e 15,60 £ 0,13 (Figura 11 e Tabela 2).
O teor informado no rétulo foi de 15 mg. 100 mL'. Somente a
diferenca de aproximadamente 1,2 mg de vitamina C ocorrida
entre as duas extracoes nao permite concluir que a solugao
de acido sulftirico suprapuro® extraia e/ou estabilize melhor a
vitamina C no meio (embora nao tenha ocorrido sobreposicao
das barras de erro e a variacao entre as medidas para esta
solucao extratora tenha sido menor), mas permite concluir
que a solucao de EDTA nao € imprescindivel para o método e
também nao aumenta a sensibilidade deste.

Os niveis pouco mais altos encontrados para esta extracao
podem ser justificados pela adicao de acido ascérbico no suco
(indicada no rétulo do produto) que funciona como antioxidante
a fim de evitar mudancas de coloragao?*.

4 Conclusoes

A comparacao entre os métodos por coluna de troca iénica
(na verdade uma combinacao de particao por fase reversa e
exclusao ionica) e o método por fase reversa demonstraram a
eficiéncia do primeiro até mesmo para uma matriz complexa
e com baixo teor de vitamina C.

Os perfis cromatograficos obtidos, aliados aos dados de
espectro UV, incluindo a ferramenta de pureza espectral, per-
mitiram concluir que o método ofereceu excelente seletividade e
separacao para a vitamina C presente nas amostras testadas.

~ Recuperacao de vitamina C
o 20,00

00

18,00

—
2]
o
o

B

14,00+

12,00+

Concentracao: mg.1

10,00

O EDTA 0,05% em acido m Acido sulftirico suprapuro
sulfarico PA 0,05 M 0,05 M

Figura 11. Extracao de vitamina C em suco de maracuja utilizando
solucoes extratoras diferentes. Barras verticais representam o erro
padrao da média.

Tabela 2. Teores em mg.100 mL ' encontrados nas duas solugoes
extratoras testadas.

Repeticao Ac. sulfarico suprapuro 0,05% de EDTA em ac.
0,05 M sulftirico PA 0,05 M
am 1 16,31 15,70
am 2 15,24 15,33
am 3 14,92 14,21
am 4 15,82 14,27
am 5 16,01 14,53
am 6 15,58 14,23
am 7 15,76 14,11
am 8 15,57 13,70
am 9 15,20 13,82
am 10 15,00 13,67
Média 15,54 14,36
Desvio padrao 0,45 0,67
CV (%) 2,90 4,69

Os testes que avaliaram a estabilizacido da vitamina C le-
vam a conclusao de que o uso de fase mével (solucao de acido
sulfarico suprapuro® 0,05 M), além de conferir maior rapidez
ao método, nao produz perdas de vitamina C.

Diante dos resultados obtidos pode-se afirmar que o mé-
todo proposto neste estudo é bastante vantajoso para a analise
de vitamina C em matrizes vegetais.
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