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Resumo: A vitamina C, ou &cido ascérbico, pode ser encontrada naturalmente em frutas, vegetais, tecidos
animais e produtos derivados. Também é adicionada pelas industrias em farmacos e alimentos. No organismo é
responsavel por diversas funcdes, porém, ndo é sintetizada pelos humanos, tornando necessaria sua ingestdo
através da dieta. No entanto, a vitamina é uma das mais sensiveis as etapas de processamento e armazenamento
de produtos. Portanto, a sua retencdo é considerada como um indice de conservagao destes. Em virtude de sua
grande importancia e vasta utilizagdo, a andlise de alimentos, bebidas, amostras bioldgicas e produtos
farmacéuticos é de grande relevancia e, assim, diversos métodos foram desenvolvidos para sua determinagao.
Atualmente, os mais utilizados sdo os fisico-quimicos, dentre o0s quais encontram-se titulométricos e
espectrofotométricos. Estes, por serem mais simples, rapidos e ndo necessitarem de reagentes ou equipamentos
sofisticados, estdo entre os mais frequentemente empregados. Desta forma, considerando a importancia da
vitamina C, o objetivo deste trabalho consiste em apresentar uma revisdo de métodos com menor custo para a
sua quantificacdo em diferentes tipos de amostras, destacando o principio, interferentes, vantagens e
desvantagens que apresentam. Técnicas tradicionais continuam sendo bastante empregadas, mesmo com o
desenvolvimento de metodologias mais recentes. Os procedimentos titulométricos sdo mais comumente
utilizados na andlise de farmacos, produtos alimenticios e bebidas, enquanto que espectrofotométricos, além
destas amostras, também possibilitam a determinacgéo da vitamina C em fluidos biol6gicos. E, devido ao baixo
custo e praticidade que possuem, tais métodos ainda sdo de grande interesse.
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1 INTRODUCAO

O é&cido ascorbico, ou vitamina C, é encontrado naturalmente em frutas, vegetais e em
menor teor nos tecidos animais e produtos derivados (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010). Além disso, é adicionado em alimentos e produtos farmacéuticos pelas
industrias, tanto como ingrediente principal, quanto como estabilizante de demais nutrientes e
antioxidante. No organismo também possui funcdo antioxidante, sendo importante para
diversas fungdes (ARYA; MAHAJAN; JAIN, 1998; CRUZ; LOBATO; SANTOS, 2013).
Porém, ndo é sintetizada pelos humanos, devendo ser adquirida através da dieta
(PENTEADO, 2003).

A vitamina C é uma das mais sensiveis ao processamento e condi¢es de
armazenamento dos produtos, podendo sofrer significativa degradag@o durante esses periodos.
Assim, a sua retencdo e considerada como um indice de conservacdo de alimentos e da
qualidade nutricional (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; ROSA et al., 2007;
SUCUPIRA; XEREZ; SOUSA, 2012).

Devido a grande importancia da vitamina e sua vasta utilizacdo, a analise de

alimentos, bebidas, fluidos bioldgicos e produtos farmacéuticos possui grande relevancia.
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Desta forma, diversos métodos para a sua quantificagdo foram desenvolvidos. Dentre estes,
encontram-se titulométricos, eletroquimicos, luminescentes, fluorimétricos, cromatogréficos e
espectrofotométricos. Além disso, metodologias elaboradas também visam uma anélise mais
rapida, simples, precisa, com boa sensibilidade e seletividade e com menor uso de reagentes
(ARYA; MAHAJAN; JAIN, 1998, 2000; ARYA; MAHJAN, 1996; LIMA et al., 2007;
QUINAIA; FERREIRA, 2007).

A selecdo do metodo analitico apropriado é fundamental para atingir resultados
precisos. Técnicas tradicionais se baseiam na titulacdo de oxirreducdo da amostra
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Métodos espectrofotométricos, assim como
titulométricos, apresentam praticidade, rapidez, simplicidade e possuem baixo custo, ndo
necessitando equipamentos e reagentes sofisticados. Portanto, devido a tais vantagens, estes
métodos estdo entre os mais comumente utilizados (DA SILVA et al., 2019; SPINOLA,
2011).

Assim, considerando a importancia e o grande uso da vitamina C, este artigo tem
como objetivo apresentar uma revisdo sobre métodos que possuem menor custo
desenvolvidos para sua quantificacdo, destacando o principio no qual se baseiam, interferentes
encontrados, as amostras aos quais podem ser aplicados, bem como vantagens e desvantagens

(ue apresentam.
2 DESENVOLVIMENTO

2.1 A vitamina C

O termo vitamina C é utilizado para descrever de forma genérica todos 0s compostos
que possuem a atividade bioldgica do acido ascorbico, sendo que o composto natural principal
com essa atividade é o 4cido L-ascorbico (PENTEADO, 2003).

Ela é classificada como hidrossolivel e pode ser encontrada em alimentos e na
natureza na forma de &cido ascorbico e na sua forma oxidada, &cido dehidroascorbico. Ambas
possuem funcédo fisioldgica, porém, mais uma oxidacdo do acido dehidroascorbico leva a
formacéo de &cido dicetoguldnico, acarretando na inativacéo irreversivel da vitamina e perda
de sua atividade bioldgica (BARCIA et al., 2010; CRUZ; LOBATO; SANTOS, 2013;
SUCUPIRA; XEREZ; SOUSA, 2012). A reagéo ocorre por meio da abertura do anel lactona
através da hidrolise (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; PENTEADO, 2003). A

oxidacéo do acido esta representada na Figura 1.



Figura 1 — Oxidac&o do &cido ascorbico a &cido dehidroascdrbico e &cido dicetoguldnico
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Fonte: Da autora, adaptado de Sucupira; Xerez; Sousa (2012).

A vitamina é um forte agente redutor e se oxida com facilidade. A sua degradacéao
pode ser influenciada por diversos fatores como luz, oxigénio, catalisadores metalicos,
temperatura, umidade ou atividade de agua e pH, possuindo oxidacdo mais rapida em meio
alcalino e razoavel estabilidade em solugcbes levemente &cidas (DA SILVA; MARTINS;
DEUS, 2009; DE ANDRADE et al., 2002; EL-ISHAQ; OBIRINAKEM, 2015; SUCUPIRA;
XEREZ; SOUSA, 2012).

O composto €é fundamental para a salde, possuindo importante papel no
desenvolvimento e regeneracdo de musculos, pele, ossos, dentes, formacdo e manutencdo do
colageno, regulacdo da temperatura corporal, producdo de horménios e metabolismo geral
(DE ANDRADE et al., 2002; PENTEADO, 2003). Por ser um poderoso antioxidante, a
vitamina C pode proteger o organismo contra doencas crénicas como cancer, catarata e
doencas cardiovasculares (MUNYAKA et al., 2010). Também é importante pois captura
radicais livres, atua no transporte de elétrons e auxilia na absorcdo de ferro no intestino
(FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003).

2.2 Métodos

Sdo diversas as técnicas que possibilitam a identificacdo e quantificacdo da vitamina
C. Atualmente, as mais utilizadas sdo as fisico-quimicas (DE OLIVEIRA; GODOQY; PRADO,
2010; PENTEADO, 2003). Dentre estas, encontram-se as volumétricas e instrumentais, sendo
que geralmente as propriedades de reducdo do acido ascérbico sdo o principio dos
procedimentos para sua determinacdo (BAZEL; RIABUKHINA; TIRPAK, 2018; TAVARES
et al., 1999). Todos os metodos possuem vantagens e desvantagens que precisam ser
avaliadas. Dependendo da amostra, a deteccdo da vitamina C pode ser um desafio em fungéo

de estar presente em baixos teores, as suas diversas formas quimicas e ser bastante instavel



sob diferentes condigdes. Ainda, interferentes existentes na matriz analisada podem afetar a
andlise do acido ascorbico e contribuir para sua degradacdo (SPINOLA, 2011).

Devido as variadas composicOes, caracteristicas, propriedades de extracdo e
purificacdo de cada amostra, 0 mesmo método nem sempre pode ser utilizado para amostras
de diferentes tipos. Além disso, nem todas as técnicas possibilitam a quantificacdo da
vitamina C total (&cido ascorbico e dehidroascérbico) devido as suas distintas propriedades
quimicas, eletroquimicas e opticas (MOHAMMED; HAMAD; MOHAMMED, 2009).
Portanto, a escolha da metodologia deve levar em conta a matriz, possiveis interferentes e
recursos analiticos disponiveis (SPINOLA, 2011).

A partir da reviséo de literatura, a seguir estdo apresentados métodos titulométricos e

espectrofotométricos.

2.2.1 Titulométricos

Titulagdes consistem em procedimentos quantitativos que tém como base a medida da
quantidade consumida de um reagente, que possui uma concentracdo conhecida, por um
analito durante uma reacdo quimica ou eletroquimica (SKOOG et al., 2015). Os métodos
titulométricos sdo bastante comuns e utilizam diversos agentes oxidantes para a analise do
4cido ascorbico, tendo como base o forte poder redutor da vitamina (SPINOLA, 2011;
TAVARES, et al. 1999).

2.2.1.1 Método de Tillmans

Consiste em um método colorimétrico que se baseia na reducdo do corante 2,6-
diclorofenolindofenol (DCFI), que é o reativo de Tillmans preparado com bicarbonato de
sodio, atraveés de uma solucdo &cida da vitamina, contendo &cido metafosforico e acido
acético. O ponto de viragem da titulacdo é determinado pela mudanca de cor do DCFI de azul,
em meio alcalino, para rosa, em meio acido (ALDRIGUE, 1998; IAL, 2008; LIMA et al.,
2007). O éacido ascorbico reduz o DCFI a uma solugdo incolor, e, ao fim da titulagdo, o
excesso do indicador que nédo foi reduzido, origina a coloracdo rosa na solugédo acida (DE
OLIVEIRA; GODQY; PRADO, 2010). A reagdo entre o DCFI e o acido ascorbico esta
representada na Figura 2. O ponto final também pode ser avaliado pela sua absorbéancia a 518
nm (EITENMILLER; YE; JUNIOR, 2008).



Figura 2 — Reacdo do DCFI com o &cido ascorbico
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Fonte: Da autora, adaptado de Lima et al. (2007).

O método pode ser utilizado em amostras que contenham baixa concentracdo de
vitamina, como sucos de frutas. Porém, diversos compostos podem atuar como interferentes,
como ions de ferro, cobre e estanho, pigmentos, taninos, cisteina, metabissulfito e demais
substancias redutoras. A presenca de ions interferentes pode ser checada através de teste com
solucdo de azul de metileno ou indigo carmim. O procedimento também possui limitagcdes em
solucdes coloridas, além de ter pouca especificidade, instabilidade de cor e ndo determinar o
4cido dehidroascorbico (ALDRIGUE, 1998; IAL, 2008; SPINOLA, 2011).

Assim, a sua aplicacdo é mais restrita a frutas citricas e tabletes de multivitamina, que
ndo possuem minerais em sua composicao (LIMA et al., 2007). Ainda, o reagente de Tillmans
deve ser padronizado sempre que for utilizado com solucdo de vitamina C recentemente
preparada (IAL, 2008). Para minimizar o efeito de interferentes, a titulacdo deve ser realizada
rapidamente e em meio fortemente &cido (PENTEADO, 2003). Apesar disso, a técnica € de
facil aplicacdo e possui baixo custo, sendo ainda empregada como base na comparacao para
novas metodologias desenvolvidas. A utilizagdo do DCFI é bastante frequente, ndo sé para
produtos alimenticios, mas também para farmacos (DE OLIVEIRA; GODOY; PRADO,
2010).

De Oliveira, Godoy e Prado (2010) desenvolveram uma otimizacdo do método para
amostras que apresentam coloragdo. Os autores analisaram geleias de frutas e modificagoes
incluem etapas de extragdo com ultrassom e centrifugacdo. A amostra foi utilizada como
titulante e o DCFI juntamente com &gua destilada foi titulado. Dentre as vantagens descritas,

além da analise de amostras pigmentadas, estdo o menor uso do reagente DCFI e menor



geracgdo de residuos em comparacdo ao método oficial. Outra modificacdo para amostras com
coloragdo e também para a andlise de vitamina C total, consiste na prévia utilizagdo de
extracdo em fase solida para remocao de compostos coloridos e interferentes. A reducdo do

acido dehidroascorbico é realizada com cloridrado de cisteina (VERMA et al., 1996).

2.2.1.2 Titulagéo com iodato de potassio

O metodo tem seu principio na oxidacdo da vitamina C pela titulacdo com iodato de
potassio, em meio acidificado com &cido sulfarico e na presenca de iodeto de potéssio e
solucédo de amido (IAL, 2008). Quando a solucdo é titulada, devido a interacdo entre o iodato
e iodeto forma-se o iodo (REACAO 1), que realiza a oxidacéo do acido ascorbico (REACAO
2). Apds toda vitamina ser consumida, o iodo gerado reage com o amido e origina um
complexo de coloracdo azul (DA SILVA et al., 2019; MUSSA; SHARAA, 2014; TAVARES
etal., 1999; VOGEL, 2013).

KIO3+ 51"+ 6H" — 31> + 3H,0 + K* (1)

CeHgOs + 2 — CeHsOp + 21" + 2H* (2)

A técnica pode ser utilizada em alimentos enriquecidos e in natura, quando o teor de
acido ascorbico for superior a 5 mg (IAL, 2008). Uma de suas vantagens é o baixo custo do
amido. Além disso, a solucdo de iodato é muito estdvel em comparacdo a de Tillmans, que
precisa de verificacdo diariamente (TAVARES et al.,, 1999; VILLELA; PECCI, 1943).
Porém, com este método também ndo é possivel quantificar diretamente o teor de &cido
dehidroascorbico (SPINOLA, 2011). O procedimento ainda pode ser realizado de forma na
qual o iodo gerado em excesso € titulado com tiossulfato de sédio ou adicionando apenas
amido na amostra e executando a titulacdo com iodo, podendo ser analisados suplementos,
frutas e vegetais (DA SILVA, 2019; MAJIDI; Y-ALQUBURY, 2016; QUINAIA;
FERREIRA, 2007).

2.2.1.3 Titulagdo com N-bromosuccinimida

A titulagio com a N-bromosuccinimida também pode ser utilizada e tem como
principio a oxidacdo do acido ascorbico a dehidroascorbico pela N-bromosuccinimida. A
amostra é estabilizada com solucéo de acido tricloroacético e entdo iodeto de potéssio, acido
acético e indicador de amido sdo adicionados. A titulacdo é realizada com N-
bromosuccinimida. Assim que toda vitamina for oxidada, o excesso do reagente libera o iodo
do iodeto de potéssio, que é entdo detectado com o amido. O iodo é formado antes de outros

compostos redutores reagirem com a N-bromosuccinimida (BALL, 1994).



O método pode ser aplicado em frutas e sucos de frutas, porém o ponto de viragem é
de dificil deteccdo em produtos de leite e cereais. Assim, para situagcdes nas quais o ponto
final é mascarado, pode-se utilizar titulacdo potenciomeétrica. Em determinadas amostras,
como tomates e limdes pode ocorrer superestimacdo do teor de vitamina. Agentes redutores
que interferem no método de Tillmans, como sais de ferro, ndo apresentam interferéncia na
reacdo com a N-bromosuccinimida. Apenas compostos de enxofre se oxidam antes da
liberacdo do iodo. Assim, a presenca de sulfito, utilizado em conservantes como o
metabissulfito em sucos e polpas, pode interferir. No entanto, o bissulfito pode ser

complexado antes da titulacdo utilizando-se acetona (BALL, 1994).

2.2.1.4 Titulacdo espectrofotométrica: Reagdo com o complexo [Fe(SCN)n]t+3

Por fim, destaca-se a titulacdo espectrofotométrica, que consiste em um procedimento
econémico e rapido otimizado por Quinaia e Ferreira (2007) e que se baseia na decomposicédo
do complexo [Fe(SCN)n*3*™M] para a determinagio da vitamina em sucos de frutas e farmacos.
O complexo é titulado com a amostra e o acido ascorbico reduz o Fe*" a Fe?*, prejudicando a
sua ligacdo com o tiocianato e diminuindo a absorbancia. As leituras sdo realizadas a 460 nm
apos cada adicdo de titulante e além do ponto de equivaléncia, que € determinado
graficamente. A quantidade de reagentes e amostras utilizada € pequena e a técnica elimina

determinados erros que podem acontecer em outros métodos titulométricos.

2.2.2 Espectrofotométricos

Os meétodos espectrofotométricos se baseiam na capacidade das substancias de
absorver radiacdo eletromagnética na regido do ultravioleta ou visivel (BROWN et al., 2005;
SPINOLA, 2011). S&o comuns os procedimentos para a determinacio da vitamina que tém
seu principio a partir do carater redutor do composto. Frequentemente utilizam-se indicadores

do tipo redox, como metais, ou croméforos (SPINOLA, 2011).

2.2.2.1 Reducdo de ions cuapricos

Dentre os métodos espectrofotométricos, a reducdo de ions cupricos foi publicada por
Contreras-Guzman, Strong 111 e Guernelli (1984) e se baseia na redugéo de ions cupricos pela
acdo do acido ascorbico com posterior complexacdo com cuproina. Para a extracdo da
vitamina é utilizado &cido metafosforico e, em um sistema bifasico com cloroférmio, €
realizada a remocdo de componentes com propriedades redutoras, como outras vitaminas,
compostos terpénicos, taninos e demais substancias lipossoltveis (SERON; CONTRERAS-
GUZMAN, 1993).



A fase aquosa contendo o &cido ascorbico e interferentes hidrossoliveis, como
acucares, pigmentos, entre outros, € tamponada com tampéo de acetato de sodio, acido acético
e ureia (pH 4,6) e agitada com uma fase organica na qual ocorre a reacdo, contendo alcool
isoamilico, ions cupricos e cuproina. O acido ascorbico é oxidado a dehidroascérbico e os
ions de cobre reduzidos formam um complexo de coloragdo pdrpura com a cuproina, o
[Cu(cuproina)2]®, que é avaliado espectrofotometricamente a 545 nm (CONTRERAS-
GUZMAN; STRONG Ill; GUERNELLI, 1984; SERON; CONTRERAS-GUZMAN, 1993).
O sistema bifésico € util para contornar a falta de especificidade dos ions capricos, ja que
interferentes permanecem em uma fase diferente daquela em que ocorre a reagédo
(ALDRIGUE, 1998).

A metodologia é aplicavel a alimentos naturais e industrializados, tendo sido testada
pelos autores em frutas, hortalicas, produtos formulados, leites em po6, produtos de
panificacdo e sucos de laranja. E interessante salientar que a técnica pode ser utilizada em
amostras pigmentadas, que impedem a visualizacdo do ponto final em métodos titulométricos.
Além disso, ela pode ser aplicada em produtos que passaram por tratamentos térmicos e que
eventualmente poderiam originar redutonas, que sdao compostos intermediarios da reacao de
Maillard e interferem na quantificagio da vitamina (CONTRERAS-GUZMAN; STRONG lll;
GUERNELLI, 1984; IAL, 2008; SERON; CONTRERAS-GUZMAN, 1993).

2.2.2.2 Reagao com 2,4-dinitrofenilhidrazina

Outro método espectrofotométrico, utilizado por Roe e Kuther em 1943 para a
determinacdo da vitamina C total em sangue e urina, tem seu principio a partir da rea¢do do
acido dehidroascorbico com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) na presenca de tioureia a 37 °C
por 3 horas. O &cido ascorbico é previamente oxidado a dehidroascdrbico com carvao ativado
na presenca de acido tricloroacético, utilizado na extracdo. Ao reagir com a DNFH, o &cido
dehidroascorbico forma o bis 2,4-dinitrofenilhidrazona, uma osazona que ao ser tratada com
acido sulfdrico 85%, origina um complexo de coloracdo vermelha. As reacOes estdo
representadas na Figura 3. A absorbancia maxima se encontra entre 500 e 550 nm, sendo 520
nm o comprimento mais comumente utilizado (ALDRIGUE, 1998; MUSSA; SHARAA,
2014; RIEMSCHNEIDER; MOCELLIN; ABEDIN, 1977; ROE; KUETHER, 1943;
SPINOLA, 2011).



Figura 3 — Oxidacdo acido ascorbico seguida da reacdo com DNFH, tratamento &cido e

formacéo de complexo
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Fonte: Da autora, adaptado de Eitenmiller; Ye; Junior (2008).

O método é util para a determinacdo de vitamina C total se grandes quantidades de
acucar ndo estiverem presentes na amostra (EITENMILLER; YE; JUNIOR, 2008). Porém, as
concentragcdes nas quais estes compostos interferem sdo significativamente maiores que as
encontradas em amostras reais. E, caso o0 teor destas substancias for muito elevado, as
amostras podem ser diluidas, o que evita a interferéncia e ainda permite uma reagdo
satisfatoria (ROE; KUETHER, 1943). A especificidade da reacdo em matrizes complexas se
da pelo falo de a DNFH reagir mais rapidamente com o &cido dehidroascérbico em
comparacdo a outros carboidratos e substancias redutoras (EITENMILLER; YE; JUNIOR,
2008; SPINOLA, 2011).

Aldeidos e cetonas reagem com a DNFH, mas seus produtos de derivatizagdo néo
apresentam reacdo com o acido sulfurico nas condicdes da analise e solugdes do acido com
tais compostos ndo absorvem na regido de leitura. A interferéncia de agentes oxidantes como
Fe3* e H,0: ¢ evitada com a utilizacdo de tioureia na reagdo, que produz um meio redutor
(ROE; KUETHER, 1943). Alem disso, o uso do carvdo ativado impede a interferéncia de
pigmentos, ja que estes ficam adsorvidos no material (BALL, 1994).

A técnica, com alteragcdes, como o uso de agua de bromo para realizar a oxidacéo do
acido ascorbico, foi empregada em demais estudos para a analise de vegetais, frutas e sucos
de frutas, demonstrando ser simples e com resultados confiaveis. Nos trabalhos também foi
checada a interferéncia de substancias como glicose, frutose, sacarose e acido dicetuguldnico,
porém, de acordo com os resultados, estas ndo afetaram a analise. O limite de deteccdo

encontrado equivale a 0,01 ppm e o limite de quantificagdo corresponde a 0,017 ppm



(KAPUR et al., 2012; KHAN et al., 2006; MOHAMMED; HAMAD; MOHAMMED, 2009;
MUSSA; SHARAA, 2014).

2.2.2.3 Complexacéo de ferro(l1) com acido picolinico

A metodologia envolvendo a complexacdo de ferro(ll) com o acido picolinico foi
desenvolvida por Arya e Mahajan (1996) e utilizada para a determinagdo de &cido ascérbico
em produtos farmacéuticos, vegetais, frutas, sucos, leite e urina. A extracdo é realizada com
acido tricloroacético. O &cido ascorbico reduz o ferro(lll) a ferro(ll), que, na presenca de
piridina, forma um complexo de coloragdo amarelada com o acido picolinico, sendo extraido
em seguida com cloroférmio. O extrato resultante € analisado espectrofotometricamente a 400
nm. A adicdo de piridina é essencial para a extracdo do complexo na fase organica, tornando-
0 mais hidrofobico, e também para manter o pH desejado.

Dentre os interferentes avaliados, encontram-se os &nions SOs%", POs* e S,03%, que
quando presentes em concentraces de miligramas acabaram provocando maiores alteragdes
nos resultados. Demais vitaminas, aminoacidos, acglcares, compostos organicos, cations e
anions testados apresentaram pouca ou nenhuma interferéncia. O método oferece simplicidade
e rapidez, com desenvolvimento de cor instantaneo e estabilidade do complexo, sendo que sua
extracdo para um meio organico previne a interferéncia de substancias que apresentam

coloragéo.

2.2.2.4 Microextracdo liquido-liquido assistida por Vortex

Considerando a degradacdo do acido ascorbico durante o processamento e
armazenamento de alimentos, Bazel, Riabukhina e Tirpak (2018) ressaltam a importancia da
andlise de tracos da vitamina, que pode ser quantificada pela microextracdo liquido-liquido
assistida por vortex. Em muitas amostras, o teor do composto é inferior ao limite para sua
guantificacdo em métodos espectrofotométricos, necessitando pré-concentracdo. A técnica
desenvolvida se baseia na redugdo do anion tri-iodeto (Is) na presenca de corante de
polimetina. O &cido ascérbico reage com o tri-iodeto gerando iodeto, que ndo forma par
ibnico com o corante. Nessa interacdo, ocorre a destrui¢cdo do par i6nico, 0 que provoca sua
descoloracdo e consequente diminuigdo da absorgdo, ou seja, 0 método se baseia na reducéo
da absorbancia dos extratos.

A agitacdo dos componentes é realizada em Vortex com tetraclorometano e na
presenca de tampé&o de acetato (pH 3,0) seguida de centrifugagéo. O tri-iodeto que ndo reagiu
formado pelo par ibnico é extraido para o solvente e avaliado espectrofotometricamente a 560

nm. A determinacdo é realizada na fase orgénica devido ao sistema ser instavel e coloidal.
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O método pode ser utilizado em amostras de alimentos, sendo analisadas pelos autores
frutas e cervejas. O limite de detecgdo corresponde a 0,89 ug L™ e o limite de quantificacéo é
de 2,94 pg L. Interferentes encontrados consistem nos ions NO2", BrOs", 1037, 104 € Cr207%,
porém estes estdo dificilmente presentes em produtos alimenticios. A metodologia foi
comparada ao método de Tillmans, demonstrando ser mais sensivel e pratica quanto as
caracteristicas metroldgicas. Também possui maior sensibilidade em relacdo a outras técnicas
espectrofotométricas e a quantidade de solvente organico utilizado é muito pequena,

equivalendo a 500 pL.

2.2.2.5 Redugéo de selénio(1V) e cromo(V1)

A reducéo de selénio(IV) e cromo(VI) sdo dois procedimentos viaveis para a analise
de tabletes de vitamina, frutas e vegetais que foram desenvolvidos por Revanasiddappa e
Veena (2008). No primeiro, a analise ocorre a partir da reacdo entre o acido ascorbico com
solucdo de selénio(lV) em meio acidificado com &cido cloridrico, seguida da adicdo de
solucdo de iodeto de potéassio e amido. A vitamina é oxidada e o selénio ndo reduzido, reage
com iodeto liberando iodo, que forma o complexo com o amido. Com a diminuicdo da
concentracdo de Se(IV), hd menor absorcdo. Portanto, este método também é baseado na
reducdo da absorbancia, que decresce linearmente com o aumento do teor de &cido ascorbico.
A maxima absorbancia ocorre em 580 nm. Os limites de detec¢cdo e quantificacdo sdo de
0,1570 e 0,4757 pg.mL" respectivamente.

O segundo procedimento tem seu principio na oxidacdo da vitamina por excesso de
Cr(VI) na presenca de acido sulfarico. O Cr(VI) ndo reduzido é determinado a partir da
reacdo com a difenilcarbazida, formando um produto violeta avermelhado que €é avaliado
espectrofotometricamente a 550 nm. Da mesma forma que o método anterior, ocorre
diminuicdo da absorbancia com o aumento do teor de acido ascorbico. Os limites de detec¢édo
e quantificagdo equivalem respectivamente a 0,5784 ¢ 0,8436 pg.mL™,

Para ambas técnicas, ndo é necessaria a extragdo da amostra, sendo utilizada apenas
agua destilada na sua preparacdo, o que aumenta a simplicidade. Ndo foram observadas

interferéncias nas amostras analisadas. Os métodos sdo seletivos e possuem boa sensibilidade.

2.2.2.6 Reacdo com auramina O

Desenvolvido por Janghel, Sar e Pervez (2012), a reagdo com a auramina O foi
empregada em sucos de frutas, vegetais, produtos farmacéuticos e amostras bioldgicas de
sangue, leite e urina. Para a preparacdo das amostras, EDTA, &cido oxalico ou &cido

tricloroacético sdo utilizados. Em aliquotas destas, sdo acrescentadas solucfes de iodeto e
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iodato de potassio e acido cloridrico, que, como ja mencionado, levam a liberacdo de iodo,
gerando coloracdo amarela. O corante auramina O € adicionado seguido de acetato de sodio
ou hidroxido de sodio. O iodo produzido descolore o marrom do corante, diminuindo sua
absorbancia, que é avaliada a 405 nm. Os limites de detec¢do e quantificacdo equivalem
respectivamente a 0,0086 e 0,01 pg.mL?. Componentes comumente presentes em sucos de
frutas e produtos farmacéuticos ndo interferiram. A interferéncia a partir de ions metélicos é
evitada com a utilizacdo de EDTA. O metodo é simples, apresenta boa sensibilidade, ndo
requer extracdo em fase organica, possui baixo custo e a coloracdo desenvolvida tem alta

estabilidade.

2.2.2.7 Reagao com o complexo Cu(I1)-NHs

Ja a reacdo com o complexo Cu(Il)-NHs é indicada para a identificagdo da vitamina C
em produtos farmacéuticos. A técnica realiza a preparacdo das amostras com agua destilada
ou acido cloridrico. Estas sdo em seguida adicionadas em soluc¢fes do complexo Cu(l1)-NHs,
ajustadas a pH 9,2 com hidroxido de sodio. O acido ascérbico reduz o complexo a Cu(l)-NHs,
gue possui menor absorbancia e é instavel, sendo que quando agitado e em contato com o ar, é
oxidado novamente a Cu(ll)-NHs. Portanto, a absorbancia deve ser avaliada imediatamente e
sem mexer a amostra, e, desta forma, o O, ndo atua como interferente (FARAJZADEH,;
NAGIZADEH, 2003).

A diminuicdo da absorbancia é proporcional ao teor de vitamina C. 0,026 mM € o
limite de deteccdo. As leituras espectrofotométricas sdo feitas a 600 nm e a coloracdo das
amostras e vitaminas presentes ndo interferiu, devido ao comprimento de onda utilizado. fons
oxalato e citrato também foram estudados. O complexo Cu(ll)-citrato tem méaxima
absorbéncia apenas em 750 nm e o oxalato ndo reduz o cobre nas condi¢bes de analise.
Excipientes de produtos comercializados também néo alteraram os resultados. Portanto, o
método pode ser utilizado como uma alternativa a iodimetria, por exemplo, que pode
apresentar problemas em amostras coloridas. O procedimento € barato, ndo requer pré-
tratamento de amostra e pode ser utilizado em anélises de controle de rotina (FARAJZADEH,;
NAGIZADEH, 2003).

2.2.2.8 Complexacéo de ferro(l1) com fenantrolina

Outro método se baseia na complexacdo de ferro(ll) com a fenantrolina. Ao ser
adicionada em solucdo acidificada com &cido cloridrico contendo Fe®* e 1,10-fenantrolina
(Phen), a vitamina C reduz o ferro a Fe?*, que forma um complexo de coloragdo laranja

avermelhada com a fenantrolina, o Fe(Phen)s?*, que é avaliado a 510 nm. As amostras s&0
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preparadas a partir da dissolugdo em agua. A técnica foi utilizada em suplementos,
demonstrando ser simples, fécil, rapida e com baixo custo de reagentes (ADEM et al., 2016;
DA SILVA et al., 2019).

O procedimento ja foi descrito por Anwar et al. (1990) e foi empregado em farmacos.
O complexo apresentou méaxima absorbancia em 515 nm. Entre os ions estudados, a maior
interferéncia € causada por sulfeto, sulfito e demais compostos capazes de reduzir o ferro,

como a vitamina A. Nitrito e oxalato causam pouca interferéncia.

2.2.2.9 Correcao de fundo através da oxidacao do acido ascérbico

A analise direta por espectrofotometria UV do &cido ascorbico é réapida e simples,
porém, a absorcdo da radiacdo UV pela matriz da amostra se torna um problema para tal
procedimento. Para resolver isso, técnicas de correcdo de fundo foram desenvolvidas, nas
quais realiza-se a oxidacdo do &cido L-ascorbico. A absorbancia é avaliada primeiramente na
amostra sem o agente oxidante e apds na amostra na qual foi realizada a oxidacdo. O teor de
acido ascorbico pode ser calculado entdo a partir da diferenca entre as absorbancias
encontradas (SALKIC; SELIMOVIC, 2015).

Salki¢ e Selimovi¢ (2015) elaboraram dois métodos que se baseiam na corregdo
através da oxidacao por peroximonossulfato de potéssio e peréxido de hidrogénio na presenca
de Cu(ll) como catalisador, aplicando-os em produtos farmacéuticos. No primeiro, é
empregada solucdo estabilizadora contendo EDTA em tampdo de acido acético glacial e
acetato de sédio (pH 6,0) na preparacdo da amostra. A oxidacdo do acido ascérbico é
realizada com peroximonossulfato de potassio, sendo a absorbancia lida a 265 nm. O &cido
dehidroascoérbico formado € insensivel a radiacdo ultravioleta neste comprimento de onda. A
utilizacdo de estabilizador é necessaria devido & instabilidade da vitamina em pH superior a
5,0. Os limites de detecgdo e quantificagdo sio de respectivamente 0,19 e 0,65 ug.mL™.

No segundo método, para a preparacdo da amostra é utilizada solucédo tampédo com os
mesmos componentes, porém com pH de 4,50. A oxidacdo € realizada com perdxido de
hidrogénio na presenca de solucdo de Cu(ll). A absorbéancia é avaliada a 262 nm. Como a
reacdo de oxidacdo neste meio ocorre muito lentamente, € necesséria a utilizagdo de cobre
como catalisador, sendo entdo, descartado o uso de estabilizadores, pois podem formar
complexo com o metal e retardar a reacdo. Os limites de deteccdo e quantificagdo equivalem a
0,15 ¢ 0,51 ng.mL? respectivamente.

Interferéncias devido a compostos usualmente presentes em produtos farmacéuticos

foram estudadas. No primeiro método, apenas citrato e &cido citrico, devido & mudanca de pH
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que provocam, e nitrito, por causa da oxidacdo gerada em meio &cido no segundo
procedimento, acarretaram em variacdo nos resultados. Porém, esta alteracdo se encontra na
faixa aceitdvel definida e, portanto, tais compostos nao foram considerados como
interferentes. Ingredientes presentes nos produtos comerciais ndo interferiram. Os métodos
apresentam boa sensibilidade, seletividade, os reagentes utilizados tém baixo custo e ndo é
necessario pré-tratamento de amostra.

Farmacos também foram analisados por outra técnica, que emprega a solucdo
estabilizadora composta por EDTA, tampé&o de acido acético glacial e acetato de sddio (pH
4,10). Nitrito de sddio efetua a oxidagdo, que requer meio &cido, e a leitura da absorbancia é
feita a 256 nm. Os limites de deteccdo e quantificacio sdo de 0,12 e 0,41 pg.cm?®
respectivamente. Devido a variacdo de pH causada pela presenca de acidos citrico e latico e
ions carbonato, bicarbonato, oxalato, acetato e citrato, houve pequena alteracdo nos
resultados, no entanto, esta ficou dentro dos limites aceitiveis estabelecidos. Demais &nions,
ions metalicos, acucares e aminoacidos estudados, assim como excipientes presentes em
amostras comerciais ndo apresentaram interferéncia. A técnica é simples, precisa, nao requer
extracdo e tem boa seletividade (SALKIC; KUBICEK, 2008).

Para a analise de sucos de frutas, refrigerantes e licores, um método realiza a oxidacao
com sulfato de cobre(ll) a 50 °C, temperatura necessaria devido a interferéncia de acido
citrico, que estd comumente presente nas amostras avaliadas e retarda a reacdo. Como o cobre
absorve na faixa do acido ascérbico, ap6s a oxidacdo é adicionado EDTA, que forma um
complexo com o metal que ndo absorve na regido de leitura. O complexo ndo catalisa a
oxidagdo a temperatura ambiente. A extracdo das amostras é realizada com solucdo de acido
metafosforico e acido acético e a absorbancia é avaliada a 264 nm e com pH 6. lons como
AI(I11), Zn(I1), Mg(I1) e Fe(ll) geram erro negativo em consequéncia da catalise da oxidacdo
da vitamina pelo ar. O método € seletivo e a maioria dos componentes usualmente presentes
nas amostras analisadas ndo interferiram (ERWA; SHINGER; ISHAG, 2018; LAU; LUK,
WONG, 1986; SALKIC; KUBICEK, 2008).

3 CONCLUSAO

Séo diversos os métodos desenvolvidos para a quantificagdo da vitamina C, portanto é
essencial considerar o tipo de amostra a ser analisada, sua matriz, interferentes e demais
caracteristicas pertinentes. E importante conhecer as particularidades de cada procedimento,
para assim escolher o mais adequado a fim de obter melhores resultados. Ha uma grande

variedade de amostras que podem ser analisadas, porém nem sempre 0 mesmo método é
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apropriado para os diferentes tipos. Para a analise de alimentos, bebidas e farmacos, ambos 0s
procedimentos espectrofotométricos e titulométricos sdo utilizados, porém, o0s
espectrofotométricos também possibilitam a quantificacdo da vitamina C em amostras
bioldgicas. Todas técnicas apresentam vantagens e desvantagens e, apesar de novas serem
desenvolvidas, as tradicionais sdo ainda bastante utilizadas, sendo indicadas até mesmo como
metodologias oficiais ou empregadas na comparacdo de novos procedimentos. Embora as
titulométricas e espectrofotométricas possam apresentar falta de especificidade ou
interferentes em certos casos, tais problemas sdo evitados com a incorporacdo de
determinadas etapas ou reagentes. Além disso, elas continuam a ser de grande interesse,
devido ao baixo custo e praticidade que possuem, sendo inclusive adequadas para analises de

rotina.
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