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APRESENTAÇÃO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e 
Engenharias” de publicação da Atena Editora apresenta em seu primeiro volume 35 
capítulos relacionados temáticas de área multidisciplinar associadas à Educação, 
Agronomia, Arquitetura, Matemática, Geografia, Ciências, Física, Química, Sistemas 
de Informação e Engenharias. 

No âmbito geral, diversas áreas de atuação no mercado necessitam ser 
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores 
econômicos e sociais por meio de inovações tecnológicas. Neste volume encontram-
se estudos com temáticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovação, 
aprendizagem significativa, caracterização fitoquímica de plantas medicinais, gestão 
de riscos, acessibilidade, análises sensoriais e termodinâmicas, redes neurais e 
computacionais, entre outras, visando agregar informações e conhecimentos para a 
sociedade. 

Os agradecimentos do Organizador e da Atena Editora aos estimados autores 
que empenharam-se em desenvolver os trabalhos de qualidade e consistência, 
visando potencializar o progresso da ciência, tecnologia e informação a fim de 
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenários 
mundiais. 

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino básico, graduação 
e pós-graduação, bem como pesquisadores de instituições de ensino, pesquisa e 
extensão ao desenvolvimento estudos de casos e inovações científicas, contribuindo 
então na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconômico rumo à 
sustentabilidade e avanços tecnológicos.

Cleberton Correia Santos
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ANÁLISE DE VITAMINA C USANDO TÉCNICAS 
DE FLUORIMETRIA, CROMATOGRAFIA E 

ELETROFORESE

CAPÍTULO 9

Luana Gabriela Marmitt
Sabrina Grando Cordeiro
Verônica Vanessa Brandt

Lucélia Hoehne

Vitamina C é um termo utilizado para 
descrever genericamente todos os compostos 
que têm a atividade biológica do ácido ascórbico, 
sendo que o ácido L-ascórbico é composto 
natural principal que possui essa atividade 
(PENTEADO, 2003). Ele é considerado como 
um carboidrato e suas propriedades de acidez e 
redutoras ocorrem devido à presença do grupo 
2,3-enediol em sua estrutura (DAMODARAN; 
PARKIN; FENNEMA, 2010). 

A vitamina é hidrossolúvel e está presente 
na natureza e em alimentos sob duas formas que 
possuem atividade fi siológica, a reduzida, ácido 
ascórbico, e a oxidada, ácido dehidroascórbico. 
Se ela sofrer mais uma oxidação, ocorre a 
formação de ácido dicetogulônico, o que leva 
à perda de sua atividade biológica e à sua 
inativação irreversível (BARCIA et al., 2010; 
CRUZ; LOBATO; SANTOS, 2013; SUCUPIRA; 
XEREZ; SOUSA, 2012). Esta reação acontece 
através da abertura do anel lactônico por 
hidrólise (PENTEADO, 2003; SUCUPIRA; 
XEREZ; SOUSA, 2012). As reações de 
oxidação estão representadas na Figura 1.

Figura 1 – Reações de oxidação do ácido 
ascórbico e ácido dehidroascórbico

Fonte: Das autoras, adaptado de Sucupira; Xerez; Sousa 
(2012).

O teor de ácido dehidroascórbico 
presente nos alimentos é normalmente muito 
menor em comparação ao de ácido ascórbico, 
pois ele é mais instável e suscetível a hidrólise 
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). 

Além desses, o ácido D-isoascórbico, 
também conhecido como eritórbico, apresenta 
atividade vitamínica, cerca de 5%, e possui 
propriedades redutoras semelhantes ao 
L-ascórbico. Porém, ele não está presente em 
produtos naturais, com exceção da ocorrência 
em determinados micro-organismos. No 
entanto, ele é utilizado como estabilizante em 
produtos alimentícios e bebidas (PENTEADO, 
2003).

A vitamina C também pode ser adicionada 
em alimentos e produtos farmacêuticos, tanto 
como um componente principal, ou como 
antioxidante o u mesmo estabilizante de outros 
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nutrientes, sendo que no organismo humano também atua como antioxidante e é 
essencial para diversas funções (ARYA; MAHAJAN; JAIN, 1998; CRUZ; LOBATO; 
SANTOS, 2013). 

Ela é importante para desenvolvimento e manutenção do colágeno, formação e 
regeneração de músculos, ossos, pele, dentes, regulação da temperatura corpórea, 
metabolismo geral e na produção de hormônios (DE ANDRADE et al., 2002; 
PENTEADO, 2003). Como é um antioxidante, pode prevenir doenças crônicas, como 
catarata, câncer e doenças cardiovasculares (MUNYAKA et al., 2010). Além disso, 
captura radicais livres, auxilia no transporte de elétrons e na absorção de ferro no 
intestino, o que ocorre provavelmente por fazer com que ele permaneça na forma 
reduzida (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003).

Apesar disso, o composto não é sintetizado pelo organismo humano e, portanto, 
deve ser adquirido pela dieta (PENTEADO, 2003). Porém, a vitamina C é uma 
das que possui maior sensibilidade às etapas de processamento e condições de 
armazenamento de produtos, podendo sofrer uma grande degradação durante tais 
períodos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; SUCUPIRA; XEREZ; SOUSA, 
2012). Sua oxidação pode ser influenciada por vários fatores, como a presença de 
catalisadores metálicos, açúcar, oxigênio, luz, temperatura, pH, umidade ou atividade 
da água (CARDOSO et al., 2015; DA SILVA; MARTINS; DEUS, 2009; SUCUPIRA; 
XEREZ; SOUSA, 2012). 

Portanto, a sua retenção é apontada como um indicador da conservação dos 
produtos e também da qualidade nutricional destes (ROSA et al., 2007). Assim, 
devido à grande utilização e importância da vitamina, a análise de bebidas, alimentos, 
fármacos e amostras biológicas é de grande importância. E, desta forma, vários 
métodos para sua quantificação foram desenvolvidos: titulométricos, luminescentes, 
fluorimétricos, eletroquímicos, cromatográficos e espectrofotométricos (ARYA; 
MAHAJAN; JAIN, 1998, 2000; ARYA; MAHJAN, 1996; LIMA et al., 2007; QUINÁIA; 
FERREIRA, 2007).

Para a obtenção de resultados mais precisos, a seleção da técnica adequada 
é fundamental (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Procedimentos que 
envolvem separação, como a cromatografia e eletroforese, possuem a maior 
preferência para a análise em diversas matrizes (SPÍNOLA, 2011). Tais métodos 
oferecem maior sensibilidade e precisão para a quantificação da vitamina, possuindo 
também menores interferências (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; 
SPÍNOLA, 2011). Por outro lado, métodos fluorimétricos são práticos, rápidos e 
com menor custo, pois não necessitam de equipamentos e reagentes sofisticados. 
Porém, eles podem apresentar maior interferência e falta de especificidade da reação 
(SPÍNOLA, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi apresentar uma revisão sobre 
determinação de Vitamina C em diferentes matrizes usando técnicas fluorimétricas, 
cromatográficas e eletroforéticas.
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1 |  MÉTODOS FLUORIMÉTRICOS

1.1 Condensação com o-fenilenodiamina

O método microfl uorimétrico se baseia na reação de condensação do reagente 
o-fenilenodiamina com o ácido dehidroascórbico, que, assim como o ácido ascórbico, 
não fl uoresce naturalmente. A técnica requer a oxidação adicional do ácido ascórbico 
com carvão ativado e a reação total gera um produto fl uorescente que deriva da 
quinoxalina, o 3-(1,2-dihidroxietil)furo[3,4b]quinoxalina-1-ona (FIGURA 2). A extração 
inicial é realizada utilizando-se ácido metafosfórico e ácido acético e a intensidade 
da fl uorescência resultante é proporcional à concentração de vitamina total. Os 
comprimentos de onda para excitação e emissão equivalem a 350 nm e 430 nm 
respectivamente (AOAC, 2012; SPÍNOLA, 2011).

Figura 2 – Oxidação do ácido ascórbico, seguida da condensação com o-fenilenodiamina e 
formação do derivado da quinoxalina.

Fonte: Das autoras, adaptado de Eitenmiller, Ye, Junior (2008).

A técnica pode ser aplicada em produtos farmacêuticos e alimentos que contêm 
interferentes que inviabilizam a utilização de métodos titulométricos (PENTEADO, 
2003). E, possuindo maior sensibilidade e especifi cidade, além da quantifi cação 
da vitamina C total, permite a análise de ácido dehidroascórbico mesmo em 
pequenas quantidades. Alguns compostos podem atuar como interferentes, como 
grupos cetônicos e redutonas. Assim, a análise de alimentos sujeitos a sofrerem o 
escurecimento não enzimático, pode levar a resultados imprecisos. Além disso, na 
quantifi cação da vitamina em alimentos ricos em amido podem ocorrer interferências, 
já que extratos contendo este composto apresentam particular opalescência. 
Porém, tal problema pode ser evitado precipitando previamente o amido com etanol 
(SPÍNOLA, 2011). 

1.2 Redução de ferro (III) e complexação com 2,4,6-tripiridil-s-triazina

Aplicado em produtos farmacêuticos, o método se baseia na redução do íon 
Fe3+ pelo ácido ascórbico, produzindo Fe2+, que forma um complexo de coloração 
azul fl uorescente com 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), o Fe(TPTZ)2

2+, na presença 
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de tampão de acetato (pH 3,6). A preparação inicial das amostras é realizada com 
ácido acético. Os comprimentos de onda utilizados para excitação são da faixa de 
200 a 450 nm e para emissão, 600 a 850 nm. Os limites de detecção e quantificação 
são de respectivamente 7,7x10-7 e 2,3x10-4 mol.L-1 (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC; 
KUKOC-MODUN, 2016).

Possíveis interferentes foram avaliados e não geraram nenhuma alteração 
quando a concentração era 10 vezes menor que a do ácido ascórbico. A interferência 
de carbonatos, ácido cítrico e sorbitol pode ser evitada através de centrifugação e 
diluição. Sulfato de ferro(II) gerou a maior interferência devido à sua reação com 
TPTZ, mas o Fe, assim como Se e Zn, pode ser removido com EDTA previamente à 
análise. Paracetamol e bioflavonoides, quando componentes principais no produto, 
apresentam interferência (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC; KUKOC-MODUN, 2016). 

O método é econômico, com baixo custo de instrumentos e reagentes, tem 
boa sensibilidade, é apropriado para análises de rotina e o tratamento da amostra 
é simples, sendo que nenhum pré-tratamento é necessário além de solubilização e 
centrifugação (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC; KUKOC-MODUN, 2016). 

1.3	Azul de metileno

	 A determinação da vitamina tem seu princípio através da diminuição da 
fluorescência do corante azul de metileno devido à reação com o ácido ascórbico, 
na qual o ácido se oxida a dehidroascórbico e o corante se reduz a leuco-metileno, 
que é incolor. A técnica desenvolvida por Dilgin e Nisli (2005) pode ser utilizada 
em amostras purificadas, como tabletes de vitamina. As amostras são preparadas 
com água desoxigenada e a fluorescência é avaliada a 664 nm para excitação 
e 682 para emissão. O limite de detecção é de 2,52x10-7 mol.L-1. Excipientes 
normalmente presentes em produtos não apresentaram interferência, mesmo em 
altas concentrações. O procedimento é sensível, simples e pode ser utilizado sem 
a separação de interferentes. A reação com o corante também já foi reportada em 
outros métodos para a análise de sangue e seus constituintes (BUTLER; CUSHMAN; 
MACLACHLAN, 1943; KIRK; WARBURG, 1940).

1.4	Reação com 1,2-dimaino-4,5-dimetóxibenzeno

	 Para a quantificação de vitamina C total no soro humano, a técnica foi 
desenvolvida por Iwata et al. (1985), utilizando pequena quantidade de soro (4 μL) 
para a análise. A amostra é preparada com ácido tricloroacético e, na presença 
de meio ácido com tampão de Britton-Robinson (pH 4,0) a vitamina é oxidada por 
solução de iodo. O excesso de iodo é decomposto por tiossulfato de sódio e o ácido 
dehidroascórbico formado reage com 1,2-dimaino-4,5-dimetóxibenzeno (DDB) a 37 
ºC por 30 minutos, gerando um produto fluorescente. A intensidade da fluorescência 
é analisada para emissão a 458 nm e 371 nm para excitação. Caso o excesso de 
iodo não seja removido, ocorre a decomposição do DDB e formação de um produto 
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avermelhado que interfere no procedimento. Substâncias avaliadas, como ácido 
pirúvico e α-cetoglutárico geraram baixas respostas e outros compostos examinados 
que possuem grande importância biológica, nem mesmo em concentrações maiores, 
apresentaram fluorescência, o que demonstra que a técnica apresenta seletividade 
para o ácido dehidroascórbico. O limite de detecção é de 5,1 ng.4 μL-1. O método é 
útil para casos nos quais há apenas uma pequena quantidade de soro disponível, 
sendo rápido e adequado para análises de rotina não só em soro, mas também em 
outras amostras biológicas.

2 | 	CROMATOGRÁFICOS

2.1	Cromatografia líquida de alta eficiência

Um método desenvolvido por Rosa et al. (2007), utiliza o mecanismo de 
separação através de exclusão iônica e partição em fase reversa. Como o pH da 
fase móvel e dos sítios trocadores de cátions da coluna resultam em um pH de 
aproximadamente zero na fase estacionária, o ácido ascórbico não fica na forma 
iônica, fazendo com que o mecanismo não possa ocorrer por troca iônica. Foi 
empregada coluna de troca iônica forma hidrogênio, vazão da fase móvel de 0,8 
mL/min, volume de injeção de 20 μL, comprimento de onda de 242,6 nm e detector 
de arranjo de diodos. Foram testadas diferentes soluções extratoras, sendo que 
o melhor resultado obtido foi para o ácido sulfúrico de alta pureza, que também é 
a fase móvel, aumentando a simplicidade do processo, não sendo necessária a 
utilização de tampão. Além disso, o uso de uma coluna de troca iônica minimiza o 
envolvimento do operador, diminuindo o manuseio e perdas de amostra. O método 
foi aplicado em alimentos, como vegetais, raízes, tubérculos, frutas, sucos e água 
de coco, sendo também comparado a uma técnica convencional por fase reversa 
com coluna C18, demonstrando maior eficiência para matrizes complexas e com 
menores concentrações de analito. Foi obtida melhor resolução e separação e com 
rápido preparo de amostra, porém, em matrizes não testadas podem ser necessárias 
etapas adicionais de limpeza de amostra.

	 Outra técnica validada por Baierle et al. (2012) utiliza coluna de fase reversa 
C18 com detector UV/VIS para análise sérica de vitamina C, avaliando também 
sua estabilidade no soro durante armazenamento, empregando hidrocloridrato de 
fosfina como antioxidante e ácido perclórico para desproteinização. Como a vitamina 
também apresenta instabilidade no plasma, é utilizado um agente redutor para evitar 
sua degradação em amostras de sangue. O volume de injeção é de 20 μL, a vazão 
de 1 mL/min e o comprimento de onda equivale a 245 nm. A fase móvel consiste 
em soluções de NaH2PO4 e NaN3, ajustadas a pH 2,5 com ácido orto-fosfórico. A 
técnica apresenta boa separação da vitamina em relação a outros componentes 
presentes no soro, não apresentando interferências no tempo de retenção do ácido 
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ascórbico. O limite de detecção é de 0,51 mg.L-1 e o limite de quantificação é de 1,71 
mg.L-1. Como não foram utilizados solventes orgânicos na fase móvel ou durante a 
preparação da amostra, na qual não foram realizadas outras etapas de extração além 
da desproteinização, o custo da análise é reduzido e a quantificação da vitamina não 
é prejudicada. Com os estudos também foi possível confirmar a necessidade da 
utilização do antioxidante, porém, não há necessidade de prévia desproteinização, 
pois amostras não submetidas à esta etapa apresentaram resultados similares às 
desproteinizadas.  

	 Para a análise de produtos farmacêuticos contendo diversos excipientes, 
Mitić et al. (2011) desenvolveram um método que não envolve prévia preparação 
de amostra. A fase móvel isocrática consiste em uma solução de ácido 1-hexano 
sulfônico sal sódico em ácido acético (pH 2,6) com vazão de 0,7 mL.min-1 a 20 °C. 
O volume de injeção é de 50 μL e foram utilizados detectores de arranjo de diodos e 
detector fotométrico de chama. Os limites de detecção e quantificação correspondem 
a 1,95 e 6,5 µg.mL−1, respectivamente. A resolução obtida foi satisfatória, sendo 
que os excipientes e possíveis produtos de degradação do ácido ascórbico não 
apresentaram interferência no seu pico.

	 Para a quantificação de vitamina C total em plasma sanguíneo, Robitaille e 
Hoffer (2016) desenvolveram um método por fase reversa adequado para análises 
de rotina em laboratórios clínicos com fase reversa e detectores UV e compararam 
com uma técnica de detectores eletroquímicos (EC-HPLC). Metodologias de EC-
HPLC geralmente são mais recomendadas para análise de plasma por apresentarem 
maior sensibilidade e seletividade, porém necessitam de equipamentos mais caros, 
requerem maior manutenção e técnicos treinados. A amostra é desproteinizada com 
uma solução de EDTA em ácido metafosfórico, sendo realizada a redução do ácido 
dehidroascórbico a ácido ascórbico utilizando-se cloridato de tris (2-carboxietil) 
fosfina. A fase móvel utilizada consiste em ácido sulfúrico (pH 2,7) com vazão de 0,8 
mL.min-1. A temperatura da coluna C18 é de 25 °C, o volume de injeção é 20 µL e o 
comprimento de onda é de 245 nm. A utilização de uma fase móvel simples, estável 
e isocrática e o agente redutor empregado em pH baixo e constante permitem uma 
análise e um processamento de amostra mais simples. O método obteve resultados 
similares aos encontrados pela técnica com detectores eletroquímicos. Porém, pode 
sofrer maior interferência em comparação à EC-HPLC. Como pacientes internados 
recebem muitos remédios diferentes, uma substância que absorve em 245 nm e elui 
no mesmo tempo do ácido ascórbico pode causar interferência.

	 Outra técnica de fase reversa utilizada no plasma para a detecção simultânea 
de ácido ascórbico e dehidroascórbico realiza a extração e estabilização da amostra 
com ácido metafosfórico e redução do ácido dehidroascórbico com ditiotreitol (pH 
7,8). A fase móvel consiste em uma solução de brometo de cetrimônio e fosfato 
monopotássico com vazão de 1,2 mL.min-1. É utilizada coluna C18, volume de 
injeção de 10 µL, detectores UV e comprimentos de onda de 254 e 265 nm. O limite 



 
Estudos Interdisciplinares nas Ciências Exatas e da Terra e Engenharias Capítulo 9 102

de quantificação é de 1 μg/mL. Nos estudos não foram observadas interferências 
que poderiam ser inseridas pelo plasma no tempo de retenção do ácido ascórbico. 
O método oferece boa precisão, análise rápida, reprodutibilidade e é adequado para 
análises de rotina (KIM; KIM, 2016).

	 Campos et al. (2009) otimizaram uma metodologia de fase reversa para a 
análise de vitamina C total em vegetais, testando diferentes condições. Os melhores 
resultados foram obtidos a partir da utilização de solução de ácido metafosfórico, ácido 
acético, ácido sulfúrico e EDTA para a extração. A redução do ácido dehidroascórbico 
é realizada com ditiotreitol na presença de tampão de tris(hidroximetil)aminometano 
(pH 9,0), seguida de ajuste de pH para 2,0 com H2SO4 antes da injeção. A fase móvel 
é composta por NaH2PO4 e EDTA e ajustada a pH 3,0 com H3PO4, e tem vazão de 1 
mL.min-1. A detecção é realizada a 245 nm com detectores de arranjo de diodos. O 
limite de detecção é de 50 µg.L-1.

3 | 	ELETROFORÉTICOS

	 Para a análise de ácido ascórbico e isoascórbico em sucos de frutas, Versari 
et al. (2004) desenvolveram um método de eletroforese capilar com detectores UV-
Vis e de arranjo de diodos. Para a preservação dos analitos, na preparação das 
amostras foi utilizado ácido metafosfórico. O capilar empregado é de sílica fundida 
sem revestimento e é acondicionado com hidróxido de sódio, água e enxaguado 
com tampão tricina (pH 8,8) por 5 minutos antes de cada injeção de amostra. A 
análise é realizada a 30 °C com voltagem de 11 kV por 15 minutos. Apesar de o ácido 
ascórbico sofrer maior degradação em pH alcalino, ele se manteve estável durante 
o tempo de análise. A absorção máxima encontrada para ambos analitos ocorre em 
265 nm e o limite de detecção para o ácido ascórbico e isoascórbico é de 1,6 e 1,1 
mg.L-1 respectivamente. A separação dos compostos com resolução de linha base 
ocorreu dentro de 12 minutos.

	 Spudeit et al. (2016) também utilizaram um procedimento por eletroforese 
capilar para a determinação de ácido ascórbico em sucos de laranja e suplementos 
de vitaminas, tanto líquidos quanto comprimidos efervescentes. Para a remoção de 
macromoléculas que podem causar interferências, como proteínas ou polissacarídeos, 
foi adicionado metanol ou acetonitrila. A técnica emprega capilar de sílica fundida 
sem revestimento, lavado por 1 minuto entre análises com o eletrólito. Ácido sórbico 
foi utilizado como padrão interno. O eletrólito é composto de tris(hidroximetil)
aminometano e ácido 2-morfolinoetanossulfônico (pH 8,1). A voltagem aplicada é 
de 30 kV, a análise é realizada a 25 °C e são empregados detectores de arranjo de 
diodos a 266 nm. Os limites de detecção e quantificação são respectivamente 0,14 
e 0,41 mg.L-1. Os estudos mostraram que a matriz analisada não influenciou nos 
resultados e que a etapa de limpeza das amostras foi eficiente. Além disso, o método 
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se demonstra eficaz, simples, preciso e rápido, com separação em 26 segundos.

4 | 	CONCLUSÃO	

São diversos os métodos desenvolvidos para a quantificação da vitamina 
C, portanto é essencial considerar a matriz, possíveis interferentes e demais 
características específicas de cada amostra. Cabe salientar que é necessário 
conhecer as etapas de cada procedimento, vantagens e desvantagens de cada 
procedimentos e também os limites de detecção de cada técnica para garantir 
resultados confiáveis.
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