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APRESENTACAO

O livro “Estudos Interdisciplinares nas Ciéncias Exatas e da Terra e
Engenharias” de publicacédo da Atena Editora apresenta em seu primeiro volume 35
capitulos relacionados tematicas de area multidisciplinar associadas a Educacéo,
Agronomia, Arquitetura, Matematica, Geografia, Ciéncias, Fisica, Quimica, Sistemas
de Informacgéo e Engenharias.

No ambito geral, diversas areas de atuacdo no mercado necessitam ser
elucidadas e articuladas de modo a ampliar sua aplicabilidade aos setores
econdmicos e sociais por meio de inovagdes tecnolbdgicas. Neste volume encontram-
se estudos com teméaticas variadas, dentre elas: estratégias regionais de inovacéo,
aprendizagem significativa, caracterizacao fitoquimica de plantas medicinais, gestao
de riscos, acessibilidade, analises sensoriais e termodinamicas, redes neurais e
computacionais, entre outras, visando agregar informacdes 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 consisténcia,
visando potencializar o progresso da ciéncia, tecnologia e informacao a fim de
estabelecer estratégias e técnicas para as dificuldades dos diversos cenarios
mundiais.

Espera-se com esse livro incentivar alunos de redes do ensino basico, graduacéao
e pos-graduacdo, bem como pesquisadores de instituicdes de ensino, pesquisa e
extenséo ao desenvolvimento estudos de casos e inovagdes cientificas, contribuindo
entdo na aprendizagem significativa e desenvolvimento socioeconémico rumo a
sustentabilidade e avancos tecnologicos.

Cleberton Correia Santos
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CAPITULO 9

ANALISE DE VITAMINA C USANDO TECNICAS
DE FLUORIMETRIA, CROMATOGRAFIA E

Luana Gabriela Marmitt
Sabrina Grando Cordeiro
Verdnica Vanessa Brandt

Lucélia Hoehne

Vitamina C € um termo utilizado para
descrever genericamente todos os compostos
quetémaatividade biolégicado acidoascérbico,
sendo que o acido L-ascorbico 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 a presenca do grupo
2,3-enediol em sua estrutura (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Avitamina é hidrossoluvel e esta presente
nanaturezaeemalimentos sobduasformasque
possuem atividade fisiologica, areduzida, acido
ascorbico, e a oxidada, acido dehidroascérbico.
Se ela sofrer mais uma oxidag¢do, ocorre a
formacao de acido dicetogulénico, o que leva
a perda de sua atividade biolégica e a sua
inativacao irreversivel (BARCIA et al., 2010;
CRUZ; LOBATO; SANTOS, 2013; SUCUPIRA;
XEREZ; SOUSA, 2012). Esta reagcao acontece
através da abertura do anel lactbénico por
hidrolise (PENTEADO, 2003; SUCUPIRA;
XEREZ; SOUSA, 2012). As
oxidacao estao representadas na Figura 1.

reacbes de
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creon CHz—OH |CHZ_OH
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]
O

Acido ascorbico Acido dehidroascorbico Acido dicetogulénico

Figura 1 — Reacgdes de oxidacao do acido
ascorbico e acido dehidroascorbico

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

O teor de &cido dehidroascérbico
presente nos alimentos € normalmente muito
menor em comparacao ao de acido ascorbico,
pois ele € mais instavel e suscetivel a hidrolise
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Além desses, o0 acido D-isoascérbico,
também conhecido como eritorbico, apresenta
atividade vitaminica, cerca de 5%, e possui
propriedades redutoras semelhantes ao
L-ascorbico. Porém, ele nao esta presente em
produtos naturais, com exce¢ao da ocorréncia
em determinados micro-organismos. No
entanto, ele é utilizado como estabilizante em
produtos alimenticios e bebidas (PENTEADO,
2003).

Avitamina C também pode ser adicionada
em alimentos e produtos farmacéuticos, tanto
como um componente principal, ou como

antioxidante ou mesmo estabilizante de outros
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nutrientes, sendo que no organismo humano também atua como antioxidante e &
essencial para diversas fungdes (ARYA; MAHAJAN; JAIN, 1998; CRUZ; LOBATO;
SANTOS, 2013).

Ela é importante para desenvolvimento e manutencao do colageno, formacao e
regeneracao de musculos, 0ssos, pele, dentes, regulacao da temperatura corpérea,
metabolismo geral e na producdo de horménios (DE ANDRADE et al., 2002;
PENTEADO, 2003). Como é um antioxidante, pode prevenir doencgas crénicas, como
catarata, cancer e doencas cardiovasculares (MUNYAKA et al., 2010). Além disso,
captura radicais livres, auxilia no transporte de elétrons e na absorcao de ferro no
intestino, 0 que ocorre provavelmente por fazer com que ele permaneca na forma
reduzida (FIORUCCI; SOARES; CAVALHEIRO, 2003).

Apesar disso, o composto néo é sintetizado pelo organismo humano e, portanto,
deve ser adquirido pela dieta (PENTEADO, 2003). Porém, a vitamina C € uma
das que possui maior sensibilidade as etapas de processamento e condi¢cbes de
armazenamento de produtos, podendo sofrer uma grande degradacao durante tais
periodos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; SUCUPIRA; XEREZ; SOUSA,
2012). Sua oxidacao pode ser influenciada por varios fatores, como a presenca de
catalisadores metalicos, agucar, oxigénio, luz, temperatura, pH, umidade ou atividade
da agua (CARDOSO et al., 2015; DA SILVA; MARTINS; DEUS, 2009; SUCUPIRA;
XEREZ; SOUSA, 2012).

Portanto, a sua retencéo é apontada como um indicador da conservac¢ao dos
produtos e também da qualidade nutricional destes (ROSA et al., 2007). Assim,
devido a grande utilizac&o e importéancia da vitamina, a analise de bebidas, alimentos,
farmacos e amostras bioldgicas € de grande importancia. E, desta forma, varios
métodos para sua quantificacao foram desenvolvidos: titulométricos, luminescentes,
fluorimétricos, eletroquimicos, cromatograficos e espectrofotométricos (ARYA;
MAHAJAN; JAIN, 1998, 2000; ARYA; MAHJAN, 1996; LIMA et al., 2007; QUINAIA;
FERREIRA, 2007).

Para a obtencao de resultados mais precisos, a selecao da técnica adequada
€ fundamental (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Procedimentos que
envolvem separacdo, como a cromatografia e eletroforese, possuem a maior
preferéncia para a analise em diversas matrizes (SPINOLA, 2011). Tais métodos
oferecem maior sensibilidade e precisdo para a quantificacdo da vitamina, possuindo
também menores interferéncias (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010;
SPINOLA, 2011). Por outro lado, métodos fluorimétricos sdo praticos, rapidos e
com menor custo, pois hdo necessitam de equipamentos e reagentes sofisticados.
Porém, eles podem apresentar maior interferéncia e falta de especificidade da reacao
(SPINOLA, 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi apresentar uma revisdo sobre
determinacédo de Vitamina C em diferentes matrizes usando técnicas fluorimétricas,

cromatograficas e eletroforéticas.
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1| METODOS FLUORIMETRICOS

1.1 Condensacao com o-fenilenodiamina

O método microfluorimétrico se baseia na reacéo de condensacao do reagente
o-fenilenodiamina com o acido dehidroascorbico, que, assim como o acido ascérbico,
nao fluoresce naturalmente. A técnica requer a oxidag¢ao adicional do acido ascoérbico
com carvao ativado e a reacgdo total gera um produto fluorescente que deriva da
quinoxalina, o 3-(1,2-dihidroxietil)furo[3,4b]quinoxalina-1-ona (FIGURA 2). Aextracao
inicial é realizada utilizando-se acido metafosférico e acido acético e a intensidade
da fluorescéncia resultante é proporcional a concentracdo de vitamina total. Os
comprimentos de onda para excitacdo e emissao equivalem a 350 nm e 430 nm
respectivamente (AOAC, 2012; SPINOLA, 2011).

CHQOH CH LOH
—'C—OH H—C—-—OH
JQ Oxidagio L‘ f @ C[
C OH
CH20H
Acido ascérbico Acido dehidroascérbico o-fenilenodiamina Derivado da quinoxalina

Figura 2 — Oxidacao do acido ascorbico, seguida da condensagéo com o-fenilenodiamina e
formacéo do derivado da quinoxalina.

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

Atécnica pode ser aplicada em produtos farmacéuticos e alimentos que contém
interferentes que inviabilizam a utilizagcdo de métodos titulométricos (PENTEADO,
2003). E, possuindo maior sensibilidade e especificidade, além da quantificacéo
da vitamina C total, permite a andlise de é&cido dehidroascérbico mesmo em
pequenas quantidades. Alguns compostos podem atuar como interferentes, como
grupos cetdnicos e redutonas. Assim, a analise de alimentos sujeitos a sofrerem o
escurecimento ndo enzimatico, pode levar a resultados imprecisos. Além disso, na
quantificacéo da vitamina em alimentos ricos em amido podem ocorrer interferéncias,
ja que extratos contendo este composto apresentam particular opalescéncia.
Porém, tal problema pode ser evitado precipitando previamente o amido com etanol
(SPINOLA, 2011).

1.2 Reducao de ferro (lll) e complexacao com 2,4,6-tripiridil-s-triazina

Aplicado em produtos farmacéuticos, o método se baseia na reducao do ion
Fe® pelo acido ascérbico, produzindo Fe?*, que forma um complexo de coloragao
azul fluorescente com 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), o Fe(TPTZ),**, na presenca
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de tampao de acetato (pH 3,6). A preparacao inicial das amostras é realizada com
acido acético. Os comprimentos de onda utilizados para excitacdo sao da faixa de
200 a 450 nm e para emissao, 600 a 850 nm. Os limites de deteccéo e quantificacéo
sao de respectivamente 7,7x107 e 2,3x10“*mol.L"' (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC;
KUKOC-MODUN, 2016).

Possiveis interferentes foram avaliados e ndo geraram nenhuma alteracéo
guando a concentracdo era 10 vezes menor que a do acido ascorbico. A interferéncia
de carbonatos, acido citrico e sorbitol pode ser evitada através de centrifugacéo e
diluicdo. Sulfato de ferro(ll) gerou a maior interferéncia devido a sua reacédo com
TPTZ, mas o Fe, assim como Se e Zn, pode ser removido com EDTA previamente a
analise. Paracetamol e bioflavonoides, quando componentes principais no produto,
apresentam interferéncia (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC; KUKOC-MODUN, 2016).

O método é econbmico, com baixo custo de instrumentos e reagentes, tem
boa sensibilidade, é apropriado para analises de rotina e o tratamento da amostra
€ simples, sendo que nenhum pré-tratamento é necessario além de solubilizagao e
centrifugacao (KLEPO; COPRA-JANICIJEVIC; KUKOC-MODUN, 2016).

1.3 Azul de metileno

A determinacdo da vitamina tem seu principio através da diminuicdo da
fluorescéncia do corante azul de metileno devido a reagcdo com o acido ascoérbico,
na qual o acido se oxida a dehidroascérbico e o corante se reduz a leuco-metileno,
qgue é incolor. A técnica desenvolvida por Dilgin e Nisli (2005) pode ser utilizada
em amostras purificadas, como tabletes de vitamina. As amostras s&o preparadas
com agua desoxigenada e a fluorescéncia é avaliada a 664 nm para excitacao
e 682 para emissdo. O limite de deteccdo é de 2,52x107 mol.L"'. Excipientes
normalmente presentes em produtos ndo apresentaram interferéncia, mesmo em
altas concentracdes. O procedimento € sensivel, simples e pode ser utilizado sem
a separacao de interferentes. A reacdo com o corante também ja foi reportada em
outros métodos para a analise de sangue e seus constituintes (BUTLER; CUSHMAN;
MACLACHLAN, 1943; KIRK; WARBURG, 1940).

1.4 Reacao com 1,2-dimaino-4,5-dimetoxibenzeno

Para a quantificacdo de vitamina C total no soro humano, a técnica foi
desenvolvida por Iwata et al. (1985), utilizando pequena quantidade de soro (4 plL)
para a andlise. A amostra é preparada com &cido tricloroacético e, na presenca
de meio acido com tampao de Britton-Robinson (pH 4,0) a vitamina é oxidada por
solucéo de iodo. O excesso de iodo é decomposto por tiossulfato de sddio e o acido
dehidroascérbico formado reage com 1,2-dimaino-4,5-dimetoxibenzeno (DDB) a 37
°C por 30 minutos, gerando um produto fluorescente. A intensidade da fluorescéncia
€ analisada para emissao a 458 nm e 371 nm para excitacédo. Caso o excesso de
iodo ndo seja removido, ocorre a decomposi¢cao do DDB e formag¢ao de um produto
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avermelhado que interfere no procedimento. Substancias avaliadas, como acido
piravico e a-cetoglutarico geraram baixas respostas e outros compostos examinados
gue possuem grande importancia biol6gica, nem mesmo em concentracdes maiores,
apresentaram fluorescéncia, o que demonstra que a técnica apresenta seletividade
para o acido dehidroascorbico. O limite de deteccéo é de 5,1 ng.4 uL'. O método &
util para casos nos quais ha apenas uma pequena quantidade de soro disponivel,
sendo rapido e adequado para analises de rotina ndo s6 em soro, mas também em
outras amostras bioldgicas.

2 | CROMATOGRAFICOS

2.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Um método desenvolvido por Rosa et al. (2007), utiliza o mecanismo de
separacao através de exclusao ibnica e particao em fase reversa. Como o pH da
fase movel e dos sitios trocadores de cations da coluna resultam em um pH de
aproximadamente zero na fase estacionaria, o acido ascérbico néo fica na forma
ibnica, fazendo com que 0 mecanismo nao possa ocorrer por troca ibnica. Foi
empregada coluna de troca i6nica forma hidrogénio, vazao da fase movel de 0,8
mL/min, volume de injecao de 20 pL, comprimento de onda de 242,6 nm e detector
de arranjo de diodos. Foram testadas diferentes solugcdes extratoras, sendo que
o melhor resultado obtido foi para o acido sulfurico de alta pureza, que também é
a fase mével, aumentando a simplicidade do processo, ndao sendo necessaria a
utilizacdo de tamp&o. Além disso, o uso de uma coluna de troca idnica minimiza o
envolvimento do operador, diminuindo o manuseio e perdas de amostra. O método
foi aplicado em alimentos, como vegetais, raizes, tubérculos, frutas, sucos e agua
de coco, sendo também comparado a uma técnica convencional por fase reversa
com coluna C18, demonstrando maior eficiéncia para matrizes complexas e com
menores concentracdes de analito. Foi obtida melhor resolucédo e separacéo e com
rapido preparo de amostra, porém, em matrizes nao testadas podem ser necessarias
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 analise sérica de vitamina C, avaliando também
sua estabilidade no soro durante armazenamento, empregando hidrocloridrato de
fosfina como antioxidante e acido perclérico para desproteinizagcao. Como a vitamina
também apresenta instabilidade no plasma, é utilizado um agente redutor para evitar
sua degradacéo em amostras de sangue. O volume de injecdo é de 20 L, a vazéo
de 1 mL/min e o comprimento de onda equivale a 245 nm. A fase movel consiste
em solugoes de NaH,PO, e NaN,, ajustadas a pH 2,5 com acido orto-fosforico. A
técnica apresenta boa separacdo da vitamina em relacdo a outros componentes
presentes no soro, nao apresentando interferéncias no tempo de retencéao do acido
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ascorbico. O limite de deteccéo é de 0,51 mg.L" e o limite de quantificagdo € de 1,71
mg.L"'. Como n&o foram utilizados solventes orgénicos na fase mével ou durante a
preparacao da amostra, na qual ndo foram realizadas outras etapas de extracao além
da desproteinizacéo, o custo da analise é reduzido e a quantificacdo da vitamina nao
€ prejudicada. Com os estudos também foi possivel confirmar a necessidade da
utilizacdo do antioxidante, porém, ndo ha necessidade de prévia desproteinizacao,
pois amostras ndo submetidas a esta etapa apresentaram resultados similares as
desproteinizadas.

Para a analise de produtos farmacéuticos contendo diversos excipientes,
Miti¢ et al. (2011) desenvolveram um método que né&o envolve prévia prepara¢ao
de amostra. A fase mével isocratica consiste em uma solucéo de acido 1-hexano
sulfénico sal sédico em acido acético (pH 2,6) com vazao de 0,7 mL.min" a 20 °C.
O volume de injecdo é de 50 uL e foram utilizados detectores de arranjo de diodos e
detector fotométrico de chama. Os limites de deteccédo e quantificacéo correspondem
a 1,95 e 6,5 yg.mL-", respectivamente. A resolucao obtida foi satisfatéria, sendo
que os excipientes e possiveis produtos de degradacédo do acido ascérbico nao
apresentaram interferéncia no seu pico.

Para a quantificacdo de vitamina C total em plasma sanguineo, Robitaille e
Hoffer (2016) desenvolveram um método por fase reversa adequado para analises
de rotina em laboratorios clinicos com fase reversa e detectores UV e compararam
com uma técnica de detectores eletroquimicos (EC-HPLC). Metodologias de EC-
HPLC geralmente sdo mais recomendadas para analise de plasma por apresentarem
maior sensibilidade e seletividade, porém necessitam de equipamentos mais caros,
requerem maior manutencéo e técnicos treinados. A amostra é desproteinizada com
uma solucdo de EDTA em acido metafosférico, sendo realizada a redug¢do do acido
dehidroascérbico a acido ascoérbico utilizando-se cloridato de tris (2-carboxietil)
fosfina. A fase movel utilizada consiste em acido sulfurico (pH 2,7) com vazéao de 0,8
mL.min"'. A temperatura da coluna C18 é de 25 °C, o volume de injecdo € 20 uL e o
comprimento de onda é de 245 nm. A utilizacdo de uma fase mével simples, estavel
e isocratica e o agente redutor empregado em pH baixo e constante permitem uma
analise e um processamento de amostra mais simples. O método obteve resultados
similares aos encontrados pela técnica com detectores eletroquimicos. Porém, pode
sofrer maior interferéncia em comparag¢ao a EC-HPLC. Como pacientes internados
recebem muitos remédios diferentes, uma substancia que absorve em 245 nm e elui
no mesmo tempo do acido ascoérbico pode causar interferéncia.

Outra técnica de fase reversa utilizada no plasma para a detecgcéao simultanea
de &cido ascorbico e dehidroascorbico realiza a extracéo e estabilizacdo da amostra
com acido metafosforico e reducéo do acido dehidroascérbico com ditiotreitol (pH
7,8). A fase mdvel consiste em uma solucdo de brometo de cetriménio e fosfato
monopotassico com vazdo de 1,2 mL.min"'. E utilizada coluna C18, volume de
injecdo de 10 pL, detectores UV e comprimentos de onda de 254 e 265 nm. O limite
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de quantificacdo é de 1 pg/mL. Nos estudos ndo foram observadas interferéncias
que poderiam ser inseridas pelo plasma no tempo de retencédo do acido ascérbico.
O método oferece boa precisao, analise rapida, reprodutibilidade e é adequado para
analises de rotina (KIM; KIM, 2016).

Campos et al. (2009) otimizaram uma metodologia de fase reversa para a
analise de vitamina C total em vegetais, testando diferentes condi¢des. Os melhores
resultados foram obtidos a partir da utilizagao de solucéo de acido metafosforico, acido
acético, acido sulfurico e EDTA para a extragcédo. A reducao do acido dehidroascérbico
€ realizada com ditiotreitol na presenca de tampao de tris(hidroximetil)aminometano
(pH 9,0), seguida de ajuste de pH para 2,0 com H,SO, antes da injeg¢&o. A fase movel
é composta por NaH,PO, e EDTA e ajustada a pH 3,0 com H,PO,, e tem vazéo de 1
mL.min'. A deteccéo é realizada a 245 nm com detectores de arranjo de diodos. O
limite de deteccéao é de 50 pg.L™".

31 ELETROFORETICOS

Para a analise de acido ascorbico e isoascérbico 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 preservacado dos analitos, na preparagao das
amostras foi utilizado acido metafosférico. O capilar empregado é de silica fundida
sem revestimento e é acondicionado com hidroxido de sodio, agua e enxaguado
com tampéo tricina (pH 8,8) por 5 minutos antes de cada injecdo de amostra. A
analise é realizada a 30 °C com voltagem de 11 kV por 15 minutos. Apesar de o acido
ascorbico sofrer maior degradacado em pH alcalino, ele se manteve estavel durante
o tempo de analise. A absor¢do maxima encontrada para ambos analitos ocorre em
265 nm e o limite de deteccao para o acido ascoérbico e isoascérbico é de 1,6 e 1,1
mg.L" respectivamente. A separacéo dos compostos com resolugédo de linha base
ocorreu dentro de 12 minutos.

Spudeit et al. (2016) também utilizaram um procedimento por eletroforese
capilar para a determinacao de acido ascorbico em sucos de laranja e suplementos
de vitaminas, tanto liquidos quanto comprimidos efervescentes. Para a remoc¢ao de
macromoléculas que podem causarinterferéncias, como proteinas ou polissacarideos,
foi adicionado metanol ou acetonitrila. A técnica emprega capilar de silica fundida
sem revestimento, lavado por 1 minuto entre analises com o eletrolito. Acido sérbico
foi utilizado como padrao interno. O eletrélito € composto de tris(hidroximetil)
aminometano e acido 2-morfolinoetanossulfénico (pH 8,1). A voltagem aplicada é
de 30 kV, a analise € realizada a 25 °C e sdo empregados detectores de arranjo de
diodos a 266 nm. Os limites de deteccao e quantificacao sao respectivamente 0,14
e 0,41 mg.L". Os estudos mostraram que a matriz analisada nao influenciou nos
resultados e que a etapa de limpeza das amostras foi eficiente. Além disso, o0 método
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se demonstra eficaz, simples, preciso e rapido, com separagdao em 26 segundos.

41 CONCLUSAO

Sao diversos os métodos desenvolvidos para a quantificacdo da vitamina
C, portanto é essencial considerar a matriz, possiveis interferentes e demais
caracteristicas especificas de cada amostra. Cabe salientar que & necessario
conhecer as etapas de cada procedimento, vantagens e desvantagens de cada
procedimentos e também os limites de deteccdo de cada técnica para garantir
resultados confiaveis.
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