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Resumo: O acido L-ascorbico (vitamina C), composto encontrado na natureza em frutas e hortaligas, ¢ muito
utilizado como indicador da qualidade dos alimentos de origem vegetal durante seu processamento e armazenamento.
As metodologias tradicionais utilizadas para a quantificacdo deste composto em matrizes de origem vegetal sao
baseadas em colorimetria e por serem de baixa especificidade, podem ocasionar erros analiticos. O presente
estudo propde o uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia na quantifica¢@o do acido L-ascorbico em sucos
de laranja e limdo. Amostras 1 mL dos sucos foram levados a volume conhecido com acido metafosforico 3%.
A corrida cormatografica utilizou tampao fosfato pH 2,5 como fase movel, coluna C18 e detector ultravioleta
(254nm). Obteve-se a curva analitica das solugdes aquosas do acido L-ascorbico nas concentrag@oes entre 10 ¢ 125
mg/L. O método se mostrou linear, com valor de r> = 0,994. Através das analises dos cromatogramas dos sucos,
observou-se que o0 método € capaz de separar o pico do acido L-ascorbico em nivel de linha de base, comprovando
a especificidade e seletividade do método. Assim, pelos parametros avaliados, o método estudado apresentou-se
adequado para a quantifica¢do de vitamina C em sucos de citrus.
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METHODOLOGY FOR DETERMINING ASCORBIC ACID IN CITRUS JUICES USING HIGH PERFOR-
MANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Abstract: The L-ascorbic acid (vitamin C), compound found naturally in fruits and vegetables, is widely used
as an indicator of the quality of vegetables and foods during processing and storage. The traditional methods
used to quantify this compound in vegetable matrices are based on colorimetry and present low specificity,
causing analytical errors. The present study used the High Performance Liquid Chromatography for quantify the
L-ascorbic acid in orange and lemon juices. Samples of 1 mL from juices were carried to a known volume with
metaphosphoric acid 3% . The cormatografic run used phosphate buffer pH 2.5 as mobile phase, C18 column and
UV detector (254nm). We obtained the calibration curve of aqueous solutions of L-ascorbic acid in concentrations
between 10 and 125 mg/L. The method was linear, with a value for r> = 0.994. Analysing the chromatograms of
juices, we observed that the method is able to separate the L-ascorbic acid at baseline level, proving the specificity
and selectivity of the method. Thus, according to the evaluated parameters, the studied method presents a good
suitable for the quantification of vitamin C in citrus juices.
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1. Introducao

O 4cido L-ascorbico, também nomeado de vitamina C, ¢ um composto redutor, naturalmente presen-
te em frutas e hortalicas, sendo encontrado em quantidade elevada em frutas citricas (HOWARD et al., 1999;
JAYAPRAKASHA; PATIL, 2007). Este composto ¢ importante na nutrigdo humana pela sua agdo antioxidante e
sua deficiéncia no organismo leva a um quadro clinico conhecido como escorbuto (BASU; SCHORAH, 1982).

O acido ascorbico ¢ um dos nutrientes mais afetados durante o processamento de frutas, e comega a sofrer
oxidag@o logo apés a colheita do vegetal, principalmente pela agdo enzimatica dentro da propria fruta (INTER-
NATIONAL SYMPOSIUM ON VITAMIN C, 1981). Por isso sua quantificagdo ¢ usada frequentemente como
indicativo da qualidade nutricional e até mesmo de conservagdo dos alimentos (ASHOOR et al., 1984).

A metodologia analitica comumente empregada para a determinagdo de acido ascorbico em amostras de
origem vegetal ¢ uma analise titulométrica baseada na reduc@o do reagente de Tillmans, composto pelo 2,6-di-
clorofenol indofenol, e tal reacdo de oxi-reducdo pode ser identificada pela descoloragdo do reagente fendlico
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Porém, este método pode gerar um resultado incerto, devido a presenga de
interferentes (outros agentes redutores), a instabilidade do acido ascorbico quando em solugdo aquosa e a colora-
¢do ja presente nas amostras, que dificulta a identificagdo do ponto de viragem da titulagdo (BADOLATO et al.,
1996).
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Outros métodos bastante empregados também se baseiam em reagdes de oxi-redugdo com iodo ou cobre
(BODOLATO et al., 1996). Tais analises também sofrem interferéncia de demais compostos redutores presentes
e da coloragdo das amostras. Assim, surge a necessidade de se padronizar nova metodologia para a determinag@o
do 4cido ascorbico em amostras de origem vegetal, baseada em principios de alta resolugao, repetitividade e que
minimizem o erro analitico.

Mais recentemente, com o objetivo de padronizar uma metodologia mais sensivel na determinag@o do
teor de acido ascorbico, diversos estudos empregaram a Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo (CLAE) na
quantificacdo do composto utilizando diversas matrizes, coluna de troca i0nica e avaliagdo da estabilidade (ROSA
etal., 2007; BARCIA et al, 2010; BAIERLE et al., 2012). Porém, estes mesmos estudos reportam a dificuldade de
quantificacdo do composto usando colunas de fase reversa pelo efeito causado pela matriz. Com esta finalidade,
o presente estudo avaliou o uso de acido metafosforico como solug@o extratora e estabilizadora do composto e
utilizou a técnica de CLAE com coluna de fase reversa para quantificar o acido L-ascorbico extraido de sucos de
laranja e limdo.

2. Materiais e Métodos

Os sucos analisados foram obtidos por meio da extragdo manual dos frutos de Citrus sinensis (Laranja,
variedade pera) e Citrus limonium (Limao, variedade tahiti). As amostras foram levadas a volume conhecido
com acido metafosforico 3% (m/v), filtradas em unidades filtrantes descartaveis de teflon hidrofilico (porosidade
0,45pm) e colocadas em frasco ambar. As amostras foram obtidas no comércio varejista da cidade de Sao Carlos.

O acido L-ascorbico foi determinado utilizando uma coluna Agilent C18 (2,5x25mm,5um) e tampao
fosfato pH2,5 como fase movel. O cromatografo liquido utilizado foi modelo Varian com detector Ultravioleta-
Visivel ajustado para leitura a 254nm. A vazdo da fase movel foi de 1,0 mL/min e o volume de injegdo de 20puL.

O 4cido L-ascorbico (pureza > 99,0%) utilizado como padrao foi obtido de Sigma Life Science e os de-
mais reagentes obtidos de Merck CO. Todo o experimento foi realizado em triplicata.

3. Resultados e Discussiao

A figura 1 representa os cromatogramas obtidos com o padrdo de acido L-ascorbico e de uma amostra
de suco de laranja e uma amostra de suco de limdo. Os cromatogramas apresentaram picos simétricos com re-
solucdo em nivel de linha de base e tempo de retengdo de aproximadamente 4,6 minutos. Esta 6tima resolugao
cromatografica e o curto tempo de reteng¢do indicam que o método proposto ¢ rapido e eficiente para analises de
acido ascorbico nas matrizes estudadas. Observa-se um pequeno deslocamento do pico de acido L-ascorbico nos
cromatogramas dos sucos, que decorrem do efeito da matriz na corrida cromatografica. Porém a adi¢ao de padrio
nas amostras de suco confirmou a identidade do pico do acido L-ascorbico.
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Figura 1. A) Cromatogramas do padrao e acido L-ascérbico em solucdo aquosa e diferentes concentragdes;
B) cromatograma dos sucos de laranja e de limao diluidos 10 vezes em acido metafosforico 3%.

A equagdo da reta para a curva analitica obtida com analise do padrdo de 4cido L-ascorbico em solugao
aquosa foi y = 0,6988x - 0,6004 com 2= 0,994. O valor de 12 demonstra o coeficiente de determinagdo da regresséo
linear e, quanto mais proximo de 1 estiver este valor, mais perto da perfei¢do estara a regressao linear obtida, ou
seja, os valores obtidos pela equagdo da reta estardo proximos aos valores reais das amostras (CALLEGARI-JAC-
QUES, 2003). Segundo a ANVISA (2003), o critério minimo aceitavel de coeficiente de correlagdo (r) ¢ de 0,99,
sendo que neste trabalho obtivemos r = 0,997. Assim, a curva analitica mostrou excelente linearidade no intervalo
de concentragdo de 10-125 mg/L.

A tabela 1 se refere a teores de acido L-ascorbico encontrados nas diferentes amostras estudadas. As
concentragdes empregadas para a determinag@o da curva analitica foram adequadas para os teores de acido L-as-
corbico encontrados nas amostras de sucos, quando estas foram diluidas 10 vezes em acido metafosforico 3%. Le-
vando-se em consideragdo a variagdo que pode ocorrer entre diferentes frutos e diferentes estagios de maturagao,
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os valores encontrados se assemelham ao da literatura (ROSA et al., 2007; BARCIA et al, 2010; COUTO et al.,
2010) mostrando que o acido metafosforico 3% permite uma eficiente extracao e estabilizacdo do composto, sem
a necessidade de adi¢@o de outras substancias estabilizantes e que o método em coluna de fase reversa permite a
quantificacdo do composto com pouca interferéncia da matriz. Em trabalhos futuros, outras matrizes devem ser
avaliadas.

Tabela 1. Teores de acido ascorbico encontrados nas amostras estudadas.

Amostra Teor de acido ascorbico encontrado®
Suco de Limao Tahiti 373,93
Suco de Laranja pera 711,16

*unidade: partes por milhdo

4. Conclusoes

O presente método de quantificacdo de acido L-ascorbico por CLAE em sucos citricos apresentou exce-
lente sensibilidade analitica, especificidade e linearidade, além de picos simétricos com boa resolu¢do em nivel
de linha de base. Os parametros avaliados estdo de acordo com as recomendagdes da legislacao vigente no pais
(ANVISA, 2003), o que corrobora o uso do método proposto para quantificagdo deste composto por CLAE. A
partir deste desenvolvimento preliminar, pretende-se aprofundar os estudos de quantificagdo de acido L-ascorbico
por CLAE em diferentes matrizes de origem vegetal.
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