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RESUMO
Novas Metodologias para a Determinag¢io do Contetido de Acido Ascérbico em

Alimentos Frescos

A vitamina C é uma das vitaminas mais importantes para a nutricdo humana e destaca-
se pela sua eficiente accdo antioxidante e participacdo em inumeras reac¢ées metabdlicas
como cofactor enzimatico. A vitamina C inclui varios compostos que tém actividade bioldgica
semelhante ao acido L-ascérbico (L-AA), incluindo o produto da sua oxidagdo, acido
desidroascorbico (DHAA), e as formas sintéticas. Os seres humanos ndo sdo capazes de
sintetizar a vitamina C, sendo necessario obter este nutriente através da alimentagdo. As frutas
e vegetais sdo alimentos ricos em vitamina C, ao contrario das carnes e cereais.

Existem diversos métodos analiticos disponiveis para quantificacdo dos teores de
vitamina C nos alimentos, sendo os métodos cromatograficos os mais utilizados devido a sua
capacidade de separagdo e elevada sensibilidade e precisdo. Neste trabalho, foi desenvolvido e
validado um método de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UHPLC) para determinar o
conteltdo de vitamina C total (L-AA + DHAA) em vdrias frutas e vegetais com proveniéncias
diferentes. A producdo de produtos hortofruticolas na ilha da Madeira ndo é auto-suficiente,
sendo necessario importar alguns alimentos. Realizou-se um pequeno estudo comparativo do
teor total de vitamina C e a sua degradacdo nos produtos locais e importados. O DHAA foi
medido indirectamente através da reac¢cao com o redutor DL-1,4-ditiotreitol (DTT), antes da
injeccdo cromatografica. Os resultados obtidos foram comparados com a titulacdo
iodométrica. As amostras foram extraidas durante 5 dias consecutivos sendo os extractos
resultantes armazenados a -802C imediatamente apds a extrac¢cdo até ao dia de analise. A
estabilidade do L-AA nos extractos conservados a diferentes temperaturas e os efeitos do
cozimento dos alimentos sobre esta molécula foram avaliados. A actividade antioxidante dos
produtos hortofruticolas foi também medida pelo método ABTS (2,2-azino-bis(3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonato). O estudo da validacdo do método apresentou resultados bastante
satisfatorios, demonstrando uma boa repetibilidade e sensibilidade elevada. Além disso, o
método proposto revelou ser uma abordagem melhorada, simples e rdpida para a

determinacdo do conteldo de vitamina C total em diversos produtos alimentares.

Palavras-Chave: Acido Ascérbico; Acido desidroascérbico; vitamina C total; Cromatografia

Liquida de Ultra-eficiéncia; Validacdo; Capacidade antioxidante.






SUMMARY

New Methodologies for the Determination of Ascorbic Acid content in Fresh Foodstuffs

Vitamin C is one of the most important vitamins for human nutrition, due to its
effective antioxidant action and participation in numerous metabolic reactions as enzymatic
cofactor. Vitamin C is defined as the generic term for all compounds that have similar
biological activity to L-ascorbic acid (L-AA), including its oxidation product, dehydroascorbic
acid (DHAA), and synthetic forms. Humans are unable to synthesize vitamin C, so it is
necessary to obtain this nutrient from diet. Fruits and vegetables are rich sources of vitamin C,
unlike meat and cereals.

There are many analytical methods to measure L-AA content in food, the liquid
chromatography methods being the most used and reliable, because of their separation
capability and high sensitivity and accuracy. In this work, an ultrahigh performance liquid
chromatography (UHPLC) method was developed and validated in order to determine the total
vitamin C content (L-AA + DHAA) in various fruits and vegetables, with different origins.
Madeira island produces some exotic fruits and vegetables, but it’s not self sufficient, being
necessary importing some of these commodities. We developed a small comparative
evaluation of total vitamin C contents and its degradation on locally produced and imported
foodstuffs. DHAA was determine indirectly after its reduction with DL-1,4-dithiotreitol (DTT)
before analysis. Results were compared with L-AA content obtained by an iodometric titration
method. Samples were extracted for 5 consecutive days and the extracts were prepared and
stored at -80 ° C immediately after extraction until the day of analysis. The stability of L-AA on
extracts stored at different temperatures and the effects of cooking process on this molecule
were evaluated. The antioxidant activity of fruits and vegetables has also been measured by
the ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)) assay. The method validation
gave satisfactory results, showing a good repeatability and high sensivity. Moreover, it proves
to be an improved, simple and ultra-fast approach for determination of the total content of

vitamin Cin various foods commodities.

Keywords: Ascorbic Acid; Dehydroascorbic Acid; Total vitamin C; Ultra Performance Liquid

Chromatography; Validation; Antioxidant capacity.
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1. INTRODUCAO

Uma dieta rica em frutas e vegetais tem sido associada a vdrios beneficios na saude
humana, devido a presenca de compostos nutricionais e substancias com acc¢do antioxidante.
Os nutrientes responsaveis por esses efeitos incluem algumas vitaminas (A, C, E), minerais,
carotendides e compostos fendlicos, os quais exercem uma accao protectora contra a

evolucdo de processos degenerativos que conduzem a doencas e ao envelhecimento precoce.

As vitaminas constituem um grupo de micronutrientes essenciais para a manutengao
da saude do organismo. Ndo representam uma fonte de energia, mas participam numa série
de processos metabdlicos relevantes. A vitamina C é uma das vitaminas mais importantes pois
desempenha inumeras fung¢des bioquimicas. Provavelmente, o papel mais reconhecido da
vitamina C ou acido L-ascérbico (L-AA) é na prevencdo de gripes e resfriados. Participa também
na prevencdo/cura do escorbuto, metabolismo do ferro, sintese do colagénio, hormonas,
redugdo dos niveis colesterol no plasma, auxilia a actividade de enzimas através da doagao de
electrées (cofactor enzimatico) e é também capaz de neutralizar radicais livres resultantes do
metabolismo (antioxidante). A sua capacidade antioxidante estd associada a reduc¢do do risco
de arteriosclerose, doengas cardiovasculares e na prevencio de algumas formas de cancro. E
também til na industria alimentar, utilizada como aditivo alimentar, prevenindo a oxidagao
dos alimentos. A vitamina C encontra-se presente naturalmente na maior parte dos alimentos
de origem vegetal. Frutas e hortalicas, nomeadamente citrinos, brdcolos, couve-flor e
pimentos sdo as principais fontes de vitamina C nos alimentos. No entanto, o seu conteudo
varia consoante a espécie vegetal analisada, condi¢Ges edafoclimaticas (época e regido), grau
de amadurecimento e condi¢Bes de cultivo. Por exemplo, citrinos, pimentos e vegetais verdes
sdo uma excelente fonte desta vitamina. Ja as cenouras e magas sdo pobres em vitamina C.
Como os humanos nao sdo capazes de sintetizar esta molécula, devido a auséncia da enzima
gulonolactona oxidase, torna-se importante a sua ingestdo através dos alimentos e/ou
suplementos vitaminicos. A ingestdo de cerca de 100 - 200 mg/dia de vitamina C tem sido

sugerida de modo a combater as agressées diarias provocadas pelo stress oxidativo.

A vitamina C é conhecida pela sua instabilidade e reactividade. O L-AA oxida-se
facilmente a acido desidroascdrbico (DHAA) devido a presenca de dois grupos hidroxilo na sua
estrutura. Esta reaccdo é reversivel e constitui a base das suas propriedades fisico-quimicas. A

oxidacdo do DHAA origina o acido 2,3-dicetoguldnico (DKG), que ndo possui actividade



bioldgica, e esta reacgdo é irreversivel. O termo “vitamina C” corresponde a todas as moléculas
gue possuem actividade vitaminica semelhante ou equivalente ao acido L-ascdrbico. Neste
grupo estdo incluidos o produto da sua oxidagdo (DHAA), isdmeros e formas sintéticas. A
degradacdo da vitamina C depende de muitos factores, nomeadamente pH alcalino, elevadas
temperaturas, luz, contacto com oxigénio, presenca de ides metalicos e enzimas. Estes
factores contribuem para a perda do contelddo de vitamina C nos alimentos. Outros factores
como o transporte, processamento, armazenamento poés-colheita prolongado e confeccdo
tornam os alimentos ainda mais susceptiveis a degrada¢do do acido ascdrbico. Isto resulta
numa grande variagdo dos niveis de vitamina C encontrados nos alimentos crus e

confeccionados, em diferentes amostras de um mesmo produto.

Como o 4dacido desidroascorbico é facilmente convertido a acido ascdrbico no
organismo, torna-se importante a medi¢do do teor da vitamina C total nos alimentos, isto é, a
soma do conteldo em dacido L-ascérbico e acido desidroascérbico. Existem inimeras técnicas
analiticas utilizadas na determina¢do do teor de vitamina C nos alimentos. Os métodos
classicos incluem a titulometria, espectrofotometria, fluorimetria, entre outros. Estes métodos
mais antigos baseiam-se nas propriedades redox da vitamina. Contudo, estas metodologias
carecem de especificidade pois sdo sujeitas a interferéncia de outros compostos presentes nas
amostras exigindo etapas de limpeza morosas. Actualmente, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), usando colunas de troca idnica e fase reversa, com sistema de detecc¢do por
Ultra-Violeta (UV), electroquimico (ECD), fluorescéncia (FD) ou espectrometria de massa (MS)
é sem duvida o método mais empregado. As principais vantagens desta técnica sdo a sua
simplicidade, reprodutibilidade, precisdo, exactidao e elevada sensibilidade. Permite também a
possibilidade de separar e diferenciar numa Unica andlise as diferentes formas activas da
vitamina C, mesmo quando estas estdo presentes em quantidades minimas e em matrizes
complexas, como os alimentos. No entanto, a detec¢do simultanea do acido L-ascorbico e
produtos relacionados é, hoje em dia, um dos grandes desafios no desenvolvimento de
metodologias analiticas. O DHAA apresenta uma fraca absorcdo UV e um dos procedimentos
aplicados para melhorar a sua deteccdo é a sua derivatizagdo, produzindo compostos
fluorescentes facilmente detectdveis. Outra solugdo inclui a reducdo do DHAA para L-AA, pela

accdo de um agente redutor, e determinar o seu contetdo indirectamente.

A capacidade antioxidante dos alimentos estd relacionada com a presenca de
vitaminas, carotendides, polifendis, entre outros, que protegem o organismo dos danos

provocados pelo stress oxidativo. Os métodos mais comuns utilizados na andlise da actividade



antioxidante das frutas e vegetais incluem o ABTS (2,2—azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina), FRAP (Poder antioxidante de reducdo do ferro),
ORAC (Capacidade de absorcdo dos radicais oxigénio), entre outros. Todos estes métodos
apresentam uma excelente reprodutibilidade sob condi¢cdes estabelecidas, porém as
substancias analisadas podem mostrar diferencas significativas nas suas respostas
antioxidantes. Como tal, deve ser aplicado mais do que um método para obter informacdes
Uteis sobre a capacidade antioxidante total dos produtos analisados. Além disso, os resultados

obtidos in vitro ndo se traduzem obrigatoriamente nos mesmos efeitos in vivo.

Este trabalho teve como principal objectivo o desenvolvimento de uma metodologia
analitica para a determinagao do acido L-ascérbico, utilizando a cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia (UHPLC), a validagdo do método, e a sua aplicacdo na analise da vitamina C total em
produtos hortofruticolas. Os resultados obtidos por este método foram comparados com os
obtidos pela titulagdo iodométrica. Como aspecto secundario, a capacidade antioxidante dos
produtos foi também avaliada através do teste do ABTS, que por ser o mais amplamente
descrito para este tipo de produtos torna mais imediata a compara¢gdo com dados

bibliograficos.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Histérico

A vitamina C, também conhecida como acido ascdrbico (AA), € um micronutriente
essencial na dieta humana. A deficiéncia nutricional desta vitamina na alimentagdo provoca a
avitaminose designada por escorbuto [1, 2].

A descoberta histérica dos beneficios do AA remonta a Idade Média, no entanto,
existem vdrios relatos sobre o escorbuto no Antigo Egipto, Grécia e Roma. Esta doenga ja era
do conhecimento do filésofo Hipdcrates e do naturalista romano Plinio [3, 4]. No entanto, foi
s6 no final da Idade Média que o escorbuto se tornou uma doenca epidémica, principalmente
no norte e centro da Europa. Era uma doenga bastante comum entre os soldados e
marinheiros durante as longas expedi¢cdes maritimas (séc. XV e XVI), pois a dieta ndo continha
guantidades adequadas de vitamina C, mas também durante o Inverno quando as frutas e
hortalicas frescas ndo estavam disponiveis. Os principais sintomas de escorbuto apresentados
pelas tripulagdes eram hemorragias, perda dos dentes, depressdao e fadiga. Estima-se que
Vasco da Gama tenha perdido cerca de cem dos seus cento e sessenta homens, durante as
viagens maritimas para a India (1497 - 1499), vitimas de uma alimenta¢do deficiente em
vitamina C. A marinha inglesa também sofreu perdas humanas causadas pelo escorbuto. Em
1744, numa viagem de regresso a Inglaterra desde a América do Sul, o almirante britanico
George Anson perdeu cinco dos seus seis navios. Sobreviveram apenas 335 homens duma

tripulagdo inicial de 1500, onde a maioria morreu sobretudo pelo escorbuto [2, 3].

A primeira demonstra¢do da importancia das vitaminas na dieta humana foi realizada
pelo médico de bordo escocés James Lind. Em 1747 iniciou um ensaio clinico controlado para o
estudo do escorbuto. Provou que a falta duma substancia na dieta era responsavel pelo
aparecimento desta doenca ao incluir deliberadamente vegetais verdes e citrinos na dieta dos
seus marinheiros. Este método revelou ser eficiente na recuperagdo e/ou prevengdo do
escorbuto. Os resultados da sua investigacdo foram publicados, em 1753, no livro “Treatise on
the Scurvy”. Neste constava um inquérito sobre a natureza, causas e possiveis curas da doenca,
além duma visao critica e cronoldgica do que tinha sido publicado anteriormente sobre esta
tematica. Desde entdo, a marinha britanica incluiu o sumo de limdo na alimentacdo dos seus
tripulantes o que levou que estes ficassem conhecidos como limeys [1-4]. O capitdo James

Cook seguiu o seu exemplo e adicionou citrinos a sua provisdo durante as viagens pelo mundo
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(1772-1776). Na viagem de Ferndo de Magalhaes, a sua preferéncia pela compota de marmelo

protegeu-o e aos seus tripulantes do escorbuto [5, 6].

Mesmo assim, o problema do escorbuto nao foi completamente eliminado e perdurou
em periodos da histdria onde a escassez de alimentos era aguda. Existem relatos desta doenca
durante a descoberta do ouro na Califérnia, do Alasca, guerra civil americana e durante a

primeira guerra mundial [1, 3, 4].

Em 1907, Axel Holst e Teodor Frolich realizaram um estudo clinico no qual induziram o
escorbuto em porcos da india e utilizaram este animal como modelo para testar a actividade
anti-escorbutica de varios alimentos [4].

Albert Szent-Gyorgyi foi o primeiro cientista a isolar a vitamina C (1928) a partir das
glandulas adrenais de animais. Tendo em conta a sua formula empirica (C¢HgOs), Szent-Gyorgyi
designou o composto por dacido hexurdénico. Simultaneamente, King e Waugh [1, 3]
identificaram um composto idéntico no sumo do limdo com actividade antiescorbutica. Como
ja tinham sido nomeados os factores de crescimento e saude “A” e “B”, Drumond propos dar o
nome factor “C” a substancia, que mais tarde passou a ser designada como vitamina C [1].

No ano de 1933, com a descoberta da sua estrutura quimica pelos cientistas Hirst e
Haworth, foi sugerida a mudanca do nome de vitamina C para acido ascérbico. Nesse mesmo
ano, Reichstein divulgou a sintese do acido L-ascoérbico, iniciando-se assim a sua producdo
industrial em grande escala. O composto sintético provou ter a mesma capacidade vitaminica
gue a apresentada pela forma natural. Haworth e Szent-Gyorgyi receberam em 1937 o prémio

Nobel da quimica e medicina, respectivamente, pelos seus trabalhos relacionados com a

vitamina C[1, 3, 5].

Nas décadas seguintes, varios estudos demonstraram a relagdo entre a vitamina C com
outras doengas. Linus Pauling publicou um livro polémico “ Vitamin C and the common Cold”
(1970) no qual defendia que a ingestdo de elevadas doses didrias de acido ascorbico poderia
prevenir gripes, doencas cardiovasculares e até mesmo o cancro. Estas afirmacbes e os
métodos utilizados pelo cientista foram bastante questionados, principalmente porque ele ndo
realizou qualquer tipo de ensaio clinico e derivou as suas conclusdes de estudos prévios [5, 7].
Os defensores das teorias de Pauling refutam estes argumentos e alegam que ndo existe
nenhuma evidéncia cientifica que demonstre que mesmo doses muito grandes de vitamina C
sdo toéxicas ou podem exercer sérios efeitos adversos a saude. As declaraces de Pauling sobre
os efeitos da vitamina C, nas doencas cardiovasculares e cancro, ainda estdo por ser provadas

[2,7].



2.2. Vitamina C: Estrutura e Propriedades Fisico-Quimicas

2.2.1. Estrutura

O nome quimico oficial da vitamina C (CsHgOg) é acido L-treo-2-hexonona-1,4-lactona
(ou acido 2,3-enediol-guldnico-y-lactona) [2-4]. Em 1965, a comissdo do IUPAC-IUB (do inglés
“International Union of Pure and Applied Chemistry — International Union of Biochemistry)
alterou a designacdo quimica desta molécula para acido ascorbico (AA) ou acido L-ascérbico (L-
AA). A palavra “ascérbico” representa o valor bioldgico desta molécula na proteccdo contra o
escorbuto (do latim scorbutus) e a designacdo L- indica que se trata de uma espécie
opticamente activa (levogira) [1].

O termo genérico “vitamina C” diz respeito a todos os compostos que apresentam
uma actividade bioldgica equivalente ou semelhante ao acido L-ascérbico. Este grupo inclui os
seus produtos da oxidagdo, isémeros, ésteres do acido ascorbico e as formas sintéticas [1, 4,
8]. Esta molécula apresenta uma estrutura bastante simples: conforma¢do em anel y-lactona
estavel quase planar constituido por cinco membros. Os dois centros quirais nas posi¢des 4 e 5
permitem a existéncia de quatro estereoisémeros. Os pares de enantidmeros correspondem
aos acidos L e D-ascérbico e acidos L e D-araboascérbico (também conhecido como acido
isoascérbico ou acido eritdrbico). Por sua vez, os acidos L-isoascérbico e D-ascérbico e os
acidos L-ascérbico e D-isoascérbico sao epimeros. Diferem apenas na orientagao do hidrogénio
e do grupo hidroxilo no carbono 5. As estruturas do acido L-ascérbico e seus isémeros sao

apresentadas na Figura 1.
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Acido L-eritérbico Acido D-eritérbico

Figura 1 - Estruturas do acido L-ascoérbico e seus isdmeros (adaptado da Fonte: [4]).



O acido L-ascdrbico é a forma da vitamina C que apresenta maior actividade bioldgica.
O acido desidroascorbico, principal produto da oxidacdo do L-AA, apresenta aproximadamente
80% da sua actividade vitaminica. O acido D-ascérbico, bem como acidos D-e L-isoascorbico
tém apenas actividade marginal de vitamina C (aproximadamente 2,5 - 5%). O estereoisémero
do L-AA, D-isoascarbico (iso-AA), é sobretudo encontrado nos fungos e leveduras. O iso-AA ndo
se encontra presente de forma natural nos alimentos, no entanto, é usado na industria
alimentar como um antioxidante. S3o também conhecidas formas sintéticas como o 2-fosfato-
ascorbato e 6-palmitato-ascorbato (ou ascorbil palmitato). Esta molécula é um éster derivado

dos acidos gordos combinado com o acido ascdrbico [3-5].

2.2.2. Propriedades Fisico-Quimicas

O 4cido ascorbico é um sélido cristalino branco (massa molecular de 176,13 g/mol),
gue escurece em contacto com a luz. Faz parte do grupo das vitaminas hidrosoluiveis e, como
tal, apresenta uma elevada solubilidade em agua. Os seus sais, ascorbato de sédio e ascorbato
de célcio, sdo ainda mais soltuveis. Todas os derivados desta vitamina sdo, entdo, insolUveis em
gorduras e dleos, a excepc¢do do ascorbil palmitato [4, 9]. As principais propriedades fisico-

guimicas do L-AA estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Propriedades Fisicas do acido L-ascérbico.

Férmula Empirica CsHsOg

Massa Molecular (g/mol) 176,13

Aparéncia Sélido branco cristalino, inodoro
Densidade (g/cm®) 1,65

Ponto de fusdo (2C) 190 - 192

Agua - 33 g/100 mL; Etanol -2 g/100 mL; Glicerol -
Solubilidade 1g/100 mL.

Insolavel em lipidos, éter dietilico, cloroférmio,

. benzeno, éter de petrdleo, entre outros.

Acidez (pKa)

4,17 (pKay); 11,6 (pKay)
pH =3 (5 mg/mL); = 2 (50 mg/mL)

% Max (1%, 10 mm) = 695 (A= 245 nm, pH = 2)

Espectro Absorg¢do
€ Max (1%, 10 mm) =940 (A= 265 nm, pH = 6,4)

®coeficiente de extingdo molar da solugdo 1 % de L-AA (largura da cuvete = 10 mm) (adaptado da Fonte:

(4]).



O AA é pouco soluvel em dacido acético, acetona e alcoois de cadeia curta como o
metanol e o etanol. E insoltvel em éter, cloroférmio, benzeno e éter de petréleo [10]. Apesar
de ndo possuir grupos carboxilicos, a vitamina C apresenta caracteristicas de um 4dcido
organico. A deslocalizacdo dos electrées m entre os carbonos 2 e 3 do sistema conjugado
enediol aumenta a estabilidade da molécula e faz com que o hidrogénio do grupo hidroxilo
(C3) torne-se bastante acidico (pka;= 4,17) contribuindo para a natureza acida da vitamina C
[5]. A sua elevada solubilidade em agua e outros solventes, caracter acido, forte agente
redutor e reactividade sdo caracteristicas atribuidas a sua estrutura quimica (presenga do
grupo hidroxi-endlico) [1, 4]. As ligagGes duplas no anel y-lactona estdo relacionadas com as
suas propriedades de absor¢do. A absor¢do UV do acido ascdorbico é dependente das espécies
idnicas presentes, ou seja, do pH do meio (Tabela 1). Em ambientes acidos (niveis de pH
baixos), o AA encontra-se na forma protonada e a sua absor¢do maxima ocorre entre os 244-
245 nm. Acima do pH 5, o L-AA encontra-se predominantemente como espécie monoanidnica
(anido L-ascorbato) e possui absor¢do maxima por volta dos 265 nm. Em solugdes com pH
acima de 12 (basico) o L-AA encontra-se totalmente dissociado e absorve a volta dos 300 nm.

O 4cido ascoérbico nao possui propriedades de fluorescéncia [4, 10].

As propriedades fisico-quimicas mais importantes de vitamina C baseiam-se na sua
dissociacdo reversivel a anido ascorbato e subsequente oxidacdo para DHAA. O &cido L-
ascorbico é relativamente estdvel quando sélido. No entanto, em solu¢do aquosa, é
rapidamente oxidado a acido desidroascérbico devido a perda de electrées dos dois grupos
hidroxilo [11]. A vitamina C é uma das vitaminas mais instdveis e facilmente oxidada por varios
agentes (halogénios, peréxido de hidrogénio, cloreto férrico, entre outros) [9]. Sdo muitos os
factores que influenciam a degradacao do AA, nomeadamente, o aumento da temperatura,
presenca de oxigénio e ides metalicos (cobre, Cu®’; prata, Ag”; e ferro, Fe**), presenca de luz e
pH alcalino, que podem actuar isolados ou combinados [1, 12, 13]. A reac¢do do L-AA com
oxigénio, na presenca de iGes metdlicos de transicdo, é de grande importancia na estabilidade
da vitamina C. Os dois electrdes do L-AA sdo transferidos para o oxigénio e os produtos sdo o
DHAA e o perodxido de hidrogénio (H,0,). Os ides metdlicos servem de catalisadores da
oxidacdo da vitamina C, na presenca do oxigénio. A oxidacdo catalisada pelos metais ocorre
muito mais rapidamente que a oxida¢do espontanea [2, 3]. A vitamina C é muito susceptivel a
degradacdo pela accdo da luz (radiacdo ultra-violeta), através da absorcdo directa da energia
radiante. Alterar o pH ou forca idnica das solu¢des pode influenciar a taxa de degradacdo do
AA [11]. Por exemplo, o AA é estabilizado em solugbes 4cidas (pH 2 - 3). No entanto, valores de

pH basicos (acima do pH 7) promovem a sua degradacdo em varios compostos (Figura 2) [9].



A conversao do L-AA é um processo rapido com duas etapas que origina o radical L-ascorbato
e/ou DHAA. A primeira ionizacdo ocorre no grupo hidroxilo do carbono 3. O produto da
primeira dissocia¢do (pKa;=4,17) é um anido monovalente designado por L- ascorbato [1, 5]. O
L-ascorbato é um importante intermedidrio das reaccdes metabdlicas e a sua oxidagdo (perda
de um electrdo) origina o radical livre ascorbato (acido monodesidroascérbico ou
semidesidroascérbico). Uma vez formado, o radical ascorbato decai rapidamente (107 s).
Apesar de ser uma espécie muito instdvel, ndo tem a capacidade de formar radicais livres
nocivos e pode ser reversivelmente reduzido a ascorbato. A segunda dissocia¢do ocorre no
grupo hidroxilo C-2 (pKa,=11,6). Com a perda de outro electrdo, o radical ascorbato
decompde-se rapidamente para formar o acido desidroascorbico (Figura 2). Esta oxidagdo

reversivel é a base da actividade fisioldgica da vitamina C e das suas propriedades quimicas [1,

2,9].

Acido Semidesidroascérbico Acido desidroascérbico
(radical livre ascorbato) (hemicetal hidratado)

HO OH
Acido L-Ascérbico Anido L-Ascorbato Acido Semidesidroascérbico Acido Desidroascérbico
(radical livre ascorbato)
hidrélise
H
OH HO

o

(@) @]

Acido 2,3-diceto-L-gulénico

Figura 2 - Reac¢Bes de oxidacdo/reducdo do acido L-ascérbico e produtos resultantes. O L-AA, como um
agente redutor, doa sequencialmente dois electrées formando o intermediario radical ascorbato (acido
semidesidroascérbico). Devido a sua elevada instabilidade, esta molécula sofre uma oxidagdo adicional
para formar um produto mais estavel, o acido desidroascérbico, que apresenta mais do que uma forma
estrutural. A hidrdlise do DHAA, com ruptura do anel, origina o acido 2,3-diceto-L-guldnico (DKG)
(adaptado da fonte:[14]).
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Deste modo, o L-AA e DHAA constituem um par redox (AA/DHAA), pois o DHA pode ser
reduzido a L-AA e depois rapidamente oxidado, funcionando em simultdneo como um agente

redutor (antioxidante) e oxidante [9, 10].

O DHAA ¢é também uma molécula bastante instdvel em solucdo aquosa e a sua
hidrélise origina o acido 2,3-diceto-L-glucénico (DKG). Esta reacgdo é irreversivel, pois ocorre a
abertura do anel da lactona. Além disso, o DKG ndo apresenta qualquer actividade bioldgica. O
tempo de semi-vida do DHAA em pH fisioldgico (aproximadamente 7,4) é menos de 10
minutos [3, 5]. No entanto, o processo de degradagao da vitamina C ndo termina aqui. Em
condigBes adversas, o DHAA é rapidamente degradado noutros compostos. A sua degradagdo
depende em muito da temperatura e pH do meio. Em solugdes acidas, origina o acido L-
tartdrico, furfural e outros compostos derivados do furano. A degrada¢do no meio alcalino
resulta em mais de 50 compostos, sendo maioritariamente acidos mono-, di- e tricarboxilicos
[2, 9]. Nos sistemas bioldgicos, o DKG pode sofrer reac¢des de descarboxilagdo e redugao

originando produtos como o acido oxalico, lixénico e xilonico, lixose e xilose (Figura 5) [1, 5, 9].

2.2.2.1. Acido desidroascérbico

O 4cido desidroascdrbico (acido treo-2,3-hexodiulosonico-y-lactona) é a forma oxidada
do L-AA e possui actividade vitaminica quase idéntica a este (cerca de 80%). Ambos os acidos
sdo componentes importantes da dieta humana, pois o DHAA é facilmente convertido a AA no
meio intracelular. O DHAA pode existir como hemicetal hidratado (mondmero), em solugdo
aquosa, (solugdo aquosa) ou como dimero no estado cristalino (Figura 2) [1, 9]. Antigamente, o
DHAA era considerado apenas como um produto da oxidagdo do AA em vez de uma espécie
com as suas proprias caracteristicas quimicas e bioldgicas importantes. Hoje em dia sabe-se
gue o DHAA tem varias propriedades que o distinguem do AA. Por exemplo, é relativamente
hidrofdbico, penetrando mais facilmente nas membranas celulares, e € mais reactivo e instavel

em solugdo aquosa que o AA [9, 15].

O 4cido desidroascérbico (174,1 g/mol) pode ser facilmente reduzido in vivo de volta a
acido ascorbico (Figura 2) por uma variedade de processos que envolvem enzimas mas
também, o NADH ou NADPH e glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) em reaccGes
redox (sistemas ndo enzimdticos) [6, 9]. As enzimas envolvidas na reducdo in vivo do DHAA
incluem a tioredoxina reductase (EC 1.8.1.9.), glutationa-peroxidase (E.C. 1.11.1.9, GSH-px),
GSH-reductase (EC 1.8.1.7.), monodesidroascorbato reductase (EC 1.6.5.4) e desidroascorbato

reductase (1.8.5.1.) [1, 15].
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Os estudos in vitro utilizam com sucesso o

Animais Plantas
dimercaptopropanol (BAL), mercaptoetanol,
homocisteina, bromina, DL-1,4-ditiotreitol (DTT), ou s oM
tris-[2-carboxi-etil] cloridrato de fosfina (TCEP) como © )"
agentes redutores [9, 13]. C’TL
H, OH H, OH
OH OH
2.3. Sintese e Biodisponibilidade da vitamina C OS o ‘L =0
2.3.1. Biosintese do Acido L-Ascérbico OH
GuiL GalL
O 4cido L-ascérbico é amplamente sintetizado % A‘
H, OH
na natureza. As plantas que contém clorofila, algumas oH
o]
algas verdes e animais como os anfibios, aves, répteis e =0
poucos mamiferos sdo capazes de produzir o seu ‘:A"”

proprio acido ascoérbico. A D-glucose é o principal
precursor do AA usada pelos animais. A biosintese
ocorre no figado e rins (6rgdos armazenadores de
glicogénio) através de um conjunto de reacg¢des

metabdlicas (lactonizagdo, oxidacdo, tautomerizac¢do)

Figura 3 - Comparagao da biossintese do
L-AA em diferentes organismos. Apenas
os Ultimos dois passos da sintese nos
animais e plantas s3ao ilustrados. O
precursor imediato do L-AA é o L-
gulono-lactona (GUIL) e L-galactono-
lactona (Gall) nos animais e plantas,

respectivamente. A conversdo ocorre
[5, 16]. O caminho do &cido D-glucorénico, nos animais, o sitios  diferentes: reticulo
endoplasmatico (ER) nos animais e
mitocéndrias (Mit) no caso das plantas.
GUA: acido L-gulénico; GAL: L-galactose
(adaptado da Fonte: [6]).

é um importante ciclo metabdlico. As hexoses sdao
transformadas por uma série de processos bioquimicos,
via acido D-glucordnico, a acido L-ascdrbico, L-xilulose,
entre outros. Nesta via ocorre ainda a inversdao da cadeia de carbonos dos derivados da D-
glicose [2, 3]. No caso dos animais o acido L-guldnico é o precursor do acido L-ascorbico. Esta
via ndo ocorre nas plantas, dai que os precursores do L-AA sejam diferentes [2, 3, 6]. Os
insectos, invertebrados, a maioria dos peixes e seres humanos sdo incapazes de sintetizar o
acido ascorbico. A Ultima reaccdo enzimatica para a biossintese do dacido ascdérbico nos
microssomas hepdticos ndo ocorre nos primatas. Esta etapa corresponde a oxidacdo do L-
gulono-y-lactona a 2-ceto-L-gulono-y-lactona pela enzima L-gulono-1,4-lactona oxidase (EC1.1.
3.8). O gene que codifica esta enzima nos humanos ndo é expresso, logo a enzima esta
ausente. Deste modo, os humanos ndo conseguem transformar a glicose do sangue em 4cido
ascorbico. Como o acido ascérbico participa em inimeras actividades fisioldgicas, torna-se um

componente essencial para a saude humana [1-3, 16].
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A sintese do acido ascdorbico nas plantas é mais complexa que nos animais. Esta ainda
nao estd totalmente elucidada ao contrario dos animais que foi estabelecida nos anos 60 [3, 6].
O L-AA é sintetizado nas plantas a partir dos agucares resultantes da fotossintese, sendo a L-
galactose o precursor desta molécula nas plantas [3, 8, 16]. Neste caso, ndo se verifica a
inversdo da cadeia de carbonos e o ultimo passo da reac¢do é a conversao da L-galactono-1,4-
lactona a acido L-ascorbico pela accdo da enzima L-galactono-1,4-lactona desidrogenase (EC

1.3.2.3) [6, 16].

2.3.2. Sintese Quimica do Acido L-Ascérbico

A vitamina C disponivel em suplementes vitaminicos pode ser directamente extraida
de plantas ou sintetizada a partir da glicose, pelo processo classico Reichstein-Grussner [1]. A
sintese quimica do acido L-ascérbico envolve varias etapas, nomeadamente hidrogenagao da
D-glucose originando D-sorbitol seguida da oxidagao desta molécula a L-sorbose pela bactéria
Acetobacter suboxydans (fermentagdo). Posteriormente, um grupo carboxilo é introduzido na
molécula com a derivatizacdo para L-sorbose-diacetona [1, 2]. A hidrélise desta molécula e
subsequente aquecimento em meio acido resulta no 4cido L-ascérbico, que pode ser depois
cristalizado [1, 2]. Uma abordagem bioldgica envolve o uso da enzima L-sorbosone
desidrogenase, que converte diretamente polidlcoois, como L-sorbosone, a L-AA e &cido 2-
ceto-L-gulénico [1]. Muitos dos derivados do 4acido ascérbico tém sido preparados
sinteticamente. No entanto apresentam pouca ou nenhuma actividade biolégica. Por exemplo,
0 4acido 6-desoxi-L-ascorbico e o acido 2-amino-2-desoxi-L-ascorbico, possuem
respectivamente 30% e 0% da actividade do acido ascérbico. Ja o 2-fosfato-L-ascorbato tem
actividade comparavel a do acido L-ascorbico e é aproximadamente 10 - 20 vezes mais estavel

em relagcdo ao oxigénio [3, 5].

2.3.3. Biodisponibilidade do Acido L-Ascérbico

A principal fonte do AA e DHAA na nutricdo humana sdo os alimentos de origem
vegetal, onde o AA é a forma predominante da vitamina C [8]. No plasma, a quase totalidade
da vitamina C encontra-se ionizada, na forma do anido ascorbato (concentragées 50 - 100 uM).
A biodisponibilidade do ascorbato no organismo depende da sua absorcdo no tracto
gastrointestinal para o sangue. Cerca de 80-90% da vitamina C consumida é absorvida pelo
intestino delgado, por transporte activo e passivo, sendo menor na boca e estémago [5]. A

utilizacdo do L-AA como antioxidante ou cofactor enzimatico provoca a sua oxidacdo a DHAA.
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A concentracdo do DHAA no plasma é baixa (5 - 7% da vitamina C total plasmatica), mas pode
ser aumentada em condi¢cdes de stress oxidativo [15, 17]. O acido ascérbico distribui-se
amplamente em todos os tecidos do organismo. A vitamina C n3dao é armazenada no
organismo, mas alguns tecidos como a glandula supra-renal, hipdéfise e figado sdo ricos em AA.
Os musculos e tecido adiposo apresentam teores de AA menores [5]. A relacdo AA/DHAA tem
sido utilizada como indicador do estado da oxidacdo celular [11]. As concentracdes de acido
ascoérbico no plasma e leucdcitos sdo frequentemente usadas para avaliar os niveis de vitamina
C presentes no organismo. Analises ao sangue que revelem niveis de acido ascérbico e de
leucdcitos abaixo de 0,2 mg/dL e 2 mg/108 células no plasma, respectivamente, indicam um

consumo deficiente de vitamina C [3, 4].

Em comparagdo com os niveis no plasma, os niveis de DHAA nos tecidos sdo muito
mais elevados. O transporte do DHAA do sangue para as células ocorre por difusdo passiva
através dos transportadores da glicose. Este atravessa a membrana plasmatica mais
rapidamente que o L-AA, pois no Ultimo caso o transporte ocorre contra o gradiente de
concentragdo (transporte activo). Uma vez no interior destas células, o DHAA é facilmente
convertido a AA. Esta reacc¢ao ocorre em todos os tecidos por mecanismos enzimaticos ou ndo
enzimdaticos provocando a acumulacdo do L-AA nos tecidos. Esta acumulagdo é mdxima
qguando as células necessitam de protec¢do adicional contra os oxidantes resultantes do seu
metabolismo [15, 17]. A redugdo do DHAA a AA mantém os niveis de DHAA no citoplasma
baixos, originando um gradiente favoravel a absorg¢ao continua da forma oxidada da vitamina C
através da membrana celular [15]. Os sistemas de reciclagem sdo essenciais para a
conservagao dos niveis intracelulares do AA. Desta forma, a vitamina C mantém-se na forma

reduzida e capaz de exercer as suas fung¢des bioquimicas (Figura 4) [1, 4, 15].

CondigOes patoldgicas como a diabetes influenciam o transporte celular do ascorbato,
pois os elevados niveis de aglcar competem com L-AA pelos mesmos transportadores.
Consequentemente, a concentrac¢do intracelular desta molécula diminui, afectando todos os

outros processos metabdlicos [1, 15].

Os principais metabolitos do acido ascérbico (catabolismo) nos humanos sdo o 4cido
desidroascorbico, DKG e acido oxalico. A principal via de eliminacdo do AA e seus metabolitos

€ através da urina e fezes [5].
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2.4. Fungdes Bioquimicas e Fisioldgicas da vitamina C

Os efeitos benéficos da vitamina C sdo quase universalmente reconhecidos. O acido
ascoérbico e o acido desidroascorbico participam numa ampla gama de reaccdes e processos
bioquimicos, baseados nas suas propriedades redox [6, 11]. A oxidacdo do AA a DHAA fornece
dois dtomos de hidrogénio que podem ser usados na reducdao de compostos biologicamente

activos [8, 17].

2.4.1. Cofactor Enzimatico

O acido L-ascérbico estd envolvido num grande nuimero de reacgdes bioquimicas,
sendo necessario para a actividade 6ptima de varias enzimas e processos metabdlicos. O acido
L-ascorbico é o cofactor de diversas metaloenzimas (mono- e dioxigenases) funcionando como
doador de electrdes. Essas enzimas participam na hidroxilagdo do colagénio, biosintese da
carnitina, hormonas esterdides, neurotransmissores e aminoacidos aromaticos (tirosina,
triptofano e fenialina) [4, 5, 10]. O acido ascérbico potencia a actividade destas enzimas ao

manter o seu centro activo metdlico (ferro ou cobre) reduzido [1].

O 4cido ascérbico desempenha um papel importante na manutenc¢do do colagénio,
gue representa cerca de um ter¢o da proteina corporal total, constituindo a principal proteina
da pele, ossos, dentes e cartilagens, tenddes, vasos sanguineos e cérnea. A vitamina C é um
factor essencial no metabolismo da matriz extracelular e a sua deficiéncia afecta a sintese do
colagénio e dos demais componentes do tecido conjuntivo (lamina, integrinas, elastina) [1].
Desempenha um papel critico na reparacdo das feridas ao estimular o processo de
cicatrizacdo/regeneracdo dos tecidos. Muitos dos sintomas do escorbuto sdo atribuidos ao
enfraquecimento da biossintese do colagénio [4, 5]. A vitamina C afecta também a regulacdo e
expressdao das proteinas da matriz extracelular. O ascorbato é o cofactor de enzimas
importantes que participam nas modificagcBes traducionais das proteinas da matriz e,
influencia também a regulagdo da transcricdo destas proteinas. No caso do colagénio e
elastina, os efeitos do ascorbato sdo pds-traducionais e possivelmente transcricionais [1, 17]. A
hidroxilacdo da prolina e lisina pelas enzimas prolina hidroxilase (EC 1.14.11.28) e lisina
hidroxilase (EC 1.14.11.4), respectivamente, é um passo determinante na sintese do colagénio
[5, 6]. A reducdo do ferro é obrigatdria para a coordenagdo com o oxigénio, o prinicipal co-
substrato das mono- e dioxigenases. No entanto, o papel da vitamina C na expressdo genética
do colagénio ainda ndo estd totalmente esclarecido, pois sdo varios os factores que podem ter

impacto na expressado dos genes [1, 6].
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O &cido ascoérbico parece ter um efeito indirecto sobre a transcricio dos genes do
colagénio, pois esta é induzida pelo colagénio maduro [6]. A transcri¢cao da tirosina hidroxilase
(EC 1.14.16.2) e do mRNA, que codifica diversas formas do citocromo P450 e ubiquitinas nos
microssomas do figado, sdo reforcadas pelo acido ascérbico [1, 6, 17]. Outros mRNAs cuja
transcricdo parece ser regulada pelo acido ascérbico incluem as integrinas relacionadas com o
colagénio, a colagenase tipo IV (72 kDA) e nas plantas, o gene Hrgp do milho [1, 6]. E
interessante notar que pelo menos uma parte dos genes que tém sua transcricdo induzida pelo
AA codificam proteinas que contém residuos de prolina hidroxilados ou necessitam do AA para

a sua actividade catalitica [6].

O acido ascoérbico é essencial para a sintese da carnitina muscular [5]. Funciona como
um co-factor das duas enzimas responsaveis pelas hidroxilagdes envolvidas na biosintese da
carnitina. A fadiga e fraqueza provocada pelo escorbuto estdo associadas com o incorrecto
fucionamento desta enzima [1, 6]. O acido ascdrbico intervém na ac¢do da enzima dopamina-
B-hidroxilase (E.C. 1.14.17.1), que catalisa a conversdo do neurotransmissor dopamina a
norepinefrina, durante a sintese da catecolamina [4, 5]. Estudos recentes mostram que a
vitamina C é essencial na amidagdao enzimatica dos neuropéptidos formando compostos
bioactivos no cérebro e sistema nervoso periférico. Além disso, o acido ascérbico catalisa
outras reac¢Bes enzimaticas importantes para a actividade maxima das hormonas ocitocina,
vasopressina e adrenalina [5]. A fungdo do ascorbato reside em manter o cobre do complexo
enzimdtico num estado reduzido [1, 4, 5]. Isto explica em parte a existéncia de elevadas

concentragdes de L-AA nos tecidos nervosos e glandulas adrenais [1].

O acido ascoérbico é também necessario para a transformacgdo do colesterol em acidos
biliares. Um consumo insuficiente de acido ascdrbico resulta na acumulagdo de colesterol no

figado, hipercolesterolemia, e formacgao cdlculos biliares [5].

A vitamina C exerce também efeito no controlo da glicemia em pessoas portadoras de
diabetes. A absorg¢do da vitamina C é facilitada pela insulina reduzindo assim a acumulagdo de
sorbitol nos eritrécitos. ComplicacGes derivadas da diabetes como gengivites e dificuldade de

cicatrizacdo podem ser atenuadas com a vitamina C [15, 18].

O beneficio mais conhecido para a saude do consumo do dacido ascérbico é na
profilaxia ou o alivio dos resfriados comuns, popularmente conhecidos como “constipacdes”.
Pauling [7] sugeriu que a ingestdo de doses macicas de vitamina C previne/ ameniza os
sintomas das constipagdes comuns. Apds a publicacdo do seu livro, a utilizacdo da vitamina C

para o tratamento de resfriados tornou-se muito popular. No entanto, o papel da vitamina C
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por via oral na prevengdo e tratamento das gripes e resfriados permanece controverso, apesar
dos muitos estudos realizados. Tem havido um longo debate sobre o papel do dcido ascérbico
no aumento da imunidade durante infec¢bes gripais. Os estudos ndo sao conduzidos todos
com o mesmo rigor o que dificulta as suas conclusGes e comparacdes [5]. A evidéncia mais
consistente mostrou que o acido ascérbico reduziu a gravidade e duracdo dos sintomas dos
resfriados durante o periodo de infeccdo. Nao apresenta, portanto, um efeito profilatico
significativo. Isto é apoiado pelo facto do L-AA acelerar a destruicdo da histamina (anti-
histaminico), um mediador das alergias e dos sintomas dos resfriados [1, 5]. Estudos realizados
demonstraram que o L-AA promove a proliferacao de células-T, aumentando assim resposta
do sistema imunitario contra infec¢des [5]. Outro papel do ascorbato na fun¢do imunitaria é a
sua participagao na formagdo do perdxido de hidrogénio, utilizado pelos neutréfilos como

mecanismo de defesa [1].

2.4.2. Antioxidante

O stress oxidativo tem uma contribui¢cdo importante no desenvolvimento de inimeros
processos degenerativos e doencas crénicas. O papel da vitamina C como um antioxidante in
vivo tem recebido muita atencdo nas ultimas décadas [5]. A vitamina C é um antioxidante
importante pois diminui significativamente a toxicidade dos radicais livres produzido pela
respiracdo celular. O excesso destes produtos estd associado com a oxidagdo de vdrias
macromoléculas como os lipidos, DNA e proteinas [1, 5, 6]. As células lidam com o excesso de
oxidantes através de varios mecanismos. O dacido L-ascérbico faz parte do conjunto de
antioxidantes no qual estd incluindo a vitamina E, B-caroteno, luteina, licopeno e os
flavondides. Estas moléculas juntamente com um grupo de enzimas (superdxido dismutase,
catalase, peroxidase, entre outros), constituem a primeira linha de defesa do organismo contra
a oxidacado fisioldgica [10]. O L-AA inactiva os radicais livres, eliminando as suas reactividades e
protegendo as células. O ascorbato é capaz de actuar efectivamente sobre espécies reactivas
de oxigénio e azoto (ROS, RNS), tais como o anido radical superdxido (02"), radical alquilo
(RO"), radical hidroxilo ("OH), perdxidos (RO,"), oxigénio singleto (*0,), diéxido de azoto (NO,"),
hipoclorito (CIO’), entre outros [4, 5].

A actividade antioxidante da vitamina C envolve a doa¢do de um ou dois electrdes a
varias moléculas. O ascorbato doa um He ou [H* + €] para um radical, resultando na formagao
do anido semidihidroascorbato (ou radical ascorbato) e posteriormente no DHAA. O DHAA é
depois reciclado por varios sistemas enzimaticos ou ndo enzimaticos [1-3]. A GSH é um

importante antioxidante presente nas células, sendo o principal responsavel pela regeneracdo
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do L-AA (ou anido ascorbato). Deste modo, mantém os niveis intracelulares do AA constantes
além de neutralizar algumas espécies reactivas [1, 2]. O papel do AA nos sistemas bioldgicos,

como antioxidante, esta ilustrado na Figura 4.

TRX
’/_\ Radicais livres
5-fosfato ribulose NADPH GSSG AA
Espécies oxidantes
Via das 6PGD GRD GsH- | AA
Pentoses px
6-fosfato glucose NADP GSH DHAA
Radicais livres
Oxidantes
Espécies oxidantes reduzidos

Figura 4 - Interacgdo entre o acido ascorbico e a glutationa.O excesso de oxidantes pode ser reduzidos
directa ou indirectamente pelo AA e GSH. A glutationa, e outros agentes redutores derivados da via das
pentoses, como o NADPH, sdo responsaveis pela redu¢dao do DHAA e consequente reciclagem do AA
intracelular. Estes agentes redutores funcionam também como antioxidantes, protegendo as células dos
danos oxidativos. A redu¢do do DHAA envolve duas moléculas de GSH através da GSH-peroxidase (GSH-
px). A GSH oxidada (GSSG) é reduzida de novo a GSH pela ac¢do da GSH reductase (GRD).
Simultaneamente, esta enzima promove a oxidagdao do NADPH a NADP. Além dos agentes redutores
fornecidos pela via das pentoses, a regeneracao da GSSG pode ser feita pela oxida¢do do AA, catalisada
pela TRX (tioredoxina). 6PGD: 6-fosfatoglucanato desidrogenase; GRX: glutationa-peroxidase; AA" :
radical ascorbato (adaptado da Fonte: [1]).

Gragas a este sistema redox, a vitamina C opera na maxima eficacia, permitindo que
outros sistemas de enzimas possam tirar vantagem da sua capacidade antioxidante [1]. Pode
também actuar directamente nas membranas celulares, ao impedir a iniciacdo da peroxidacdo
lipidica ou indirectamente ao regenerar a vitamina E que actua como antioxidante [1, 4, 11]. O
acido ascdrbico funciona como co-antioxidante pois é capaz de regenerar outras moléculas
antioxidantes como a vitamina E (a-tocoferol), acido urico e o radical B-caroteno [1, 4, 5]. A
vitamina E parece reagir primeiro com os radicais livres, sendo depois regenerada pela
vitamina C. O 4acido ascérbico reduz o radical a-tocoferoxil a a-tocoferol, prevenindo a
formacdo deste radical mediante reaccGes de peroxidacgdo lipidica. Desta reaccdo resulta o

DHAA, que é reciclado de volta a AA [4, 5, 10].

A vitamina C previne a oxidac¢do das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), impedindo
a peroxidacao lipidica e colabora na redugdo do risco de arteriosclerose. A vitamina C reage mil

vezes mais rapidamente com os radicais feroxilo do que os acidos gordos polinsaturados. No
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entanto, ndo é tdo eficaz a neutralizar os radicais hidroxilo [1, 5]. Além disso, estudos in vivo
provaram que o dacido ascérbico reduz a adesdo dos leucdcitos as células endoteliais das
artérias e vasos sanguineos. A interaccdo entre estas células é um passo importante no
desenvolvimento da arteriosclerose [5, 6]. Embora os dados sejam limitados, o L-AA
extracelular parece fornecer alguma proteccdo as proteinas plasmaticas e ao DNA contra a

oxidacdo fisioldgica [1, 17].

Varios estudos analisaram a associacdo entre a ingestdo do 4cido ascérbico e o risco de
desenvolver doengas cardiovasculares. No entanto, nenhuma evidéncia conclusiva estd
disponivel sob o possivel efeito protector da suplementagdao com acido ascérbico sobre as

patologias do sistema cardiovascular [5].

Pauling também afirmava que a ingestdo diaria de elevadas doses de acido ascoérbico
auxiliava no tratamento do cancro [5, 7]. As evidéncias recentes sugerem que a ac¢do da
vitamina C por si s6 ndo é suficiente no tratamento da maioria dos cancros activos. Parece ter
um efeito mais preventivo do que curativo. Actualmente acredita-se que o acido ascérbico
previne o cancro, neutralizando os radicais livres antes que estes possam danificar o DNA e
iniciar o crescimento do tumor [1, 5]. Uma das descobertas epidemioldgicas mais consistentes
sobre a vitamina C esta associada ao risco reduzido de cancro do estdmago devido ao
consumo elevado de acido ascdrbico ou alimentos ricos neste nutriente. Provas bioquimicas e
fisiolégicas sugerem que as fungbes do acido ascérbico como esponja de radicais livres
oferecem uma protecgdo contra o cancro do estdmago. O L-AA bloqueia a produgdo de
nitrosaminas, compostos nitrogenados potencialmente carcinogénicos, originando acido

desidroascarbico e dxido nitrico [5, 10].

Em certas condi¢Oes (baixa concentragdes in vitro, presenca de ides metalicos), o L-AA
tem actividade pré-oxidante, onde actua como agente redutor para fornecer catalisadores
para a reac¢do de Fenton. Desta reacgdo resultam as mesmas espécies quimicas reactivas que
era suposto o L-AA neutralizar ("OH, 02", H,0,). A existéncia e a relevancia fisiolégica da
natureza pro-oxidante do L-AA in vivo téem sido questionadas, pois normalmente os metais
encontram-se associados as proteinas no organismo. Apenas em casos excepcionais, como
talassemia ou hemonecrose, em que a concentragdo de metais livres no sangue aumenta pode
se verificar esta hipdtese. No entanto, ndo existem dados concretos que confirmem este efeito

[2,17].
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Outras fungdes incluem a transformacdo de xenobidticos e facilitacdo da absorc¢do
intestinal do ferro. Este mecanismo envolve a capacidade do AA em reduzir o ferro do estado

de oxidacdo férrico (+3) para o ferroso (+2) que é mais facilmente absorvido [2, 4, 5].

A adicao artificial do acido L-ascérbico é utilizada com sucesso na industria alimentar
para proteger os alimentos contra a oxidacdo (efeito antioxidante), contribuindo para a

conservacao/preservacio dos alimentos [4, 5].

O ascorbato é também um composto essencial para as plantas, com um papel
importante no combate ao stress oxidativo e como um modulador do desenvolvimento das
plantas através da sintese de hormonas (giberelinas, etileno e acido abscisico) [6, 16]. Nas
plantas, esta molécula encontra-se em concentragdes relativamente elevadas (2- 25 mM) e
actua na desintoxicagdo dos peroxidos. A enzima ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) catalisa a
reducdao do perdxido de hidrogénio a agua, usando o ascorbato como agente redutor [1].
Actua também nos mecanismos de proteccdo dos cloroplastos e contribui para o crescimento
das plantas, diferenciacdo e metabolismo. A sua capacidade de doar electrées é significativa
no ciclo respiratdrio das plantas. Nalgumas espécies de plantas, o acido ascdrbico é ainda o
substrato para a sintese do 4cido oxalico e acido tartdrico e alguns flavondides [3, 6, 10]. Na
Tabela 2 encontra-se uma lista com os principais papéis fisiolégicos da vitamina C e enzimas

intervenientes.

20



Tabela 2 - FuncBes Bioquimicas do Acido L-Ascérbico e as principais enzimas que utilizam esta molécula
como cofactor e/ou modulador da sua actividade. A sua fungdo como cofactor enzimatico, em animais e
plantas, esta muito bem descrita. As fungGes postuladas da vitamina C foram demonstradas in vitro mas
a sua relevancia in vivo ainda estd por esclarecer. Estas baseiam-se na sua caracteristica de agente
redutor (Adaptado das Fontes: [1, 3, 5]).

Cofactor enzimatico Agente redutor/ Antioxidante
Enzimas Fungao das enzimas Local Fungao
Prolina 4-hidroxilase; Hidroxilacdo do Regula a expressao
Lisina hidroxilase colagénio genética do colagénio
(modificagGes pods-
traducionais do mRNA);
Células previne danos oxidativos
Trimetil-lisina ,
Biosintese da carnitina nas proteinas
hidroxilase . .
intracelulares; evita ou
reverte a oxidagdo da
glutationa e vitamina E .
Dopamia-f- Biosintese da
Neutralizagdo de ROS e
monooxigenase noroepinefrina
Plasma RNS; termina as reacgdes
Peptidilglicina Biosintese da
de peroxidagao lipidica.
monooxigenase catecolamina
Previne a formacdo de
Estdmago
4-hidroxifenilpiruvato | Amidagdao de hormonas compostos nitrosos.
dioxigenase péptidicas Facilita a absorgao do
Intestino
ferro.

Apesar da maioria dos efeitos fisiolégicos da vitamina C serem atribuidos ao L-AA, o
DHAA também apresenta algumas funcgdes celulares proprias. Estas incluem a inibicdo
competitiva pelos transportadores de glicose, hexocinase, 3-fosfato-gliceraldeido
desidrogenase, 6-fosfato-glucose desidrogenase; a oxidacdo e estimulagdo da sintese do
NADPH e GSH; e constitui a principal fonte do L-AA intracelular [9, 15]. Por todas as razées
descritas anteriormente, a vitamina C, presente em muitas frutas e vegetais, constitui um

nutriente indispensdvel a dieta humana.
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2.5. Vitamina C nos alimentos

2.5.1. Fontes e requerimentos do Acido L-Ascérbico

A vitamina mais importante para a nutricdo humana é a vitamina C [8, 11]. Nao é dificil
obter um fornecimento adequado na dieta didria, pois o acido ascorbico encontra-se
amplamente distribuido no reino vegetal: frutas (goiaba, limdo, maracujid) e vegetais e
legumes frescos (brdcolos, salsa, pimentdes). Mais de 90% da vitamina C na dieta humana é
fornecida por estes dois grupos de alimentos. O seu teor em alimentos de origem animal é
muito reduzido. Produtos lacteos, carnes e graos de cereais sao pobres em vitamina C [4, 11].
Uma vez que o L-AA e DHAA sdo as formas da vitamina C mais abundantes nos alimentos e
possuem actividades bioldgicas equivalentes nos seres humanos, o teor de vitamina C nos
alimentos deve ser relatado como vitamina C total, isto é, a soma dos conteludos de L-AA e
DHAA (L-AA + DHAA). Caso contrario, o contelido deste nutriente nos alimentos pode ser
subestimado [12, 13, 19]. Na Tabela 3, encontram-se os teores de vitamina C de alguns
alimentos e foi construida a partir da informacgdo recolhida de diferentes bases de dados da

composi¢do dos alimentos (FCDB).

De acordo com a tabela seguinte, as frutas constituem a fonte mais comum do acido
ascorbico, sendo encontradas quantidades relativamente elevadas de vitamina C na acerola
com aproximadamente 1300 - 1677 mg/100g de fruta. Esta fruta garante um excelente
suplemento natural de vitamina C. No caso dos vegetais, a familia das Brassicaceae (repolho,
couve bruxelas, brdcolos, couve-flor) é particularmente rica em acido ascérbico (35 -158
mg/100g). Outras fontes significativas incluem os pimentbes verdes e vermelhos, salsa e
goiabas. No entanto, nem todos os frutos contém niveis tdo altos, por exemplo, as magas e as
péras representam uma fonte moderada do nutriente (2 — 31 mg/100g). Ja as cebolas e as

cenouras apresentam um contetdo baixo (3 — 14 mg/100g).
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Tabela 3 - Conteudo de vitamina C em algumas frutas e vegetais (Fontes: [20-23]).

Conteudo de vitamina C

Conteudo de vitamina C

Fonte Fonte
(mg/100g produto) (mg/100g produto)
Acerola 1300 - 1677 Toranja 30-71
Salsa 246 - 358 Maracuja 30
Goiaba 173 - 283 Mango 28-36
Pimento Vermelho 128 - 240 Rabanete 22-50
Groselha preta 113 - 255 Ananas 20-48
Rabano 102 - 260 Espinafre 18- 86
Couve de Bruxelas 85-158 Framboesa 14 -38
Pimentos Verde 80 - 154 Batata 10- 40
Brocolos 87-133 Anona 10-13
Kiwi 77 - 118 Feijao-verde 10-21
Papaia 62 Uva 9-13
Couve-flor 50-103 Amora 6-24
Morango 44 - 109 Banana 6-16
Agrido 40 - 80 Cebola 5-14
Couve 37 -88 Pepino 3-15
Laranja 35-79 Cereja 3-20
Limao 35-62 Maga 3-31

E de notar que em termos da contribui¢do relativa dos alimentos na dieta, ndo é sé os
niveis de nutrientes que importam, mas também, o nivel de consumo do alimento [1, 3, 8]. Por
exemplo, a salsa é muito mais rica que a batata em vitamina C mas o seu consumo massico é
muito inferior. Devido ao seu alto consumo, as batatas, couves e citrinos sdo provavelmente as
fontes principais de vitamina C para a maioria da populagdo ocidental [1, 8]. Um regime de
alimentac¢do sauddvel recomenda o consumo de varias doses de fruta e ou legumes frescos
diariamente. O maior consumo de frutas e vegetais esta associado com a redugdo do risco de
doencgas cardiovasculares, bem como de varios cancros. A evidéncia cientifica de que dietas
ricas em frutas e hortalicas protegem contra o cancro e doencas degenerativas é cada vez mais
forte e consistente apoiada pela identificacdo dos diversos fitoquimicos que apresentam
actividade antioxidante nestes alimentos [24-26]. As vitaminas C, natural e sintética, encontra-
se disponivel numa ampla variedade de suplementos, comprimidos, capsulas e liquidos. Ambas
sdo quimicamente idénticas e possuem a mesma actividade bioldgica e biodisponibilidade [4,

5].
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Actualmente os casos de escorbuto sdo muito raros. As frutas e vegetais estdao
disponiveis ao longo de todo o ano nos paises industrializados. A caréncia desta vitamina nos
paises industrializados, esta normalmente associada a casos de pobreza ou alcoolismo [5]. As
necessidades didrias minimas de vitamina C para evitar os sintomas do escorbuto num adulto
sdo 40 mg/dia. Nos Estados Unidos da Améria (E.U.A.), a ingestdo média didria recomendada
para o acido ascorbico foi revista no ano 2000, e esta fixada em 90 e 75 mg para homens e
mulheres adultos, respectivamente (Tabela 4) [4, 5]. Este valor é suficiente para atender as
necessidades nutricionais em dacido ascoérbico. Segundo os relatérios mais recentes da
literatura cientifica, tem sido recomendada a ingestdo de 100 - 120mg/dia de acido ascérbico
devido ao stress da vida moderna [8]. No caso dos fumadores, sujeitos a um maior stress
oxidativo, a recomendacdo é > 200 mg/dia (cerca de 40% maior) de modo a manter os niveis
no plasma equivalentes ao dos ndo fumadores [1, 4, 8]. A Tabela 4 apresenta as doses diarias
recomendadas da vitamina C para criancas e adultos de ambos os sexos e leva em

consideracdo a idade e o estado fisioldgico do individuo.

Tabela 4 - Doses didrias recomendadas para a vitamina C (Fontes: [4, 27]).

Dose Didria Recomendada — vitamina C

Fase da vida Idade Homens (mg/dia)  Mulheres (mg/dia)
Bebés 0-6 meses 40 40
Bebés 7-12 meses 50 50
Criangas 1-3 anos 15 15
Criangas 4-8 anos 25 25
Criangas 9-13 anos 45 45
Adolescentes 14-18 anos 75 65
Adultos 219 anos 90 75
Gravidas - - 80-120

2.5.2. Variag¢oes do contetido de vitamina C entre os alimentos

O conteldo nutricional dos alimentos esta sujeito a variagdes durante o crescimento e
desenvolvimento dos frutos e a quantidade de acido ascdrbico ndo é excepcdo. O seu teor
varia inter e intra-espécies e é afectado por varios factores pré e pds-colheita: condigcOes
climaticas, métodos de cultivo, tipo de solo, grau de amadurecimento, manuseamento na
colheita, transporte e armazenamento [3, 8]. Koh et al. [28] demonstraram que os niveis de

vitamina C nos brdcolos sdo influenciados pela época de cultivo. No seu estudo encontraram
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uma variacdo sazonal significativa entre os produtos estudados (57 - 131mg/100 g brécolos). A
posicao do fruto na planta influencia o seu valor nutricional. Quanto maior a exposicao e
intensidade da luz solar durante o crescimento, maior o contelddo da vitamina nos frutos e
vegetais. Normalmente, os tecidos externos possuem niveis superiores de vitamina C para
proteger o fruto do stress abiodtico (luz, oxidacdo, entre outros) [8]. A temperatura média,
nomeadamente o calor total disponivel, também tem o seu papel na composicdo quimica dos
alimentos. Por sua vez, o excesso de irrigacdo ou de fertilizantes contribuem para uma
diminui¢do do teor o acido ascérbico. O elevado teor de vitamina C pode servir como uma
estratégia de protec¢do ao stress hidrico. As frutas acumulam acido ascdrbico durante o seu
amadurecimento na planta ou apds a colheita, mas o aumento é superior nos frutos que
permanecem nas plantas. Isto acontece com os péssegos, papaias, citrinos e pimentdes. Ja no
caso das magds e mango verifica-se o contrario. Também as ervilhas maiores e mais maduras
contém menos vitamina C que as mais pequenas e verdes [8]. Parece ndo existir um padrao

claro quanto ao efeito da maturagao no teor de acido ascérbico.

Os vegetais frescos tém uma durabilidade curta e estdo expostos a condi¢cdes que
destroem a sua qualidade nutricional num curto periodo de tempo, antes da confecgdo e
consumo [29]. Devem ser tomadas medidas que contribuam para a diminuicao das perdas da
vitamina C, nomeadamente, colher os produtos no momento ideal, prevenir os danos fisicos

durante a colheita e dirigir os produtos para o processamento o mais rapidamente possivel [3].

2.5.3. Amadurecimento e perdas pds-colheita

O manuseamento pés-colheita, as condi¢des de armazenamento e processamento tém
grande influéncia sobre a taxa de degradacdo da vitamina C. A maioria das frutas sdo
consumidas cruas e o baixo pH dos frutos estabiliza a vitamina durante o armazenamento [3,
12]. O acido ascorbico é uma molécula susceptivel a oxidagdo quimica e enzimatica e a sua
degradacdo pode ocorrer por via aerdbica ou anaerdbica. As taxas de degrada¢do dependem
da disponibilidade de oxigénio, contacto com a 4gua, condi¢des térmicas do processamento,
metais de transicdo e luz. E considerada a mais instavel e reactiva de todas as vitaminas, pois
oxida-se facilmente a DHAA em condicGes desfavordveis (Figura 5) [8]. Normalmente o DHAA
encontra-se presente nos alimentos em pequenas quantidades (menos de 10% da vitamina C
total). No entanto, as reaccGes de degradacdo do L-AA contribuem para o seu aumento
gradual. O DHAA pode representar uma grande propor¢ao da vitamina C total apds um longo

armazenamento, tratamentos mecanicos e/ou térmicos [30, 31]. Sucessivas oxidacdes do
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DHAA originam o DKG e outros produtos de degradacgdo (Figura 5). A interac¢do com outras
substancias presentes no alimento (aglcares, enzimas, entre outras) também pode afectar os
niveis do L-AA. As enzimas ascorbato peroxidase (1.11.1.11) e ascorbato oxidase (EC 1.10.3.3.)
sdo responsaveis pela degradacao enzimatica desta vitamina. A diminuicdo do teor da vitamina
C pode ser catalisada pela lumiflavina (produto da degradacdo da riboflavina — vitamina B2) ou
pela interacgdo com aminoacidos, originando pigmentos escuros (melanoidinas) [2, 4]. O AA
participa em reaccbes de escurecimento ndo enzimatico (reaccdo Maillard) de forma
semelhante as que ocorrem com os agUcares. Através da reac¢do de Strecker, o DKG sofre
ciclizagao, formando diéxido de carbono e furfural que se polimeriza e origina melanoidinas.
Estas reacgbes s3ao responsaveis pela alteracdo da cor dos sumos de fruta e dos alimentos,
deterioragdo do sabor e da qualidade, aliada a redug¢do dos prazos de validade e do teor de
vitamina C [4, 30, 32]. Ocorrem principalmente em alimentos cozidos ou sujeitos a outros
tratamentos térmicos. O 5-metil-3,4-dihidroxiterona (MDT) e o Hidroximetilfurfural (HMF) sdo
alguns dos produtos da reac¢do de Maillard ocorrida nos alimentos durante o seu
processamento (Figura 5). Estas substdncias sdo originadas devido a exposi¢do dos agucares a
temperaturas altas em meio alcalino. O HMF é usado para avaliar a amplitude do aquecimento
aplicada a sumos de frutas durante o processamento e tomados em consideragdo para o

controle de qualidade [2, 30].

Acido L-Ascérbico
+2H]|| -2H

Acido Desidroascérbico

l hidrdlise

Acido 2,3-diceto-L-gulénico

acido L-xilénico y

+ acido L-lixénico Furfural + Melanoidinas
(pigmentos escuros)

acido oxalico + acido L-trednico

Figura 5 - Produtos da degradacdo do Acido L-Ascérbico nos alimentos.Tendo em conta a sua
instabilidade, o 4cido ascorbico, é frequentemente utilizado como um indicador do valor nutritivo, mas
também pode ser usado para estimar o estado de conservagdo dos alimentos em qualquer ponto da
rota de comercializacdo de um produto até ao seu destino final, o consumidor (Adaptado das fontes: [3,
8]).
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No geral, os frutos e vegetais recém-colhidos contém mais vitamina C do que aqueles
armazenados. Os atrasos entre a colheita, distribuicdo e processamento podem levar a perdas
directas do conteudo nutricional e do sabor. O valor nutricional dos produtos consumidos

7

como “frescos” é muitas vezes bastante diferente daquele quando foram colhidos [3, 28].

2.5.4. Processamento e Armazenamento dos alimentos

A sazonalidade e perecibilidade dos produtos hortofruticolas justificam a aplicagdo de
métodos de conservagao, cujo objectivo é combinar o aumento da vida util, com manutengdo
das caracteristicas sensoriais e nutritivas [29]. O acido ascérbico é mais sensivel a destruicao
qguando o produto é submetido a tratamentos e condigdes de armazenamento adversos. As
perdas sdo significativas pelo armazenamento prolongado, altas temperaturas, baixa
humidade relativa, danos mecanicos e danos causados pelo frio. Com o tempo, verifica-se uma
perda gradual do teor em &cido ascérbico dos alimentos armazenados. Os frutos mais acidos
sdo relativamente mais estdveis que outros frutos, como os morangos ou framboesas [31]. No
caso dos vegetais, os espinafres sdo bastante vulnerdveis enquanto as batatas mantém a
qualidade e vitamina C durante meses [8]. Comparando-se as retenc¢des relativas de vitamina
C, ha dificuldade em produzir um modelo matematico da degradacdo da vitamina C quando se
estuda diversos alimentos, pois a inter-conversdao entre AA e DHAA varia enormemente. A
temperatura de manuseamento/conservagdo é um factor determinante. O método de
refrigeracdo/congelamento pds-processamento e flutuagdes de temperatura determinam a
taxa de degradacdo e qualidade dos vegetais congelados [29]. O armazenamento a
temperatura ambiente (20 9C) resulta em perdas maiores do que em temperaturas de
refrigeracdo (4 2C). Por sua vez, este procedimento tem perdas superiores que a congelagao (-
20 °C). No entanto, mesmo com estas temperaturas negativas, a degradacdo da vitamina
persiste. O congelamento inadequado provoca alteragGes evidentes nas caracteristicas
sensoriais que podem influenciar a aceitabilidade do consumidor, mas também leva a
produtos de baixo valor nutritivo reduzido, principalmente em vitamina C [3, 29]. Um
congelamento rapido pode também produzir perdas com a destruicdo dos tecidos vegetais
pelos cristais de gelo. Uma alternativa pode ser conservando ou embalando os alimentos em
vacuo ou em atmosfera controlada/modificada [8]. Na auséncia de oxigénio ndo ha influéncia
adicional da catdlise metdlica na degradacdo da vitamina C. As operacbes de seleccdo,
sanificacdo, descasca e fatiamento excessivo provocam o aumento da actividade enzimatica e
aceleram o processo de deterioracdo e consequentemente a perda da vitamina C. O 4cido

ascorbico é uma molécula labil e pode ser destruida também através do processamento e
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cozedura dos alimentos frescos. A conservacdo da vitamina C em alimentos processados
necessita de muitos cuidados. A extensdao do dano varia consoante os métodos e o tempos

utilizados [3, 8, 33].

Os vegetais e frutas, quando processados, sofrem sempre perdas de nutrientes. Os
métodos de processamento que envolvem calor e dgua, como o branqueamento e conservas,
produzem grandes perdas da vitamina C por termodecomposicdo e lixiviacdo. Durante estes
métodos ocorrem reacgées quimicas e bioquimicas dependentes da temperatura. Estas
reacgdes sdo responsadveis nao sé pela destruicdo de microorganismos, mas também de
nutrientes importantes como a vitamina C. Quanto maior a temperatura empregada maior a
destruicao das vitaminas. A desidratacao e liofilizagdo dos vegetais ndo sao recomendadas pois
resultam em perdas a volta dos 75% [3, 4]. Nos alimentos processados a base de frutas, as
perdas sdo usualmente associadas com escurecimento ndo enzimatico [30]. Sumos de frutas
armazenados em garrafas e/ou latas contém um teor elevado de AA e um baixo nivel de
DHAA. Apds a sua abertura, a exposicdo ao ar e armazenamento a temperatura ambiente
contribuem para o aumento dos niveis do DHAA e DKG [8]. No entanto, a taxa de degradacdo
do L-AA depende da composicdo da amostra, condi¢bes de processamento e diferentes
embalagens utilizadas [34]. Um esquema dos produtos de degradagao do AA é mostrado na

Figura 5.

Durante o cozimento, a degradacdo da vitamina C é tdo grande ou maior quanto
aquela que ocorre durante o processamento dos produtos [3]. As perdas durante a cozedura
dependem do grau de aquecimento, perdas por lixiviagdo, drea exposta ao oxigénio e agua,
pH, presenca catides bivalentes e muitos outros factores que contribuam para a oxidagado do
acido L-ascdrbico em moléculas sem actividade bioldgica [1, 4]. No cozimento convencional as
maiores perdas de vitamina C ocorrem por solubiliza¢do, jd no caso do cozimento a vapor as
perdas sdo devido a degradagdo térmica e enzimatica [33]. A retenc¢do do L-AA nos alimentos
depende do método de confeccdo. Por exemplo, as perdas verificadas no cozimento pelo
microondas sdo minimas e maiores pelo sistema convencional [8, 25, 33]. No entanto, verifica-
se que durante a confeccdo dos alimentos as perdas maiores verificam-se mais durante o seu
manuseamento do que propriamente ao longo do cozimento [33]. Deve-se empregar o
minimo de dgua para o cozimento e diminuir o tempo de confeccdo dos alimentos para evitar

grandes perdas nutricionais [3, 8].

O 4acido L-ascérbico é amplamente utilizado como um aditivo alimentar, assumindo

varias funcGes, nomeadamente, agente redutor, estabilizador do sabor e cor, melhoria da
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textura das massa e farinhas, e principalmente para enriquecimento de vitamina C. Por causa
da sua reactividade com os radicais livres, o AA comporta-se como um antioxidante tipico,
evitando a deterioragdo (rancificacdo) dos dleos vegetais, margarinas, etc. O acido isoascérbico
pode substituir o uso do AA, como conservante, em muitos alimentos. E sintetizado e utilizado
comercialmente como antioxidante em carnes curadas de modo a prevenir a sua oxidacdo e
descoloracdo [3, 4]. As formas sintéticas (2-fosfato-ascorbato e 6-palmitato-ascorbato) sdo
também utilizadas na preservagdo dos alimentos. Os ésteres (derivados dos acidos gordos) do
acido ascdrbico sdo usados como antioxidantes em alimentos gordurosos (6leos vegetais,
margarinas) devido ao seu cardcter lipofilico, prevenindo a sua oxidagdo. O ascorbil palmitato
é altamente eficaz em sinergia com outros antioxidantes, incluindo fendis e tocoferdis, na
preservagao dos alimentos [4]. A vantagem da utilizagdo das formas sintéticas é a sua maior

resisténcia a oxidagao; no entanto sdo pouco absorvidas pelo organismo [3, 5].

2.6. Métodos de Analise da vitamina C

A medida que se conhece melhor a relacdo entre a ingestdo destes nutrientes e a
saude, torna-se importante uma analise precisa e especifica do teor do nutriente nos
alimentos [35]. O aumento do conhecimento sobre as potencialidades da vitamina C resultou
numa procura enorme por alimentos e suplementos ricos nesta vitamina nos mercados.
Consequentemente, surgiu uma grande variedade de métodos para quantificar o L-AA nestes
produtos. Existem reportados, em literatura cientifica, diversos procedimentos que englobam
titulacdes, métodos espectrofotométricos, fluorométricos, guimioluminescentes,
electroforéticos, enzimdticos, bem como métodos cromatograficos [4, 34, 36, 37].
Infelizmente, nenhum deles é totalmente satisfatorio. Todas as técnicas apresentam vantagens
e desvantagens que devem ser avaliadas pelo analista. A detec¢do do AA nos alimentos é um
desafio analitico devido aos baixos niveis encontrados nas matérias-primas, as varias formas
guimicas e a instabilidade da vitamina C sob varias condic¢des (calor, luz, pH alcalino, oxigénio,
enzimas, entre outros) [11, 37]. Por outro lado, a presenca de interferentes da matriz estudada
podem afectar a detecgdo e/ou quantificacdo e inclusive contribuir para a degradagdo do L-AA
[11, 13, 14]. A escolha do método para a analise desta molécula deve ter em conta os
diferentes tipos de matrizes a serem analisadas e possiveis interferentes, tendo em conta
recursos analiticos disponiveis. Embora a literatura esteja repleta de diferentes tipos de
métodos diversificados para a analise da vitamina C, a procura por técnicas mais precisas e

exactas continua [3, 11, 36].
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2.6.1. Extracgao da vitamina C

O primeiro e mais importante passo para a analise da vitamina C é a sua extraccao.
Para garantir que a andlise subsequente é eficaz, € muito importante optimizar o processo de
extraccdo da vitamina C principalmente quando se analisam amostras complexas, como as
frutas e vegetais. Devido a sua natureza labil, o principal objectivo dos procedimentos de
extraccdo é a estabilizacdo da vitamina C. O equilibrio AA/DHAA é dependente da origem e
manuseamento da amostra. O objectivo da andlise é medir correctamente o conteudo original
da amostra sem deslocar artificialmente o equilibrio entre as duas espécies [2, 38]. Devem ser
tomadas precauc¢des ao longo da extracgao e andlise para evitar a degradagdo e perda da
vitamina C [10].

A natureza instavel do L-AA e a influéncia da temperatura e pH na sua degradagao
devem ser tidos em conta na manipulagdo da amostra. A refrigeracao das amostras aumenta a
estabilidade do 4cido L-ascdrbico, sendo fundamental, conduzir a extraccdo a baixas
temperaturas. No entanto, sem a acidificagdo do meio, a refrigeracdo dos extractos é
insuficiente para prevenir a degradagao da vitamina [2, 11]. O L-AA é facilmente oxidado sob
condigOes alcalinas. Os reagentes mais populares na extracgdo sdo os acidos (elevada forga
idnica), que suprimem a actividade metabdlica apds a disrup¢do celular e a degradacao e
hidrélise da vitamina C [4, 10]. O uso do pH acido em torno de 2,1 é (til para a preparagao das
amostras, assegurando a estabilidade suficiente e recuperagdo do L-AA [11, 39, 40]. O acido
metafosférico (MPA), acido acético, acido tricloroacético (TCA), acido triflGoracético (TFA),
acido oxalico (OA), 4cido percldrico (PCA) e acido sulfurico sdo os agentes estabilizantes mais
utilizados na extrac¢do da vitamina C. Geralmente o MPA (HPOs) é utilizado como principal
extractor, mas é também comum a sua combinagdo com outros acidos ou alguns
modificadores organicos (metanol, etanol, acetonitrilo) [1, 2, 4, 10]. O uso do MPA, pode
causar sérias interac¢Ges analiticas com a silica da coluna (C18 ou fases ligadas -NH,)
resultando na deformacgdo dos picos, desvios na linha de base e no tempo de retencdo do
analito [41]. Apesar da sua incompatibilidade com alguns procedimentos cromatograficos,
continua a ser o extractor mais utilizado no tratamento das amostras antes da analise da
vitamina C [1, 4].

O MPA é capaz de inactivar a ascorbato oxidase, previnir a oxidacdo catalitica do L-AA
pelos iGes metalicos, e ajuda a clarificar o extracto ao precipitar as proteinas presentes na
amostra [4, 37]. A adicdo de etanol ou acetona no extracto em MPA, precipita o amido
solubilizado [4]. O amido é problemdtico na medida em que interfere com a titulacdo

colorimétrica e ensaios fluorimétricos. Esta etapa é necessaria para a analise de muitos
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vegetais, incluindo batata, legumes e milho através de métodos espectroscdpicos. A acetona é
também util para remover o didxido de enxofre e metabissulfito de produtos de frutas
desidratadas e sumos de frutas. Estes agentes redutores interferem, por exemplo, nas
titulagdes que utilizam o corante 2,6-dicloroindofenol (DCIP) [4]. O tiossulfato de sddio provou
ser um estabilizante mais eficaz que o metabissulfito de sddio e sulfito de sédio na prevencao
da oxidacdo do L-AA [4]. lwase et al [42, 43] testaram agentes menos comuns como a L-
metionina, L-glutamato monossddico (MSG) e guanosina-5-monofosfato (acido nucleico).
Numa tentava de melhorar o procedimento de extraccdo e estabilizagdo da vitamina C
sdo empregados, ainda, agentes redutores adicionados a solugdo extractora (DTT, cisteina ou
homocisteina). A reducdo do L-AA para DHAA pode ser também conseguida através de
enzimas ou pelo reagente de Norit [4]. A presenca de ides metalicos também tem sido descrita
como outro dos factores que contribui para diminuir a estabilidade da vitamina C em solugdes.
Agentes quelantes de metais, podem ser adicionados a solugdo extractora, inibindo a oxidagdo
catalisada pelos metais. O 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) e MSG, melhoram
significativamente a estabilidade do L-AA, mesmo na presenga do cobre e ferro [43]. No
entanto, a ac¢ao do EDTA ndo é t3o eficaz quando combinado com o AO [4, 11]. Uma solugao
extractora de 3% - 6% MPA, contendo acido acético glacial ou 4cido sulfdrico ou 5 mM EDTA

limita a oxida¢do do L-AA para menos de 5% [4].

Todos os procedimentos de extraccdo devem ser realizados com cuidado e de
preferéncia em locais escuros ou com luz reduzida de modo a limitar as reac¢des oxidativas
catalisadas pela luz. Sempre que possivel a extrac¢do deve ser conduzida em atmosfera inerte,
de modo a reduzir a exposi¢do ao oxigénio e evitar uma potencial degradacdo [1, 4, 10]. Outro
aspecto importante é conduzir a extrac¢do a baixas temperaturas juntamente com a adi¢do de
varios agentes estabilizadores, o que proporciona uma proteccdo adicional [10, 11]. Em suma,
os problemas da estabilidade do L-AA e DHAA em solucdo sdo bem resolvidos através da
diminuicdo da temperatura na extraccdo e andlise, proteccdo das amostras da luz, adicdo de

agentes estabilizadores e/ou quelantes e utilizacdo de procedimentos simples e rapidos.

Rizzolo et al [44] mostraram que a manipulagdo e armazenamento cuidadoso de frutas
frescas sdo fundamentais para a estabilidade do acido L-ascorbico antes da andlise. Estes
autores minimizaram a ac¢do da ascorbato oxidase e outras enzimas que catalisam a oxidacdo
de L-AA evitando o corte excessivo das péras estudadas, congelando as amostras em azoto
liquido e preservando-as a -802C antes da extrac¢do. Hernandez et al [38] compararam a

eficacia de duas solugdes extractoras (3% MPA-8%acido acético e 0,1% OA) na extracgdo do AA
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em frutos tropicais. A solugao MPA-acido acético-EDTA revelou ser mais eficaz na estabilizagao
da vitamina C. Apesar de ser mais barato e menos téxico que o MPA, o AO é menos eficaz na
inactivagdo da enzima ascorbato oxidase. Os extractos resultantes sdao menos estaveis,

originando menores percentagens de recuperacdo da vitamina C total nas amostras.

2.6.2. Métodos Classicos de Andlise da vitamina C

2.6.2.1. Titulagoes

Os métodos titulométricos para a determinagdo do L-AA sdo muito comuns e utilizam
varios agentes oxidantes como o iodo, azul de metileno, N-bromosucimida, ferrocianeto de
potassio e o DCIP [36-38]. A titulagdo directa com o corante DCIP na forma de sal sédico foi
introduzida por Tilmans em 1930. E um dos métodos mais antigos e baseia-se na oxidacdo do
L-AA pelo DCIP em meio acido. O ponto final da titulagdo é determinado pela descolora¢do do
DCIP (redugdo), que origina uma solugdo incolor a partir de uma solugdo rosa (Figura 6). O
ponto de viragem desta titulacdo também pode ser determinado através da andlise
espectrofotométrica (518 nm) [4, 36]. Este método tem sido aperfeicoado ao longo do tempo,
mas continua a apresentar algumas limitacdes. A titulagdo quantifica apenas o L-AA presente
na solu¢do. O DHAA nado sera medido a menos que seja reduzido a L-AA e o método sé pode
ser aplicado em produtos com baixas concentra¢cdes de DHAA [36]. Este método ndo é
aplicavel a todas as matrizes, pois sofre de pouca especificidade. Por exemplo, ndo fard
distingdo entre L-AA e iso-AA por isso ndo pode ser usado para andlise de vitamina C em
alimentos processados e curados pois ja contém artificialmente o ultimo composto [4]. A
titulagdo com DCIP pode ser usada na analise de sumos de frutas frescos [45]. No entanto,
extractos bastante coloridos de frutas e vegetais podem mascarar a mudanca de cor no ponto
de viragem da titulagdo. Nestes casos, deve ser incluida uma etapa de limpeza da amostra,
visando retirar os corantes naturais [4, 36]. Este método pode também fornecer valores
erroneos devido a presenca de outros compostos redutores além do L-AA. Qualquer outra
substancia redutora naturalmente presente na amostra pode reduzir o corante. Substdncias
naturalmente presentes nos frutos, como taninos, fendis, ides metalicos (Cu (ll), Fe (I1), Mn (ll)
e Co (ll)), tiosulfato, cisteina, glutationa e reductonas formadas pelo escurecimento nao
enzimatico sdo oxidadas pelo corante. E aconselhavel que a titulacdo seja feita de forma rapida
para diminuir o efeito de interferéncia de outras substancias redutoras (aglcares, entre
outros). A alcalinidade da amostra também dificulta a determinacdo [4, 36, 37].

Apesar das suas desvantagens, este método é rotineiramente aplicado em todo o

mundo para vdrias matrizes de alimentos devido & sua simplicidade e baixo custo. E
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considerado um método oficial da AOAC (Association of Official Analytical Chemists) e é
recomendado para a andlise de L-AA de bebidas e sumos para fins de rotulagem nutricional

(AOAC método oficial 967.21) [4, 44-46].

A iodometria é um dos mais importantes métodos de titulacdo redox, pois o iodo
reage directa, rdpida e quantitativamente com muitas substancias organicas e inorganicas [47].
A titulacdo iodométrica é aplicada para a determinacdo do L-AA em alimentos naturais,
suplementos alimentares e farmacos, sendo recomendada pelas normas europeias
(Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar - EFSA) e Farmacopeia Brasileira [48-50]. Este
método baseia-se reacgdo oxi-reducdo do L-AA com iodato de potdssio (KIOs) na presenca de
iodeto de potassio (KI), utilizando o amido como indicador. O ponto final desta titulagdo é
determinado apds a oxidagao total do acido ascérbico presente na solugdo. O iodeto presente
na solucdo reage com o amido, formando um complexo com uma intensa cor azul-violeta
escuro, facilmente observavel mesmo em concentragbes minimas do iodo [51, 52]. Este método
encontra-se descrito pormenorizadamente nos resultados, uma vez que foi aplicado na anadlise
das amostras. Embora os métodos de titulacdo sejam simples de usar, do ponto de vista
analitico ndo é um método preciso, porque os erros de titulagdo sdo cumulativos. Tal como o
método anterior, ndo é possivel medir directamente a concentracdo do DHAA presente nas
amostras. Estas limita¢gdes deram origem a procura de métodos alternativos mais especificos e

de confianga [36].

2.6.2.2. Métodos Espectrofotométricos

As determinacgdes espectrofotométricas directas baseiam-se na absorg¢do na regido do
ultra-violeta (UV/vis). Até a década de 80 eram os métodos mais comuns para determinar o
teor de L-AA em diversas amostras, tendo em conta o caracter redutor desta molécula [1, 3,
37]. Normalmente utilizam-se dois principios bdsicos para a quantificacdo do L-AA: um
indicador tipo redox (metal) ou croméforo. O L-AA é capaz de reduzir alguns ides metalicos
(Fe*, cu®) produzindo solucBes coloridas apds a complexa¢do. As mudancas de cor
observadas facilmente a olho nu sdo medidas quantitativamente pelos aparelhos [4]. A
reducdo do Fe* a Fe®* pelo L-AA é a reacgdo mais comum, resultando na formagdo de um
complexo cromogénico azul intenso. E adicionado um agente quelante (2,29-dipiridina; 2,4,5-
tripyridyl-5-triazina e ferrozina), que forma um complexo com o metal reduzido. A absorvancia
do complexo formado é entdo medida aos 700 nm [1, 3, 4]. Além destes, o reagente de Folin e

fenol também sdo utilizados [1].
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Os métodos com derivatizagdo incluem os reagentes o-fenilenodiamina (OPDA) e 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) [4, 37]. A reac¢do de condensacdo do OPDA com o DHAA
representa uma das reaccdes de derivatizacdo mais Uteis na quantificacdo da vitamina C [4].
Os acidos ascorbico e desidroascorbico ndo fluorescem naturalmente. Este método exige a
oxidacdo adicional do L-AA e subsequente derivatizacdo [2, 10]. A reaccdo total produz um
produto altamente fluorescente (fluoréforo) derivado da quinoxalina, o 3-(1,2-
dihidroxietil)furo[3,4b]quinoxalina-1-ona (DFQ) (Figura 6). Os comprimentos de onda de
deteccgdo sdo fixados nos 355 nm para excitagdo e 425 nm para emissao (Ag = 335, A =425)
[2, 4, 10, 53-55]. Este novo procedimento melhorou a sensibilidade e especificidade dos
métodos de vitamina C existentes no momento [4]. E um método vantajoso, pois fornece
valores da vitamina C total e permite a quantificaggo do DHAA mesmo em quantidades
minimas [36]. Existem alguns compostos que podem induzir erros nos resultados deste
método, nomeadamente, grupos cetdénicos que reagem com o OPDA e reductonas formados
pela reac¢do de Maillard. Deste modo, a andlise por este método de alimentos sujeitos ao
escurecimento ndo enzimdtico, pode fornecer resultados equivocos em relagdo ao teor de
vitamina C [4, 37]. Interferéncias fisicas na medicdo da fluorescéncia podem surgir na
extracgao de alimentos ricos em amido (batatas, milho, feijdo). Extractos com amido mostram
uma opalescéncia caracteristica. O problema pode ser evitado com a adicdo de etanol ao
extracto para precipitar o amido. A oxida¢do do L-AA pelo reagente de Norit, embora simples
na abordagem, melhora significativamente a precisdo do método. Este passo facilita o ensaio
da vitamina C total nos produtos alimentares e diminui a interferéncia de outras substancias,

evitando outras etapas de limpeza morosas [4].

Outro procedimento utilizado é a oxidacao da L-AA a DHAA e DKG, seguida da reacgao
destas moléculas com DNPH em meio fortemente acido (Figura 6). Com a adicdo do acido
sulfarico, forma-se um produto de cor vermelha intensa, o bis-2,4-dinitrofenil hidrazina, que é
guantificado pela leitura aos 500 — 550 nm (520 nm é o mais comum). O DNPH é bastante
especifico para o DHAA e DKG, pois tem a capacidade de reagir mais rapidamente com estas
moléculas do que os acglcares e outras substancias redutoras. Além disso, tem a capacidade de
minimizar a formacdo de acidos cromogénicos que poderiam interferir na medicdo [4, 37].
Apesar das vantagens descritas anteriormente, esta metodologia ndo tem sido aplicada
recentemente na andlise de alimentos de uma forma tdo extensiva como a derivatizacdo com

OPDA.
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Figura 6 - Principais reacgdes do acido L-ascérbico aplicadas na andlise da vitamina C (adaptado da

Fonte: [4]).

Os métodos descritos anteriormente, sdo relativamente rapidos, praticos e de baixo
custo porque ndo exigem reagentes nem equipamentos sofisticados. No entanto, em todos os
casos, estes procedimentos sofrem de falta de especificidade da reacc¢do. A absorvancia das
amostras esta sujeita a interferéncia de muitas substancias que absorvam radia¢cdo UV no
comprimento de leitura. Isto torna necessario a inclusdo de procedimentos de limpeza o que
torna o processo moroso [3, 4]. Ja& foi mencionado anteriormente que a rapidez de andlise é

importante no rigor da quantificacdo devido a degradacdo da vitamina C.

Uma variedade de enzimas tem sido utilizada para a conversdo enzimatica do L-AA a
DHAA. A associagdo de enzimas a outros métodos como a espectrofotometria directa, OPDA e
outras reacg0es de derivatizacdo é bastante vantajosa pois permite quantificar
especificamente o L-AA apds a reaccdo [3, 4]. As enzimas disponiveis comercialmente em
forma de kits, tornam o método enzimatico simples e rapido. Apesar disso, continua a ser uma
técnica com algumas limitagdes. Por exemplo, estudos comparativos [35, 56] entre o método
enzimatico e o HPLC concluiram que esta ultima técnica fornece resultados mais satisfatorios
(maior recuperacdo do L-AA). Adicionalmente, o método HPLC é uma técnica mais simples,
com menor consumo de reagentes e material. Com o método enzimatico também ndo é
possivel determinar o teor de vitamina C total das amostras porque este ndo é capaz de

reduzir o DHAA a L-AA [3, 56].

35



2.6.3. Abordagens Recentes para a Analise da vitamina C

Uma variedade de métodos (espectrofotometria directa, determinacGes
fluorimétricas, entre outras) para o doseamento de vitamina C em alimentos, produtos
farmacéuticos e materiais biolégicos foram desenvolvidos no passado. Infelizmente, eles ndo
dispunham de especificidade suficiente, e, portanto, estavam sujeitos as interferéncias de
outros compostos [34, 36]. Por exemplo, acucares, ides, peroxido de hidrogénio e citrato
podem interferir com analitos em métodos espectrofotométricos ou enzimaticos [11]. A falta
de sensibilidade suficiente na analise de materiais bioldgicos era particularmente evidente,
pois os métodos nao incluiam a separagao dos analitos [2, 4].

Deste modo, a escolha preferida para a determina¢do do L-AA em diversas matrizes
recai sobre as técnicas que incluem a separacgdo: eletroforese capilar (CE), cromatografia

gasosa (GC) e cromatografia liquida (LC) [38].

2.6.3.1. Electroforese Capilar

A electroforese capilar é uma nova técnica de analise, que combina algumas
caracteristicas do tradicional gel de poliacrilamida (PAGE) com a LC [57, 58]. Durante os
ultimos anos, o numero de aplicacdes da CE para a quantificagdo do AA e compostos
relacionados no soro, urina, produtos horticolas e farmacéuticos aumentou [2, 4]. Esta técnica
baseia-se na mobilidade electroforética dos diferentes analitos no tubo capilar pela aplicacdo
de um campo eléctrico. A separac¢do efectiva dos compostos na CE é a sua maior vantagem,
além da versatilidade, sensibilidade, rapidez e eficiéncia em relacdo aos métodos tradicionais.
Permite também a andlise simultdnea de varios compostos [4, 58]. O pH dos tampodes
utilizados varia entre 5 e 9, para alcangar a ionizacdo do L-AA. Para evitar a degradacdo do
composto (em pH alcalino), cisteina e outros agentes estabilizadores sdo adicionados no
tampéo de corrida [4]. A falta de reprodutibilidade no tempo de migracdo e na quantificacao
das moléculas, devido a instabilidade do fluxo, e uma menor robustez que a LC sdo algumas

desvantagens que a CE apresenta e pode tornar a sua aplicagdo desvantajosa [2-4].

2.6.3.2. Métodos de Separacdo Cromatografica

Os procedimentos cromatograficos sdo os preferidos na determinacdo do L-AA nas
mais diversas matrizes [1, 11]. As vantagens da técnica resumem-se principalmente na elevada
capacidade de separagdo do L-AA dos outros analitos da amostra, aliada a rapidez de obtencdo

dos resultados. Adicionalmente, sdo métodos simples, utilizam pequenas quantidades de
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amostra e reagentes e ndo exigem grandes etapas de preparagdo da amostra que exponham a
vitamina C a maiores probabilidades de degradacdao. Na maioria dos casos a amostra nao
necessita de derivatizacdo e a técnica pode ser acoplada a varios tipos de detectores para
auxiliarem na identificacdo e quantificacdo dos constituintes da amostra [2, 4, 34, 59]. Isto
permite uma determinacdo com elevada sensibilidade e exactiddo, comparada com os
métodos classicos. Outra grande vantagem é a sua capacidade em diferenciar a vitamina C de
outras vitaminas e possibilitar a determinacdo simultanea das vdrias formas da vitamina C.
Tanto o L-AA como o DHAA s3ao compostos importantes da dieta e, consequentemente, existe

um interesse crescente na analise simultanea de ambas as moléculas [11, 54].

A cromatografia gasosa é raramente utilizada para a determinagdo do AA [2]. Esta
técnica apresenta algumas desvantagens, como a instabilidade térmica da vitamina C e a

necessidade de derivatizagdo com um agente silanizante (éster de trimetilsilano) [55, 60].

2.6.3.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A natureza hidrossoluvel da vitamina C torna-a uma excelente candidata para a analise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia [1, 10]. Nesta técnica, o mecanismo de separac¢do
consiste na interacgdo dos componentes da mistura com a fase movel e a fase estaciondria.
Actualmente, o HPLC é a técnica de analise preferida pelos investigadores para a determinagao
da vitamina C e as muitas combinacdes de colunas, fases moveis, fases estacionarias e
detectores possiveis permitiram o aparecimento de inimeros procedimentos para a
quantificacdo do L-AA e compostos relacionados [2, 4, 11, 34, 36]. Ainda existem alguns
problemas a superar durante a andlise simultanea do L-AA e DHAA, dai que muitos autores ndo
tém em conta a medi¢do do DHAA. Nestes casos, o teor de vitamina C ndo é determinado na
sua totalidade. A escolha do método de anadlise, especialmente o mecanismo de separacdo, e a
seleccdo das técnicas de deteccdo, cuja selectividade e sensibilidade deve ser adequada para
os analitos em questdo. O analista deve ter também em conta a compatibilidade dos reagentes

utilizados com todos os componentes do sistema cromatografico [4, 11].

As principais abordagens HPLC para a determinacdo da vitamina C incluem a
cromatografia de fase reversa (RP), troca idnica, par idnico e exclusdo idnica. A abordagem da
cromatografia liquida de interacdo hidrofilica (HILIC) é uma abordagem recente [1, 11]. Os
procedimentos mais antigos baseavam-se principalmente em cromatografia de troca idnica.

Com os avangos na tecnologia dos suportes para RP e exclusdo idnica, o recurso a estes
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métodos tem diminuido. Actualmente, a separacdo em RP e par idnico utilizando suportes a
base de silica apolares, é o método mais comum de separacdo utilizado para a determinacao
do L-AA e seus derivados [4, 11]. Normalmente, nos sistemas de fase reversa, o L-AA é eluido
entre os 2 a 10 minutos [2] (Tabela 5). No entanto, sdo aplicadas fases mdveis com varios
reagentes ou modificadores organicos de modo a obter tempos de retencdo e resolucdes
adequadas. Os métodos mais recentes, por exclusdo idnica, baseiam-se em suportes
poliméricos (poliestireno e/ou divinilbenzeno — PS/DVB) [4, 14]. A seleccdo da fase estacionaria
é passo crucial para a obtencdo de uma resolugdo adequada [34]. As fases médveis para a
analise da vitamina C sdo tdo variadas quanto as composi¢des dos suportes cromatograficos e
podem conter vérios reagentes ou modificadores orgdnicos e/ou inorganicos. A escolha dos
reagentes deve ter em conta a estabilizacido do L-AA e DHAA durante o processo
cromatografico, evitando a sua ionizagao [55]. O tipo e a concentragdo de reagentes e
modificador organico, a forga idnica e pH do eluente sdo varidveis da fase mével que podem
ser utilizados para controlar a retencdo do analito e a selectividade da separagao [4, 11].
Tampdo fosfato (sodio, potdssio, amdnia), hidroxido de tetrabutilamdénio (TBAOH), metanol,
acido acético, entre outros, sdo alguns exemplos da diversidade de reagentes utilizados nas

fases moveis (Tabela 5).

Apesar de serem amplamente utilizados, os métodos que envolvem o uso de colunas
de fase reversa [12, 13, 40-42, 55, 61, 62] apresentam muitas vezes baixa resolucdo do L-AA.
Geralmente manipulam-se as fases moveis de modo a aumentar a retengao e resolucdo do L-
AA na separacdo cromatografica. O L-AA e DHAA sdo pequenas moléculas polares e portanto
dificeis de reter em sistemas RP convencionais e separa-las dos outros constituintes da
amostra. Normalmente, os compostos de interesse das matrizes bioldgicas sdo eluidos
juntamente com o volume morto ou no inicio do cromatograma, o que torna a sua detecgdo
dificil. Este contratempo é ultrapassado com a escolha adequada dos reagentes, pH e forca
idnica da fase madvel [11, 36]. Para melhorar a retencdo do L-AA, geralmente sdo utilizadas
fases moéveis com uma elevada percentagem de agua (préximo dos 100%), combinadas com
acidos inorganicos/ organicos ou tampdes inorgdnicos. O pH dessas fases mdveis deve ser
muito baixo, pois as formas neutras dos 4cidos, que surgem em pH acido, sdo mais bem retidas
numa fase estaciondria tipo ODS (octadecilsilano) [11]. Uma fase mével com pKa abaixo do L-

AA (4,17) é aplicada para a supressdo de iGes durante a separa¢do em RP [4, 11].

Na andlise do L-AA e DHAA, o acido sulfurico, PCA, TFA, ou acido fosfdérico sdo
utilizados nas fases méveis como agentes supressores de ides. Os valores de pH utilizados sdo
muito baixos, normalmente por volta de 2 [40, 53, 63-65]. Apesar de melhorar
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significativamente o desempenho da separacdo, este método apresenta algumas
desvantagens. A natureza 100% aquosa da fase mével pode comprometer a viabilidade da
coluna. As fases mdveis aquosas que contém pouco ou nenhum modificador organico podem
influenciar negativamente a eficiéncia da separac¢do nas fases estaciondrias C18 e diminuem o
seu tempo de vida [11]. A utilizacdo de baixo pH também acelera a degradacdo das colunas
analiticas a base de silica, devido a dissolucdo do material de revestimento. Este problema
pode ser resolvido usando uma pré-coluna ou trocando para uma coluna hibrida, zircénia ou
suporte polimérico (PS/DVB) que ofereca uma maior estabilidade quimica [2, 11, 14, 24, 66,
67]. Os suportes poliméricos sdao muito estaveis mesmo em pH extremos, que podem degradar

outros suportes como ODS convencionais [2, 4].

A abordagem par iénico é também muito comum na analise do L-AA e DHAA [28, 35,
41, 53, 54, 68-73]. Apesar disso, ndo é a abordagem ideal para a analise da vitamina C devido a
complexidade dos eluentes e pobre selectividade e reprodutibilidade dos resultados. A fase
moével é composta, geralmente, por cinco ou mais reagentes em conjunto com tampoes
inorganicos [2, 11]. Uma fase mével composta por brometo miristiltrimetil amdnio, hidréoxido
de sddio, acido acético, acetonitrilo (ACN), EDTA e homocisteina é um exemplo claro da
complexidade de uma fase mével utilizada para separar o L-AA da matriz. O uso destas fases
mdveis causa alguns problemas: contribui para a diminui¢do do tempo de vida da coluna, com
aumento da instabilidade da separagdo cromatografica e aumento gradual da pressdo [11]. A
escolha dos reagentes de par idnico é importante. Estes devem ser sollveis na fase movel e no
diluente da amostra [2]. Caso contrdrio, pode ocorrer a precipitacdo dos constituintes da fase
modvel no sistema. Por exemplo, a octilamina precipita com amostras estabilizadas com MPA.
Além disso, os reagentes utilizados na abordagem par idnico ndo sdo volateis e como tal
incompativeis para aplicagbes de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS). Todas estas razdes tornam uma analise, que deveria ser relativamente simples, num

procedimento complexo e caro [2, 11].

A cromatografia de troca idnica [13, 64] era frequentemente aplicada nos primeiros
métodos cromatograficos para a determinacdo do L-AA [11]. O L-AA é um acido organico fraco,
gue pode ser bem retido numa fase estaciondria anidnica (por exemplo, fase ligada —NH,)
através de um processo de troca idnica fraca. As fases moveis mais comuns nesta abordagem
eram tipicamente tampdes inorganicos ou acidos com valores de pH baixos [64]. Em alguns
casos, o L-AA era parcialmente oxidado pela matriz da coluna, resultando no aparecimento de

picos deformados. Por outro lado, a homocistéina pode ser usada como agente redutor numa
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coluna anidnica, que ndo perturba o pico do L-AA, ao contrdrio do que as vezes acontece numa
coluna ODS [2]. Esta abordagem nao se tornou muito popular para a andlise da vitamina C,

sendo utilizada ocasionalmente [4, 10].

A abordagem de cromatografia por exclusdo idénica parece adequada para a analise da
vitamina C [11, 14, 38, 61]. A fase estaciondria em cromatografia de exclusdo iénica é muitas
vezes baseada em resinas PS/DVB com diferentes formas idnicas. A fase mdvel é tipicamente
um acido inorganico (acido sulfurico, acido fosférico, entre outros), sem qualquer modificador
organico. A estabilidade da coluna em pH muito baixos é assegurada pelo revestimento
polimérico da fase estacionaria [11]. A escolha dos suportes poliméricos possibilita a utilizagdo
de fases moveis simples que sdo capazes de resolver efectivamente o L-AA, DHAA, iso-AA e iso-
DHAA [4]. Deste modo, tem provado ser um suporte vantajoso para os ensaios HPLC da

vitamina C [14, 24, 66].

Outra alternativa aos sistemas convencionais é a abordagem HILIC. Esta técnica é um
caso especial da separacdao em fase normal. Sendo a fase estacionaria mais polar que a fase
modvel constitui um método privilegiado para aplicagdes na andlise de pequenas moléculas
polares (com ou sem carga), que sdo pouco retidas ou eluidas com o volume morto em modo
RP [11]. O aparecimento de novas fases estacionarias polares (grupos amino, diol,
zwiteridnicas) e a possibilidade de reter e separar compostos polares nessas fases, fez com que
esta modalidade conquistasse cada vez mais adeptos. Outra grande vantagem das condi¢Oes
HILIC é a utilizacdo de uma elevada percentagem de solvente organico, o que permite a
possibilidade de combinar o LC com deteccdo por espectrometira de massa (MS) aliado a
grande sensibilidade [11, 74-76]. Até agora, a abordagem HILIC foi aplicada apenas em dois
métodos de determinagdo do L-AA, mas ja demonstrou ser um método muito conveniente
para a andlise deste composto. O L-AA foi determinado juntamente com os seus derivados

mais estaveis em alimentos e bebidas [76] e em farmacos [75].

O UHPLC é o avang¢o mais recente das técnicas de separacdo cromatografica e baseia-
se nos mesmos principios do HPLC. No entanto, apresenta algumas caracteristicas que a
distinguem do HPLC e tornam a sua aplicagdo mais vantajosa. Esta nova técnica permite a
utilizacdo de fases estacionarias com particulas de tamanho reduzido (< 2 um) aliadas a altas
pressdes (>15 000 psi) gracas ao desenvolvimento de sistemas adequados. Uma vantagem do
uso de particulas menores é que a eficiéncia da coluna pode ser mantida com a diminuicdo do
seu comprimento. Uma coluna menor permite andlises mais rapidas (ordem dos poucos
minutos), uma vez que o tempo de separacgdo é proporcional ao comprimento da coluna, e

40



menor consumo de reagentes e amostras. O aumento da resolugdo (gragas ao aumento do
numero de pratos tedricos) pode também gerar mais informagdes sobre a composicdo das
amostras. Deste modo, fornece resolucdes e eficacia superiores, aumento da sensibilidade
(limites de detec¢do mais baixos) e tempos de corrida mais curtos, quando comparadas as
analises utilizando-se o HPLC. Gracgas as vantagens apresentadas, a difusdo do UHPLC pelos

laboratdrios de todo o mundo tem sido muito rapida [77, 78].

2.6.3.2.2. Detecgao da vitamina C

A mudanga mais drastica na andlise do L-AA foi a combinagcdo dos métodos cladssicos de
andlise com os métodos cromatograficos de separagdo. Esta associagao proporcionou o
desenvolvimento de métodos analiticos mais sensiveis, rigorosos e selectivos para quantificar
o L-AA e compostos relacionados em diversas matrizes complexas [3, 4, 11]. As técnicas de
detecgdo mais comuns na quantificagdo da vitamina C, apds a sua separagao cromatografica,

sdo: Ultra-violeta (UVD), fluorescéncia (FD) e electroquimica (ECD) [4, 11, 19, 38].

Apesar das muitas técnicas de deteccdo disponiveis acopladas ao HPLC, a detecgdo
conjunta do L-AA e DHAA ainda é um problema analitico complicado. Estes compostos
possuem propriedades muito diferentes na absorgao UV, FD e ECD. A FD sé é possivel, quando
o DHAA ¢é submetido a derivatizacdo. Com excepc¢do da MS e mais recentemente a detec¢do
por aerossol carregado (CAD), existe sempre a necessidade da reaccdo redox. Geralmente, é
necessario transformar uma molécula na outra para tornar-se possivel a identificacdo de
ambas usando apenas uma técnica de detecgdo. Uma alternativa é a utilizacdo de duas

técnicas de detecgdo em paralelo [1, 11].

O L-AA tem uma forte absorcdo na zona do UV dai que a espectrofotometria UV
acoplada ao HPLC é sem duvida a técnica mais simples e utilizada na maioria dos ensaios da
vitamina C [1]. Os comprimentos de onda aplicados na maioria dos casos, para a detec¢do UV
do L-AA, tém sido 254 nm, em seguida 245 nm ou 265 nm (Tabela 5). A absor¢cdo maxima é
dependente da composicdo e do pH das solugBes e/ou fases moveis. O L-AA tem o seu maximo
de absorc¢do na faixa dos 244 - 265 nm (pH 2 — 6) [1, 2, 11]. O comprimento de onda de baixa
frequéncia do DHAA (185 - 210 nm) [2, 9, 10] torna a sua deteccdo directa particularmente
dificil e susceptivel a interferéncias de uma série de componentes naturais dos alimentos e
limita a escolha de solventes, tampdes e reagentes utilizados [4, 11, 55]. Além disso, o DHAA
encontra-se presente em quantidades minimas nos produtos alimentares, o que dificulta ainda
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mais a sua deteccdo. Adicionalmente, os produtos de degradacdao do DHAA podem também
interferir com a resolucdo dando origem a interpretacdes erradas dos cromatogramas obtidos
[2, 4]. A maioria dos métodos utiliza a UVD para identificar o L-AA sem o DHAA, devido a fraca
absorcdo UV da forma oxidada [9, 11]. Esta técnica de deteccdo é pouco sensivel para a analise
simultanea do L-AA e DHAA em matrizes complexas, onde os valores da sua concentracao sao
muito baixos. Adicionalmente, ndo é suficientemente especifica para outras moléculas
organicas nao relacionadas que apresentam um espectro de absorcdao UV semelhante ao do
L-AA e seus derivados que podem estar presentes nas matrizes e interferir na analise destas
moléculas [4, 11, 14].

Se o objectivo da analise é a quantificagdo da vitamina C total, entao, o sistema deve
ser capaz de separar e detectar as duas formas. Uma alternativa é empregar outra técnica de
deteccdo em paralelo (FD, por exemplo). Deste modo, obtém-se uma quantificacgdo mais
sensivel e rigorosa do DHAA [4, 11, 54]. A redu¢do do DHAA antes da separagdo
cromatografica e consequente medi¢do da vitamina C total é uma forma de ultrapassar as
desvantagens anteriores [2, 9, 38]. Isto exige dois ensaios cromatograficos: inicialmente, o
conteuddo do L-AA na amostra é medido para se obter a concentragao inicial desta molécula.
Posteriormente, a reducdo do DHAA é realizada com recurso a um agente redutor. Apds a
conversao do DHAA a L-AA, a amostra é analisada novamente para calcular o conteudo total
do L-AA (ou vitamina C total). A mesma amostra é entdo injectada duas vezes: a amostra
original para a concentracdo do L-AA inicial; e a amostra reduzida para concentra¢do total da
vitamina C. O conteddo do DHAA é entdo calculado pela diferenca entre a vitamina C total
apés a conversio e o conteddo do L-AA da amostra original. Este método é
convencionalmente chamado de “método da subtraccdo”[11, 38, 55, 69]. Vdarios agentes
redutores, tais como a homocisteina, DTT [28, 35, 40, 56, 79, 80], BAL [13], bromina e L-
cisteina [81] foram estudados. A L-cisteina ja era utilizada como agente redutor nos métodos
classicos. O DTT é o agente mais comum utilizado para reduzir o DHAA antes da corrida
cromatografica [11]. Uma das vantagens deste método é a sua simplicidade, rapidez e a
auséncia de artefactos no cromatograma. Os picos do L-AA reduzido ndo apresentam
deformagdes nem o DTT é detectavel no cromatograma [35, 82]. A eficacia do BAL e DTT foram
estudadas num estudo comparativo [13], no qual foi observada uma reducdo incompleta do
DHAA para L-AA dependendo do agente redutor utilizado. Neste caso, o DTT revelou ser o
agente mais eficiente capaz de reduzir completamente o DHAA (recuperagdes préximas dos
100%) de forma reprodutivel. A eficacia da redugdo depende em muito da concentragdo do

reagente utilizada, pH e o tempo de reac¢do utilizado. O tempo para completar a reducdo
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pode variar entre 2,5 - 150 minutos, dependendo da concentracao de reagente utilizada [35,
38, 69].

No entanto, o uso deste agente redutor tem algumas desvantagens. Espécies com
grupos tiol (como o DTT e BAL) funcionam apenas em pH levemente acido e/ou neutro. O pH
6ptimo para a redugdo varia entre 6,5 e 8. Logo, as amostras acidificadas, contendo o DHAA
sdo neutralizadas antes da reaccdo redox. Muitos autores ajustam o pH das amostras para
valores préximos de 7 antes de adicionar o agente redutor [55, 56, 69]. Este passo complica a
andlise de DHAA e pode levar a erros experimentais, uma vez que tanto o L-AA como o DHAA
sdo instaveis em pH neutro. A hidrdlise do DHAA depende em muito do pH da solugdo, sendo
necessario um controlo rigoroso [83]. O TCEP surge como uma alternativa que garante
também a conversdo do DHAA, sendo mais eficiente que o DTT ou BAL na reduc¢do deste
composto em meios acidos [12, 28, 69, 72, 83]. O TCEP é funcional numa faixa de pH muito
mais ampla e tem sido aplicado com sucesso na redu¢do do DHAA a pH 4,3 [69], 2 [83] e 1,5
[12]. Este ultimo valor de pH é o mais baixo reportado na literatura para a redu¢do do DHAA.
Esta molécula totalmente reduzida com TCEP em pH baixos e os rendimentos do L-AA s3o os
mesmos do que em valores de pH mais altos. Além disso, o L-AA formado pela redugao com
TCEP é significativamente mais estavel na presenca de ides redox ativos (Fe*', Cu*") em
comparagdo com os tidis [83]. A mencdo da utilizacgdo do TCEP é ainda rara na literatura
cientifica, devido muito provavelmente ao custo do reagente, comparado ao DTT e outros. A
escolha do método a utilizar deve ser feita tendo em conta a relagdo custo/efectividade dos
resultados obtidos.

A vantagem do método de subtraccdo é sobretudo o aumento da sensibilidade e
selectividade para o DHAA em comparacdo com a UVD directa aplicando baixos comprimentos
de onda (abaixo dos 220 nm) [11]. Uma analise aos métodos HPLC mais recentes (Tabela 5)
revela que a detecgdo UV continua a ser a mais aplicada e apresenta bons resultados apesar de

algumas limitagdes.

Por outro lado, a FD [53, 54] é aplicada em menor escala na andlise concreta da
vitamina C, principalmente devido a necessidade de derivatizagdo e oxidacdo adicional do L-AA
para formar um composto fluorescente. Este é um processo um pouco complicado, que
envolve varias etapas e por isso moroso. Contudo, permite determinar directamente o DHAA.
A derivatizagdo quimica é feita com o objectivo de melhorar a sensibilidade da deteccdo e
eliminar interferéncias da matriz [4, 10, 11, 38]. A conversdo do L-AA a DHAA pode ser feita
com recurso as enzimas ascorbato oxidase e ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) [4, 84]. A

incorporacdo dos métodos enzimaticos tem a vantagem de aumentar a especificidade na
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determinacdo do L-AA, e permitem confirmar a presenca deste composto no cromatograma
[1, 72]. O OPDA é o agente de derivatizacdo utilizado e reage com o DHAA formando um
produto fluorescente denominado DFQ (Ag = 335 nm, Ag,, = 425 nm) [11, 53, 54]. O 4,5 dimetil-
1,2-fenilenodiamina é outro agente fluorogénico altamente especifico para o DHAA também
utilizado para a sua quantificacdo [11]. A aplicacdo de um sistema de deteccdo duplo é
frequentemente utilizada, para identificar em conjunto o L-AA e DHAA, por UVD e FD,
respectivamente [11, 54]. Caso o sistema de deteccdo paralela ndo esteja disponivel, o método

da subtracgao pode ser aplicado para se obter a quantidade da vitamina C total [2, 11, 53, 54].

A ECD [40, 42] tem-se tornado cada vez mais popular e foi introduzida como uma
alternativa para a andlise do L-AA e seus derivados [2, 10]. Muitos investigadores estdo agora a
aderir a este novo detector disponivel, que oferece elevada sensibilidade e selectividade para
a andlise da vitamina C [1, 4]. Esta técnica baseia-se nas propriedades redox do L-AA e do iso-
AA. O L-AA é relativamente reactivo e facil de detectar em sistemas coulométricos e
amperométricos [4, 9, 11]. O DHAA deve ser determinado usando o método da subtracgao,
pois é electroquimicamente inactivo [2, 11]. Deste modo, ndo é possivel medir directamente o
DHAA, sendo necessario reduzi-lo a L-AA e proceder depois a sua analise. S3o entdo
necessarios dois ensaios independentes para medir o DHAA [4, 10]. Os detectores
electroquimicos sdo os mais sensiveis e rigorosos e oferecem a vantagem de baixos limites de
detecc¢do. Além disso, evitam potenciais problemas de especificidade e sensibilidade inerentes
a detecgdo UV pois eliminam a interferéncia de substancias ndo relacionadas presentes na
amostra [2, 10]. No entanto, a estabilizacdo do sistema demora mais tempo (17 - 48h) e a

reprodutibilidade dos resultados é menor quando comparada com a UVD [2, 4].

Em relagdo ao LC-MS, muitos poucos estudos tém sido reportados na literatura
cientifica. Apesar da sua elevada sensibilidade e selectividade um sistema MS é muito caro e
tem elevados custos operativos, o que torna inacessivel para muitos laboratdrios. Além disso,
a maiorias das fases mdveis utilizadas (reagente par idnico e/ou tampdes inorgdnicos ndo
volateis) sdo incompativeis com a detecgdo por MS [4, 11]. A informacdo sobre a deteccdo do
L-AA por MS durante uma corrida analitica é bastante escassa. Os poucos métodos
documentados, na sua maioria utilizam a espectrometria de massa como uma ferramenta para
a identificacdo de varios componentes da amostra (multivitaminas, carotendides, fendis, entre
outros), além do L-AA. Como tal, esses métodos sdo muito complexos e ndo estdo focados em
como obter os melhores resultados em termos de sensibilidade e selectividade para a

determinacdo quantitativa do L-AA [4, 11, 65, 85]. Frenich et al [85] aplicaram a
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espectrometria de massa hifenada a LC, na identificacdo, confirmacado e quantificacdo do L-AA,
em varias amostras (kiwis, mangos e tomates). A determina¢do do L-AA juntamente com
carotendides foi realizada por “ionizagdo spray electréonico” em modo negativo (ESI-MS’). O
espectro de massa do L-AA é mostrado na Figura 7. Neste caso, apenas o L-AA foi monitorizado
(IM-H]= 175). Apesar dos estudos mais recentes, a informacdo disponivel sobre abordagens
para a deteccdo simultanea do L-AA e seus derivados numa corrida analitica continua a ser
rara. Os métodos publicados descrevem algumas dificuldades com a determinacdo do DHAA
por MS. Normalmente ocorre a formagdo de um hemicetal hidratado durante a solubilizacao e,
dependendo do pH, pode ocorrer também a sua hidrdlise. Isto torna a sua identificagdo, com
recurso ao MS, complicada [11, 86]. Apesar das dificuldades, Fenoll et al [19] desenvolveram
um método sensivel e selectivo (HPLC-MS/MS) para a analise simultanea destes dois analitos.
O método ESI-MS foi aplicado para a determinagdo do L-AA e DHAA em pimentos, tomates,

laranjas e limdes.
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Figura 7 - Espectro de massa do acido L-ascérbico. [M-H] ido molecular do L-AA desprotonado; [M-
C,H;0,] = fragmento do L-AA (Fonte: [85]).

A deteccdo por aerossol carregado foi recentemente apresentada como um sistema de
deteccdo alternativo em HPLC. Esta nova técnica revelou-se extremamente conveniente pois

permite a analise simultanea do L-AA e DHAA sem recorrer ao método da subtracgdo [39].

A Tabela 5 apresenta uma visdo geral dos métodos HPLC para a determinacdo da
vitamina C (L-AA, DHAA, entre outros) na area dos produtos alimentares. Esses métodos foram
seleccionados de um conjunto muito grande de trabalhos publicados (periodo 1999 - 2011) e
ndo pretende ser conclusiva. Os métodos seleccionados sdo apresentados em ordem
cronoldgica e foram agrupados por analito de interesse, tipo de coluna, e método de deteccgao,

gue sdo os principais critérios que regem a seleccdo dos métodos.
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Tabela 5 - Visdo geral dos métodos cromatograficos para a determinagdo de acido ascérbico e acido desidroascérbico em alimentos por ordem cronoldgica (Tr: tempo de
retencdo; TBAOH: hidroxido de tetrabutilamoénio; DTMACI: cloreto de dodeciltrimetilamdnio; Na,EDTA: sal dissédico do acido etilenodiaminotetraacético)(adaptado da

fonte: [4, 11]).
z - = L
Matriz Molec'ulas Tipo separa?a'o/ Coluna Fase movel Detecgdo T .AA Ref., Ano
determinadas analitica (min)
L-AA, iso-AA 2 M DTMACI + 2 M Na,EDTA M a VD 254
Alimentos  150°AR Par iénico/ Jupiter C18 A m cl+2,5 mvi e +66 mM tampao v >4 nm [54],
multivitaminados DHA, (250 x 4,6 mm: 5 pm) fosfato + 20 mM tampao acetato FD 350 nm/430 nm 7,7 1999
iso-DHAA ! s (pH 4.5) (derivatizagdo OPDA)
. RP/ Inertsil ODS-3 20 mM L-glutamato monosdédico (MSG) ECD [40],
Al t L-AA . .. .. 4,6
imentos (150 x 4,6 mm; 5 pm) (pH 2.1 — ajustado com &cido fosférico) (Ag/AgCl - 400 mV) 2000
Feijdo verde RP/ Spheroclone ODS 2 , . L
. L-AA, D 1, D2 . , 2
(Phaseolus vulgaris L.) AA, DHAA (250 x 4,6 mm; 5 pm) 8 mM 4&cido sulfurico UVD 245 nm 4,8 [55], 2000
. Par idnico/ HiChrom C18 0,2 mM tampao fosfato UVD 254 nm, 210 nm [35],
Frut t L-AA, DHAA . . . L. ~ 9
rutos e vegetais (250 x 4,0 mm; 5 pum) (pH 2,4 — ajustado com éacido fosférico) (redugdo DTT) 2000
Suplementes Par idnico/ Hypersil BDS C18 | ACN (98:2) + 10 mM sal sédio acido hexanosulfénico + [87],
multivitaminicos L-AA (250 x 4.0 mm; 5 um) acido acético + trietilamina DAD 275 nm 2,2 2001
Troca idnica/ Kromasil NH, (64]
Bebidas L-AA 5 um-1002 0,1 M acido acético em agua UVD 250 nm 9,3 !
2002
(250 x 4,6 mm; 5 pum)
. RP/ Inersitil ODS-3 L. L. ECD [42]
Al t L-AA 0,2% acido fosf H2.1 4 !
imentos (150 x 3,0 mm; 5 um ) 2% acido fosfdrico (pH 2.1) (Ag/AgCl — 400mV) 2003
Par iénico/ Hydrobond AQ C8 ~ .. ED (250 mV) [41],
Frut L-AA I1mMT fosfato d t +1 mM Na,EDTA 4,2
rutas (100 x 3,0 mm; 5 um) mM Tampdo fosfato de potassio + 1 m a UVD 245 nm , 2004
Par idnico/ Lichrosphere 100RP | 0,5 M TBAOH + Metanol + 0,01 M tamp3o fosfato de UVD 254 nm
Frutas L-AA, DHAA (250 x 4,0 mm; 5 um) potassio (pH=4.0) (elui¢do isocratica) (redugdo com TCEP) 6 [72], 2004
Frutos e vegetais L-AA RP/ Coupled Symmetry C18 | 250 \1o 420l + 30% 4cido acético (em 0,05% Metanol) LC-MS- ESI 3,9 | [85],2005
(75 x 4,06 mm; 3.5 um)
. PLRP-S 100A A: dgua + acido trifluoracético (99:1)
Vinh L-AA UVvD 243 2,3 66], 2006
inhos (150 x 4,6 mm; 5 um) B: ACN + A (80:20) nm ’ [66],
Suplementos L-AA, outras RP/ Johnson Spherigel C18 | A: Metanol + B: 5 mM acido heptafluorobutirico LC-MS-ESI" 36 [65], 2006

multivitaminicos

vitaminas

(250 x 4,6 mm; 5 um)

(eluicdo gradiente)
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PLRP-S

Frutas L-AA (250 x 2,1 mm; 5 um) 0,2 M tampao fosfato de sddio (pH 2,14) DAD 245 nm 2,3 [24], 2006
. Exclusdo idnica/ Shodex RSpak of 4 .. UVD 245 nm
Frutos tropicais L-AA, DHAA KC-811 (250 x 4,6 mm; 5 um) 0,2% acido o-fosférico (redugiio DTT) 6 [38], 2006
Alimentos forficados L-AA, iso-AA Par iénico/ LiChrospher RP-18 ACN + Acetato de sodio (pH 5,4) + decilamina + TCEP UVD 265 nm 12,8 [68], 2006
(250 x 4,6 mm; 5 pum)
1- RP/ C18 Spherisorb ODS2
. (250 x 4,6 mm; 5 pum) A- 0,01% acido sulfurico (pH 2,6) UVD 245 nm
Frutos e vegetais | L-AA, DHAA 2- NH2-Spherisorb S5 | B- 10 mM tamp3o fosfato (pH 3,5) + ACN (60:40) (Redugdo DTT ou BAL) 1131, 2007
(2504,6 mm; 5 pm)
Bebidas L-AA, is0-AA HILIC Interstil Diol ACN + 66,7 mM acetato de aménia (88:15) UVD 260 nm 8 [76], 2007
(250 x 4,6 mm; 5 pum)
. Par idnico/ NovaPak C18 N FD 355 nm/ 425 nm
L- D + 1 1 2
Alimentos AA, DHAA (150 x 3,9 mm; 4 um) 80 mM tampao fosfato (pH 7,8) + Metanol (84:16) (derivatizacio OPDA) ,9 [53], 2007
Mango RP/ Microsorb RP18 0
(Mangifera indica L) L-AA, DHAA (250 x 4,0 mm; 5 prm) 1% (w/v) MPA (pH 2,2) UVD 238 nm [62], 2007
. [56], 2006
Leite materno L-AA, DHAA RP/ Spherisorb ODS2C18 | 4 10 4 46 o cético + metanol (95:5) UVD 254 nm 3,7 | [79], 2008
(250 x 4,6 mm; 5 um) (redugdo DTT)
[80], 2008
Suplementos ZIC-HILIC ACN + 50 mM tamp3do acetato de aménia (pH 6,8)
vitaminicos L-AA (150 x 2,1 mm; 3,5 um) (78:22) UVD 268 nm 4,6 [751, 2008
Broéculos Par idnico/ Agilent Zorbax o DAD 245 nm [28],
( Brassica oleracea) L-AA, DHAA (250 x 4,6 mm; 5 pum) 0,05 M tampo fosfato (pH 2.6) (redugdo DTT) 2009
. RP/ C18 Synergi Hydro-RP of 4 . . DAD (255 nm)
Frutos e vegetais L-AA, DHAA (250 x 4,6 mm; 4 pm) 0,005 % acido formico (em agua) (redugio TCEP) 5,3 [31] ,2010
Frutas e vegetais L-AA, DHAA RP/ Prontosil C18 0,2 % écido férmico LC-MS-MS-ESI 4 [19], 2011
(250 x 3,0 mm; 3 um)
Frutos tropicais L-AA Par idnico/ Synergi™Hydro-RP | 20 mM tamp3&o fosfato de ammonia (pH 3,5, ajustado PDA 254 nm 4 (73], 2011

(150 x 4,6 mm; 4 um)

com 4cido ortofosférico) + 0,015 % (w/v) MPA
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2.7. Determinagao in vitro da capacidade antioxidante

Um “antioxidante” é uma substancia que inibe a accdo dos radicais livres e impede ou
previne a oxidacdo de outras substancias quimicas. A accdo dos antioxidantes é bastante
ampla e vai desde a proteccdo dos alimentos contra a oxidacgdo lipidica (rancificacdo) até ao
seu uso na dieta para proteger as células contra os efeitos negativos do stress oxidativo que
estdo associadas a doencas degenerativas [88, 89]. Na maioria dos alimentos os antioxidantes
estdo presentes naturalmente e incluem algumas vitaminas (A, C, E), minerais (potdssio, zinco,
selénio), carotendides e principalmente os compostos fendlicos (flavondides) que sdo os
antioxidantes mais abundantes na dieta humana [90]. Existem vdrias técnicas que tém sido
aplicadas na determinagdo da actividade antioxidante in vitro. Estas incluem o ORAC que mede
a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxilo; a auto-oxidagao do sistema B-
caroteno/4cido linoléico, que actua como gerador de radicais livres, os quais interagem com o
B-caroteno provocando o decaimento da sua absorvancia; o teste de redugao do radical DPPH,
gue se baseia na capacidade deste radical em reagir com doadores de hidrogénio; o FRAP, que
baseia-se na capacidade dos fendis em reduzir o ferro; o ABTS que consiste na capacidade do
antioxidante em capturar o radical catido ABTS (ABTS""), entre outros [88-91].

As metodologias para a determinacdo da actividade antioxidante sdo numerosas e
podem estar sujeitas a interferéncias, por isso, normalmente sdo aplicadas duas ou mais
técnicas, ja que nenhum ensaio usado isoladamente tem a capacidade de reflectir
exactamente a actividade antioxidante total de uma amostra. No entanto, os testes in vitro sdo
muito limitados e os resultados obtidos ndo podem ser tomados como uma evidéncia directa
dos efeitos in vivo. Apenas servem para uma avaliagdo inicial da interacgdo entre os compostos
presentes nas amostras com os radicais livres e na procura de possiveis fontes de

antioxidantes com aplicagGes em produtos alimentares ou farmacéuticos [89, 91].

2.7.1. Ensaio da descolorag¢do do ABTS™*

0 método indirecto da captura do ABTS™ é uma das metodologias mais populares na
determinacdo da actividade antioxidante de alimentos e produtos naturais devido a sua
simplicidade, rapidez, estabilidade e reprodutibilidade dos resultados [88, 89]. Normalmente é
associado a outros testes como o FRAP ou DPPH. Este método é aplicavel ao estudo de
antioxidantes hidrossoluveis, lipossolliveis, compostos puros, tais como carotendides e

produtos fendlicos, presentes em alimentos e extractos vegetais [90, 91]. O método baseia-se
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na formac3o do ABTS™, através da reac¢do do ABTS com um agente oxidante, normalmente
persulfato de potassio (K,SOs) (Figura 8). Com a adicdo de um antioxidante ocorre a redugdo
do ABTS'" a ABTS, provocando a descoloracdo da mistura, que passa de azul esverdeado a
incolor. O decaimento da absor¢io do ABTS'Y, apds a mistura com o antioxidante, é
monitorizado através de analise espectrofotométrica (734 nm). Em termos de quantificacdo, a
percentagem de inibicdo do ABTS™* é determinada em funcdo do antioxidante sintético Trolox,

que é submetido as mesmas condicdes de analise [92].

ot
HOsS SOzH
SOzH 3 S
HO,S S S N Antioxidante S N
> _N'N§< R >=N. =
N N N

N K,SO \
/ 2°Y5 C,H
Che G CaHs e
2Hs
ABTS'* (azul esverdeado, A = 734 nm) ABTS™ (incolor)

max

Figura 8 - Reacgdo utilizada no teste do ABTS ou ensaio TEAC (actividade antioxidante equivalente ao
Trolox). A reducdo do ABTS ** pela ac¢do de um antioxidante e a sua formagdo pelo persulfato de sédio
(K,SOs) (adaptado da Fonte: [88])
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Métodos

O principal objectivo da presente tese de mestrado foi realizar um estudo comparativo
da variabilidade do teor de vitamina C de diferentes produtos hortofruticolas cultivados na
Regido Autonoma da Madeira (RAM), com produtos de origem externa (importados). Para tal,
desenvolveu-se e validou-se um método analitico para determinar o conteddo de vitamina C
total em frutas e vegetais e avaliar a degrada¢do deste nutriente com o tempo de
armazenamento (4 2C) dos produtos hortofruticolas. A técnica utilizada foi a cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia com abordagem de fase reversa. Os resultados obtidos foram
comparados com o método titulométrico. Adicionalmente, a capacidade antioxidante

total dos mesmos produtos hortofruticolas foi medida pelo método ABTS.

3.1.1. Desenvolvimento e Validagdo do método analitico

Os parametros analiticos avaliados na validacdo do método UHPLC-PDA foram: a
selectividade, linearidade e faixa de aplicagdo, sensibilidade (limites de detec¢do e limites de

guantificagdo), precisdao e recuperacgao.

3.1.1.1. Selectividade

A selectividade do método foi estudada pela identificacdo dos picos do acido L-
ascorbico nas amostras de polpa de limdo e laranja através da comparacdo dos tempos de

retencdo e espectro de absor¢dao UV-vis de uma solugdo padrao de acido L-ascérbico (50

ug/mL)

3.1.1.2. Linearidade e Faixa de aplicagdo

A linearidade foi testada, pelo método da padronizacdo externa, em duas faixas de
concentracdo do acido L-ascérbico: 0,05 pg/mL - 2 pg/mL e 2 pg/mL - 100 yg/mL. Para cada
faixa, foram realizadas trés curvas de calibragdo com seis niveis de concentracdo cada.
Diariamente, era preparada uma solucdo padrdo stock de acido L-ascérbico (200 pg/mL) em
solugdo de extracgao (3% MPA - 8% acido acético — 1mM EDTA), que era conservada ao escuro

e aos 49C. Os padrdes de cada ponto das rectas eram preparados a partir de diluicdes da
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solucdo stock com a fase mdvel e injectados em triplicata (n = 3) (Tabela 6). Cada ponto da
curva corresponde a média das dreas dos picos das trés determinacdes. A linearidade foi
avaliada em dias diferentes e foi estimada pela andlise de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados.

Tabela 6 - Pontos das curvas de calibragdo preparados a partir de diluicGes da solugdo padrao stock (200
pg/mL) de acido L-ascdrbico.

Faixa de linearidade (png/mL) Pontos da Curva (pug/mL)
0,05-2 0,05;0,1;0,2;0,5; 1; 2
2-100 2; 5; 10; 25; 50; 100
3.1.1.2.1. Limites de Detecgdo (LODs)

Os limites de detecgao foram calculados a partir da férmula seguinte:

LOD =M (Equacdo 3)
m

onde, o é o desvio padrdo da intersecgao com eixo das ordenadas (yy) e m é o declive da curva

de calibragdo.

3.1.1.2.2. Limites de Quantificacdo (LOQs)
Os limites de Quantificagdo foram calculados a partir da formula seguinte:

LOQ=10 X0

(Equacdo 4)

onde, o é o desvio padrao da interseccdo com eixo das ordenadas (yy) e m é o declive da curva

de calibracgdo.

3.1.1.3. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do calculo do coeficiente de variagdo
percentual das solugGes padrado, submetidas a ensaios de precisdo intra-dias (repetibilidade) e

precisdo inter-dias (intermediaria).
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3.1.1.3.1. Precisao intra-dias

Para determinar a repetibilidade analitica da metodologia, preparou-se quatro
solugBes padrdo com concentragdes diferentes (100; 10; 5; 0,2 pg/mL), que foram injectadas

em sextuplicata (n = 6) nas mesmas condi¢Ges experimentais e analisadas no mesmo dia.

3.1.1.3.2. Precisao inter-dias

A precisao intermedidria foi estudada pela analise de quatro solu¢des padrdao com
concentracBes diferentes (100; 10; 5; 0,2 pg/mL), em trés dias ndo consecutivos, sob as
mesmas condigdes cromatograficas. Foram realizadas seis determinagdes para cada nivel (n =

6).

3.1.1.4. Recuperagao

A taxa de recuperagao da vitamina C foi determinada pelo método de adi¢do padrao,
com o objectivo de avaliar a eficacia do processo de extraccdo do método. Quantidades
conhecidas de acido L-ascérbico foram adicionadas a polpa diluida com solugdo extracgao em
dois niveis de concentragdo (50 e 10 pg/mL). Em seguida, as amostras foram submetidas ao
processo de extraccdo da amostra e analisadas. As amostras diluidas sem fortificacdo e cada
uma das amostras fortificadas foram injectadas em sextuplicata (n = 6). A redugao com o DTT
foi aplicada para medir a recuperacdo da vitamina C total. A percentagem (%) de recuperagao
foi calculada em cada amostra pela férmula seguinte:

R(%):M (Equagdo 5)
Cst
onde, Cur correponde a concentracdo de L-AA obtida na amostra fortificada; C.p € a
concentracdo de L-AA na amostra sem fortificacdo e Cs; é a concentracdo da solugdo padrao
adicionada a amostra fortificada. Os testes de recuperacdo foram efectuados em todas as

matrizes vegetais analisadas.
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3.1.2. Colheita das amostras/ matéria-prima

No total, foram estudados nove produtos hortofruticolas cultivados na RAM e sete de
origem importada. Na Tabela 7 estdao descritos os produtos hortofruticolas utilizados no
estudo comparativo. Ao contrdrio dos outros produtos analisados, as anonas e os agrides
eram apenas de origem local (regional). A escolha dos frutos e vegetais baseou-se nos seus
niveis de vitamina C ja documentados e disponibilidade no mercado. Os produtos cultivados
na RAM foram colhidos em varios pontos da ilha (Figura 9) no periodo de Fevereiro a
Maio de 2011. Em seguida, eram entregues no armazém do supermercado Continente,
um dia apds a sua colheita. Nao foi possivel saber a data de colheita dos produtos
importados. Todos os produtos, a excepgdao das anonas e limdes importados, foram
fornecidos pelo supermercado Continente. Além dos produtos no estado in natura,

analisou-se também polpa de maracuja congelada, adquirida num supermercado local.

Tabela 7 - Informacgdes sobre as espécies, variedade/cultivar, data de colheita e proveniéncia para cada
um nove produtos hortofruticolas analisados.

Nome Variedade/ Data da
Nome cientifico Proveniéncia
vulgar Cultivar colheita

--- 27-02-2011  Camara de Lobos (Madeira)
Maracujas  Passiflora edulis Sims

--- --- Zimbabué
Agrides Rorippa nasturtium-aquaticum - 22-03-2011  Santana (Madeira)
--- 22-03-2011  Santa Cruz (Madeira)
Pimentos
Capsicum annuum L. California,
Verdes - Espanha
categoria ll
Anonas Annona cherimola Mill. --- 11-04-2011  Machico (Madeira)

--- 26-04-2011  Camara de Lobos (Madeira)
Morangos  Fragaria X ananassa
- - Espanha

- 26-04-2011  Santa Cruz (Madeira)

Papaias Carica papaya L. Golden,
--- Brasil
categoria l
- 26-04-2011  Santana (Madeira)
Limdes Citrus limon (L.) Burm.F.
- Espanha
Brassica oleraceae L. var. Italica -—- 10-05-2011  Santa Cruz (Madeira)
Brdcolos
plenk -—- -—- Portugal Continental
Pimentos - 10-05-2011  Santa Cruz (Madeira)
Capsicum annuum L.
Vermelhos -—- -—- Portugal Continental
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1- Maracuja
2 - Agrido
3 - Pimentos Verdes

H Santana

2,7 " 4 - Anona
H Machico 5 - Morangos
4 6 - Papaia
X Santa-Cruz i
7 - Limao
5 3,6,8,9 ;
1 Camara de Lobos 8 - Brdocolos

9 -Pimentos Vermelhos

Figura 9 - Distribuicdo geogréfica das dareas de produgdo dos produtos hortofruticolas na Ilha da
Madeira.

3.1.3. Conservagao e prepara¢ao das amostras para analise.

O material recolhido devia ser analisado, preferencialmente, logo apds a colheita
de modo a garantir os valores mais préximos e exactos do conteudo real de vitamina C
presente nos produtos. No entanto, as condi¢Ges experimentais exigidas ndo permitiam
gue as amostras fossem analisadas no local da colheita. Apds a sua entrega no
Laboratdrio de Quimica Organica e Produtos Naturais (Centro de Quimica da Madeira), os
produtos eram imediatamente conservados no frigorifico (£ 4 2C). As frutas e vegetais
permaneciam nestas condi¢Ges durante o periodo de estudo. Ao contrario dos outros
produtos, as anonas foram mantidas a temperatura ambiente durante o estudo. As
extra¢Oes foram realizadas no dia da entrega e no prazo de 5 dias consecutivos, de modo a
avaliar a estabilidade do L-AA com o tempo de armazenamento dos produtos hortofruticolas a
4 °C. Os maracujas, os primeiros a serem estudados, foram submetidos a extrac¢do
periodicamente durante 15 dias. Apds sua analise, decidiu-se mudar a metodologia por causa
do curto prazo de validade dos outros alimentos. Portanto, em vez de extracGes periddicas
durante os 15 dias de armazenamento mudou-se para extrac¢ées consecutivas durante um

periodo de 5 dias.

Em cada dia de andlise, eram cortadas pequenas porg¢des da parte comestivel de varios
exemplares do mesmo produto de modo a obter uma amostra representativa (entre 100 — 200
g, dependendo da espécie), que depois eram colocados no liquidificador, pré-refrigerado, de
modo a obter uma correcta homogeneizagdo da amostra. No caso dos maracujas, morangos e
brdcolos (flores) utilizou-se cerca de 10 exemplares inteiros para cada andlise. A polpa
resultante era utilizada para a andlise UHPLC, titulacdo iodométrica e determinacdo da

capacidade antioxidante dos frutos.
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3.1.4. Determinagao do teor de vitamina C total por UHPLC-PDA

A extraccdo das amostras foi baseada na
metodologia descrita por Fenoll [19] e Phillips [12],
com algumas modificacdes. Inicialmente foram
retirados 3 mL da polpa preparada na seccdo 3.1.3. e
adicionados a 10 mL da solucdo de extraccdo (3%
MPA-8% acido acético- 1 mM EDTA) fria. A mistura foi
agitada num agitador vortex e, em seguida,
centrifugada a 10 000 rpm durante 15 minutos (2 -
42C). O sobrenadante foi recolhido, filtrado (0,22 pum)
e armazenado em eppendorfs revestidos com
aluminio, a temperatura de -80 2C. As amostras eram
conservadas sob estas condi¢cdes até ao momento da
analise, e por um periodo nao superior a uma semana.
No dia da analise, os extractos foram colocados em
dgua fria a descongelar. Finalmente, as amostras
foram diluidas na faixa de 1/10 - 1/20, dependendo da
matriz, com a fase mével. Depois eram colocados em
vials escuros e conservados a temperatura de 4 C até
ao momento da andlise. Apenas a andlise da polpa de
maracuja foi feita no mesmo dia e imediatamente

apos a extracgdo. Varias precaugdes foram tomadas a

fim de executar todas as operagdes sob luz reduzida
(uso de frascos ambar e papel de aluminio) e a baixas
temperaturas. Todas as solucdes utilizadas para a

analise UHPLC-PDA da vitamina C total foram
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Figura 10 - Metodologia aplicada na
determinacdo da Vitamina C total
(L-AA + DHAA) nos produtos
hortofruticolas.

preparadas em agua ultra-pura. As solugdes padrdo stock do d4cido L-ascérbico foram

preparadas em solucdo extractora e depois diluidas com fase movel. Na Figura 10 encontram-

se resumidas as principais etapas de preparacdo e analise das amostras.

A analise dos produtos por cromatografia de ultra-eficiéncia foi realizada de acordo

com a metodologia adaptada de Quirds [34]. Todas as solu¢des, fase movel e padrées eram

filtrados (0,22 um) antes da sua injec¢do no sistema cromatografico. As condicGes aplicadas na

analise cromatografica estdo descritas na Tabela 8.
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Tabela 8 - CondigBGes cromatograficas utilizadas na determinagdo da vitamina C total nos produtos
hortofruticolas.

Coluna Analitica C18 Acquity HSS T3 (100 x 2,1 mm (d.i.); 1,8 um)

Volume injec¢do 2 uL

Temperatura Andlise | Temperatura ambiente

Fase movel 0,1 % (v/v) acido férmico
Fluxo 250 pL/ minuto
Detecgao PDA (245 nm)

Tempo de Andlise 3 minutos

A identificagdo dos picos do acido L-ascérbico nas amostras foi baseada na comparagao com os
tempos de retengdao e espectro de absor¢do UV das solugbes padrdao. Foram também
registados os comprimentos de onda de detec¢do na faixa 200 - 400 nm. As amostras foram
injectadas em triplicata (n = 3) e a quantificagdo foi realizada segundo o método de
padronizag¢do externa, utilizando a drea do pico. Diariamente foi injectada uma solugdo padrao
(50 pg/mL) para servir de padrdo na quantificacdo do analito. A integracdo das areas dos picos,
calibracdo, processamento e armazenamento dos dados cromatograficos foram feitos através
do software Empower™ (Waters Corp.). A quantificacio foi feita através de curvas de
calibracdo (drea versus concentragao) utilizando o software Excel® (Microsof Office). O

conteudo de acido L-ascérbico nos frutos e vegetais foi expresso em mg/100g de amostra.

Os teores do L-AA nas amostras foram calculados pela seguinte expressao:

A, x D x FR x 100 .
C,= p (Equacdo 6)

onde, C, corresponde a concentragdo do L-AA na amostra (mg/100 g produto); A, corresponde
a drea do pico obtida para a amostra; D é o factor de diluicdo da amostra; FR é o Factor de
Resposta e m a massa da amostra (g). O Factor de Resposta (FR) é uma forma de ajustar a
proporcionalidade da resposta do detector a concentragao de vitamina C. O seu calculo é dado

pela Equacdo 2:

t
FR=—— (Equacdo 7)
Ast

onde, Cst corresponde a concentragdo da solucdo padrdo do acido L-ascérbico (50 pg/mL) e Ay

é a drea do pico da solucdo padrao.
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A determinacdo do d4cido desidroascérbico foi realizada de acordo com Campos [93],
com ligeiras alteragdes. O DHAA foi quantificado indirectamente, através do método da
subtraccado, utilizando o DTT como agente redutor. Segundo esta metodologia a quantidade de
DHAA na amostra é determinada pela diferenca entre o contetddo de vitamina C total (apds a
reducdo do DHAA a L-AA) e o contetdo do L-AA antes da reac¢do. O procedimento utilizado foi
o seguinte: 1 mL de tampao Tris-HCl contendo 40 mM DTT foi adicionado a 1 mL da amostra
diluida. A reacc¢do decorreu durante 30 minutos, a temperatura ambiente e protegida da luz. O
processo foi interrompido com a adi¢ao de 0,5 mL de uma solu¢do 0,4M de &cido sulfurico. A

analise das amostras foi feita imediatamente apds o fim da reacgao.

3.1.4. Estudo degradacdo do Acido L-Ascérbico

A degradacgao do L-AA nos extractos de maracuja e agrido, preparados na sec¢do 3.1.3.,
foi avaliada durante o periodo de 2 meses. Os extractos de maracujas foram conservados no
escuro a temperatura de 4 2C e -20 oC e os extractos de agrido a -80 2C. As perdas do acido L-
ascorbico verificadas nos extractos ao longo do tempo foram comparadas com as perdas nas
solucdes padrdo do L-AA (50 pug/mL), conservadas nas mesmas condicdes. A estabilidade do L-

AA a temperatura ambiente também foi avaliada no dia da injecgao.

3.1.5. Estudo da degradagao vitamina C nos brécolos

O efeito do cozimento convencional dos vegetais na vitamina C foi investigado,
baseando-se na metodologia aplicada por Zhang [25]. Foram pesados 60 - 80 g de brécolos
(folhas e caules) e cozidos num goblet com 200 mL de 4gua a ferver. O goblet foi tapado com
um vidro de relégio, evitando perdas de dgua por evaporagao. Apds 5 minutos de cozedura as
amostras foram extraidas de acordo com a sec¢do 3.1.3. A retenc¢do da vitamina C total nos

extractos e na dgua da cozedura foi analisada por UHPLC-PDA.

3.1.6. Titulagao lodométrica

Os resultados obtidos pela andlise UHPLC foram comparados com os obtidos pela
titulacdo iodométrica. O doseamento da vitamina C foi realizado através de uma titulacdo
iodométrica, segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz [48]. Este método foi
aplicado apenas aos extractos preparados no primeiro dia de andlise e a polpa de maracuja

congelada.
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Pesou-se uma quantidade de polpa (dependendo da espécie) e adicionou-se a 10 mL
de solucdo (20% v/v) de acido sulfurico e 50 mL dgua destilada. A solugdo foi centrifugada (10
000 rpm, 2 — 4 °C, 15 minutos) e depois adicionou-se ao extracto 1 mL de solugdo 1% (p/v)
amido e 1 mL de solugdo 10% (p/v) iodeto de potassio. Titulou-se a amostra com uma solugdo
0,002 M de iodato de potassio, até a solucdo tornar-se azul. Foram feitas trés determinacoes

para cada amostra (n = 3) e uma prova em branco.

3.1.7. Determinagao da capacidade antioxidante in vitro

3.1.7.1. Obtencgao dos extractos de fruta

Pesou-se cerca de 2 g de polpa e extraiu-se duas vezes a temperatura ambiente sob
agitacdo continua. Primeiro utilizou-se 20 mL de uma solugdo de 50% (v/v) etanol e depois
com 20 mL de solugdo 70% (v/v) acetona, com centrifugacdo intermitente (4000 rpm, 15
minutos). Os sobrenadantes foram em seguida transferidos para um recipiente onde se
completou o volume da mistura para 50 mL com agua destilada. Este procedimento foi
adaptado de Vasco [26]. Os extractos foram conservados no frigorifico (x 4 2C) por um periodo
ndo superior a uma semana. Procedeu-se a medi¢do da actividade antioxidante dos extractos
obtidos no primeiro e ultimo dia de analise dos produtos, dias 1 e 5, respectivamente. No caso

dos maracujas, o Ultimo dia de andlise corresponde ao 152 dia de armazenamento.

3.1.7.2. Preparacio do radical ABTS""

O método utilizado para a preparagdo do catido radical ABTS foi uma modificagcdo do
procedimento descrito por Re [92]. O ensaio com ABTS"" foi obtido pela mistura de 50 mL de
solucdo stock ABTS (2 mM) com 200 uL de solugdo persulfato de potdssio (70 mM). A mistura
reaccional foi conservada ao escuro e a temperatura ambiente durante 12 - 16 horas. A
solucdo resultante é estdvel durante dois dias [92]. Uma vez formado o radical, diluiu-se a
solucdo com tampado fosfato salino (PBS) (pH 7,4) até se obter uma absorvancia de 0,700 *

0,021 aos 734 nm. Esta solucdo foi preparada de novo para cada analise.

3.1.7.3. Determinagdo da actividade antioxidante pelo Método ABTS ou TEAC (Actividade
Antioxidante equivalente em Trolox).

A metodologia aplicada para o estudo da capacidade antioxidante dos frutos e vegetais

pelo método ABTS, foi baseada na descrita por Re [92], com algumas altera¢des. Uma aliquota
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de 20 plL dos extractos foi adicionada a 2 mL de solu¢do ABTS™ diluida. O decréscimo da

absorvancia (734 nm) foi registado em cada 10 segundos, durante 6 minutos. Todas as andlises

foram feitas em triplicata (n = 3) e utilizou-se a solu¢do PBS como branco para calibrar o

espectrofotémetro. A absorvancia da mistura reaccional do ABTS™ com o extracto foi

comparada com a actividade do antioxidante sintético Trolox e os resultados obtidos foram

expressos em uM eq. Trolox/ g polpa (actividade antioxidante equivalente ao Trolox por grama

de polpa — TEAC/g polpa). A calibracdo, processamento, armazenamento dos dados foram

feitas através do software Lambda 2® (Perkin Elmer). Na Tabela 9 estdo resumidas as

condigBes experimentais empregues na determinagao da actividade antioxidante.

Tabela 9 - CondigGes experimentais do Método ABTS.

Método | Mistura reaccional | Volume final | Tempo reac¢do A Padrdao
ABTS™ 20 plL extracto
92 + 2 mL solugdo 2,020 mL 6 minutos 734 nm Trolox
[52] ABTS™ diluida

3.2. Material e Reagentes utilizados

3.2.1. Material Utilizado

Os principais materiais utilizados neste trabalho estao descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Material Utilizado

Material

Marca

Membrana filtrante 0,22 um para solventes aquosos

Millipore

Unidades filtrantes descartaveis tipo Teflon hidrofilico (PTFE 0,22 um)

Millipore Millex-LG

Eppendorfs (1,5 mL)

Eppendorf International

Eppendorfs (20 mL)

Eppendorf International

Vials (1,5 mL)

VWR International
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3.2.2. Equipamentos Utilizados

Os principais equipamentos e materiais utilizados no desenvolvimento deste trabalho

encontram-se resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 - Equipamentos utilizados.

Equipamento

Marca

Balanca Analitica

Mettler Toledo AB204

Liquidificador

Moulinex

Placa de aquecimento com agitagao

Heidolph MR-Hei-Standard

Agitador Vortex

J. P. Selecta S.A.

Centrifugadora refrigerada

Sigma 3K30 Bioblock Scientific

Espectrofotdmetro

Perkin Elmer UV-vis Spectrofotometer Lambda 2

Equipamento Cromatografico UHPLC

Acquity UPLC (Waters)

Medidor de pH

Metrohm 7444

Detector UV-vis (PDA)

Acquity UHPLC PDA (Waters)

Sistema de Ultrapurificagdo de agua

Milli-Q Sistema Purificagdo Direct 8 Millipore

Kit de filtragdo a vacuo

Millipore

3.2.3. Reagentes utilizados

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 12.

Tabela 12 - Reagentes e Solventes utilizados.

Reagente

Marca

Acido L- Ascérbico, 99,0%

Panreac Quimica S.A.

Acido Metafosférico, 33,5%-36,5%

Panreac Quimica S.A.

Acido Acético glacial p,a,, 99,8%

Merck

EDTA-Na,, 99,0-101%

Merck

Acido Férmico PA-ACS, 98,0%

Panreac Quimica S.A.

DL-Ditiotreitol (DTT), 99,0%

Acros-Organics

Tampao Tris, 99,7%

Merck

Acido Sulfurico, 98,0%

Riedel-de Haen

lodato de Potassio PA-ACS, 99,4 — 100,4%

Panreac Quimica S.A.

lodeto de Potassio, 99,5%

Riedel-de Haen

Amido

Merck

Cloreto de Sddio PA-ACS, 99,5%

Panreac Quimica S.A.

Cloreto de Potassio PA-ACS, 99,5% -100,5%

Panreac Quimica S.A.

Dihidrogenofosfato de Potassio, 99,5% Merck
Hidrogenofosfato de sédio, 99% Riedel-de Haen
ABTS (2,2-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato), 99,0% Fluka

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), 98% | Fluka
Persulfato de Potassio, 99,0% Sigma-Aldrich

Etanol HPLC grade, 99%

Panreac Quimica S.A.

Acetona HPLC grade, 99,8%

Lab-Scan

Agua Ultra-Pura

Milli-Q
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desenvolvimento e Valida¢do do Método

Existem inUmeros métodos descritos na literatura cientifica cujo principal objectivo é a
separacdo e identificacdo da vitamina C em vdrias matrizes. Com o objectivo de determinar o
teor de d4cido L-ascérbico nos produtos hortofruticolas procedeu-se ao desenvolvimento de
uma metodologia analitica por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia, baseando-se em

metodologias ja reportadas.

A vitamina C é um dos antioxidantes mais importantes fornecidos por frutas e
legumes, sendo importante a sua determinag¢do nestes produtos através de um método
simples e de confianga. A cromatografia liquida de ultra-eficicia foi escolhida para a andlise da
vitamina C pois apresenta a possibilidade de expandir o alcance das separagdes
cromatograficas em comparagao com aquelas obtidas por HPLC, devido a sua alta velocidade e
melhor resolucdo e sensibilidade. Além disso, € um método de facil operagdao que ndo exige
grandes etapas de preparagao das amostras, aliado a rapidez de obtengdo de resultados e ao
baixo consumo de reagentes e amostras. O equipamento AQUITY UPLC (Waters) foi o primeiro

equipamento comercial capaz de operar em pressées acima dos 15 000 psi [77].

A fase estaciondria desempenha um papel importante na selectividade e eficacia do
método. As particulas de silica de alta resisténcia (High Strengh Silica — HSS) de tamanho 1,8
um, sdo as primeiras particulas de silica pura projectadas e utilizadas em aplicagcées UHPLC. As
colunas ACQUITY UHPLC HSS T3, com fase estacionaria C18, apresentam uma inovadora fase
ligada alquilo trifuncional (T3), que promove a separagdo via fase reversa de compostos
organicos polares e é compativel com fases mdveis aquosas. Dado que o L-AA é uma molécula
polar de baixa massa molecular, o tempo de anadlise ndo é uma questdo muito dificil de
superar, pois o tempo de retengdo numa coluna de fase reversa é geralmente muito curto
levando a baixa resolucdo. Na verdade, a maioria dos métodos HPLC descritos na literatura
fazem uso de fases mdveis complexas com mais de dois componentes e contendo vdrios
modificadores, a fim de alcancar tempos de retencdo ideais. Outro inconveniente encontrado
geralmente é a necessidade da supressdo idnica, ou seja, trabalhar com um pH mais baixo do
qgue o pKa do L-AA (4,7) que muitas vezes leva a degradacao das colunas. Esta coluna permite
também aplicagdes numa ampla gama de pH (2 — 8) uma vez que as particulas de silica

resistem a hidrdlise acida [94]. Deste modo, esta nova fase estacionaria constitui uma
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excelente alternativa as tradicionais colunas de fase reversa C18 para a determinagdo do L-AA

em varias frutas e vegetais.

A seleccdao da fase movel é outro passo determinante para controlar a retencdo do
analito e obter uma resolucdo adequada. A separacdo de substancias por cromatografia em
fase reversa é bastante complexa, pois exige um controlo rigido do pH para que ndo haja
equilibrio entre a forma idnica e a forma molecular. Normalmente utilizam-se fases méveis
com pKa inferior ao do acido L-ascérbico (pKa; = 4,17), para que ocorra a supressdo ionica
durante a separacdo, ja que uma molécula com carga possuird pouca ou nenhuma interac¢do
com a fase estacionaria apolar. A forma neutra do L-AA é mais facilmente retida na coluna.
Neste caso, a diminuicdo do pH visa evitar a ionizagdo do L-AA ao manter esta molécula na
forma protonada, devido ao aumento da concentragao de ides de hidrogénio na solugdo. A
separac¢do foi desenvolvida pelo método de fase reversa, utilizando uma fase mével aquosa
composta por 0,1% acido férmico (pH 2,3). A utilizacdo desta fase moével faz parte do
mecanismo de separagao da coluna, uma vez que sao necessarias fases moveis com pH baixos
para manter a estabilidade da vitamina durante a andlise. Além disso, fases mdveis
constituidas por uma elevada percentagem de 34gua combinadas com acidos organicos
melhoram significativamente a retengao da vitamina C. A utilizacdo de agua ultra-pura para a
preparagao da fase mdvel e solugdo extractora é uma necessidade inerente a técnica UHPLC. A
agua é o solvente mais problematico para ser usado como fase mével, pois traz impurezas
(minerais, gases dissolvidos, microorganismos) que podem provocar danos nos varios
componentes do sistema cromatografico (selos, pistdes, valvulas, filtros). A fase mdvel era
preparada diariamente (com dgua recolhida no mesmo dia) e era filtrada (0,22 um) antes da

sua utilizacdo no aparelho.

Adicionalmente todas as outras solugdes utilizadas foram filtradas de modo a evitar
contaminagBGes no meio extractivo que contribuissem para a degradacdo da vitamina C e o
entupimento do aparelho cromatografico. Além disso, os reagentes utilizados eram de elevada
pureza (Tabela 12). A filtracdo das amostras era igualmente necessaria para a proteccdo da

coluna e do sistema de injecgao.

Algumas varidveis fisico-quimicas foram optimizadas para reduzir o tempo de analise,
mantendo uma boa resolugdo entre os picos de L-AA e outros compostos co-extraidos nas
amostras. Para a selecgdo do comprimento de onda de deteccdo, o espectro do acido L-
ascérbico de uma solugdo padrio (50 pg/mL) foi tragado na faixa dos 200 a 400 nm, utilizando

um detector de arranjo de fotodiodos (PDA). O comprimento de onda neste estudo foi fixado
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aos 245 nm, registando-se o pico maximo de absorcdo aos 243,3 nm conforme se pode
observar na Figura 11. A fase modvel escolhida (0,1 % acido férmico) além de ser barata,
simples e facil de preparar, proporcionou bons resultados. Os cromatogramas obtidos
apresentaram uma boa resolugdo, os picos eram simétricos e a linha de base estavel (Figura
12). O fluxo da fase mével influenciou os tempos de retencdo do acido L-ascérbico. Fluxos mais
baixos (200 ul/min) resultavam em tempos de retencdo maiores. Os melhores resultados
foram obtidos aos 250 plL/minuto com niveis de pressdes aceitaveis (aproximadamente 5600
psi). Nestas condi¢Oes a elui¢do do acido L-ascorbico ocorreu por volta dos 1,90 — 2,0 minutos.
A temperatura de andlise aplicada foi a temperatura ambiente (23 — 25 2C) pois o sistema
UHPLC ndo possuia sistema de refrigeragao. A Figura 11 mostra um cromatograma e espectro

de absor¢do UV-vis tipico de uma solugao padrdo, obtido sob as condi¢Ges estabelecidas.
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Figura 11 - Cromatograma (a) e espectro de absorcdo UV (b) obtido da solu¢do padrdo de acido
L-ascérbico (50 pg/mL) na faixa dos 200 - 400 nm.O tempo de retencdo do analito é 1,94 minutos e o
seu maximo de absorcdo ocorre aos 243,3 nm.

Apds a optimizacdo das condigOGes experimentais, procedeu-se a validagdo do método
desenvolvido UHPLC-PDA, em termos de selectividade, linearidade, limites de deteccdo e
quantificacdo, precisdo e recuperacdo. A selectividade e/ou especificidade de um método é

um importante parametro a ser avaliado para garantir que a quantificagdo do analito de
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interesse ndo seja afectada pela presenca de interferéncias (metabolitos ou produtos de
degradacdo) presentes na matriz estudada. Para o estudo da selectividade comparou-se os
cromatogramas da solucdo padrdo (50 pg/mL) com os cromatogramas de polpa de lim3o e
laranja (diluicdo 1:10 com a fase movel). Pela sobreposicdo dos cromatogramas (Figura 12)
obtidos da solucdo padrdao e da matriz estudada, podemos concluir que o método apresenta
uma elevada selectividade para o acido L-ascorbico. Os picos obtidos nas matrizes estudadas
ndo apresentam interferéncias co-eluentes com o dacido L-ascorbico. Além disso, os picos
obtidos para as polpas tal como para a solu¢do padrao sao bem resolvidos e simétricos. Os
cromatogramas e os espectros de absor¢do do L-AA obtidos a partir das amostras (Figuras 12 e
13) sdo idénticos ao da solugdo padrdo (Figura 11). O método é assim capaz de separar o

composto de interesse dos outros componentes da amostra.
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Figura 12 — Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos da solugdo padrdo de acido L-ascérbico (50
pg/mL), sumo de lim3o e sumo de laranja (A = 245 nm). O &cido L-ascdrbico apresenta um tempo de
retencdo proximo dos 2 minutos em todas as amostras.
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Figura 13 -Espectros de absorcdo UV obtidos do acido L-ascérbico do sumo de limdo (a) e sumo de
laranja (b) na faixa dos 200 - 400 nm. N3o se verificam diferencas com o espectro obtido pela solucdo
padrdo (Figura 11).
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A linearidade do método analitico foi testada através do método de padronizacao
externa. A aplicacdo do método de padronizacdo interna é bastante adequado quando se
pretende determinar analitos instaveis em matrizes complexas, como os alimentos. Tendo em
conta a instabilidade da molécula de acido L-ascdrbico esta seria a técnica preferencial. No
entanto, quando se pretende a reduc¢do do acido L-ascorbico pelo método da subtraccdo nao é
possivel aplicar padrdes internos [11]. Ja a padronizac¢do por adicdo de padrao exigia que fosse
testada a linearidade do método em todas as amostras analisadas, pois ndo hd nenhum
material de referéncia adequado que possa ser utilizado como “matriz padrdao”. A utilizagdo
desta metodologia resultaria num procedimento longo e moroso. Como tal, a padronizagao
externa revelou ser o método mais adequado e simples além de que é rotineiramente aplicado

na literatura cientifica para a quantificagao do acido L-ascérbico [34, 38].

As rectas de calibragdo foram construidas com solugdes padrado de acido L-ascorbico
divididas em duas faixas de linearidade: 0,05 — 2 ug/mL e 2 — 100 pg/mL (Tabela 13). O acido L-
ascorbico é facilmente oxidado em solugao aquosa, especialmente quando é exposto a luz e
ar. Tendo em conta a instabilidade desta molécula, as solugbes padrdao eram preparadas
diariamente em solu¢do extractora num periodo curto de tempo e conservadas num frasco

escuro (dmbar) a baixas temperaturas (42C) e pH 1,4.

A recta obtida na gama de concentracdo mais baixa (0,05 — 2 pg/mL) foi utilizada para
avaliar a sensibilidade do método através do calculo dos limites de deteccdo e quantificacao.
Esta recta apresentava um erro padrdo da intersec¢do menor o que se traduziu numa maior
sensibilidade, isto é, valores de LODs e LOQs menores. A recta da faixa 2 - 100 pg/mL foi
aplicada para a quantificacdo do acido L-ascérbico e vitamina C total presente nas amostras.
Comparou-se a area do pico do analito a ser quantificado com as areas obtidas a partir dos
padrdes de calibragdo (através do grafico area obtida versus concentragdo). O método provou
ser linear em ambas as faixas de concentracdo estudadas, com valores de correlacdo
significativos (r* > 0,999) (Tabela 13). Além disso, 0 método proposto demonstrou uma boa
sensibilidade com limites de detec¢do e quantificagdo de 0,022 pg/mL e 0,067 pg/mL,
respectivamente (Tabela 13). O LOD obtidos por este método é ligeiramente superiores ao
obtido por Quirds [34] e Fenoll [19], 10 e 13 ng/mL, respectivamente, e inferior ao limites
obtido por Valente [73] (35 ng/mL) Hernandez [38] (100 ng/mL). O LOQ é superior ao obtido
por Frenich [85] (50 ng/mL) e Odriozola-Serrano [13](57 ng/mL) e inferiores ao obtido por
Burini [53] (830 ng/mL).
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Tabela 13 - Linearidade e sensibilidade do método UPLC-PDA para a determinag¢do do acido L-ascérbico.

Faixa de Linearidade Equagdo da recta de calibragio® 2 . LOD LOQ
r Sb
(ng/mL) (v) (ng/mlL) | (ng/mL)
0,05-2 27179x - 146,88 0,9998 181,4 22 67
2-100 27735x —4569,3 0,9999 7642,5 --- -

®y= declive + ponto de intersecg¢do com o eixo dos yy (n = 3).
*coeficiente de correlagdo.
“desvio padrio do ponto de intersecciio com eixo dos yy da recta de calibragdo.

O desenvolvimento de um método analitico estd sujeito a variagdes aleatérias, que
podem ser estimadas pela precisdo. Essas estimativas sdo expressas através da precisao intra-
dias (repetibilidade) e precisdo intermedidria do método. O método demonstrou uma
excelente precisdo: a variabilidade foi sempre inferior a 2%, tanto na repetibilidade (Tabela 14)
como na precisado intermediaria (Tabela 15). Os valores obtidos foram semelhantes aos obtidos
por Quirds [34] (0,5 — 2%) e Odriozola-Serrano [13] (0,7 — 1,9%) e inferiores aos obtidos por
Burini [53] (0,8 — 4,7%) e Romeu-Nadal [56] (3,09%). Os valores do coeficiente de variacdo
demonstrados nas Tabelas 14 e 15 confirmam que os resultados estdo dentro dos critérios
aceitaveis (CV < 5%). Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) [95], o valor
maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, concentragao

do analito na amostra, tipo da matriz, ndo se admitindo valores superiores a 5%.

Tabela 14 - Precisdo intra-dias (Repetibilidade) do método UHPLC-PDA para a determinagdo do acido L-
ascorbico.

Concentragao tedrica

. Concentragao obtida b
Analito RSD (%
(ng/mL) (ng/mL)° %)
100 99,63 +0,57 0,57
. Lo 10 10,03 £ 0,06 0,60
Acido L-Ascoérbico S 4941004 0,81
0,2 0,20 + 0,002 1,00

’média das replicatas (n = 6) + desvio-padr3o.

b - - . . I
coeficiente de variagdo percentual de seis replicatas (n = 6) para cada concentragdo, injectadas no

mesmo dia.
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Tabela 15 - Precisdo inter-dias do método UHPLC-PDA para a determinagdo do acido L-ascérbico.

. Concentragdo tedrica Concentragao obtida b
Analito RSD (%
(ne/mL) (he/mL)? d
100 99,34 £ 1,25 1,26
. 10 9,91+0,16 1,61
A . L—A 7 . 7 7 7

cido L-Ascdrbico 5 4,98 0,08 181

0,2 0,20 + 0,004 2

’média das replicatas (n = 6) + desvio-padrao.
*coeficiente de variagdo percentual de seis replicatas (n = 6) para cada concentragdo, injectadas em 3

dias ndo consecutivos.

A recuperagdo do método foi testada para avaliar a eficacia de extrac¢gao do método

proposto e o efeito da matriz sobre a precisdo das andlises. Obtiveram-se valores de

recuperacdao média bastante satisfatorios (Tabela 16), 88,9% - 102,5% e 96,7% - 121,1% para o

acido L-ascdrbico e vitamina C total, respectivamente. Estes valores estdo dentro das

especificagdes esperadas para matrizes complexas (80 - 120%) [95].

Tabela 16 - Recuperagdao do método UHPLC-PDA para a determinac¢do do acido L-ascorbico e vitamina C

total nas diversas amostras.

Recuperagdo (%) do acido L-ascérbico® Recuperagdo (%) da vitamina C total®
Produto Nivel | Nivel Il Recuperacio Nivel | Nivel Il Recuperaciio
10 (ug/mL) | 50 (ug/ml) Média (%)° | 10 (ug/mL) | 50 (ug/mL) | Média (%)
Maracujas 101,3+1,9 103,7+2,3 102,5+1,7 112,7+2,9 109,8+1,9 111,3+4,3
Agrides 98,33+2,5 87,53 +3,11 92,93 +7,63 104,5+2,8 106,0+£ 2,2 105,2+2,8
Pimentos
102,2+1,0 87,0+2,2 94,6+7,4 106,4+4,1 103,1+2,4 104,7 £ 3,7
Verdes
Anonas 95,7129 96,3+3,4 96,0+ 0,5 123,1+3,6 119,0+3,0 121,1+3,1
Morangos 103,7+1,6 92,6 +2,8 98,2+4,0 107,1+1,6 97,4+3,1 102,2+5,4
Papaias 96,0 + 3,7 95,5+4,7 95,7+0,5 95,1+1,3 101,5+2,8 98,3+4,0
Limoes 93,4+2,4 84,5+2,9 88,9+29 106,0+1,6 87,4 +3,2 96,7+2,4
Brocolos 96,3 3,2 95,4+2,8 95,9+0,7 104,0 £2,3 102,6 £ 2,4 103,3+2,6
Pimentos
101,0£ 3,6 99,1+3,8 100,1+£1,6 105,8+1,8 104,1 £ 3,5 1049+1,1
Vermelhos

®recuperacdo do padrdo adicionado as polpas, expresso em média das recuperagdes (n = 3) + desvio-

padrdo.

b ~ - ~ . . .- ~
recuperacdao média do padrdo adicionado as polpas, expresso em média das recuperacgbes (n = 2) +

desvio-padrao.
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O método proposto mostrou-se adequado, com selectividade, linearidade, precisao e
recuperacao de acordo com os requisitos recomendados pela literatura. Deste modo, pode ser

empregue na analise de produtos alimentares.

4.2. Andlise da vitamina C total nos produtos hortofruticolas

Os produtos hortofruticolas devem ser analisados, preferencialmente, logo apds a
colheita de modo a garantir os valores mais préximos e exactos do seu conteudo real de
vitamina C. No entanto, as condi¢gOes experimentais exigidas ndao permitiam que as
amostras fossem analisadas no local da colheita. Atrasos entre a colheita e a refrigeragao
podem resultar em perdas directas devido a perda de dgua e deterioragao e perdas indirectas
relacionadas com o sabor e qualidade nutricional [8]. A entrega dos produtos regionais no
laboratdrio um a dois dias apds a sua colheita foi de extrema importancia pois permitiu

atenuar as perdas da vitamina C.

A refrigeracdo e/ou congelamento dos alimentos sdo os métodos de conservag¢do mais
aplicados com o objectivo de prolongar a durabilidade dos alimentos frescos e preservar o seu
conteudo nutricional. A gestdo da temperatura é um factor muito importante para alargar o
prazo de validade e manter a qualidade das frutas e legumes frescos. Sabe-se que o
armazenamento a temperatura ambiente resulta em perdas maiores do que em temperaturas
de refrigeracdo [3]. As reacgbes quimicas, bioquimicas e fisioldgicas ndo cessam
completamente durante o arrefecimento. As taxas dessas reac¢Ges variam de acordo com a
temperatura de armazenamento. Como a vitamina C é muito sensivel as elevadas
temperaturas o armazenamento dos produtos hortofruticolas a 4 9C foi a primeira das varias
etapas deste estudo. No caso da anona, a sua refrigeracdo a baixas temperaturas causa lesdes
nos tecidos e acelera as perdas da vitamina C [8]. Como tal, a anona foi mantida a temperatura

ambiente durante os cinco dias consecutivos de analise.

A homogeneizacdo das amostras é importante para garantir a maior superficie de
contacto possivel da solucdo extractora com a matriz vegetal. A extraccdo de fraccGes da
amostra com tamanhos irregulares torna a extraccdo menos eficiente. O uso de
liquidificadores ou processadores permitem também romper as células vegetais e libertar a

vitamina C da matriz.
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O principal objectivo deste estudo foi desenvolver um método rapido e simples para a
analise da vitamina C que possibilitasse bons resultados na separacao cromatografica e
recuperacao. A extraccdo da vitamina C é a etapa mais importante do processo de analise.
Devido a sua natureza |3bil, os procedimentos de extracgdo e andlise tém como principal
objectivo evitar as perdas da vitamina C. Factores como a luz, pH, temperatura, exposicao ao
oxigénio, a presenca de metais e enzimas oxidantes devem ser controlados durante a
preparacdo das amostras para analise, especialmente se os procedimentos envolvem
disrupcdo das células vegetais. Caso contrario, os resultados analiticos obtidos podem conter
erros significativos. A solugao extractora tem de garantir que a grande maioria da vitamina C é
extraida da matriz e também minimizar a sua oxidagdo. A solugdo de extrac¢do escolhida foi
baseada na solugao utilizada por Wall [24] e era composta por 3% MPA — 8% acido acético- 1
mM EDTA. Os testes de recupera¢do demonstraram que esta solu¢ao extractora utilizada é
bastante eficaz, tal como relatado por Hernandez [38] e Novakova [11]. O MPA é o reagente
utilizado pela grande maioria dos trabalhos revistos pois é bastante eficaz na extracgao e
estabilizagcdo da vitamina C [83]. A principal fun¢do deste reagente é manter um ambiente
acido juntamente com o acido acético [4, 38, 53]. O baixo pH da solugdo extractora (1,4)
previne a ionizacdo do acido L-ascérbico. Outras vantagens da utilizagdo do MPA incluem a
inibicdo da catalise enzimatica e metdlica, além de ajudar a clarificar o extracto e precipitar
proteinas presentes na amostra. Jd o EDTA auxilia na quelagdo de i6es metadlicos inibindo a
oxidacdo da vitamina C provocada pelos metais [4]. O manuseamento das amostras foi sempre
conduzido a baixas temperaturas, através do uso de aparelhos ou solugdes refrigeradas. Além
disso, a preparacdo das amostras foi realizada o mais rapidamente possivel minimizando a
exposicdo ao oxigénio e luz, utilizando apenas material ambar ou revestido por folha de
aluminio. A preparagao da amostra num curto espaco de tempo e utilizando uma metodologia

simples foi fundamental para prevenir a degradagao da vitamina C.

Apds o processo de extraccdo os extractos foram conservados a -802C até ao dia da
analise. Segundo Phillips [12] a refrigeracdo dos extractos a -602C ou temperaturas inferiores
durante pelo menos 4 semanas é adequada para muitas aplicacGes, pois as perdas verificadas
sdo minimas (inferiores a 1%). Deste modo, os extractos foram conservados nestas condigdes
(por um periodo inferior a uma semana) e analisados quando o aparelho cromatografico
estivesse disponivel. Apenas no caso dos maracujas, os extractos foram imediatamente
analisados apds a extraccdo. SO apds o estudo dos maracujas se decidiu mudar a metodologia
de modo a reduzir o tempo de estudo de cada fruto para cinco dias em vez dos quinze, devido

ao prazo de validade dos produtos e a disponibilidade do equipamento cromatografico.
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Apds a validagdao dos parametros analiticos, o método foi aplicado a analise dos
produtos hortofruticolas. Inicialmente os cromatogramas obtidos, no caso do maracuja,
mostraram o pico do L-AA associado com outro pico mais pequeno (“ombro”) ndo identificado.
Esta interferéncia foi eliminada de forma eficaz com uma dilui¢cdo 1/20 em vez da dilui¢do 1/10
inicial. Todas as diluicdes foram feitas com a fase movel, e no caso dos outros frutos e vegetais
na concentracdo 1/10 para manter as concentracdes do acido L-ascérbico dentro da faixa de
linearidade. Nas condi¢bes utilizadas a eluicdo do acido L-ascorbico ocorreu por volta dos 2
minutos, o que permitiu que a analise das amostras fosse um processo bastante rapido (Figura
15). O tempo de retengdo obtido por este método foi relativamente baixo (aproximadamente
2 minutos), especialmente se comparado com outros métodos descritos na literatura (Tabela
5). A utilizagdo de tempos de corrida cromatograficos curtos (3 minutos) permitiu uma rapida
andlise das amostras aliado a um reduzido consumo de fase mdvel, contribuindo para a
excelente relagdo custo/beneficio do método desenvolvido. Ao contrario do que relataram
Franke [41] e Kall [54] ndo se verificou qualquer incompatibilidade do uso do MPA com o
método aplicado. O método UHPLC-PDA demonstrou uma separagao completa para o acido L-
ascorbico em todas as matrizes testadas. Os picos obtidos, independentemente da matriz,
eram simétricos e ndo apresentavam deformagdes nem desvios na linha de base ou no tempo
de retengdo do analito (Figura 15).

A vitamina C total nos alimentos é assumida como sendo a soma do conteudo de acido
L-ascérbico com o acido desidroascorbico. A quantificacdo do DHAA foi feita indirectamente
pelo método da subtraccdo, utilizando o DTT como agente redutor. Devido a dificuldade em
detectar directamente o DHAA, decidiu-se adoptar esta metodologia. O DTT é muito
conhecido pelo seu cardcter redutor, resultante da forte tendéncia em formar a estrutura
oxidada em forma de anel, pela formacdao de uma ponte dissulfito interna (Figura 14). A
reducdo do DHAA para AA pela accdo do DTT é depende do pH, temperatura e tempo de
reaccdo [55]. Apesar do DTT ser ja aplicado com sucesso por vdrios autores na conversdo do
DHAA a L-AA, alguns parametros como a quantidade de reagente e tempo de reac¢do
necessitavam de optimizacdo. Segundo Sanchéz-Mata [55], a ac¢do redutora deste reagente é
limitada a valores de pH préximos da neutralidade (6,5 — 8), pois nestas condi¢des ocorre a

oxidacgdo do grupo tiol (-SH), originando a forma tiolato (-S°) que é reactiva (Figura 14) [96].
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Figura 14 - Redugdo do 4acido desidroascérbico pelo DTT. Em pH préximos da neutralidade o grupo tiol
da molécula de DTT oxida-se, promovendo a reacgdo de conversdo do acido desidroascérbico a acido
L-ascorbico. A forma protonada do DTT ndo é reactiva (adaptado da fonte: [96]).

Como o DTT nao é eficaz em solugdes acidas [83], foi necessario aumentar o pH dos
extractos utilizando uma solugdo de DTT preparada em tampao Tris-HCl (pH 9,0), de acordo
com Campos [93]. Deste modo, garantiu-se que a redugdo do DHAA ocorria na mdaxima
eficacia. Segundo este mesmo autor, a reacgao estaria completa dentro de 10 minutos,
utilizando uma concentragao de 40 mM DTT. Furusawa et al [82] também relataram que uma
solucdo de 50 mM DTT era eficaz na conversdao do DHAA em apenas 10 minutos. No entanto,
decidiu-se aumentar o tempo de reac¢do de modo a garantir que a conversao era total. A
reacgdo decorreu ao escuro e a temperatura ambiente. Enquanto a reacgdo decorria, outras
amostras eram analisadas no sistema cromatografico. Apés 30 minutos, a reac¢do foi
interrompida com a adi¢cdo da solugao 0,4 M acido sulfurico para reduzir o pH da solugdo (pH 2
- 3) antes da injeccdo no equipamento cromatografico. O baixo pH da solugdo torna o DTT
inactivo. Este passo é importante pois permite estabilizacdo da vitamina C reduzida pelo DTT
até ao momento da sua andlise. O efeito do DTT na anadlise da vitamina C total nos frutos e
vegetais é ilustrado na Figura 15. Nota-se um aumento da absorvancia do pico do 4cido L-
ascorbico apds a redugdo com o DTT, o que significa que a redugdo foi eficaz. Ndo foram
observados picos relativos ao DTT apés a injec¢do da amostra, tal como descrito por Furusawa
[82] e Sanchéz-Mata [55]. Pela observacdo do espectro de absorgdo (Figura 15) podemos
comprovar que o composto obtido apds a reducdo é apenas 4cido L-asérbico. Além disso, o
DTT ndo causou nenhuma interferéncia com os picos obtidos, nem se verificaram variacdes
nos tempos de retencdo. Isto estd de acordo com o obtido por Sanchéz-Mata [55] e Gokmen

[35].
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Figura 15 - Cromatograma (a) e espectros de absor¢do da polpa de maracuja regional pré (b) e pds-
reducdo (c) com DTT (245 nm).

4.2.1. Aplicagao do método a matrizes vegetais

A retencdo da vitamina C total (dcido L-ascérbico e acido desidroascérbico) nos
alimentos mantidos a temperatura de refrigeracdo (4 2C) foi avaliada. Note-se que durante
este estudo ndo houve controlo sobre alguns factores importantes para os teores de vitamina
C em frutas e vegetais como estado de amadurecimento, condicGes de cultivo e variedades das
frutas estudadas. Pelo meu conhecimento, este é o primeiro estudo analitico com dados sobre
o conteudo de L-AA e vitamina C total nos produtos cultivados na ilha da Madeira. Os

resultados obtidos foram comparados com outros previamente descritos na literatura.

4.2.1.1. Maracujas

O maracuja (Passiflora edulis Sims) é uma fruta tropical, cujas propriedades
antioxidantes sdo bastante conhecidas devido a presenca natural de polifendis, flavonéides,
alcaldides e vitamina C [97]. E também considerado uma fonte de vitamina A, tiamina,
riboflavina, niacina, calcio e fésforo. A sua polpa possui um aroma exético caracteristico, sendo
utilizada para preparar sumos, refrigerantes ou sobremesas [26, 98]. Devido ao seu clima
ameno, a ilha da Madeira possui condicGes excelentes para a producdo de algumas frutas

tropicais, como o maracuja, anona e papaia [73]. Neste estudo foram analisados maracujds
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regionais e importados, originarios do Zimbabué. Foram feitas andlises periddicas durante 15
dias para avaliar a retencdo da vitamina C nos produtos ao longo do tempo de
armazenamento. Ao contrdrio dos outros produtos, os maracujas foram sujeitos a extrac¢ao
periodicamente durante os 15 dias de armazenamento, nomeadamente nos dias 1, 4, 8, 11 e
15. As Figuras 16 e 17 demonstram a variagao dos teores de vitamina C total encontrados

nestes frutos ao longo dos quinze dias de estudo.

Maracujds Regionais
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Figura 16 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de maracuja regional,
armazenadas a 4 °C, durante 15 dias.

Os teores maximos encontrados, inicialmente, do L-AA e vitamina C total no maracuja
regional foram, respectivamente, 31,76 + 1,71 e 33,97 + 1,63mg /100 produto (Figura 16). O
valor de DHAA inicial encontrado correspondia a 2,21 * 1,70 mg/100g produto (6,51% da
vitamina C total). As concentragdes do acido L-ascorbico e vitamina C total foram diminuindo
ao longo do tempo. J& o conteido de DHAA foi aumentando com o periodo de
armazenamento (Figura 16). O decréscimo do L-AA no final da andlise foi de 45,62%
(3,04%/dia) e 32,03% (2,14%/dia) no caso da vitamina C total. No final dos quinze dias de
andlise o nivel de DHAA encontrado foi 5,82 + 1,40 mg/100g produto (25,21% da vitamina C
total). Os valores médios encontrados para o L-AA, vitamina C total e DHAA foram,
respectivamente, 24,12 * 5,64; 27,82 + 4,29 e 3,70 + 1,44 mg/100 g produto (14,14% da

vitamina C total).
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Figura 17 - Degradagcdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de maracujd importado,
armazenadas a 4 °C, durante 15 dias.

No caso dos maracujas importados a concentragdo mdaxima de vitamina C também foi
encontrada no primeiro dia de andlise (Figura 17). Os valores encontrados foram 27,78 + 1,3 e
30,53 + 1,21 mg/100 g produto para o L-AA e vitamina C total, respectivamente. A
concentracdo de DHAA encontrada foi 2,75 + 1,96 mg/100g produto (9,01% da vitamina C
total). Tal como o verificado nos maracujas regionais, o contetido da vitamina C foi diminuindo
com o passar do tempo e o DHAA aumentando. No final da andlise, obteve-se um decréscimo
de 44,24% (2,95%/dia) para o L-AA e 29,97% (2,0%/dia) para a vitamina C total. O DHAA obtido
no final foi 5,89 mg/100 g produto (27,59% da vitamina C total). Os valores médios
encontrados para o L-AA, vitamina C total e DHAA foram, respectivamente, 22,02 * 4,65; 26,15
+3,36e4,13 + 1,34 mg/100 g produto (16,54% da vitamina C total).

Os teores do L-AA e vitamina C total encontrados em todos os dias de analise foram
inferiores aos dos maracujds regionais. As concentracées do L-AA encontradas nos maracujas
regionais foram, em média, 8,71 % superiores as dos maracujds importados. As perdas da
vitamina C também foram superiores no caso dos maracujas regionais. O pH das polpas pode
justificar estes resultados uma vez que a polpa de maracuja importada era mais acida (pH 2,68)
que a do maracuja regional (pH 3,01). Apesar da acidez, os teores de DHAA eram superiores
nos maracujas importados. Isto deve-se possivelmente ao facto dos maracujas regionais serem
mais “frescos” e ndo terem tanto tempo de armazenamento como os maracujds importados, o
gue contribui para o decréscimo dos valores de vitamina C e consequentemente aumento dos
valores do DHAA. E de notar que o DHAA obtido nos frutos é também resultante do processo
de preparacdo das amostras. Os resultados obtidos tanto nos maracujas regionais como
importados sdo ligeiramente inferiores aos obtidos por Valente et al [73] que encontraram em

maracujas originarios da Colémbia 36,3 + 0,62 mg L-AA/ 100 g produto. No entanto, sdo
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semelhantes aos valores indicados por Zeraik [98] (30,00 mg/100g) e Vasco [26] (30,00 — 40,00
mg/100g). Nestes trabalhos nido foram tidos em conta os valores da vitamina C total e
consequentemente do DHAA. Apesar disso, os valores encontrados neste estudo sao

superiores aos relatados na Tabela 3 (30 mg/100 g produto).

O congelamento da polpa de maracuja é um habito comum, tanto a nivel industrial
como a nivel doméstico, visto que a refrigeracao ndo é suficiente para retardar as alteracoes
biolégicas e quimicas que ocorrem durante o armazenamento. O método desenvolvido neste
estudo também foi aplicado a andlise de polpa de maracuja regional congelada (-18 2C),

adquirida num supermercado local. A Figura 18 apresenta os resultados dessa andlise.

Polpa de Maracuja

Concentragao
(mg/100 g produto)
(9]

Tempo (dias)

Figura 18 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) na polpa de maracuja regional conservada a -
18 °C.

O conteldo de acido L-ascorbico da polpa de maracuja foi 8,87 + 1,61mg/100 g
produto e 10,27 + 1,16 mg/100 g produto de vitamina C total. O DHAA obtido foi 1,39 + 0,58
mg/100g produto que correspondia a 13,59% da vitamina C total (Figura 18). Apesar de ndo
terem sido medidos os valores antes do processamento da polpa e baseando-se nos resultados
obtidos, podemos concluir que mesmo a temperatura de -18 2C ocorreu a degradac¢do do
conteuddo de L-AA e vitamina C total. Essa perda pode ter ocorrido durante o processamento
ou armazenamento da polpa. Segundo Davey [3], mesmo a temperaturas negativas ocorrem
reaccdes quimicas apesar de serem retardadas pelas baixas temperaturas. A condicdo da
embalagem é outro factor que pode influenciar a estabilidade da vitamina C. A embalagem de
plastico transparente ndo é adequada pois ndo mantém o produto protegido da luz nem da
humidade. Outra hipdtese é a presenca de oxigénio dissolvido no produto ou no espaco livre
da embalagem, favorecendo reac¢des aerdbicas de degradacgdo. Além disso, o pH da polpa
congelada (3,50) era superior ao da polpa in natura (2,68). A adicdo de agua a polpa pode ter

contribuido para o aumento do pH e consequente oxidacdo do L-AA. Os teores de DHAA
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encontrados sdo inferiores aos observados durante a analise dos frutos in natura (6,51 -
25,21% da vitamina C total), mostrando que o congelamento retardou as reac¢des de oxidagdo
do L-AA. Outra hipotese é que o DHAA tenha sofrido degradacdo tendo em conta a
instabilidade desta molécula durante o processamento e longos periodos de armazenamento

(aproximadamente 1 ano).
4.2.1.2. Agrides

O agrido (Nasturtium officinale R. Br.) é um vegetal folhoso que cresce em ambientes
aquaticos, sendo um vegetal com grande aplicagdo na culindria portuguesa O agrido é uma
fonte natural de vitaminas (A, C), minerais (ferro, iodo, célcio) e fitoquimicos benéficos (luteina
e carotendides). Normalmente tem uma vida Util curta (aproximadamente 7 dias) que pode ser
estendida através do congelamento permitindo um periodo mais longo para distribuicdo e
armazenamento [99, 100]. Nao foi possivel a andlise de agrido importado neste estudo pois
todo o agrido consumido na RAM é produzido localmente e ndo se encontra nos mercados
agrido proveniente de fora da ilha. A variagao da vitamina C no agrido, ao longo de 5 dias

consecutivos, foi avaliada e os resultados encontram-se descritos na Figura 19.

Agrides Regionais

DHAA
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(mg/100 g produto)

HL-AA
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Figura 19 - Degradacdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras agrido, armazenadas a
temperatura de 42C, durante 5 dias.

Ao contrario dos maracujas, os agrides e os produtos estudados posteriormente, ndo
foram analisados no dia da preparacdo das amostras. Devido a problemas de disponibilidade
do aparelho cromatografico decidiu-se conservar os extractos na arca frigorifica (-80 2C) até ao
dia da analise. Este novo método permitiu estudar a variacdo da vitamina C nos produtos
hortofruticolas durante a sua vida util, tornando assim o periodo de estudo de cada produto

mais curto.
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Os extractos correspondentes ao primeiro dia apresentavam 63,16 + 1,63 mg L-AA/
100 g produto de L-AA; 66,56 + 1,96 mg vitamina C total/100g produto e 3,40 + 1,84 mg
DHAA/100g produto (Figura 19). A concentragdo maxima obtida de L-AA foi no dia 1, enquanto
para a vitamina C total foi no dia 2 (67,0 + 2,31 mg/100g produto). Apds 5 dias, as perdas totais
de vitamina C total foram de 5,98% e o DHAA obtido no final correspondia a 20,75% da
vitamina C total (12,99 + 0,75 mg/100 g produto). O decréscimo da vitamina C (5,98%) ao
longo dos 5 dias foi pouco significativo, pois a concentracdo do DHAA aumentava praticamente
na mesma proporgao que o decréscimo do L-AA. Ja as concentra¢des do L-AA diminuiram
bastante (21,48%) com perdas médias didrias de 4,30%. Os valores médios obtidos foram
57,43 + 5,29mg L-AA/100g produto, 65,42 + 1,82 mg vitamina C total/ 100 g produto e 7,99
3,59 mg DHAA/100 g produto (12,33% da vitamina C total). Os valores de L-AA encontrados
neste estudo foram superiores aos encontrados por Franke [41] (12,3 — 18,4 mg/100g produto)
e Gongalves [100](36,75 mg/100 g produto) e inferiores aos indicados por Martinez-Sanchez
[101] (81 mg/100 g produto). Ja as concentracdes da vitamina C total estdo de acordo com os
descritos por Gongalves [100] (64,83 mg/100g produto) e inferiores aos de Martinez-Sanchez
[101](104 mg/100g). Os teores de DHAA relatados por Gongalves [100] (43,31% da vitamina C
total) sdo o dobro dos descritos no presente estudo. Martinez-Sanchez et al [101] encontraram
23 mg DHAA/100 g produto, que correspondem a 22,12% da vitamina C total dos agrides.
Estes valores sdo semelhantes aos obtidos no ultimo dia de analise do presente estudo.

As perdas verificadas e elevados niveis de DHAA podem estar relacionados com o curto
prazo de validade do agrido. Devido a sua fragilidade e facil deterioracdo as taxas de
degradacdo do L-AA no agrido sdo elevadas, mas os niveis de vitamina C mantiveram-se
praticamente constantes. Além disso, a sua elevada drea superficial, elevada quantidade de
ferro e actividade enzimatica (peroxidase) podem ter um papel decisivo na oxidagdo do L-AA a

DHAA.

4.2.1.3. Pimentos Verdes

O pimento (Capsicum annuum L.), frequentemente designado por pimentdo, é uma
cultura agricola muito popular, devido a sua cor, sabor e valor nutricional. Os varios cultivares
produzem vegetais com diferentes cores sendo as mais conhecidas o verde, o amarelo e o
vermelho. Os pimentos sdo uma boa fonte de antioxidantes importantes para a dieta humana,
como a vitamina A, vitamina C, compostos fendlicos e carotendides que, sdo responsaveis pela
sua coloracdo [102]. Os pimentos frescos sdo dos vegetais que tém maior teor de vitamina C

[103].
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A analise da degradacao da vitamina C foi testada ao longo de cinco dias consecutivos
em pimentos verdes regionais e importados. Os resultados obtidos encontram-se descritos nas

Figuras 20 e 21.
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Figura 20 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de pimento verde regional,
armazenadas a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Pela andlise da Figura 20, podemos verificar que os pimentos verdes sdo uma
excelente fonte de vitamina C (L-AA e DHAA). No inicio do estudo foram encontrados 119,91 +
13,13 mg/100 g produto de L-AA e 124,52 + 13,10 mg/100 g produto de vitamina C total. Os
niveis de DHAA iniciais (4,61 + 0,83 mg/100 produto) correspondiam a 3,70% da vitamina C
total. Ao longo do tempo as concentra¢des de L-AA e vitamina C total foram diminuindo. O
decréscimo foi notdvel sobretudo a partir do dia 3. No final do estudo, a reducdo foi de 25,02%
(5%/dia) para o L-AA e 11,28% para a vitamina C total (2,27%/dia). O aumento do DHAA
também tornou-se mais significativo apds o terceiro dia, resultando numa concentragao final
de 20,57 * 0,82 mg/100 g produto (18,62% da vitamina C total). Os valores médios
encontrados nos pimentos verdes regionais foram 104,26 = 12,44 mg/100g produto de L-AA,
116,97 + 6,13 mg/ 100 g produto de vitamina C total e 12,71 + 6,37 mg/100 g produto de
DHAA (11,11% da vitamina C total).
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Pimentos Verdes Importados
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Figura 21 - Degradacdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de pimento verde importado,
armazenadas a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Os pimentos verdes importados também apresentavam valores de vitamina C elevados
(Figura 21), ultrapassando os verificados nos cultivares regionais. Inicialmente obteve-se,
respectivamente, para o L-AA, vitamina C total e DHAA 122,43 + 12,81 mg/100 g produto,
127,71 £ 12,9 mg/100 g produto e 5,28 * 0,76 mg/100 g produto. O valor de DHAA
correspondia 4,13% da vitamina C total inicial. A concentragdo maxima de vitamina C total
(129,28 + 10,1 mg/100 g produto) foi obtida no segundo dia de analise. No caso dos pimentos
verdes importados, o padrao da degradacdo da vitamina C foi semelhante ao dos pimentos
verdes regionais. A degradacdo do L-AA e aumento do DHAA foram notaveis principalmente a
partir do terceiro dia. As perdas de L-AA totais foram de 26,61% (5,32%/dia) e 10,99%
(2,20%/dia) para a vitamina C total. O DHAA obtido na ultima andlise (dia 5) correspondia a
20,96% da vitamina C total (23,83 + 0,94 mg/100 g produto). Os valores médios obtidos nos
cinco dias de analise para o L-AA, vitamina C total e DHAA nos pimentos regionais foram,
respectivamente, 107,40 = 13,77; 122,01 + 6,47 e 14,61 + 7,48 mg/100g produto (12,25% da

vitamina C total).

Em termos de comparagdo, os pimentos importados eram mais ricos em L-AA e
vitamina C total que os regionais. Em média, o teor de L-AA e vitamina C total nos pimentos
importados eram 2,93% e 4,13% superiores aos pimentos regionais, respectivamente. Isto
pode estar relacionado com as condi¢Ges de crescimento de cada um dos produtos. Os valores
de DHAA iniciais também eram maiores nos pimentos importados provavelmente devido ao
maior tempo de armazenamento. As maiores perdas também se verificaram nos pimentos
verdes importados, o que pode estar associado com o seu grau de amadurecimento visto que

foram colhidos ha mais tempo que os pimentos regionais. Os pimentos sdo sensiveis a danos
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causados pelo frio, quando armazenado a temperaturas inferiores a 7 2C, originando
descoloracao dos tecidos e depressdes no pericarpo [104]. O corte das amostras aliado ao
tempo de armazenamento pode ser a principal causa das grandes perdas e valores de DHAA
verificados em ambos os cultivares. A partir do terceiro dia, o estado de conservacdo dos
produtos foi piorando muito provavelmente devido ao corte dos pimentos que contribuiu para
a deterioracdo dos tecidos. A ruptura das paredes celulares causada pelo corte ou fatiamento
aumenta a actividade enzimatica e o stress oxidativo, promovendo maiores perdas da vitamina
C. Os cultivares estudados neste trabalho continham um conteuddo superior de L-AA que
outros relatados na literatura: 109,4 — 115,5 mg/100 g [103]; 108,66 mg/100g produto [105];
77,96 - 100,13 mg/100g produto [102] e 51,3 mg/100 g produto [106]. J4 no caso do DHAA as
concentragdes obtidas neste estudo, em ambos os cultivares, sdo semelhantes as indicadas
por Marin [106] (5,85% da vitamina C total) e Gokmen [35] (8% da vitamina C total). Martinez
et al [105] relataram também que os pimentos verdes armazenados a 49C durante 20 dias
sofreram perdas de cerca de 11% do conteldo de vitamina C. Estas perdas foram inferiores as
verificadas no presente estudo pois os produtos eram mantidos inteiros durante o
armazenamento. Além disso, a medicdo da vitamina C foi feita através de um método

espectrofotométrico, que esta sujeito a vdrias interferéncias e é pouco preciso.

4.2.1.4. Pimentos Vermelhos

Os pimentos vermelhos sdao conhecidos por serem uma excelente fonte de vitamina C,
apresentando niveis superiores aos dos pimentos verdes, laranjas e morangos [3]. Os
resultados obtidos da andlise dos pimentos vermelhos regionais e importados encontram-se

descritos, respectivamente, nas Figuras 22 e 23.

Pimentos Vermelhos Regionais
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Figura 22 - Degradacdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de pimentos vermelhos regionais,
armazenadas a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.
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Os conteldos iniciais de L-AA, vitamina C total e DHAA dos pimentos vermelhos
regionais foram bastante elevados (Figura 22). No primeiro dia de andlise, as concentragdes
dos analitos eram as seguintes: 214,79 + 13,24 mg L-AA/100g produto; 221,76 + 12,30 mg
vitamina C total/100 g produto e 6,97 + 1,76 mg DHAA/100 g produto. O DHAA obtido
correspondia a 3,14% da vitamina C total. O decréscimo do L-AA e vitamina C foi proporcional
ao tempo de armazenamento, verificando-se perdas totais de 24,97% (4,99%/dia) e 11,57%
(2,31%/dia), respectivamente, no final do estudo. J& o DHAA aumentou substancialmente,
correspondendo a 17,82% da vitamina C total (34,95 + 5,26 mg/100g produto). Os valores
médios obtidos durante o estudo foram 189,80 + 20,91; 212,06 + 10,03 e 22,26 + 11,65
mg/100 g produto de L-AA, vitamina C total e DHAA, respectivamente. O contelido médio de
DHAA correspondia a 10,70% da vitamina C total.
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Figura 23 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nos pimentos vermelhos importados,
armazenados a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Pela andlise da Figura 23 podemos verificar que, tal como o cultivar regional, os
pimentos importados sdo ricos em vitamina C, apresentando a concentracdo maxima deste
nutriente as 24 horas: 223,65 + 16,51 mg L-AA/100 g produto e 231,80 * 11,23 mg vitamina C
total /100 g. A concentragdo inicial de DHAA (8,15 + 1,25 mg/100g produto) correspondia a
3,52% da vitamina C total inicial. A degradagdo da vitamina C nos pimentos vermelhos seguiu o
mesmo padrdo que nos produtos anteriores. As perdas totais verificadas foram de 25,40%
(5,08%/dia) para o L-AA e 11,60% (2,32%/dia) no caso da vitamina C total. J4 o DHAA final
correspondia a 18,57% da vitamina C total (38,07 + 6,88 mg/100 g produto). As concentragGes
médias verificadas no periodo do estudo para o L-AA, vitamina C total e DHAA foram,
respectivamente, 196,31 *+ 22,11; 222,13 + 10,85 e 25,83 + 12,21 mg/100 g produto (11,83%

da vitamina C total.
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Os valores obtidos neste cultivar foram sempre superiores aos verificados no cultivar
regional, com a excepcao do DHAA. As concentracdes de L-AA e vitamina C total dos pimentos
importados eram, em média, 3,32% e 4,75% superiores aos verificados nos pimentos regionais,
respectivamente. Isto pode estar relacionado com as condi¢cdes ambientais e de cultivo de
cada um dos cultivares. As maiores perdas também se verificaram nos pimentos vermelhos
importados, o que pode estar associado com o seu grau de amadurecimento visto que foram
colhidos hd mais tempo que os pimentos regionais. Com o amadurecimento dos frutos o pH
das polpas decresceu (6,23 — 5,08), sendo as polpas regionais mais acidas que as importadas.
Tal como verificado nos pimentos verdes, a partir das 72 horas a deteriora¢ao dos vegetais era
mais acentuada com alteragdes na firmeza e textura dos vegetais. A ruptura das células liberta
enzimas que promovem a deterioragdo dos produtos, nomeadamente ascorbato oxidase,
peroxidase e citocromo oxidase. Segundo Martinez [105] a refrigeragdo dos pimentos
vermelhos durante 20 dias resultou em perdas de 15% no teor de vitamina C, sendo inferior as
perdas verificadas neste trabalho. O corte dos pimentos vermelhos pode ser a causa das

elevadas taxas de degradagao da vitamina C e teores de DHAA encontrados.

Os dados disponiveis na literatura sobre o teor do acido L-ascérbico nos pimentos
vermelhos apresentam uma grande variacdo, sendo mais frequentemente descritos valores
entre 100 - 200 mg/100 g pimentos. Os valores obtidos nos pimentos regionais e pimentos
importados para o L-AA sdo muito superiores aos descritos por Fenoll [19] (129,21 mg/100 g),
Zhang [103] (187,1 - 191,2 mg/100 g), Péréz-Lopez [102] (120,65 — 148,85 mg/100 g) e
Martinez [105] (159,63 mg/100g produto). Apesar disso, as concentracdes relatadas no
presente estudo encontram-se dentro dos limites da Tabela 3 (128 - 240 mg/100g). Ja no caso
do DHAA as concentragBes obtidas neste estudo, em ambos os cultivares, sio metade das

verificadas por Fenoll [19](43% da vitamina C total).

4.2.1.5. Anonas

A anona (Annona cherimola mill) é um fruto cultivado em diferentes areas tropicais em
todo o mundo, principalmente no Peru e Equador. Esta fruta é conhecida sua polpa cremosa,
muito doce e de sabor agradavel, sendo utilizada na producdo de bebidas e sobremesas [107,
108]. E uma fruta rica em célcio, fésforo, aclcares, e fitoquimicos benéficos para a satide como
aminodacidos e polifendis [108, 109]. Tem também aplicacdes na medicina tradicional,
principalmente no tratamento de ulceras digestivas [107]. A anona é um fruto com um periodo

de validade muito curto, pois amadurece rapidamente (3 - 6 dias mantidos a 18 2C — 20 9C)
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devido as altas taxas de respiracdo e producdo de etileno. E um fruto que sofre faciimente
escurecimento enzimatico, devido a presenca da enzima polifenoloxidase (PPO, E.C. 1.14.18.1)
gue provoca a oxidagdo dos fendis originando melanoidinas (pigmentos escuros). Além disso, o
seu armazenamento a baixas temperaturas por longos periodos é impossivel, pois sdo frutos
sensiveis ao frio. A temperatura minima de armazenamento da anona varia entre 7 — 12 °C. A
aplicacdo de temperaturas mais baixas provoca alteracdes na cor, textura e sabor do fruto
resultando na diminuicdo do valor nutricional e modificacdo das propriedades organolépticas e
sensoriais [109]. Como tal, a anona foi mantida a temperatura ambiente durante o estudo. A
Figura 24 mostra os resultados obtidos no estudo da variagdo da vitamina C ao longo de cinco

dias consecutivos.
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Figura 24 - Degradac¢do da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de anona, armazenadas a
temperatura ambiente, durante 5 dias.

No inicio da andlise, as concentra¢des obtidas foram 21,00 + 0,98 mg L-AA/100 g
produto, 25,43 + 2,34 mg vitamina C total/100 g produto e 4,34 = 1,76 mg DHAA/100 g
produto (17,42 % da vitamina C total). As perdas totais de L-AA e vitamina C total foram
elevadas estando relacionadas com o facto das anonas permaneceram a temperatura
ambiente. Estudos relataram que as perdas da vitamina C ocorrem ao longo do
amadurecimento deste fruto [109]. Além disso, o corte dos frutos e a sua facil predisposicdo
para o escurecimento enzimatico favoreceram o seu amadurecimento e deteriora¢do. Estas
condicBes sdao muito propicias também para a degradacao da vitamina C resultando em perdas
de 57,43% (11,49%/dia) do L-AA e 35,31% (7,06%/dia) para a vitamina C total, no final do
estudo. Os valores de DHAA obtidos na dultima andlise também foram elevados,
correspondendo a 45,65% da vitamina C total (7,51 1,07 mg/100g produto). Os teores médios
encontrados para o L-AA, vitamina C total e DHAA foram, respectivamente, 16,01 + 4,82; 22,69
+ 3,61 e 6,67 £ 1,89 mg/100 g produto (29,40% da vitamina C total). A concentragdo de L-AA

obtida no primeiro dia foi quase o dobro da concentracdo relatada na Tabela 3 (10 — 13
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mg/100 g produto). Os valores médios verificados neste estudo sdo superiores aos relatados
na literatura que variam entre 4 — 6 mg/100 g produto [26] e 4 - 17 mg/100g produto [109].
Recentemente, Amoo et al [110] indicaram no seu estudo anonas com 42,38 mg vitamina C/
100 g produto. Este valor é praticamente o dobro do verificado neste trabalho. Ndo foram

encontrados trabalhos que tenham em conta o conteddo do DHAA em anonas.

4.2.1.6. Morangos

O morango (Fragaria x ananassa) é dos frutos com maior interesse e consumo a nivel
mundial. Além da cor atraente e sabor agraddvel, é também uma boa fonte de vitamina C,
flavondides e antocianinas. Além disso, apresenta uma actividade antioxidante bastante
elevada [13]. A variagdo da vitamina C ao longo de 5 dias de armazenamento (4 2C) foi
estudada em morangos regionais e importados. Os resultados do estudo encontram-se

descritos nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25 - Degrada¢do da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de morango regional,
armazenadas a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Pela andlise da Figura 25, as concentragdes maximas de L-AA (70,80 + 1,7 mg/100 g
produto) e vitamina C total (73,84 + 1,8 mg/100 g produto) foram obtidas no primeiro dia de
andlise. No mesmo dia, a concentracdo de DHAA (3,04 + 1,7 mg/100 g produto) correspondia a
4,12% da vitamina C total. Tal como verificados nos outros produtos, as concentracdes de L-AA
e vitamina C decresceram e o DHAA aumentou com o tempo de armazenamento. As perdas
verificadas nos morangos regionais apds 5 dias de conservagdo foram 16,61% para o L-AA
(3,32%/dia) e 8,80% para a vitamina C total (1,76%/dia). A concentragdo de DHAA final foi de
8,3 + 0,9 mg/100 g produto (12,33% da vitamina C total). Os valores de concentragdo médios
obtidos ao longo deste estudo foram 65,0 + 4,39; 69,94 + 2,44 e 4,94 + 2,15 mg/100 g produto
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para o L-AA, vitamina C total e DHAA, respectivamente. O DHAA correspondia em média a
7,15% da vitamina C total. Estas concentracdes estdo de acordo com os valores apresentados
na Tabela 3, que variam de 44 - 109 mg L-AA/100 g morangos. Os teores encontrados sdo
inferiores aos descritos por Franke [41] (80,1 mg L-AA/100g) e superiores aos relatados por
outros autores: 30,74 — 42,45 mg L-AA/100 g produto e 55,07 — 64,65 mg vitamina C total/100
g [111]; 52,7 - 57,2 mg L-AA/100g e 59,1 — 63,4 mg vitamina C total/100 g [13]; 53,9 mg L-
AA/100 g [112]. Os valores obtidos no presente estudo sdo até duas vezes superiores aos
encontrados por Gokmen [35] (29,0 mg L-AA/100 g). Os niveis de DHAA s3o semelhantes aos
indicados por Odriozola-Serrano [13] (3,7% - 16,25% da vitamina C total) e ligeiramente
inferiores aos encontrados por Gokmen [35] (18,6% da vitamina C total). No estudo realizado
por Cardoso [111], o DHAA constituia entre 34 - 44% da vitamina C total encontrada nos
morangos. Vasco et al [26] relataram valores muito semelhantes aos obtidos nos morangos

regionais (50 — 66 mg L-AA/100 g produto).
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Figura 26 - Degradac¢do da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas amostras de morango importado,
armazenadas a temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Os morangos importados apresentaram inicialmente as seguintes concentragdes:
53,54 + 1,53 mg L-AA/100 g produto, 56,02 + 1,59 mg vitamina C total/ 100 g produto e 2,48
mg DHAA/ 100 g produto (Figura 26). Os teores de L-AA e vitamina C total encontrados
inicialmente nos morangos importados sdo inferiores aos teores dos morangos regionais. Ja no
caso do DHAA verifica-se o contrario, o valor inicial corresponde a 4,43% da vitamina C total.
Ao longo do estudo a degradacdo da vitamina C foi aumentando. As perdas totais verificadas
foram de 16,15% (3,23%/dia) para o L-AA e 7,69% (1,54%/ dia) no caso da vitamina C total. Jd o
DHAA final correspondia a 13,19% da vitamina C total (6,82 = 1,42 mg/100 g produto). As
concentracdes médias verificadas no periodo do estudo para o L-AA, vitamina C total e DHAA

foram, respectivamente, 48,88 * 3,34; 52,84 + 2,07 e 3,96 + 1,68 mg/100 g produto (7,56% da
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vitamina C total). Os conteudos obtidos neste cultivar foram sempre inferiores aos verificados
no cultivar regional, com a excep¢do do DHAA. Os teores de L-AA dos morangos regionais
foram, em média, 24,8% superiores aos verificados nos morangos importados. Isto pode estar
relacionado com o facto de estes morangos terem sido colhidos mais cedo que os morangos
regionais e também com as diferengas de cultivo e ambientais. Os morangos regionais foram
colhidos mais maduros e tiveram mais tempo para se desenvolver e produzir vitamina C na
planta. Nos morangos, o conteddo de L-AA atinge um nivel mdximo quando o fruto estd
completamente maduro. Depois o seu teor comega a diminuir, em simultdneo com a
deterioragao dos tecidos [8]. Os teores de DHAA obtidos resultam provavelmente de um maior
periodo de armazenamento e condi¢gbes de manuseamento pds-colheita uma vez que os
morangos sdo produtos bastante susceptiveis a degradagdo [3]. Além disso, as perdas
verificadas foram superiores no caso dos morangos regionais, que apresentavam um pH mais

elevado.

Os teores dos analitos de interesse, encontrados nos morangos importados, foram
inferiores aos relatados por Franke [41] e Odriozola-Serrano [13], com excep¢do do DHAA, e
muito superiores aos descritos por Gokmen [35]. Ja Leong et al [112] indicaram valores muito
semelhantes ao dos morangos importados. Cardoso et al [111] relataram nos morangos
estudados conteludos de DHAA muito superiores aos encontrados nos dois cultivares. Os
valores de L-AA obtidos nos morangos importados estdo dentro da faixa obtida por Odriozola-
Serrano [113] (50,1 — 54,6 mg/100g produto). Este autor desenvolveu um estudo para avaliar a
retencdo da vitamina C em morangos armazenados em atmosferas modificadas (4 2C) durante
21 dias. Apds 5 dias de anadlise, as perdas resultantes foram superiores as verificadas no
presente estudo, principalmente nos morangos conservados em atmosferas ricas em oxigénio.
Isto revela o papel do oxigénio na oxidacdo do acido L-ascorbico. Além disso, os morangos
eram cortados antes do armazenamento, o que promoveu ainda mais a degradacdo da

vitamina C devido a maior exposi¢cdo ao oxigénio.

4.2.1.7. Papaias

A papaia (Carica papaya L.) é um fruto tropical que apresenta elevados niveis de
vitamina C e A e carotendides, como o B-caroteno e licopeno. Estes compostos sdo os
responsaveis pelo poder antioxidante das papaias. A sua polpa laranja, doce e sumarenta pode

ser consumida in natura, em saladas ou sumos [24]. As Figuras 27 e 28 descrevem os
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resultados obtidos no estudo da estabilidade da vitamina C na papaia regional e importada

armazenada durante 5 dias a temperatura de 4 2C.
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Figura 27 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas papaias regionais, armazenadas a
temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

O conteldo de vitamina C apresentado pelas papaias regionais foi elevado. O extracto
correspondente as 24 horas continha 118,86 + 13,47 mg L-AA/100 g produto, 123,35 + 10,52
mg vitamina C total/ 100g produto e 4,49 * 1,43 mg DHAA/ 100g produto (3,64% da vitamina C
total). Pela observagao da Figura 27 é possivel notar o decréscimo do L-AA e vitamina C ao
longo do tempo. A redugdo destes analitos foi mais acentuada a partir do terceiro dia de
analise, pois o estado de conservagdao das amostras foi piorando. No final das andlises as
amostras encontravam-se bastante deterioradas provavelmente devido ao corte dos frutos.
Isto resultou em perdas totais de 30,63% (6,13%/dia) para o L-AA e 19,46% (3,89%/dia) para a
vitamina C total. No final da andlise a concentracdo de DHAA (16,89 * 4,12 mg/100 g produto)
correspondia a 17% da vitamina C total. Isto estd em concordancia com o facto que a
guantidade de DHAA nos produtos aumenta com o periodo de armazenamento e o corte dos
produtos promove a oxidacdo adicional do L-AA. Os valores médios obtidos para a L-AA,
vitamina C total e DHAA foram, respectivamente, 104,19 + 14,71 mg/100g produto; 114,69 +
9,53 mg/100 g produto e 10,50 + 5,49 mg/100 g produto (9,51% da vitamina C total).

89



Papaias Importadas
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Figura 28 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nas papaias importadas, armazenadas a
temperatura de 4 2C, durante 5 dias.

Pela analise da Figura 28, os teores de L-AA, vitamina C total e DHAA obtidos nas
papaias importadas (dia 1) sdo os seguintes: 95,87 + 5,45 mg/100g produto; 99,82 + 7,00
mg/100g produto e 3,95 + 1,43 mg/100g produto (3,96% da vitamina C total). O padrio de
degradacdo da vitamina C foi semelhante ao verificado nas papaias regionais, no entanto, as
perdas totais resultantes foram maiores no caso do L-AA (32,07%) e vitamina C total (19,52%).
Isto traduziu-se em perdas médias diarias de 6,41% para o L-AA e 3,90% para a vitamina C
total. O conteldo final de DHAA (15,21 + 2,90 mg/100 g produto) correspondia a 18,93% da
vitamina C total. As concentra¢cdes médias obtidas para as papaias importadas neste estudo
foram 84,42 + 12,27 mg L-AA/100g produto; 93,77 * 7,75 mg vitamina C total/100 g produto e
9,35+ 5,19 mg DHAA/100 g produto (10,35 % da vitamina C total).

Tendo em conta os resultados, as papaias regionais contém maior quantidade de L-AA
e vitamina C total que as papaias importadas. No caso do DHAA acontece o inverso,
verificando-se que tanto o conteddo inicial como final deste analito é superior nas papaias
importadas. As variagcbes encontradas podem ser explicadas pelo tipo de solo, condi¢Ges
ambientais e estado de amadurecimento dos frutos. Tanto no cultivar regional como no
cultivar importado é notdvel o decréscimo da vitamina C e aumento do DHAA apés o terceiro
dia de armazenamento (Figuras 27 e 28), resultante da deterioracdo provocada pelo corte das
amostras. Observou-se que as papaias sofreram mudangas na firmeza, o que esta relacionado
com a actividade de duas enzimas: poligalacturonase e pectilmetileterase e com o aumento da
respiracdo e da producgdo de etileno [114]. Os resultados obtidos para o L-AA e vitamina C total
nos dois cultivares coincidem com os valores obtidos por Hernandez [38] (80 -151 mg L-
AA/100 g produto e 86 — 154 mg vitamina C total/100 g produto). Os niveis de DHAA indicados

por este autor (3,45 — 7,77% da vitamina C total) sdo semelhantes aos encontrados no
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presente estudo. Oliveira et al [115] relataram valores inferiores para o L-AA (79,1 mg/100 g
produto), vitamina C total (80,2 mg/100 g produto) e DHAA (1,6% da vitamina C total). Os
valores descritos no presente estudo para o L-AA foram superiores aos documentados por
outros autores: 62,7 - 80,7 mg/100 g produto [41] e 25,1 — 58,6 mg/100 g produto [116]. Os
valores reportados por Wall [24] (45,3 — 55,6 mg/100 g) e Valente [73] (64,2 — 77,1 mg/100g
produto) sdo também inferiores aos resultados encontrados no presente estudo. Estes ultimos

trabalhos ndo tiveram em conta a analise do DHAA.

4.2.1.8. Limoes

O Limao (Citrus limon (L.) Burm. f) é a terceira espécie de citrinos com maior produgdo
a nivel mundial, apds a laranja e tangerina [117]. O lim3o é uma fonte rica em nutrientes e
fitoquimicos, nomeadamente, vitamina C, minerais, fibras alimentares, flavondides, dleos
essenciais e carotendides. Os beneficios do limdo na saide humana estdo relacionados com a
presenca natural de compostos com propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, anti-virais,
entre outras [117, 118]. As Figuras 29 e 30 demonstram a varia¢do dos teores de vitamina C

total encontrados nestes frutos ao longo dos 5 dias do estudo.
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Figura 29 - Degradacdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nos limdes regionais, armazenados a
temperatura de 4 °C, durante 5 dias.

Os limOes regionais apresentaram um bom conteldo de vitamina C (Figura 29).
Inicialmente os valores de L-AA, vitamina C total e DHAA obtidos foram, respectivamente,
52,07 + 2,39; 52,77 + 2,11 e 0,7 = 0,16 mg/100g produto (1,33% da vitamina C total). O
decréscimo do L-AA (12,46%) e vitamina C (8,74%) verificado ao longo dos cinco dias nao foi
muito significativo. As perdas médias didrias foram 2,49% e 1,75% para o L-AA e vitamina C

total. Os niveis de DHAA obtidos no ultimo dia, correspondiam apenas 5,36% da vitamina C
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total (2,58 *+ 0,86 mg/100 g produto). Os valores médios obtidos nos limdes regionais para os
analitos de interesse foram: 49,38 + 2,76 mg L-AA/100 g produto; 50,74 + 2,03 mg vitamina C
total/100g produto e 1,35 = 0,76 mg/100 g produto (DHAA). O conteldo médio de DHAA

correspondia a 2,71% da vitamina C total.
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Figura 30 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nos limdes importados, armazenados a
temperatura de 4 eC, durante 5 dias.

Pela analise da Figura 30, os limdes importados também constituem uma boa fonte de
vitamina C. No primeiro dia de andlise obteve-se as seguintes concentra¢des: 55,97 + 2,22 mg
L-AA /100 g produto, 57,14 * 3,55 mg vitamina C total/100g produto e 1,17 + 0,88 mg
DHAA/100g. O acido desidroascérbico inicial correspondia a 2,05% do contetdo de vitamina C
total. Apds 5 dias de armazenamento, o decréscimo dos niveis de vitamina C nos limd&es
importados também foi baixo: 13,90% para o L-AA (2,78%/dia) e 10,22% para a vitamina C
total (2,04%/dia). No final do estudo, obteve-se 3,11 + 1,45 mg/100 g produto de DHAA, o que
correspondia a 6,06 % da vitamina C total. Os teores médios obtidos para o L-AA, vitamina C
total e DHAA obtidos no estudo foram, respectivamente, 52,45 + 3,23; 54,58 + 2,32 e 2,13 £
0,97 mg/100 g produto (3,90% da vitamina C total). As variagdes verificadas entre o cultivar

regional e importado ndo foram significativas.

Os limGes importados tinham em média 5,85% mais L-AA e 7,04% mais vitamina C total
que os limbes regionais. As maiores perdas verificaram-se nos limGes importados e os
conteddos de DHAA foram também sempre superiores neste cultivar. Os limdes importados
encontravam-se visivelmente mais maduros que os regionais e sabe-se que, nos citrinos o
conteldo de vitamina C total tende a aumentar com o amadurecimento dos frutos [8]. Os
resultados obtidos podem ser justificados pelo estado de amadurecimentos dos limdes

importados e também pelos seus valores mais altos de pH (2,41). Os baixos niveis de DHAA

92



encontrados nos dois cultivares podem estar relacionados com a acidez natural dos frutos

(2,37 - 2,41), que é eficaz na estabilizagdo do L-AA.

Os teores encontrados nos limdes (regionais e importados) estavam dentro dos limites
documentados na Tabela 3, que variam entre 35 — 62 mg/100 g amostra. Em ambos os casos,
as concentracdes médias obtidas neste estudo foram quase o dobro das relatadas por
Gonzélez-Molina [118] (17,06 — 31,17 mg L-AA/100 g e 19,53 — 34,96 mg vitamina C/100g
produto) e também superiores as descritas por Fenoll [19] (36,9 - 49,3 mg L-AA/100 g
produto). Leong [112] (49,6 mg/100 g produto) e Gékmen [35] (53,8 mg/100 g produto)
relataram conteddos de L-AA muito semelhantes aos obtidos neste estudo. Quantos aos
teores de DHAA, os valores obtidos inicialmente, em ambos os cultivares, foram bastante
semelhantes aos descritos por Fenoll [19] (2% da vitamina C total). No final da andlise as
concentragdes de DHAA aproximaram-se dos resultados obtidos por Gonzalez-Melina [118]

(6,5—10,8% da vitamina C total).

4.2.1.9. Brocolos

Os brécolos sdo dos vegetais verdes mais populares e consumidos a nivel mundial.
Como outras espécies da familia Brassicaceae, os brécolos sdo ricos em fitoquimicos como
vitaminas (C e E), quercetina, flavondides, carotendides, luteina, entre outros, que sao
benéficos para a saide humana [28]. A estabilidade da vitamina C foi estudada nos brdcolos
regionais e importados refrigerados, e os resultados encontram-se descritos nas Figuras 31 e

32.
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Figura 31 - Degradacdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nos brdcolos regionais, armazenados a
temperatura de 4 °C, durante 5 dias.
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Os conteldos iniciais (dia 1) de L-AA (72,38 + 9,68 mg/100 g produto) e vitamina C
total (76,37 + 10,38 mg/100g produto) dos brécolos regionais revelaram que estes sdo uma
boa fonte de vitamina C (Figura 31). A concentracdo inicial de DHAA foi 3,99 + 0,96 mg/100 g
produto, que correspondia a 5,22% da vitamina C total. A degradacdo do L-AA e vitamina C foi
aumentando com o periodo de armazenamento, resultando em perdas totais de 19,63%
(3,93%/dia) e 6,82% (1,36%/dia), respectivamente. A concentracdo de DHAA foi inversamente
proporcional a degradacdo do L-AA e vitamina C. No final do estudo, o teor de DHAA (12,99 +
3,53 mg/100g produto) correspondia a 18,25% da concentracdo da vitamina C total. As
concentracBes médias obtidas nos brécolos regionais foram: 66,33 + 5,60 mg L-AA/100 g
produto; 74,57 + 2,10 mg vitamina C total/100 g produto e 8,24 + 3,56 mg DHAA/100 g
produto. O DHAA representou em média cerca de 11,16% da vitamina C total encontrada nos

brdcolos regionais.
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Figura 32 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) brdécolos importados, armazenados a
temperatura de 4 °C, durante 5 dias.

No primeiro dia de analise (Figura 32) os brécolos importados tinham também teores
elevados de L-AA (77,61 = 5,07 mg/100 g produto) e vitamina C total (82,40 + 4,53 mg/100 g
produto). A concentragdo de DHAA obtida inicialmente foi 4,79 + 1,64 mg/100 g produto
(5,81% da vitamina C total). A degradagao do L-AA (20,29%) e vitamina C total (7,16%) ao longo
do estudo foram significativas. Isto resultou em perdas diarias de 4,06% e 1,43% para o L-AA e
vitamina C total, respectivamente. A concentragdo final de DHAA correspondia a 19,14% da
vitamina C total (14,64 + 2,20 mg/100 g produto). Os teores médios obtidos neste estudo para
o L-AA, vitamina C total e DHAA foram, respectivamente, 71,08 + 6,24 mg/100 g produto;
80,22 + 2,34 mg/100 g produto e 9,15 + 3,93 mg/100 g produto (11,52% da vitamina C total).

Os brécolos importados apresentaram valores de vitamina C superiores aos dos brdcolos
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regionais. Em média, os conteddos de L-AA, vitamina C total e DHAA eram 6,67%; 7,11% e

10,46% maiores que os verificados no cultivar regional.

As concentragbes de L-AA documentadas por Zhang [25] (103 — 124 mg/100 g produto)
e Vallejo [119] (43 — 146 mg/100g produto) foram superiores as obtidas no presente estudo.
Por outro lado, os niveis de vitamina C obtidos nos dois cultivares estdo dentro dos valores
relatados por Singh [120] (25,5 — 82,3 mg/100 g produto). Koh et al [28], observaram grandes
variagdes nos contetdos de L-AA (13,37 — 110,30 mg/100 g produto) e vitamina C total (57,25
— 131,35 mg/100 g produto) nas amostras de brécolos estudadas. Os resultados obtidos por
este autor indicam que aproximadamente 33 - 62% da vitamina C presente nos brdcolos
encontra-se na forma DHAA. Estes valores foram superiores aos obtidos no nosso estudo (5,2 —
19,8%). Segundo Podsedek [121], a contribuicdo do DHAA para o contetdo vitamina C total
nos brdocolos varia entre 8 — 11,3%. Apesar do L-AA ser a forma predominante da vitamina C
nos bréocolos, o racio DHAA/vitamina C total tende a aumentar com o periodo de
armazenamento. Os elevados valores de DHAA sugerem que o L-AA é espontaneamente
convertido a DHAA nos brdcolos. Isto sugere que a taxa de oxidagao do L-AA é mais rapida que
a reducdo do DHAA provavelmente devido a diminuicao da actividade do ciclo ascorbato-
glutationa durante o armazenamento dos brdcolos. Além disso, tal como o agrido os brdcolos
sdo ricos em ferro e tém uma elevada actividade enzimatica que promove a degradacdo do L-
AA.

As variacGes relatadas por Franke [41] foram menores (41,2 — 63,8 mg/100 g produto)
gue no caso anterior. Estas diferencas estdo provavelmente relacionadas com a época de

colheita, métodos de cultivo e manuntengao pds-colheita.

Relativamente a degradacdo da vitamina C, os valores obtidos foram superiores aos
descritos na literatura. Galgano et al [122] encontraram perdas de 18% no conteldo de
vitamina C nos brdcolos apds 7 dias de armazenamento (6 2C). Ja Hussein et al [123] relataram
perdas de 8% em amostras frescas de brdcolos conservadas a 4 2C durante 8 dias. Segundo
Vallejo [124], o conteldo de vitamina C em brdécolos embalados reduziu cerca de 2% apds 7
dias de armazenamento a 1 2C. Apesar das discrepancias entre os resultados referidos, estes
dados estdo em concordancia com o facto da diminuicdo da temperatura e do tempo de

conservacao resultarem em perdas menores de vitamina C nos alimentos.

Os processos de cozimento dos vegetais afectam os seus niveis de antioxidantes,
nomeadamente a vitamina C. Os brdcolos sdo normalmente cozidos pelo sistema convencional

ou no microondas antes de serem consumidos. As perdas de L-AA sdo minimas quando os
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vegetais sdo cozidos sem agua (por exemplo a vapor ou microondas), enquanto as perdas
mdximas sdo associados com a cozedura pelo sistema convencional [33, 125]. O efeito da
cozedura dos brdcolos regionais sobre a retencdo da vitamina C foi também avaliado neste

estudo. Os resultados encontram-se descritos na figura e tabela sguintes.
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Figura 33 - Degradagdo da vitamina C total (L-AA + DHAA) nos brdcolos regionais apds cozedura. B:
Brdcolos crus; BC: Brécolos Cozidos; AC: Agua da Cozedura.

Tabela 17 - Efeito do cozimento dos brécolos sobre a vitamina C total durante 5 minutos. TC: tempo de
cozedura.

Brdcolos cozidos +

Brécolos ® Agua da cozedura®
Agua da cozedura®
TC (minutos) 0 5 5 5
L-AA 584+29 36,74+t4,4 16,4 +5,5 53,17 £ 4,2
vitamina C total 64,7 £3,5 38,85+6,4 16,9+5,7 53,67 £4,8
DHAA 63121 2,1+1,4 0,5%0,2 26+1,5

%0s dados s30 a media de 3 triplicatas (n = 3) + desvio-padrio

Pela analise da Figura 33 e Tabela 17, os brdcolos crus continham 58,38 + 2,9 mg L-
AA/100 g produto e 64,70 + 3,5 mg vitamina C total/ 100 g produto. O contelido de DHAA
correspondia a 9,78% da vitamina C total. O cozimento dos brdcolos, durante 5 minutos,
resultou em perdas nos conteldos de L-AA (37,07%), vitamina C total (39,95%) e DHAA
(66,61%). O teor final de DHAA correspondia a 5,43% da vitamina C total. Vérios autores
demonstraram que o conteddo de L-AA diminui drasticamente durante a cozedura,
dependendo de factores como o método de cozedura, tipo de alimento, temperatura,
oxigénio, pH, quantidade de 4dgua e tempo de cozedura, e outros factores que facilitem a

oxidacdo. E importante estudar a cinética da retencdo da vitamina C em varios produtos
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cozidos, uma vez que é dificil produzir um sistema modelo que inclua todos os vegetais [25,

125].

Os valores de vitamina C obtidos nos brdcolos cozidos neste estudo estdo de acordo
com os descritos pela base de dados DTU: 37,0 mg L-AA/100g e 39,6 mg vitamina C total/100g
[20]. O conteudo de DHAA representava 6,57% da vitamina C total, sendo ligeiramente
superior ao indicado no presente estudo (5,43% da vitamina C total). A reducdo verificada do
conteldo de L-AA foi inferior a obtida por Zhang [25]. Estes autores encontraram cerca de 103
mg L-AA/ 100g de brécolos e apds 5 minutos de cozimento o valor encontrado reduziu-se para
35 mg/100 g (- 65,9%). Galgano et al [122] verificaram perdas de vitamina C entre 34 - 37%, em
brécolos, apds cozimento em agua durante 15 minutos. Segundo Vallejo [124], o cozimento
dos brécolos, durante 5 minutos, pelo sistema convencional resulta em perdas menores para o
L-AA e vitamina C total (31,71% e 27,28%, respectivamente). Pelo contrario, os teores de DHAA
aumentaram cerca de 14,3% apds o cozimento. No caso de Franke et al [41] foram relatados
valores de L-AA entre 18 - 21 mg/100 g nos brdcolos cozidos e indicaram perdas de 63,24% do
conteudo de L-AA. As perdas verificadas sdo superiores as do presente estudo e podem estar

relacionados com o tempo de confecgdo e quantidade de dgua utilizada.

Constatou-se que, as perdas de vitamina C nos brécolos, durante o processo de
cozimento em 4gua, foram devidas sobretudo a lixiviagdo e ndo por degradacdo térmica,
conforme observado na Figura 33 e Tabela 17. A grande maioria da vitamina C perdida durante
o0 cozimento encontrava-se dissolvida na agua de cozedura (70,70% e 61,04% do conteudo
inicial de L-AA e vitamina C total, respectivamente), indicando que a solubilizacdo é o factor
gue mais contribui para as perdas da vitamina C no cozimento convencional. Dada a natureza
hidrosoluvel da vitamina C as maiores perdas ocorrem sobretudo por lixiviagdo e ndo por
causa da degradacdo térmica. Caso contrario, a quantidade L-AA e vitamina C total retidos na
agua seriam muito inferiores. Estes dados estdo de acordo com o descrito pela literatura, pois
sabe-se que um dos factores que mais influencia a perda de vitamina C durante a preparagao
dos alimentos é a lixiviagdo. Francisco et al [33] demonstraram que as maiores perdas da
vitamina C ocorrem durante a manipula¢do dos alimentos, devido a elevada solubilidade e
instabilidade deste nutriente.

No presente estudo, aproximadamente 29,3 % da vitamina C ndo estava presente nem
no vegetal nem na 4gua, tendo sofrido degradacdo. As maiores perdas verificaram-se no caso
da vitamina C total (39,0%), pois o DHAA sofreu maior degradagdo durante o processo. A
concentracdo de DHAA na agua de cozedura (0,46 + 0,22 mg/100 g produto) correspondia

apenas a 2,9% da vitamina C total. Isto pode estar relacionado com a temperatura e pH da

97



agua de cozedura que promoveram a sua degradacdo a DKG e outros produtos. A presenca de
ides nao contribuiu para a oxidacdo do L-AA pois a utilizou-se agua destilada no estudo. No
caso de Vallejo [124] verificou-se o contrdrio: apesar das perdas do L-AA e vitamina C total
verificadas terem sido menores a maior parte da vitamina C sofreu degradacdo originando
outros compostos, uma vez que a retencdo destes analitos na agua da cozedura era muito
baixa (apenas 12% e 30,5% dos conteudos iniciais de L-AA e vitamina C total,
respectivamente). Isto pode estar relacionado com o facto de estes autores utilizarem agua da
torneira que contém ides que contribuem para a degradag¢do da vitamina C. O DHAA presente

na agua de cozedura correspondia a 58,2% da vitamina C total.

4.2.2. Estudo da estabilidade do acido L-ascorbico nos extractos

A vitamina C é conhecida pela sua grande instabilidade e existem muitos factores que
influenciam negativamente esta propriedade. Muitos estudos tém sido realizados para
encontrar as condi¢des ideais para a estabilizacgdo do L-AA durante a sua andlise. A
temperatura é um factor chave para evitar a oxida¢do do L-AA e os estudos de estabilidade
realizados com altas temperaturas confirmaram um elevado grau de degradagao do L-AA [30].
A refrigeracdo das amostras durante a andlise parece melhorar a estabilidade do L-AA [40].
Com o objectivo de estudar o papel da temperatura na estabilizacdo da vitamina C, os
extractos de maracuja (regional e importado) e agrido foram conservados a diferentes
temperaturas durante o periodo de 2 meses. Foi também avaliada a degradac¢do do acido L-
ascorbico no injector a temperatura ambiente. Estabeleceu-se uma compara¢cdo com uma

solugdo padrdo de acido L-ascorbico (50 pg/mL) armazenada nas mesmas condicdes.

4.2.2.1. Estabilidade do acido L-ascérbico no injector

A estabilidade dos extractos de maracujd (regional e importado) enquanto
permaneciam no injector (temperatura ambiente) foi avaliada. A Figura 34 ilustra a

degradacdo do acido L-ascérbico durante o periodo de estudo (5 horas).
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Figura 34 - Recuperagdo do acido L-ascérbico em extractos de maracujd e solucgdo padrdo (50 pg/mL) a
temperatura ambiente durante 5 horas.

Uma hora apés o inicio do estudo a recuperacdo do L-AA nos extractos de maracuja
regional e importado foi, respectivamente, 98,90% e 98,97% (Figura 34). No caso da solugdo
padrdo a recuperagdo foi superior (99,40%) que no caso dos extractos. O decréscimo foi
aumentando com o passar do tempo, verificando-se perdas de 1,66% no extracto de maracuja
regional, 1,43% no extracto de maracujd importado e 1,09% na solucdo padrao apds 2 horas.
No final (5 horas) as perdas totais foram superiores no caso do extracto de maracuja regional
(4,09%), seguidas do extracto de maracuja importado (3,92%) e solucdo padrao (2,65%). As
diferengas obtidas entre os extractos e a solu¢do padrdao podem estar relacionadas com a
presenca de outras substancias que contribuam para a oxidac¢do do acido L-ascérbico. No caso
dos extractos, as variagdes ndo foram significativas mas podem ser atribuidas as diferencas de
pH, sendo este inferior no caso do extracto de maracujd importado. Tendo em conta os
resultados, podemos afirmar que o armazenamento dos extractos a temperatura ambiente
ndo é a melhor opc¢do visto que mesmo sob condi¢des acidas (pH 2,13) e ao abrigo da luz as
perdas ocorridas sdo significativas (mesmo apds uma hora). Segundo Iwase [40], uma solucdo
de L-AA é estavel a temperatura ambiente durante uma hora. Este facto estda em concordancia
com os resultados obtidos no presente estudo e como tal, os extractos nunca permaneciam no

injector por um periodo superior a meia hora.
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4.2.2.2. Estabilidade do acido L-ascérbico a 4 °C.

A degradacao do L-AA a 4 °C foi estudada nos extractos de maracuja regional e

importado e os resultados obtidos estdo descritos na Figura 35.
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Figura 35 - Recuperagdo do acido L-ascérbico em extractos de maracuja e solugdo padrdo (50 pg/mL)
armazenados a 4 2C durante 2 meses.

Apds 7 dias de armazenamento, a recuperagao do L-AA nos extractos de maracuja
(regional e importado) e solucdo padrao foram, respectivamente, 4,53 %; 3,87% e 2,16%
(Figura 35). Uma semana depois as perdas aumentaram para aproximadamente o dobro.
Passado um més as perdas foram ainda mais significativas, resultando em redugdes de 19,50%
(maracuja regional); 17,07% (maracuja importado) e 11,14% (solugao padrdo). Nota-se que a
partir dos 30 dias de armazenamento o declive das rectas aumentou, significando que as
perdas ocorridas a partir desta data foram ainda mais acentuadas. No final do teste de
estabilidade, as perdas totais foram superiores no extracto de maracuja regional (40,49%),
seguidas pelo extracto de maracuja importado (39,40%) e solucdo padrao (33,29%). Em todos
os dias de andlise observou-se que as perdas foram sempre superiores nos extractos do que na
solucdo padrdo. Sabe-se que o pH das amostras e outras caracteristicas especificas da matriz
afectam a estabilidade da vitamina C. A presenca de outras substdncias da matriz como
acuUcares, proteinas e minerais podem ser responsaveis pelo facto das perdas maiores se
verificarem nos extractos. Ndo foram encontradas diferencas significativas no decréscimo do
L-AA entre os extractos do maracuja regional e importado. No entanto, pela observagdo do
Gréfico 35 as perdas foram mais notdveis no caso do extracto de maracuja regional, apds os 30
dias de armazenamento. Isto pode ser explicado pelo facto do extracto de maracuja importado
ser ligeiramente mais 4cido (pH 1,6) que o extracto de maracuja regional (pH 1,7). Tendo em

conta os resultados obtidos, o armazenamento dos extractos a temperatura de refrigeracdo
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(4 2C) ndo é adequado para longos periodos de tempo. Apesar do procedimento mais correcto
ser a analise das amostras imediatamente a seguir a extraccdo, o armazenamento dos
extractos a 4 2C pode ser utilizado para guardar as amostras por um periodo inferior ou igual a
24 horas. Segundo Hernadndez [38], Davey [3] e Kall [54], uma solucdo de extraccao acida
(pH < 2) fornece uma boa estabilzagdo do L-AA em extractos mantidos a 4 2C e protegidos da
luz durante 24 horas. A acidificacdo do meio, o contacto minimo com a luz e oxigénio
contribuiram para que as perdas verificadas nos frutos fossem muito superiores as dos

extractos, apds o mesmo periodo de estudo.

4.2.2.3. Estabilidade do acido L-ascérbico a -20 2C.

O armazenamento das solugdes a temperatura de 42C ndo mostrou ser muito eficaz na
conservacao do acido L-ascérbico. Avaliou-se entdo o efeito da temperatura negativa (-20 2C)
na estabilizacdo desta molécula. Na Figura 36 estdo representados as recupera¢des do L-AA
obtidas ao longo dos dois meses. Apds 7 dias de armazenamento a redugdo do teor de acido L-
ascorbico nos extractos regional e importado foram, respectivamente, 3,08% e 2,72%. No caso
da solugdo padrdo as perdas foram apenas de 1,80%. Duas semanas apds o inicio do estudo as
perdas aumentaram para 4,04% no caso do extracto de maracuja regional; 4,73% no extracto
de maracujad importado e 3,58% na solugao padrdo. Pela analise da Figura 36, a partir do
primeiro més de armazenamento (30 dias) as diferengas entre os extractos e a solu¢do padrao
tornaram-se mais significativas. As reac¢bes entre o L-AA e outros constituintes da matriz
contribuem para a sua degradacdo que se tornou mais acentuada ao longo do tempo. No final
do estudo (60 dias), as perdas totais foram superiores no extracto regional (21,21%) e
importado (19,68%) seguido pela solugdo padrao (15,03%). Apesar das maiores perdas se
verificarem nos extractos, o padrdao do decréscimo do L-AA foi semelhante nas 3 solugGes.
Neste caso, a temperatura teve um papel mais importante na estabilizacdo do L-AA que o pH
das solugGes. A conservacgdo dos extractos e solugdo padrdo a temperaturas negativas (-202C)
retardou as reaccbes de oxidagdo do L-AA resultando em recuperacdes maiores do que no
caso anterior (Figura 35). Isto estd de acordo com a literatura que afirma que a diminuicdo da
temperatura reduz as perdas mas ndo é suficiente para impedir a degradacdo do L-AA [3, 8].
Este procedimento revelou ser um pouco mais eficaz que o armazenamento a 4 2C e pode ser

utilizado para guardar amostras por um periodo inferior a uma semana.
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Figura 36 - Recuperagdo do acido L-ascérbico em extractos de maracuja e solugdo padrdo (50 pg/mL)
armazenados a -202C durante 2 meses.

4.2.2.4. Estabilidade do acido L-ascérbico a -80 2C

Os extractos de agrido e todos os outros extractos preparados posteriormente, foram
conservados a temperatura de -80 2C até ao momento da andlise. Como tal, decidiu-se avaliar
o comportamento do L-AA no extracto de agrido regional e solugao padrao, durante 2 meses,

armazenados nesta temperatura. Os resultados obtidos estdo representados na Figura 37.
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Figura 37 - Recuperacdo do 4cido L-ascérbico em extractos de agrido regional e solucdo padrio (50
ug/mL) armazenados a -802C durante 2 meses.
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Uma semana apds o inicio do estudo a degradacdo do L-AA no extracto e solucdo
padrdo era inferior a 0,6% em ambos os casos. Na segunda semana do estudo, a recuperacao
obtida para o extracto e solugdo padrdo foi, respectivamente, 99,09% e 99,3% (Figura 37).
Mesmo assim, ao fim do primeiro més, a reducdo do L-AA no extracto (1,61%) e na solugdo
padrdo (1,20%) continuavam pouco significativas. As perdas eram minimas até as 4 semanas,
mas continuaram a aumentar com o tempo de armazenamento. No final da anadlise, a
degradacdo do analito resultou em perdas totais de 3,64% no extracto e 3,11% na solucdo
padrdao. A degradagdo foi superior no caso do extracto devido a presenca de outros
componentes da amostra além do L-AA que contribuem para a oxidagao desta molécula. O pH
da solugdo de agrido (1,80) era também superior ao da solu¢do padrdo (1,60). Apesar disso, as
diferencas verificadas entre o extracto de agrido e solugdo padrao nao foram significativas e
apresentaram um padrdo de degrada¢do semelhante. Os resultados obtidos indicam que o L-
AA é bastante estavel em extractos armazenados nestas condi¢des, provavelmente devido a
elevada acidez dos mesmos. A conservagdo ao escuro e sem contacto com o oxigénio também
evitaram perdas adicionais. Tal como esperado, a conservagao das amostras a -80 2C revelou
ser o método de conservagdao mais eficaz, verificando-se perdas muito inferiores as
encontradas nos outros casos (4 2C e -20 2C). Nesta temperatura (-80 2C) as reac¢des de
oxidacdo do L-AA s3do retardadas, pois a temperatura influencia a actividade enzimatica [3]. Tal
como relatado por Herndndez [38] este procedimento é capaz de estabilizar o L-AA em
ambientes acidos durante pelo menos um més. Phillips et al [12] estudaram a degradacdo do
L-AA em extractos conservados a -602C sob atmosfera de azoto e obtiveram resultados

semelhantes.

4.2.3. Discussao Geral

As frutas e legumes sofrem mudangas a partir do momento da colheita devido a
reac¢des bioquimicas e fisioldgicas. A temperatura é o factor extrinseco mais importante que
influencia a preservagao dos produtos hortofruticolas colhidos. Em termos gerais, a diminuicdo
da temperatura, melhora a retencdo da vitamina C (influencia as reac¢des enzimaticas,
respiracdo celular, entre outras), mas as perdas continuam a ocorrer. A retencdo da vitamina C
é frequentemente utilizada como uma estimativa para a retencdo global de nutrientes dos
alimentos, pois é dos nutrientes mais instaveis e altamente sensivel a oxidagdo. A sua
degradacdo comeca imediatamente apds a colheita e continua de forma constante durante o

armazenamento prolongado, mesmo em produtos congelados [3, 8].
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A dose didria recomendada (DDR) de vitamina C foi estabelecida de acordo com o
Conselho de Alimentacdo e Nutricdo do Instituto de Medicina [27]. Os valores indicados para
homens e mulheres adultos saudaveis sdo 90 mg/dia e 75 mg/dia, respectivamente. A Tabela
18 apresenta os valores médios obtidos de vitamina C total nos produtos analisados e as
respectivas contribuicdes para as necessidades didrias deste nutriente.

Tabela 18 - Conteldo de vitamina C total nos 9 produtos hortofruticolas analisados e a sua contribuigdo
(%) para a DDR da vitamina C em homens e mulheres adultos saudaveis.

Vitamina C total Contribuicao da vitamina C

produte (mg/100g produto)” Hom:_::)al " DII\)IITJIheres
Frutos
Anonas 22,7+3,6 25,2% 30,3%
Limd&es Regionais 50,7+2,0 56,3% 67,7%
Lim&es Importados 54,6 +2,3 60,6% 72,8%
Maracujas Regionais 28,0+4,1 31,1% 37,3%
Maracujas Importados 26,0+ 3,7 28,9% 34,7%
Morangos Regionais 69,9+2,4 77,7% 93,3%
Morangos Importados 52,8+2,1 58,7% 70,5%
Papaias Regionais 114,7 £ 9,5 127,4% 152,9%
Papaias Importadas 93,8+7,8 104,2% 125,0%
Horticolas
Agrides 65,4+1,8 72,7% 87,3%
Brocolos Regionais 74,6 £ 2,0 82,9% 99,5%
Brocolos Importados 80,3+2,2 89,3% 107,1%
Pimentos Verdes Regionais 117,0+6,1 130,0% 156,0%
Pimentos Verdes Importados 122,0+6,5 135,6% 162,7%
Pimentos Vermelhos Regionais 212,1+10,0 235,6% 282,8%
Pimentos Vermelhos Importados 221,5+12,0 246,1% 294,7%

’média dos teores obtidos nos dias de analise (n = 5) + desvio-padr3o.

Pela analise da Tabela 18, os pimentos vermelhos sdo os produtos hortofruticolas
analisados com o teor mais elevado de vitamina C, seguidos pelos pimentos verdes e papaia.
Estes alimentos apresentaram as concentragcdes mais elevadas de L-AA e vitamina C total,
constituindo uma excelente fonte deste nutriente e fornecendo entre 294,7 — 104,2% da DDR
deste nutriente. Tal como reportado na literatura cientifica, o contelido de vitamina C nos
pimentos vermelhos foi superior ao dos pimentos verdes [8, 106]. Os brdcolos, morangos,

agrido e limoOes sdo também uma boa fonte de vitamina C, sendo classificados como alimentos
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com teor médio de L-AA e vitamina C total. Estes produtos fornecem entre 58,7 — 107,1% da
DDR da vitamina C. J& os maracujds e anona sao frutos pobres neste nutriente, apresentando
0s niveis mais baixos de L-AA e vitamina C total encontrados neste estudo. Apenas contribuem

entre 25,2 —37,2% da DDR da vitamina C.

No caso das papaias, maracujas e anonas os valores obtidos no presente estudo sao
superiores aos relatados nas FCDB (Tabela 3). No geral, os resultados obtidos na determinacdo
de vitamina C estdo em concordancia com aqueles relatados na literatura. Os dados
nutricionais disponibilizados pelas FCDB geralmente sdo obtidos através de literatura cientifica
publicada, resultados de andlises laboratoriais e/ou baseados em calculos utilizando métodos
computacionais. Em algumas bases de dados existe uma significativa falta de informagdo sobre
o teor de vitamina C total, especialmente no caso das frutas exéticas. As FCDB nunca estao
completas e necessitam de uma constante actualiza¢do, devido as constantes melhorias dos
métodos de andlise dos alimentos e novos dados publicados. Além disso, nem todas tém em

conta os teores de DHAA, expressando apenas o conteldo de L-AA ou de vitamina C total.

O L-AA foi sempre a forma predominante da vitamina C, presente em quantidades
muito maiores do que o DHAA. As concentragdes do L-AA e vitamina C total foram superiores
nos produtos regionais no caso dos maracujds, morangos e papaias. Ja os pimentos (verdes e
vermelhos), limdes e brécolos importados apresentavam teores de L-AA e vitamina C mais
elevados que os produtos de origem regional. O conteddo de DHAA nos alimentos é
geralmente baixo, representando menos de 10% do conteddo de vitamina C total. O seu
aumento esta relacionado com condicGes adversas pds-colheita que promovem a degradagao
do L-AA. As proporg¢des entre a quantidade de vitamina C total e DHAA podem variar muito
com o tipo de vegetal, condi¢cdes e tempo de armazenamento [8]. A oxidacdo do L-AA levou a
diminuicdo do seu contetdo nas frutas e vegetais durante o estudo. J4 os teores de DHAA
apresentaram uma tendéncia inversa, sendo mais significativo sobre os produtos importados.
Além disso, os conteudos de DHAA foram superiores nas frutas em relacdo aos vegetais. No
final do estudo, esta molécula representava cerca de 10% da vitamina C total na maioria dos
produtos, com excepg¢do das anonas (29,4%) e maracujas importados (15,8%,) e regionais
(13,3%). Estas frutas foram os produtos estudados com maior teor deste nutriente e os limdes

0 mais baixo (2,7% e 3,9% para os regionais e importados, respectivamente).

A degradacdo da vitamina C nos produtos alimentares também foi avaliada. As
espécies que registaram maiores perdas de L-AA didrias ao longo do estudo foram aquelas

sujeitas a cortes, nomeadamente, anonas (11,5%/dia), papaias (6,3%/dia), pimentos verdes

105



(5,2%/dia) e pimentos vermelhos (5,1%/dia) (Figura 38). A conservacdo das anonas a
temperatura ambiente e o facto de ser um fruto bastante susceptivel ao escurecimento
enzimatico podem justificar os resultados obtidos. Nestes casos, nota-se uma acentuada
oxidacdo e/ou degradacdo ap0s o terceiro dia de armazenamento. A integridade dos tecidos é
um dos factores mais importantes na preservacao do L-AA. As frutas cortadas sdo geralmente
mais pereciveis do que as frutas inteiras devido ao stress fisiolégico causado pelos danos
fisicos ou ferimentos. Segundo Odriozola-Serrano [113], o corte dos produtos induz uma série
de disturbios fisiolégicos como o escurecimento dos tecidos, acelera a perda de dgua, aumenta
as taxas de respiracdo e producdo de etileno resultando em algumas altera¢des indesejadas
como perdas a nivel nutricional e a diminuigdo do prazo de validade dos produtos frescos. A
ruptura da parede celular causada pelo corte ou fatiamento aumenta a actividade enzimatica,
resultando em perdas rdpidas de acido L-ascdrbico. Isto foi observado com maior evidéncia nas
papaias e pimentos verdes e vermelhos. Pela analise da Figura 38, nota-se também que os
produtos importados registaram maiores perdas didrias do conteudo de L-AA que os regionais
(com excepg¢do dos morangos). O fato de que os produtos locais foram colhidos por Gltimo do

gue os importados podem justificar o maior teor de vitamina C obtidos.
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Figura 38 - Perdas médias didrias do L-AA nos frutos e vegetais ao longo do periodo de armazenamento
(4 °C).

Os limdes, apesar das operacgdes de corte, foram os produtos com menor reduc¢do do
L-AA (2,64%/dia). Isto pode estar relacionado com o facto do baixo pH estabilizar a vitamina C
nos alimentos acidos, como os citrinos [12]. Além disso a prdpria fisiologia do fruto contribuiu
para os resultados obtidos. O sumo do limdo encontra-se no interior de vesiculas denominadas

“faivos”, as quais protegem a vitamina C da oxidacdo. O mesmo ja ndo acontece, por exemplo,
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nos maracujas nos quais a polpa é exposta totalmente ao oxigénio apés o corte do fruto. Os
limdes foram os produtos cuja polpa apresentava o valor de pH mais baixo, seguidos pelos
maracujds e morangos. As frutas e hortalicas intactas também se deterioram apds a colheita
devido a alteracGes fisioldgicas e reaccdes bioquimicas, provocadas por enzimas (peroxidase,
ascorbato oxidase) ou microorganismos [3]. A degradacdo enzimdatica pode ser directa,
causada pela ascorbato oxidase, ou indirecta, promovida pela peroxidase, polifenoloxidase e
citocromo oxidase. Normalmente, antes do armazenamento, os vegetais sofrem tratamentos
térmicos cujo objectivo consiste na inactiva¢gdo das enzimas, nomeadamente peroxidase [100],
0 que ndo aconteceu neste caso. Nos produtos mantidos inteiros, o maior decréscimo diario
de L-AA verificou-se no agrido (4,3%/dia), seguido pelos brdcolos (4,0%/dia), morangos
(3,3%/dia) e maracujas (3,0%/dia) (Figura 38). Os vegetais da familia Brassicaceae sdo
conhecidos pelo seu alto teor em ferro [29], elevada area superficial e actividade enzimatica
gue contribuem naturalmente para a oxidagao do L-AA. O maracuja, apesar de ser o produto
armazenado durante mais tempo (15 dias), foi aquele que registou menor reducdo do
conteudo de L-AA. A casca do maracuja protege a polpa do contacto com a luz e oxigénio, o

que, aliado ao seu baixo pH resulta numa taxa de degradac¢do da vitamina C mais lenta.

N3do foram observadas varia¢des significativas no comportamento da degradacao da
vitamina C entre os cultivares regionais e importados. No geral, os produtos regionais
apresentavam menor contelido de DHAA e menores perdas totais de L-AA, o que pode estar
associado ao facto de terem sido colhidos ha menos tempo que os cultivares importados.
Desconhece-se a data de colheita dos produtos importados, bem como o seu estado de
amadurecimento no momento da colheita, se este foi natural ou forcado. Sabe-se que quanto
mais avangado o estado de amadurecimento dos produtos, maior a sua susceptibilidade aos
efeitos do armazenamento e processamento. Além disso, a acidez das polpas pode ter
desempenhado um papel fundamental na estabilizacdo do L-AA durante o periodo de estudo.
Com excepg¢do da polpa de maracujd e morango, o pH das polpas regionais era inferior ao das
polpas importadas. Os morangos foram os produtos que apresentaram maior variacdo dos
conteddos de L-AA e vitamina C total entre o cultivar regional e importado. O estado de
amadurecimento dos produtos importados e maior periodo de armazenamento podem
justificar os teores de DHAA apresentados. J& no caso dos pimentos (verde e vermelhos),
brdcolos, papaias e limdes o seu conteddo em L-AA e vitamina C total era superior ao
encontrado nos cultivares regionais. Além das perdas devidas ao armazenamento, esta
variabilidade pode ser atribuida as praticas agricolas e regido de cultivo, as condi¢oes

ambientais (temperatura, tipo de solo, pluviosidade) e as variacGes genéticas. A frequéncia de
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irrigacdo, a intensidade da luz, a humidade do ar e o uso e tipo de agroquimicos (fertilizantes,
herbicidas, pesticidas), podem afectar também a qualidade nutricional de frutas e vegetais [3,

8].

Apesar do comportamento de degradacdo ser semelhante em todos os produtos
hortofruticolas, a extensdo das perdas dependia das caracteristicas de cada matriz. As taxas de
degradacdo da vitamina C em frutas e verduras in natura sao muito diferentes, e sdo afectados
por factores como a area de superficie, pH, temperatura, teor de humidade, presenca de
oxigénio, actividade da 4gua, luz e elevagao da temperatura e do tempo de armazenamento.
Os mecanismos de tais perdas ainda ndo estdo completamente estabelecidos para frutas e
produtos horticolas especificos, e é provavel que envolvam alguns ou todos os processos em
graus diferentes. Deste modo, ndo é possivel traduzir as perdas segundo um modelo
matemadtico pois dependem de uma série de factores [29]. Frutos acidos como os limdes foram
menos susceptiveis a oxidacdo do L-AA, ao contrario dos agrides e brdcolos. Cada produto tem
a sua especificidade e exige cuidados de manutencdo diferentes. No entanto, em todos os
produtos, verificou-se uma perda progressiva do L-AA e aumento do DHAA com o tempo. Os
produtos que sofreram corte durante a analise foram os mais afectados, apresentando perdas
totais superiores a 20% para o L-AA em todos os casos. A papaia destaca-se pela sua enorme
perecibilidade, quando sujeita a corte ou fatiamento. Esta observagdo é bastante relevante,
pois é uma prdatica comum dos locais de venda apresentarem a papaia embalada, cortada em

metades com a parte interna exposta a luz ou ja descascada ou fatiada.

O armazenamento dos produtos hortofruticolas a 42C levou a altera¢des nutricionais
tanto nos frutos intactos como nos cortados. No entanto, o tempo de vida Util destes ultimos
foi muito menor. Os resultados revelaram que a metodologia aplicada ndo foi adequada pois
as perdas verificadas ao longo do armazenamento foram elevadas comparativamente com
outros estudos desenvolvidos nas mesmas condi¢cGes. Foram mimetizadas as condicGes
habituais de acondicionamento doméstico (armazenamento em frigorifico comum a 42C). As
frutas e vegetais que ndo foram mantidos intactos deveriam ter sido conservados a
temperaturas inferiores (-20 2C ou -80 2C) com o objectivo de retardar as reac¢bes de
degradacdo. O revestimento dos produtos cortados com pelicula aderente ou o
armazenamento em embalagens adequadas (escuras) poderiam ser opc¢oes utilizadas para
prolongar o tempo de vida dos vegetais e frutas. Outra alternativa era trabalhar com
guantidades maiores dos produtos de modo a poder descartar os frutos e vegetais cortados do

estudo.
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4.2.4. Titulagdao lodométrica

As polpas das frutas e vegetais relativas ao primeiro dia de
estudo foram submetidas a analise do L-AA pelo método cldssico de
titulacdo com objectivo de estabelecer uma comparacdo com os
teores obtidos por cromatografia liquida. A titulacdo iodométrica é
um procedimento aplicado para determinar a quantidade de acido
L-ascérbico em alimentos frescos, congelados ou embalados, sumos
de frutas, e comprimidos [51, 52]. Nesta titulagdo de oxidagdo-

redugdo utilizou-se como titulante uma solugao 0,002M de KIO; e

como indicador uma solugdo 1% de amido. Quando a solugdo
titulante é adicionada ao extracto acidificado, contendo Kl, ocorre ) .
Figura 39- Reacgdo entre
a formacdo de iodo molecular (l,), através da seguinte reacgdo: as moléculas de iodo
(bolas azuis) e a hélice B-

105(aq.) + 5 I'(aq.) + 6H*(aq.) = 3 I»(aq.)+ 3H,0(I) (Equacio 8) amilase (Fonte: [46]).

O iodo molecular formado na reacgdo anterior é um agente oxidante de poder moderado

capaz de provocar a oxidagao do L-AA a DHAA (Equagdo 9):

CeHsO06(aq.) + 15(aq.) > CeHeOs(ag.) +21(aq.) +2H*(aq.) (Equacdo 9)

(acido ascérbico) (acido desidroascérbico)

Simultaneamente, o acido ascérbico provoca a redugdo do iodo molecular a iodeto que em
solucdo aquosa é incolor. Enquanto houver L-AA presente na solucdo, o iodo molecular é
convertido em ido iodeto muito rapidamente. No entanto, quando todo o L-AA presente na
amostra tiver sido consumido, o excesso de iodo produzido reage com o amido, dando origem
a um composto de cor azul intensa, indicando o ponto final da titulacgdo. A cor azul
caracteristica que se desenvolve na presenca do excesso de iodo surge a partir da absorcdo do

iodo na cadeia helicoidal da B-amilose (Figura 37) [47, 51, 52].

Segundo a Equacdo 9, o L-AA é quantitativamente oxidado pelo iodo, isto €, uma mol
de L-AA reage com uma mol de iodo. A concentracdo do L-AA esta directamente relacionada
com a quantidade de iodo consumida na titulacdo, ou seja, quanto mais acido L- ascérbico
contiver a amostra o aparecimento da cor azul é mais lento e maior sera o volume de solucdo
de iodo gasto na titulagdo. Deste modo, é possivel estabelecer uma relagdo matematica entre

o volume da solucdo de KIO; necessdario para reagir com a quantidade de acido ascérbico
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presente no produto. O calculo da concentracdo do L-AA presente na amostra é feito com base
na relagdo entre o volume de titulante gasto e a massa da polpa utilizada (1 mL de KIO;

0,002M = 0,8806 mg de L-AA) [48].

A rapidez de reacgao do iodo com o L-AA e a facilidade em detectar o ponto final da
titulacdo sdo as principais vantagens deste método. No entanto, além dos erros pessoais e
sistematicos associados as titulacdes, deve-se prestar atenc¢do ao titulante uma vez que o iodo
é conhecido pela sua falta de estabilidade. As solu¢des de iodo sdo bastante instaveis e o
soluto pode ser facilmente perdido devido a sua volatilidade. A oxidag¢do pela acgao do
oxigénio é promovida por acidos, calor e luz e provoca alteragdes na molaridade de uma
solugdo de iodo. O aumento da molaridade da solugdo resulta em resultados sobreestimados
da concentragdo do L-AA.

No entanto, a sua estabilidade pode ser melhorada através da complexagao do iodo
com iodeto originando o iodo molecular (Equac¢do 8), obtendo-se um resultado mais preciso
[47, 51]. Sabe-se também que a temperaturas elevadas a reac¢do do iodo com o amido torna-
se mais lenta [36]. Além disso, o iodo pode ser reduzido por outras espécies oxiddveis, além do
L-AA, presentes naturalmente nas frutas e vegetais como a amodnia, tidis, taninos, fendis,
metais, entre outros, contribuindo para teores de L-AA superiores aos reais [38, 47]. Deste
modo, as solugbes de iodo e iodato de potdssio eram preparadas de fresco no dia da andlise,
envolvidas em papel de alumino e armazenadas no frigorifico. A solu¢do aquosa de amido
decompde-se em poucos dias, principalmente por causa da ac¢ao bacteriana. Os produtos da
decomposicdo tendem a interferir com a determinag¢do do ponto final da titulagdo pois podem
ser oxidadas pelo iodo [47]. A preparacdo de uma solucdo fresca de amido, no dia em que vai
ser utilizada, e a sua conservac¢do ao frio é a melhor solugdo para evitar erros na determinacgado

do L-AA.

A acidificacdo do extracto com recurso ao acido sulfdrico e a extraccdo a baixas
temperaturas foi fundamental para estabilizar o L-AA durante o processo de preparagdo das
amostras. Toda a titulacdo foi realizada o mais rdpido possivel para prevenir a oxidacdo do
L-AA pelo oxigénio do ar e pela luz. Além disso, os extractos foram colocados no frigorifico até
ao momento de andlise. Na Figura 38 e Tabela 19 encontram-se as concentracdes obtidas do L-

AA nos varios produtos hortofruticolas determinadas pela titulacdo iodométrica e pelo UHPLC.

Pela analise da Figura 40 e Tabela 19, as concentra¢bes de acido L-ascérbico obtidas
pela titulacdo iodométrica sdo inferiores as obtidas pela cromatografia liquida, com excep¢ao

dos maracujas e papaias. Os teores mais baixos podem estar relacionados com o facto de as
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amostras terem permanecido em contacto com o oxigénio e luz e oxigénio ao longo do
procedimento, o que implica a oxidacao do L-AA. Além disso, ndo podemos comprovar que 0s
valores obtidos sdo atribuidos exclusivamente a oxidacdo do L-AA pelo iodo. As perdas
ocorridas ao longo da preparacao das amostras podem ter sido disfarcadas pela presenca de
interferentes. J4 os niveis superiores obtidos nos maracujas e papaias podem ser atribuidos
pela presenca de outras moléculas redutoras, além do L-AA, que reagem com os ides iodo
retardando o aparecimento do ponto final da titulacdo. Isto resulta em teores sobrestimados,

tal como aconteceu nestes produtos.

Titulagao versus UHPLC-PDA
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Figura 40 - Comparacdo do teor de L-AA nos produtos hortofruticolas determinado pela titulacdo
iodométrica e pelo método UHPLC-PDA. P: Pimentos.
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Tabela 19 - Comparagdo do teor de L-AA nos produtos hortofruticolas determinado pela titulagdo
iodométrica e pelo método UHPLC-PDA.

Amostra Titulagio lodométrica’ UHPLC-PDA? FCDB®
Maracujas Regionais 33,84+ 0,24 31,76 £ 1,71
30
Maracujas Importados 30,20 £ 0,63 27,78 £ 2,29
Polpa de Maracuja Congelada 10,04 £ 0,44 8,87 +1,61
Agrides 42,97 +0,32 63,16 + 1,63 40 - 80
Pimentos Verdes Regionais 97,56 + 0,75 119,91 + 13,13
80- 154
Pimentos Verdes Importados 110,94 + 0,70 122,43 +10,6
Anonas 18,17 £ 0,22 21,00 + 1,83 10-13
Morangos Regionais 69,20 + 0,80 70,80+ 1,70
44- 109
Morangos Importados 51,10 + 0,48 53,54 + 4,33
Papaias Regionais 121,26 £ 0,15 118,86 + 13,47
62
Papaias Importadas 96,50 + 2,01 95,87 £ 5,45
Limdes Regionais 49,46 £ 0,33 52,07 + 2,39
35-62
Lim&es Importados 51,37 +£1,72 55,97 £ 2,22
Brocolos Regionais 64,52 + 0,58 72,38 £ 9,68
87 -133
Brocolos Importados 71,50 + 1,28 77,61 + 5,07
Pimentos Vermelhos Regionais 192,84 +1,71 214,79 + 13,24
128 - 240

Pimentos Vermelhos Importados 195,53 + 1,66 223,65 + 16,51

®concentragdo média do L-AA (mg/100 g produto) + desvio-padrdo (n = 3).
bvariagéo dos teores de L-AA nos alimentos relatados nas diferentes FCDB (mg/ 100g produto).

O doseamento do L-AA através deste método é bastante susceptivel a incorporar
erros, especialmente por parte do operador, pois é dificil determinar com exactiddo o ponto
final da titulacdo de alguns extractos coloridos. Deste modo, a cor dos extractos é outro factor
gue contribui para erros de medicao do teor de L-AA, uma vez que ndo se mede com exactidao
o volume de titulante gasto. Constatou-se também uma grande diferenca na cor e turbidez
entre os extractos obtidos com acido sulfurico (utilizados na titulacdo) e os extractos obtidos
com MPA (UHPLC-PDA), sendo os ultimos mais claros e limpidos. Este facto pode também
ajudar a disfarcar a mudanca de cor da solucdo. Outra desvantagem deste método é a sua
incapacidade em determinar o DHAA presente nas amostras. Pelas razoes descritas acima, a
cromatografia liquida revelou ser uma técnica mais rigorosa e exacta na determinagdo das
concentracdes de L-AA nas amostras. Adicionalmente, é um método mais simples, menos
susceptivel a erros sistematicos, interferéncias da matriz e permite a quantificacdo do DHAA e
da vitamina C total. No entanto, no que diz respeito aos teores do L-AA, as variacGes entre os

métodos ndo sdo significativos e estdo de acordo com os da cromatografia liquida em relacdo
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aos produtos que apresentam maior quantidade de L-AA inter e intra-cultivares. Tendo em
conta que o método UHPLC-PDA implica um enorme investimento econdmico em
equipamento, para analises preliminares ou em situacdes em que o custo seja um obstaculo, a
titulacdo iodométrica fornece resultados aceitdveis. Talvez por isso seja o método sugerido
pela Farmacopeia Brasileira e pelas normas europeias de seguranca alimentar na quantificacao

do L-AA em farmacos e alimentos.

Finalmente, os conteudos de L-AA obtidos pelos dois métodos estdo dentro dos limites
relatados nas FCDB (Tabela 19). Tal como verificado pelo método UHPLC-PDA, os teores
apresentados pelos maracujds, anonas e papaias sdo superiores aos descritos pelas bases de

dados.

4.3. Actividade Antioxidante pelo método ABTS™"

A actividade antioxidante dos alimentos é atribuida a presenga de fitoquimicos com
acgdo antioxidante, nomeadamente, vitaminas (A, C, E), minerais, polifendis, carotendides,
entre outros. A capacidade antioxidante destas moléculas é devida as suas propriedades
redutoras. Uma alimentacdo rica em frutas e vegetais estd associada ao risco reduzido em
desenvolver doengas degenerativas, devido a presenca destas moléculas [26, 112, 126]. A
medicdo da actividade antioxidante dos alimentos é uma questdo com interesse crescente,
pois pode fornecer uma variedade de informacgGes tais como, a resisténcia a oxidagdo, a
contribuicdo quantitativa das substancias oxidantes, e a funcdo antioxidante dos alimentos
[91, 127]. No entanto, o estudo dos antioxidantes nos alimentos ainda é uma tarefa dificil do
ponto de vista analitico, pois as moléculas de interesse encontram-se em misturas muito
complexas. Ainda ndo existe um método de extracgdo universal para todos os tipos de
amostras e compostos, uma vez que os fitoquimicos apresentam diferencas de solubilidade
nos solventes. A etapa de extrac¢do é a etapa mais importante, pois os resultados das analises
sdo obtidos em fung¢do do conteldo de substancias presentes nos extractos. Além do tipo de
solvente, o pH, a temperatura, o nimero de etapas de extracgdo, entre outros, sdo factores
gue influenciam os resultados da capacidade antioxidante [128]. Neste caso, a extrac¢do das
amostras foi feita com 50% metanol seguida por 70% acetona de acordo com Vasco et al [26].
Segundo estes autores este método permite a extracgdo eficaz de varios compostos bioactivos.

Existem muitos métodos empregues para avaliar a capacidade antioxidante dos
alimentos e moléculas, e no presente estudo foi aplicado o método ABTS (ou TEAC). Este

ensaio é baseado no sequestro dos radicais ABTS"" pelos antioxidantes, convertendo a solu¢do
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verde em incolor. O grau dessa descoloracdo afecta a quantidade de ABTS™ que foi eliminado
[129]. A actividade antioxidante dos 9 produtos hortofruticolas, foi avaliada através deste
método, em duas fases: no primeiro e no ultimo dia do estudo (dias 1 e 5, respectivamente).
No caso dos maracujds, o ultimo dia de andlise corresponde ao 152 dia de armazenamento. Os
extractos obtidos eram analisados dentro de uma semana apds a sua preparacao tendo em
conta os resultados obtidos por Nilsson [130]. Estes autores observaram que o valor da TEAC
de extractos armazenados a 49C foi constante durante a primeira semana e depois caiu
rapidamente em 40% nas semanas seguintes.

Na Figura 41 e Tabela 20 estdo apresentados os resultados obtidos pelo método
ABTS"" dos extractos das polpas das frutas e vegetais, expressos em actividade antioxidante
equivalente ao Trolox (umol Trolox/ g polpa).

Pela andlise da Figura 41, a TEAC inicial das frutas e vegetais analisados variou
enormemente, apresentando uma ampla gama de capacidades antioxidantes (3,01 £ 0,05 —
34,99 + 0,88 umol Trolox/g polpa). Os produtos que apresentaram maior actividade
antioxidante foram os morangos regionais e importados (34,99 + 0,88 e 32,58 + 1,03 pumol
Trolox/g polpa, respectivamente), seguidos pelo agrido (29,34 + 0,68 pumol Trolox/g polpa) e
pimento vermelho regional (26,67 * 1,04 pmol Trolox/g polpa). Os produtos com menor poder
antioxidante foram os maracujas importados e regionais (3,01 + 0,05 e 4,36 + 0,08 umol
Trolox/g polpa, respectivamente) e os pimentos verdes regionais (9,63 + 0,19 pumol Trolox/g

polpa) e importados (9,78 + 0,13 umol Trolox/g polpa) (Tabela 20).

Actividade Antioxidante

50

H TEAC
inicial
ITEAC
final

Actividade Antioxidante
(umol Trolox/g polpa)

Figura 41- Actividade antioxidante das polpas dos produtos hortofruticolas, expressa em TEAC (umol
Trolox/ g polpa). Os produtos foram estudados no primeiro e Gltimo dia de analise. P: Pimentos.
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Tabela 20 - Actividade antioxidante dos extractos dos produtos hortofruticolas analisados.

Amostra TEAC Inicial® TEAC Final® TEAC média °
Maracujas Regionais 4,36 £ 0,08 2,05+0,17 3,21+1,63
Maracujas Importados 3,01 + 0,05 1,08 £ 0,10 2,05+1,36
Agrides 29,34 £ 0,68 9,14+0,11 19,24 + 14,28
Pimentos Verdes Regionais 9,63+0,19 3,90+0,39 6,77 + 4,05
Pimentos Verdes Importados 9,78 +0,13 5,71+0,19 7,75 + 2,88
Anonas 15,64 £ 0,15 42,42 +1,54 29,03 +£ 18,94
Morangos Regionais 34,99 + 0,88 19,89 +1,52 27,44 + 10,68
Morangos Importados 32,58 +1,03 19,26 £ 0,44 25,92 +9,42
Papaias Regionais 15,96 £ 0,22 14,28 £ 0,26 15,12 +1,19
Papaias Importadas 10,98 + 0,12 7,12 £ 0,09 9,05 +2,73
Limd&es Regionais 25,08 + 1,07 22,05+ 0,63 23,57 +2,14
Lim&es Importados 20,61 + 0,59 15,44 + 0,19 18,03 + 3,66
Brocolos Regionais 14,32+ 0,45 12,58 + 0,60 13,45+ 1,23
Brocolos Importados 17,67 £ 0,59 14,16 £ 0,60 15,92 + 2,48
Pimentos Vermelhos Regionais 26,67 + 1,04 19,19+ 1,34 22,93 +5,29
Pimentos Vermelhos Importados 23,63+0,43 18,35 + 0,65 20,99 + 3,73

®Actividade antioxidante (umol eq. Trolox/g polpa) dos produtos hortofruticolas no primeiro dia de
andlise + desvio-padrao (n = 3).

®Actividade antioxidante (umol eq. Trolox/g polpa) dos produtos hortofruticolas apds 5 dias de
armazenamento * desvio-padrdo (n = 3).

“Média das actividades antioxidantes inicial e final (umol eq. Trolox/g polpa) * desvio-padr3o (n = 2).

As diferencas verificadas entre os cultivares regionais e importados ndao foram
significativas, apresentando em todos os casos valores muito semelhantes. Os valores obtidos
podem ser atribuidos a regido de cultivo, manuseamento e pelo facto dos produtos regionais
terem sido colhidos maduros directamente da planta, enquanto, os produtos importados
foram colhidos ainda verdes e tiveram o seu amadurecimento completado apds a colheita.

No final do estudo, a capacidade antioxidante dos produtos estudados (TEAC final)
sofreu algumas alteracbes em relacdo ao inicio do estudo (Figura 41). De um modo geral, a
actividade antioxidante dos produtos diminuiu com o tempo de armazenamento, verificando-
se perdas entre 10,53 — 68,85%. O maior decréscimo verificou-se no agrido sendo neste caso o
vegetal mais sensivel. A anona foi a excepgdo, verificando-se um aumento de 63% do seu
poder antioxidante. Estes resultados podem ser justificados com o aumento das reac¢Ges
guimicas e bioquimicas responsaveis pelo amadurecimento das anonas. Além disso, o

armazenamento a temperaturas elevadas aliado ao stress nos tecidos induzido pelo corte das
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anonas pode ter contribuido para o aumento da actividade enzimatica envolvida na sintese de
compostos antioxidantes [126]. J& as outras frutas e vegetais ndo apresentam o mesmo
comportamento durante o seu armazenamento a baixas temperaturas. A diminuicdo da
actividade antioxidante pode estar relacionada com o armazenamento a temperaturas de
refrigeracdo, uma vez que as baixas temperaturas retardam as reac¢cdes enzimaticas [126].
Hunter [131] e Antonia Murcia [132] relataram diminui¢cdes da actividade antioxidante nos
vegetais armazenados a temperatura ambiente e refrigerados. Os brécolos armazenados num
frigorifico doméstico durante uma semana mostraram perdas entre 30 - 40% em relagdo ao
primeiro dia de andlise. As perdas da actividade antioxidante dos brécolos analisados no
presente trabalho variaram entre 12,15 — 19,86%. Por outro lado, o avangado estado de
amadurecimento dos produtos associado ao corte/fatiamento contribuiram para os resultados
obtidos. O ferimento dos tecidos vegetais provoca um conjunto de disturbios fisioldgicos,
incluindo a degrada¢do enzimatica e producdo de etileno, que acelera a senescéncia dos
produtos. Deste modo, as frutas e vegetais sujeitas a corte ou fatiamento sdao mais susceptiveis
a deterioracdo e ao aumento do stress oxidativo resultando no consumo das moléculas

antioxidantes [126, 133].

Os produtos com maior TEAC final foram as anonas (42,42 + 1,54 umol Trolox/g polpa),
limdes regionais (22,05 + 0,63 umol Trolox/g polpa) e morangos regionais (19,89 + 1,52 umol
Trolox/g polpa). Os maracujas importados (1,08 + 0,10 umol Trolox/g polpa), regionais (2,05 +
0,17 umol Trolox/g polpa) e pimentos verdes regionais (3,90 + 0,39 umol Trolox/g polpa)
foram os produtos com menor actividade. Ao contrario dos pimentos verdes e dos brdcolos
importados, todos os outros produtos regionais tinham maior capacidade antioxidante que os

produtos importados.

De um modo geral, os produtos hortofruticolas que apresentaram maior actividade
antioxidante (TEAC média) por ordem descrescente foram: Anonas > Morangos Regionais >
Morangos Importados > Limdes Regionais > Pimentos Vermelhos Regionais > Pimentos
Vermelhos Importados > Agrides > LimOes Importados > Brécolos Importados > Papaias
Regionais > Brécolos Regionais > Papaias Importadas > Pimentos Verdes Importados >
Pimentos Verdes Regionais > Maracujds Regionais > Maracujas Importados (Tabela 20). Leong
et al [112] estudaram a capacidade antioxidante de vdrios frutos (expressa em mg vitamina
C/100 g polpa) e observaram também que os morangos tinham maior actividade que os

limBes. Vasco [26] indicaram a mesma ordem de potencial antioxidante ao estudar varias
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frutas tropicais (anonas, morangos e maracujas). As actividades antioxidantes destes frutos

também foram semelhantes as obtidas no presente estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho para os maracujas (2,05 — 3,21 umol Trolox/g
polpa) estdo de acordo com os encontrados no estudo realizado por Prado [128] (3,34 + 0,08
umol Trolox/g polpa) e Kuskosi [134](2,7 umol Trolox/g polpa). Segundo este autor a
capacidade antioxidante dos maracujas, obtida pelo método ABTS, estd directamente
relacionada com o teor de compostos fendlicos e antocianinas. Além disso, relatou que o

potencial antioxidante do morango é superior ao do maracuja.

Tiveron [135] no seu trabalho sobre actividade antioxidante de legumes e verduras,
encontrou valores muito superiores para o agrido (79,90 + 0,10 umol Trolox/g polpa) e
brécolos (33,91 + 1,22 umol Trolox/g polpa). Esta autora verificou também que o agrido

apresenta actividade antioxidante superior aos brécolos (Tabela 20).

Na literatura ndo foi encontrada nenhuma referéncia sobre a actividade antioxidante

dos pimentos verdes pelo método ABTS.

Estudos recentes [107, 108] revelam que a anona contém elevadas propriedades
antioxidantes (22,94 — 37,63 uM Trolox/uL extracto), o que esta de acordo com as actividades
antioxidantes obtidas neste trabalho (29,03 + 18,94 uM Trolox/g polpa). As anonas sdo frutos
ricos em compostos fendlicos e segundo Barreca [108] e Vasco [26] o elevado potencial

antioxidante destes frutos deve-se a presenca destas substancias.

Tulipani [136] e Proteggente [137] relataram actividades inferiores as obtidas neste
trabalho (25,92 — 27,44 um Trolox/g amostra) em diferentes gendtipos de morangos (11,27 —
19,41 um Trolox/g amostra). Num estudo realizado por Odriozola-Serrano [113] a actividade
antioxidante dos morangos (conservados em atmosferas modificadas) manteve-se constante
durante os dois primeiros dias de armazenamento, seguindo-se um aumento no dia 4 e um
decréscimo apds o dia 9 em qualquer uma das condi¢Bes analisadas. As variacGes dos teores
dos compostos activos ao longo do tempo podem estar associadas a composicdo da
atmosfera. No presente estudo, o avancado estado de amadurecimento dos morangos pode
ter contribuido para a diminuicdo da actividade antioxidante. Apesar disso, os morangos
analisados por Odriozola-Serrano [113] apresentaram também antioxidantes inferiores as
obtidas no presente estudo. Tulipani [136] e Odriozola-Serrano [113] observaram uma forte

correlacdo entre o contelido de antocianinas e a capacidade antioxidante total dos morangos,
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confirmando as descobertas anteriormente observadas nestes frutos. Sabe-se que os
flavondides, nomeadamente as antocianinas, sdo os componentes antioxidantes principais dos
morangos. Estas moléculas desempenham um papel muito importante na actividade
antioxidante destes frutos. Além disso, este ultimo autor obteve também uma boa correlacao
entre a capacidade antioxidante e o contelddo de L-AA nos morangos. Assim, pode-se dizer que
para além das antocianinas a presenca da vitamina C no extracto de morango também

contribuiu para os resultados obtidos.

Gayosso-Garcia Sancho et al [114] relataram que a capacidade antioxidante diminui
com o amadurecimento das papaias, relacionado com a diminuicdo do conteldo em
compostos fendlicos. A actividade antioxidante nas papaias estudadas variou entre 5,94 — 5,48
umol Trolox/g amostra, sendo inferiores as relatadas no presente estudo (7,12 — 15,96 umol
Trolox/g amostra). Almeida et al [129] indicaram valores inferiores (7,60 + 0,20 pmol Trolox/g
amostra) aos descritos neste estudo. Foi também observada uma forte correlagdo entre a
actividade antioxidante mediada por ABTS e DPPH e o teor de compostos fendlicos (acidos
fendlicos, taninos e proantocianidinas), indicando que estes sdo os compostos com maior
contribuicdo para a actividade antioxidante nos frutos estudados. Isto estd em concordancia
com os factos relatados por Kuskosi [134]. Num estudo realizado por Gayosso-Garcia Sancho
[116] a actividade antioxidante avaliada pelos métodos DPPH, ABTS e ORAC apresentou uma
forte correlagdo com o contelddo de vitamina C, carotendides e compostos fendlicos. Deste
modo, outros compostos, como os carotendides e vitamina C podem também contribuir para

o potencial antioxidante das amostras.

Nilsson [130] investigaram a capacidade antioxidante dos limdes e indicaram valores
ligeiramente superiores (29,6 + 7,0 umol Trolox/g polpa) aos encontrados neste estudo (18,03
- 23,57 umol Trolox/g polpa). Por outro lado, os resultados obtidos encontravam-se de acordo
com as actividades antioxidantes relatadas por Gonzdlez-Molina [118] (14,2 — 35,5 umol
Trolox/ mL polpa). Segundo estes mesmos autores, o potencial antioxidante nos citrinos é o
resultado do conteldo em vitamina C e flavondides. A vitamina C contribui com cerca de 65%
da capacidade antioxidante total do limao, constituindo o principal antioxidante nos citrinos

[138].

O potencial antioxidante dos brdcolos obtido neste trabalho (13,45 — 15,92 umol
Trolox/g polpa) foi inferior ao relatado por varios autores: 33,91 + 1,12 umol Trolox/g polpa

[135]; 26,2 = 1,37 umol Trolox/g polpa [139] e 25,1 — 25,9 umol Trolox/g polpa [140].
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Proteggente [137] estudaram brdcolos com actividades inferiores as observadas no presente
estudo (6,5 pmol Trolox/g polpa). Os vegetais da familia Brassicaceae como os brécolos e
agrido sdao conhecidos pela sua elevada actividade antioxidante devido ao seu alto teor de
compostos fendlicos e vitamina C. Além dos flavondides, os glicosinolatos tém sido associados
ao potencial antioxidante destes vegetais porque estdo presentes em grandes quantidades. Ja
os carotendides e vitamina E sdo responsaveis por até 20% da sua actividade antioxidante total

[121, 139].

Os resultados obtidos para os pimentos vermelhos (21,41 — 22,51 umol Trolox/g polpa)
estdo de acordo com as actividades antioxidantes reportadas por Navarro [141] (17,57 — 32,42
mmol Trolox/ mL polpa). Estes autores observaram também uma correlagdo entre a actividade
antioxidante total medida pelo método ABTS e o conteldo dos carotendides (licopeno e B-
caroteno) dos pimentos vermelhos. Isto significa que a actividade antioxidante deste vegetal
deve-se sobretudo a estes compostos. No entanto, os carotendides sdao degradados por co-
oxidacdo com a senescéncia dos produtos [142]. Segundo Navarro [141] os pimentos
vermelhos apresentam um maior conteddo de carotendides (licopeno, B-caroteno) que os
pimentos verdes, o que pode justificar as diferencas de actividades observadas entre os

pimentos verdes e vermelhos estudados.

Todos os produtos hortifruticolas estudados apresentaram boas capacidades
antioxidantes, no entanto, a intensidade desta ac¢ao variou consoante a espécie. As variacoes
obtidas inter e intra-espécies estdo relacionadas com a concentragio dos compostos
bioactivos presentes nos produtos hortofruticolas. A quantidade e o perfil destes fitoquimicos
variam em funcdo do tipo, variedade e grau de maturagao bem como das condig¢des climaticas
e edaficas de cultivo [112, 121, 126]. Por outro lado, os teores dos fitoquimicos variam ao
longo do tempo, sendo afectados pelas condi¢des pds-colheita como a temperatura e duracdo
do armazenamento. Os compostos fendlicos e a vitamina C sdo os antioxidantes mais
susceptiveis a oxidacdo [132]. As anonas e os morangos destacaram-se (Figura 39 e Tabela 20)
enquanto os maracujas apresentaram o potencial antioxidante mais baixo. O conteudo dos
compostos antioxidantes sofreu alteracbes com o armazenamento. No geral, a actividade
antioxidante dos produtos diminuiu em relagdo ao primeiro dia de analise, sobretudo devido a
deterioracdo dos produtos. No caso das anonas observou-se o inverso. O avancado estado de
amadurecimento dos outros produtos comparado com as anonas pode ser a justificacdo dos
resultados obtidos, uma vez que as anonas foram colhidas verdes. Tendo em conta a accdo

antioxidante exibida, os alimentos estudados podem ser apontados como boas fontes de
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antioxidantes naturais. Deste modo, o seu consumo deve ser estimulado devido as
propriedades benéficas que apresentam para a salde humana.

Sabe-se também que, a capacidade antioxidante dos frutos e vegetais depende de um
grande numero de fitoquimicos, tais como, flavondides, acidos fendlicos, aminoacidos,
vitamina C, tocoferdis e carotendides que contribuem para a capacidade antioxidante total dos
produtos. O conteudo destes compostos varia em muito entre as varias frutas e legumes, dai
que, a capacidade antioxidante de um produto difere consideravelmente de outro. A
contribuicdo da vitamina C para a actividade antioxidante medida pelo método ABTS varia
extensivamente entre frutas (15 - 65%) [112, 138]. A Figura 42 exibe os dados da vitamina C
total versus os valores da actividade antioxidante média obtidos no presente estudo,
mostrando a inexisténcia de correlagdo (r* = 0,0098) entre eles. Deste modo, a capacidade
antioxidante nao pode ser apenas atribuida a vitamina C, mas sim a ac¢do combinada de
diferentes compostos bioactivos [26, 129]. Por exemplo, as anonas que apresentam um baixo
teor de vitamina C sdo o produto com maior potencial antioxidante. Isto revela, que a vitamina
C n3o é o principal contribuidor da actividade antioxidante desta fruta. E possivel que outros
compostos, além do L-AA, estejam presentes nos extractos testados, os quais podem estar
contribuindo sinérgica ou antagonicamente para a capacidade antioxidante das frutas
analisadas. Para tal, a identificacdo e quantificacdo de outras moléculas bioactivas deve ser a
etapa a investigar de seguida. Uma vez que a capacidade antioxidante do alimento é
determinada por uma mistura de antioxidantes diferentes, com diferentes mecanismos de
accdo, entre interacgdes sinérgicas e antagdnicas, é necessario combinar mais de um método

para determinar in vitro, a capacidade antioxidante de produtos alimentares [26, 143].

ABTS vs vitamina C total
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Figura 42 - Correlacdo entre o teor médio de L-AA obtido e o método ABTS.
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O método ABTS revelou ser de confianca, rapido (6 minutos de andlise), simples e
fornece resultados reprodutiveis e coerentes. Além disso, permite tanto a analise de amostras
de natureza lipofilica como hidrofilica [134, 143]. Permite também medir a actividade
antioxidante das amostras na sua totalidade sem ser necessdrio estudar cada composto
separadamente. O efeito sinérgico que pode existir entre os diferentes antioxidantes significa
qgue o efeito antioxidante total pode ser maior do que a soma das actividades antioxidantes
individuais e o isolamento de um composto pode nao reflectir exactamente a sua ac¢do global.
Além disso, existem muitos componentes bioactivos nos tecidos vegetais, sendo bastante
dificil medir o potencial antioxidante de cada componente separadamente. Embora o método
TEAC seja mais simples e barato do que outros (DPPH, ORAC), o resultado obtido pode ser
subestimado pois ocorrem interacgdes antagonistas entre os varios compostos presentes em
misturas complexas, como extractos de frutas e vegetais [26, 127]. Muitas vezes a reac¢do nao
estd completa ao fim dos 6 minutos traduzindo-se em resultados que nao correspondem a
realidade. Este método tem sido criticado pelo facto do ABTS™" ser uma molécula artificial e
como tal ndo se encontra em nenhum sistema bioldgico e pode ndo representar com precisao
os efeitos in vivo [143]. Adicionalmente é dificil comparar os valores obtidos com os dos outros
métodos, pois os ensaios diferem em relagdo ao mecanismo de reacgdo, as espécies-alvo, as
condigBes reaccionais e na forma como os resultados sdo expressos. Este facto impde a
necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes métodos, com fundamentos e
mecanismos de accdo diferentes. S6 assim é possivel obter uma correcta avaliacdo da
capacidade antioxidante dos produtos. Muitas vezes as grandes variagées encontradas podem
dever-se também a inexisténcia de um procedimento metodoldgico universal, além dos
factores intrinsecos (variedade, estado de amadurecimento) e extrinsecos (condigGes
ambientais e edaficas). Deste modo, é urgente proceder a padronizacdo dos métodos de

avaliacdo da capacidade antioxidante tal como sugerido por Huang [144].
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5. CONCLUSOES

Neste estudo, foi determinado o conteddo vitamina C total de 9 produtos
hortofruticolas cultivados na RAM, e estabeleceu-se uma comparacdao com os teores obtidos
em 7 cultivares importados. Desenvolveu-se uma nova metodologia UHPLC-PDA, que foi
validada e aplicada com sucesso na analise do L-AA em frutas e vegetais de origens diferentes.
A validacdo do método demonstrou resultados satisfatérios no que diz respeito a
selectividade, linearidade, sensibilidade, precisdo intra/inter-dias e rendimentos de
recuperagao. No entanto, a grande inovagao desta metodologia diz respeito ao uso de uma
fase moével muito simples, mas eficaz que promove a supressao de ides, aplicando pressdes
elevadas, e utilizando uma coluna de fase reversa especialmente concebida para compostos
polares. Este novo revestimento (HSS - fase ligada trifuncional) revelou-se uma excelente
alternativa para as colunas C18 convencionais na analise da vitamina C em diversos produtos
alimentares, superando os problemas de resolugdo normalmente encontrados na abordagem

HPLC.

Tendo em conta a instabilidade da vitamina C, adoptaram-se medidas para prevenir a
sua degradacdo ao longo da preparagao das amostras, nomeadamente o controlo do pH,
temperatura e abrigo da luz e do oxigénio. A metodologia desenvolvida forneceu resultados
reprodutiveis e proporcionou uma boa separagao cromatografica, livre da interferéncia de
outros compostos em todas as matrizes vegetais estudadas. A reacgdo com DTT permitiu
quantificar indirectamente o teor de DHAA nos produtos hortofruticolas. Devido a baixa
sensibilidade UV para o DHAA, a andlise directa desta molécula era dificil, mesmo em
concentragdes elevadas. O método da subtracgdo provou ser uma determinacdo adequada
para a vitamina C total através da conversdo do DHAA a L-AA e a deteccdo da forma reduzida.
A metodologia desenvolvida no presente estudo atingiu, portanto, o objectivo de promover
uma boa separacdo cromatografica para a vitamina C e as perdas do analito foram
minimizadas através da adopg¢do de um protocolo de preparagdo das amostras igualmente

simples e rapido.

Os vegetais estudados representaram melhores fontes de vitamina C que as frutas,
nomeadamente os pimentos vermelhos e verdes tendo em conta os teores de vitamina C total
determinados neste estudo. Jd& os maracujas e anonas foram os produtos com contetudo mais

baixo de vitamina C. Destaca-se a variacao de concentra¢des de L-AA, DHAA e vitamina C total
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encontrados nos diferentes produtos, principalmente no caso dos morangos regionais e
importados. Os frutos produzidos localmente apresentaram concentracdes mais elevadas de
vitamina C, em compara¢do com os importados (com excepc¢do dos limdes). Os legumes
apresentaram uma tendéncia contraria. Sabe-se que o conteldo de vitamina C é influenciado
por varios factores nomeadamente, variacbes genéticas, métodos de cultivo, grau de
amadurecimento, condi¢des ambientais e processamento pos-colheita (temperatura de
conservacgdo). O tempo entre a colheita e o consumo desempenha um grande papel no teor de

vitamina C encontrado nos alimentos.

Os teores de L-AA e DHAA nos produtos hortofruticolas variaram de forma oposta com
o tempo de armazenamento. O racio de transformacdo DHAA/L-AA era superior nos produtos
importados. Apesar disso, o L-AA foi sempre a forma predominante da vitamina C em todos os
alimentos analisados. A determinacdo do DHAA juntamente com o L-AA é de grande
importancia, uma vez que o seu teor torna-se bastante significativo com o aumento do tempo
armazenamento dos alimentos e seu processamento. Se o teor de DHAA n3o for determinado

o conteldo total de vitamina C nos produtos hortofruticolas é subestimado.

Os produtos com maior perda de vitamina C foram aqueles sujeitos a corte e
fatiamento, nomeadamente papaias e pimentos vermelhos. O processamento minimo das
frutas e hortalicas tem consequéncias no valor nutritivo e é responsavel pela deterioracdo
mais rapida limitando o prazo de validade dos produtos. Os ferimentos causados pelo corte ou
fatiamento resultam numa activagdo da actividade metabdlica, com o aumento da taxa de
respiracdo e da producdo de etileno, promovendo maiores perdas da vitamina C. Com
excepcdo dos morangos regionais, as perdas de L-AA foram superiores nos produtos

importados.

Os testes de degradacdo realizados permitiram estabelecer que a conservacdo dos
extractos a -80 2C em ambientes acidos é o método mais eficaz na conservacdo do L-AA por

longos periodos.

A cozedura dos alimentos provoca a degradacao do L-AA e vitamina C total, que ocorre
sobretudo por lixiviacdo e ndo por degradacdo térmica. Uma grande parte da vitamina C fica
retida na agua de cozedura, dai que os tempos de cozedura dos alimentos devem ser

reduzidos tal como, a quantidade de agua utilizada no processo.

As FCDB nunca estdo totalmente completas e necessitam de uma actualizacdo

constante. Existe uma falta de informacdo sobre teor de vitamina C de algumas frutas e
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legumes em algumas bases de dados. Além disso, muitas delas ndo tém em conta o conteldo
de DHAA dos alimentos, nem fornecem informacgdes sobre o cultivar ou o0 método de analise

aplicado.

A comparacdo com a titulacdo iodométrica forneceu, no geral, resultados ligeiramente
inferiores aos obtidos pelo método anterior. Este método esta sujeito a interferéncia de varias
substancias redutoras, além de que durante a andlise a amostra estd em contacto com a luz e
oxigénio o que promove a degradagcao do L-AA. O UHPLC apresenta-se como uma alternativa
de confianga para a titulagdo iodométrica, fornecendo resultados mais satisfatérios e permite
também a detec¢do do DHAA. As principais vantagens do método UHPLC-PDA desenvolvido
sdo a sua simplicidade, rapidez (o tempo andlise ndo excede os 3 minutos) e elevada
sensibilidade, selectividade e precisdo. Os resultados demonstraram que o método aplicado é
uma abordagem atraente e bastante promissora para a analise da vitamina C total em
comparagdo a outros procedimentos cldssicos, mas também, ao HPLC. Além disso, esta
metodologia pode ser aplicada em trabalhos futuros, na andlise da vitamina C numa grande

variedade de alimentos, nomeadamente alimentos processados.

Como aspecto secunddrio, a capacidade antioxidante dos mesmos produtos foi
avaliada pelo método do ABTS™. Os resultados mostraram uma ampla gama de variacio em
relacdo a actividade antioxidante total entre os produtos estudados. Os extractos de frutas e
vegetais que apresentaram os maiores resultados de actividade antioxidante foram as anonas
e 0s morangos (regionais e importados). O estudo confirmou a boa actividade antioxidante das
frutas e das hortalicas estudadas. Os maracujas e os pimentos verdes foram os produtos

estudados com menor capacidade antioxidante.

O presente trabalho foi o primeiro a determinar os niveis de vitamina C total em
produtos cultivados na RAM. Apesar disso, os resultados obtidos ndo permitem apresentar
uma conclusdo consistente sobre o conteddo de vitamina C dos produtos regionais e
importados, uma vez que o trabalho foi realizado com produtos do mesmo lote. Era necessaria
mais investigacdo e controlo dos parametros que influenciam o conteuddo de vitamina C dos
produtos hortofruticolas e que ndo foram tidos em conta neste trabalho. O procedimento mais
correcto seria desenvolver um estudo durante um periodo de tempo mais alargado (1 - 2
anos), utilizando mais lotes de frutas, colhidos em diferentes épocas do ano e provenientes de
regides de cultivo diferentes. Utilizando quantidades maiores dos produtos seria possivel
avaliar a degradacdo da vitamina C nos alimentos intactos, eliminando a varidvel do corte ou

fatiamento. Assim, os resultados obtidos seriam muito mais significativos e era possivel
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estabelecer a extensdo da influéncia dos locais, época e métodos de cultivo nos teores de
vitamina C. Seria também possivel analisar as variagdes dos niveis de vitamina C e também das
capacidades antioxidantes entre os cultivares regionais e importados e estabelecer uma
conclusdo mais satisfatdria. No entanto, tendo em conta o curto prazo para desenvolver a tese

de mestrado nao foi possivel realizar este estudo mais abrangente.

Um estudo complementar que deve ser desenvolvido no futuro é a identificacdo do
L-AA e DHAA por MS, assim como de outros compostos presentes nas amostras.
Adicionalmente, o estudo dos teores de L-AA e vitamina C total nos agrides e anonas
importados deve ser desenvolvido de modo a complementar o estudo comparativo. Além
disso, a utilizacdo de outros métodos para avaliagdo da capacidade antioxidante dos frutos
deve ser aplicado pois permite uma melhor avaliagdo desta propriedade bioldgica. O método
FRAP e DPPH apresentam o mesmo mecanismo de reac¢dao que o ABTS e portanto podem ser
aplicados com o objectivo de estabelecer uma eventual compara¢do entre os resultados
obtidos pelos diferentes métodos e obter o maximo de informacgdo util sobre a capacidade
antioxidante total dos produtos. A técnica LC-MS poderia ser util pois permite a identificagao
dos compostos bioactivos que possam estar associados a actividade antioxidante das frutas e
vegetais.

Os teores de vitamina C e a considerdvel capacidade antioxidante de alguns produtos,
tornam estas frutas e vegetais produtos indispensaveis a alimentagdo. O seu consumo deve ser
incentivado tendo em conta o seu valor nutricional. Dos 9 produtos alimentares analisados, 7
deles fornecem mais de 50% da DDR para a vitamina C (sendo que 3 fornecem mais de 100%
da DDR). Além disso, devem ser alvo de futuras pesquisas visando a identificacdo e posterior
isolamento de compostos bioactivos para aplicacdo em sistemas in vivo e/ou utilizados como

nutracéuticos.
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Figura 41 - Rectas calibragdo do L-AA (0,05 — 2 pg/mL).
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Figura 42 - Rectas de calibragdo do L-AA (2 — 100 pg/mL).
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Figura 43 - Cromatogramas tipicos do maracuja regional (diluigdo 1:20) pré e pés-redugdo com DTT (245
nm).
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Figura 44 - Cromatogramas tipicos do maracuja importado (diluicdo 1:20) pré e pds-redugdo com DTT

(245 nm).
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Figura 45 — Cromatogramas tipicos da polpa de maracuja regional (diluicdo 1:20) pré e pos-redugdo com

DTT (245 nm).
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Figura 46 - Cromatogramas tipicos do agrido (diluigdo 1:10) pré e pés- redugéo com DTT (245 nm).
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Figura 47 - Cromatogramas tipicos dos pimentos verdes regionais (diluigdo 1:10) pré e p6s-redugdo com
DTT (245 nm).
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Figura 48 - Cromatogramas tipicos dos pimentos verdes importados (diluigdo 1:10) pré e pés-redugdo
com DTT (245 nm).
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Figura 49 - Cromatogramas tipicos das anonas regionais (diluigdo 1:10) pré e pés-redugdo com DTT (245
nm).
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Figura 50 — Cromatogramas tipicos dos morangos regionais (dilui¢do 1:10) pré e pos-redugdo com DTT
(245 nm).
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Figura 51 - Cromatogramas tipicos dos morangos importados (diluigdo 1:10) pré e pds-redugdo com DTT
(245 nm).
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Figura 52 - Cromatogramas tipicos das papaias regionais (diluicio 1:10) pré e pds-redugiio com DTT (245
nm).
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Figura 53 - Cromatograma tipicos das papaias importadas (diluigdo 1:10) pré e pés-reducdo com DTT
(245 nm).
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Figura 54 - Cromatogramas tipicos dos limdes regionais (dilui¢do 1:10) pré e pés-redugdo com DTT (245
nm).
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Figura 55 - Cromatogramas tipicos dos limdes importados (diluicdo 1:10} pré e pos-redugdo com DTT
{245 nm). :
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Figura 56 - Cromatogramas tipicos dos brocolos regionais {difuicdo 1:10) pré e pos-redugdo com DTT
{245 nm}.
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Figura 57 - Cromatogramas tipicos dos brocolos importados {dijuicdo 1:10) pré e pds-redugdc com DTT
{245 nm].
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Figura 59 - Cromatogramas tipicos dos brécolos crus e brécolos cozidos regionais (dilui¢do 1:10)
pos-reducdo (Vitamina C total) com DTT (245 nm).
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Figura 61 - Cromatogramas tipicos dos pimentos vermelhos regionais (diluigdo 1:10) pré e pos-reducio

com DTT (245 nm).
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Figura 62 - Cromatogramas tipicos dos pimentos vermelhos importados (diluigdo 1:10) pré e

pos-redugdo com DTT (245 nm).
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Tabela 21 -Teores de acido L-ascérbico e vitamina C total na avaliagdo da recuperagdo do método UPLC-

PDA.
Te trado de vitami
L Teor encontrado de L-AA™ | Teor inicial de o Encantad ab VEmINAS
Teor inicial i . total
ab - Vitamina C - -
Produto de L-AA Nivel | Nivel Il it Nivel | Nivel Il
10 (pg/mL) | 50 (pg/mL) 10 (pg/mL) | 50 (ug/mL)
Maracuja 1824178 | 1,8542,05 | 53,67¢1,71 | 1994316 |1326+1,44 | 5683+ 165
Agrido 2459+152 | 34,42+3,86 | 6836229 | 2568+168 |3507£207 | 7865+172
5'::;2:05 26934183 | 37,15+3,33 | 70454180 | 27,56+4,58 | 38,17+1,05 | 79,10+3,16
Anona 699£212 | 1656+ 1,48 | 5514+1,43 | 832290 |2063£063 | 678131
Morango 12214199 | 22,58+2,20 | 5852+1,64 | 12,86+1,07 | 23774143 | 61,55+2,68
Papaia 25,852,557 | 3545+ 1,96 | 73,55%4,24 | 27,75+2,13 | 3846%193 | 7848+4,12
Lim3o 420£0,76 | 1354+321 | 4643+1,54 | 429+3,60 |13,80%+1,41 | 4799219
Brécolos 21144171 | 30,77+1,18 | 6884+165 | 22,43+3,27 |3303+244 | 73,74+3,23
SIIEE 50,99 41,89 | 61,09+5,15 | 100,56+2,31 | 53,31%1,81 | 63,89+1,74 | 10534+2,72
Vermelhos
*mg/100 g produto.

®meédia das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrao.

Tabela 22 - Estabilidade do 4cido L-ascérbico no extracto de maracuja regional, maracuja importado e
solugdo padrdo, armazenados a temperatura ambiente, durante 5 horas (R: Recuperagao).

Tempo de Maracuja Regional Maracuja Importado Padrdo

arm(anf;”uat':;m" L-AA% RE) | LAA® | R(%) L-AA®? R (%)
0 27,16 £1,52 100,00 | 24,14+ 1,80 | 100,00 42,34 100,00

60 26,86+ 1,24 98,90 | 23,89+1,36 | 98,97 42,09 99,41

120 26,71+ 1,44 98,34 23,79+ 1,98 98,57 41,88 98,91

180 26,60+ 0,72 97,92 23,71+ 1,55 98,25 41,65 98,37

240 26,38 + 1,08 97,13 | 23,44+1,68 | 97,12 41,46 97,92

300 26,05 £ 1,56 95,91 23,19+1,12 96,08 41,22 97,35

*4cido L-ascorbico (mg/100g produto).
®média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padréo.
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Tabela 23 - Estabilidade do acido L-ascdrbico nos extractos de maracuja regional, maracuja importado e
solugdo padrdo, armazenados a 42C, durante 2 meses (R: recuperaco).

Tempo de Maracujd Regional Maracujad Importado Padrdo
AEMRRCNAMENGG, | | i R (%) LAA* | R(%) L-AA® R (%)
(dias)
0 27,16 +1,52 | 100,00 | 24,14 +1,80 | 100,00 | 49,48 +2,96 | 100,00
1 26,97 +1,30 99,30 |23,98+1,26 | 99,33 | 49,32+3,13 | 99,68
4 26,78 £1,63 98,62 [2393+1,31| 99,11 | 49,12+3,22 | 99,27
7 2593 +1,31 95,47 [23,21+1,51| 96,13 4842 +1,81 | 97,84
11 25,60+ 1,66 94,28 |22,97+1,36 | 95,15 47,19+ 2,62 | 95,36
15 25.25:+1.50 92,98 |22,60+1,27 | 93,61 | 46,76 +1,71 | 94,49
21 24,69+ 1,45 90,93 [21,70+1,36 | 89,90 | 45,42+1,70 | 91,78
30 21,86+1,42 80,50 |20,02+1,75| 82,93 | 43,97+2,14 | 88,85
37 20,60+ 1,32 75,85 |19,65+1,39 | 81,38 | 41,09+2,16 | 83,03
44 18,54 £ 1,50 68,26 |18,63+1,39| 77,18 | 39,22+ 2,62 | 79,26
51 17,11 +1,50 63,02 |16,39+1,26| 67,89 36,69 +2,62 | 74,15
60 16,16 + 1,67 59,51 |14,63+1,18 | 60,60 33,01+£1,97 | 66,71
’mg/100 g produto.

*média das 3 replicatas (n=3) * desvio-padrao.

Tabela 24 -Estabilidade do acido L-ascérbico nos extractos de maracuja regional, maracuja importado e
solugéo padrdo, armazenados a -202C, durante 2 meses (R: recuperaco).

Tempo de Maracuja Regional Maracuja Importado Padrdo
armaz(zi”;r)"e”to L-AA® R(%) | LAA* | R(%) L-AA® R (%)
0 27,16+1,52 | 100,00 | 24,14 +1,80 | 100,00 | 49,48 +0,35 | 100,00
4 26,81+1,53 | 98,73 |23,52+1,26 | 97,42 | 48,93+3,07 | 98,88
7 26,32+2,57 | 96,92 |23,49+2,73| 97,28 | 48,59 +1,32 98,19
11 26,13 +£1,32 96,21 |23,18+1,47 | 96,03 | 48,06 +1,98 | 97,13
15 26,06 £ 1,39 95,96 |[23,00+1,55| 95,26 | 47,71+1,56 | 96,42
21 25,26 +2,57 | 93,02 |22,42+2,62| 92,88 | 47,20+1,61 | 95,38
30 2486+1,31 | 91,55 |22,33+1,27 | 92,48 | 46,52+1,27 | 94,01
37 24,46 + 1,65 90,05 |21,81+1,28| 90,34 | 45,42+1,54 | 91,78
44 23,98 +£1,31 88,31 | 21,61+2,74 | 89,50 | 44,09+2,31 | 89,10
51 22,89 +2,35 84,27 |20,33+1,09| 84,23 | 43,37+1,33 | 87,64
60 21,40+1,34 | 78,79 |19,39+1,27 | 80,32 | 42,05+1,46 | 84,97

’mg/100 g produto.

®média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrdo.
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Tabela 25 - Estabilidade do acido L-ascérbico nos extractos de agrido regional e solugdo padrio,
armazenados a -802C, durante 2 meses (R: recuperagio).

Tempo de Agrido Padrdo
armaze{'lamento L-AA®D R (%) L-AAZD R (%)
(dias)
0 63,43 +1,63 | 100,00 49,48 100,00
4 63,17 £2,58 | 99,59 49,34 99,70
7 63,10+1,72 | 99,48 49,32 99,67
11 63,00+1,85 | 99,33 49,21 99,45
15 62,85+1,59 | 99,09 49,14 99,30
21 62,53 +0,75 | 98,58 48,98 98,99
30 62,41+£1,08 | 98,39 48,89 98,80
37 61,95+1,11 | 97,67 48,66 98,32
44 61,68 £1,05 | 97,24 48,55 98,11
51 61,26 £1,89 | 96,59 48,34 97,69
60 61,12 +1,63 | 96,36 47,94 96,89
’mg/100 g produto.

média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrio.

Tabela 26- Teores do &cido L-ascdrbico, Vitamina C total
regionais, determinados pelo método UPLC-PDA.

e acido desidroascorhico

dos maracujas

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 31,76 £ 1,71 33,97 £1,63 2,21%+1,75
3 27,16 £+ 1,52 29,7+1,51 2,54+ 1,38
7 23,89 + 2,30 27,65+2,4 3,76 £ 0,52
10 20,52 +£1,92 24,68 + 1,89 4,16 + 1,50
15 17,27 £ 1,65 23,09 + 1,64 582+1,43
Média” 24,12 + 5,65 27,82 + 4,29 3,70 +1,44

’média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrao.
’média dos 5 dias de andlise (n=5) + desvio-padrio.

Tabela 27 - Teores do &cido L-ascérbico, Vitamina C total e 4cido desidroascérbico do maracuja
importado, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascdrbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)? (mg/100g produto)® (mg/100g produto)?
1 27,78 £ 2,29 30,53+2,40 2,75+1,24
3 24,14 £ 1,80 27,23 +1,35 3,09+ 1,65
7 22,94 +£1,78 26,72 +1,48 3,78+ 1,38
10 19,74 £ 1,27 24,88 + 1,25 5,14 + 1,54
15 15,49 + 1,28 21,38 + 1,35 5,89 +0,53
Média® 22,02 + 4,65 26,15 + 3,36 4,13+1,34
*média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padréo.
®média dos 5 dias de analise (n=5)  desvio-padrdo.
146




Tabela 28 - Teores do &cido L-ascérbico, Vitamina C total e 4cido desidroascérbico do agrido regional,
determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)? (mg/100g produto)®
1 63,16 £ 1,63 66,40 + 2,96 3,24+ 0,84
2 60,93 +1,72 67,0+ 2,31 6,07 £ 1,83
3 58,19 +1,53 66,31 +1,43 8,12+1,72
4 55,26 £ 1,11 64,63 +£1,34 5,37 + 2,66
5 49,59 + 2,62 62,68 + 1,52 13,09 £ 3,75
Média® 57,43 £5,29 65,40+ 1,76 7,98 + 3,68

*média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrao.
®média das 5 analises (n=5) + desvio-padrao.

Tabela 29 - Teores do acido L-ascérbico, Vitamina C total e acido desidroascorbico dos pimentos verdes
regionais, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascdrbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 119,91 +£13,13 124,52 +13,1 4,61+1,83
2 114,21 + 8,24 122,16 £+ 9,1 7,95+2,52
3 100,35 + 1,46 115,32 +£1,51 14,97 + 2,56
4 96,92 +1,077 112,35+ 1,68 15,43 £ 4,58
5 89,91 +3,16 110,48 +£ 3,21 20,57 £1,61
Média® 104,26 £ 12,44 116,97 £ 6,13 12,71+ 6,34

’média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padréo.
®média das 5 anlises (n=5) + desvio-padrio.

Tabela 30 - Teores do acido L-ascérbico, Vitamina C total e 4cido desidroascérbico dos pimentos verdes
importados, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)? (mg/100g produto)®
1 122,43 + 10,6 127,71 £ 9,80 5,28 +1,04
2 119,76 £7,92 129,28 + 8,44 9,52 £ 3,09
3 105,91+ 9,46 120,63 £ 5,60 14,72 + 3,65
4 99,03 + 1,07 118,74 £+ 7,63 19,71 +2,90
5 89,85 +11,74 113,68+ 2,13 23,83 +4,37
Média® 107,40 £ 13,77 122,01 + 6,46 14,61 + 7,48
’média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrio.
®média das 5 anélises (n=5) * desvio-padrio.
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Tabela 31 - Teores do &cido L-ascdrbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico da anona regional,
determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)?
1 21,00 +1,83 25,43:+1,73 4,43 +1,96
2 19,44 + 3,78 24,67 £ 1,83 5,23 +3,27
3 16,96 £ 1,32 23,97 £1,51 7,01 +4,37
4 13,73 +1,82 2292+ 1.57 9,19+1,04
5 8,94 + 2,01 16,45 + 1,81 7,51+2,12
Média® 16,01 + 4,82 22,69 £ 3,61 6,67 £ 1,89

’média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padro.
média das 5 analises (n=5)  desvio-padrao.

Tabela 32 - Teores do dcido L-ascorbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico dos morangos
regionais, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)’ (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 70,80 +1,70 73,84 £2,94 3,04+1,72
2 67,02 +1,43 70,31 +4,12 3,29+ 1,57
3 65,12 + 2,63 69,51 +1,26 4,39 +2,61
4 63,02 +£1,78 68,72 £+ 1,55 57%1,32
5 59,04 + 3,83 67,34 £3,71 83+0,76
Média” 65,00 + 4,39 69,94 + 2,44 4,94 + 2,15

’média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padr3o.
*média das 5 analises (n=5) + desvio-padréo.

Tabela 33 - Teores do &cido L-ascdrbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico dos morangos
importados, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascdrbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)? (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 53,54 + 4,33 56,02 +1,44 2,48+ 0,63
2 50,55 + 3,32 53,73 £ 2,68 3,18+1,12
3 48,62 + 2,65 51,99 £ 2,24 3,37+ 0,50
4 46,82 + 1,65 50,76 + 2,50 3,94 £ 0,74
5 44,89 + 4,06 51,71+1,90 6,82 + 1,05
Média® 48,88 + 3,34 52,84 + 2,07 3,96 + 1,68
’média das 3 replicatas (n=3) *+ desvio-padro.
*média das 5 anélises (n=5) + desvio-padr3o.
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Tabela 34 - Teores do acido L-ascérbico, Vitamina C total e dcido desidroascérbico das papaias regionais,
determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)? (mg/100g produto)?
1 118,86 + 13,47 123,35+ 10,52 4,49+ 1,43
2 114,96 £ 10,76 120,79+ 10,80 583+0,43
3 107,6 £ 11,07 117,72 £ 8,76 10,12 £ 1,93
4 97,1+ 5,57 112,26 + 3,79 15,16 + 2,22
5 82,45+ 11,35 99,34 + 6,61 16,89 £ 4,12
Média® 104,19 + 14,71 114,69 + 9,53 10,50 £ 5,50

°média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrio.
®média das 5 anélises (n=5) £ desvio-padrio.

Tabela 35 - Teores do acido L-ascorbico, Vitamina C total e 4cido desidroascérbico das papaias
importadas, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)? (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 95,87 +£5,45 99,82 + 7,00 3,95+1,43
2 92,55 + 10,96 97,78 £+ 11,17 5,23 +0,60
3 88,29 £ 9,64 96,26 £ 11,24 7,97 £1,41
4 80,29 + 8,47 94,69 + 7,31 14,4+ 2,44
5 65,12 + 10,74 80,33 £4,92 15,21 +2,90
Média® 84,42 +£12,27 93,78 + 7,76 9,35+5,19

*média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrao.

*média das 5 anélises (n=5) * desvio-padrio.

Tabela 36 - Tabela 29 — Teores do &cido L-ascdrbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico dos

limées regionais, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 52,07 £2,39 52,77+211 0,7+0,16
2 51,70+ 1,12 52,51 + 10,50 0,81 +0,28
3 49,96 + 1,31 51,10 £ 2,90 1,14+ 0,17
4 47,63 £ 2,83 49,17 + 2,75 1,54+0,71
5 45,58 £1,99 48,16 + 1,74 2,58 +0,86
Média® 49,39 + 2,76 50,74 2,03 1,35+ 0,76

*média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padréo.
*média das 5 andlises (n=5) * desvio-padrio.
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Tabela 37 - Teores do 4cido L-ascorbico, Vitamina C to

importados, determinados pelo método UPLC-PDA,

tal e dcido desidroascérbico dos limBes

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento {dias) (mg/100g produto)® {mg/100g produto)® {mg/100g produto)?
1 55,97 +2,22 57,14 + 3 55 1,17 + 0,88
2 54,92 + 2,97 56,00 +1,75 1,08+ 0,31
3 52,92 +1,56 55,19+ 1,03 2,27+ 1,40
4 50,24 + 1,79 53,26 £1,61 3,02 41,84
5 48,19 + 1,89 51,30+ 2,72 3,11+ 2,72
Média® 52,45 +3,23 54,58 £ 2,32 2,13+ 0,97

*média das 3 repiicatas (n=3} + desvio-padrio.
"média das 5 analises (n=5) + desvio-padrio.

Tabela 38 - Teores do 4cido L-ascorbico, Vitamina C

regionais, determinados pelo método UPLC-PDA,

total e dcido desidroascérbico dos brocolos

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)? {mg/100g produto)? {mg/100g produto)®
1 72,38 + 9,68 76,37 £ 10,38 3,99+ 0,69
P 70,41 £ 10,33 76,14 + 10,34 573+1,30
3 66,67 11,29 75,00 +6,11 8,33+ 1,71
4 64 + 8,41 74,17 £ 6,54 10,17 + 2,65
5 58,17+ 7,61 71,16 + 5,90 12,99 + 3,53
Média® 66,33 £ 5,60 74,57 + 2,10 8,24+ 3,56

*média das 3 replicatas (n=3) £ desvio-padrio.
*média das 5 andlises (n=5} % desvio-padrio,

Tabela 39 - Teores do acido L- ascorbico, Vitamina C total

importados, determinados pelo método UPLC- PDA.

e acido desidroascdrbico dos brécolos

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento {dias} {mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)’
1 77,61 £5,07 82,4+ 453 4,79+ 1,64
2 75,13+11,81 81,76 + 10,58 6,63+ 1,80
3 72,69 % 7,91 80,89 + 7,50 82+1,56
4 68,09 + 8,40 79,56 + 6,60 11,47 + 2,73
5 61,86 + 9,40 76,50+ 8,12 14,64+ 2,20
Média® 71,08 £6,24 80,22 £ 2,34 9,15+ 3,93

medla das 3 replicatas {n=3) + desvio- padrio.
*média das 5 anafises (n=5) t desvio-padrio.
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Tabela 40 - Teores do acido L-ascérbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico dos pimentos

vermelhos regionais, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)?
1 214,79 £ 13,24 221,76 £12,30 6,97 £1,76
2 203,49+ 12,45 217,02 +£11,60 13,53 £ 6,25
3 190,54 + 21,05 216,47 + 14,28 25,93 + 3,15
4 179,02 £ 10,82 208,95 + 14,55 29,93 +£9,64
5 161,15+ 11,36 196,1 £ 10,25 34,95 + 5,26
Média® 189,80 + 20,91 212,06 £ 10,03 22,26 +11,65

*média das 3 replicatas (n=3) + desvio-padrio.
®média das 5 andlises (n=5) £ desvio-padrio.

Tabela 41 - Teores do acido L-ascérbico, Vitamina C total e acido desidroascérbico dos pimentos
vermelhos importados, determinados pelo método UPLC-PDA.

Tempo de Acido L-ascérbico Vitamina C total Acido desidroascérbico
armazenamento (dias) (mg/100g produto)® (mg/100g produto)® (mg/100g produto)®
1 223,65 % 16,51 231,8+£11,23 8,15+ 1,25
2 210,76 + 10,88 229,46 £ 11,06 18,7 £ 6,76
3 195,4 + 12,70 225,89 + 14,28 30,49 + 13,15
4 184,9 + 13,68 218,62 £ 14,05 33,72 £ 8,96
5 166,83 £ 11,71 204,9 £12,05 38,07 + 6,88
Média® 196,31+ 22,11 222,13 +10,85 25,83 +£12,22

média das 3 replicatas (n=3) * desvio-padrao.

*média das 5 analises (n=5) £ desvio-padréo.
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Tabela 42 - Dados da titulagdo iodométrica.

r AT Massa | Perdas® | Massa Massa Volume titulante—!
polpa® (g) Final (g) | Ensaio (g)° médio (mL)
Maracuja Regional 72,19 7,92 64,27 21,42 8,23 + 0,06
Maracuja Importado 70,25 6,11 64,14 21,38 7,33+0,15
Polpa Maracuja 64,30 3,79 60,51 20,17 2,30+ 0,10
Agrido 55,02 6,66 48,36 16,12 7,87 £ 0,06
P. Verde Regional 30,67 10,27 20,40 6,80 7,53+ 0,06
P. Verde Importado 33,94 12,19 21,75 7,25 9,13+ 0,06
Anona 83,84 13,56 70,28 23,43 4,83+ 0,10
Morango Regional 50,62 17,79 32,83 10,94 8,60 + 0,06
Morango Importado 49,93 18,22 31,71 10,57 6,13 £ 0,01
Papaia Regional 19,11 8,66 10,45 3,48 4,80+0,1
Papaia Importada 22,68 9,54 13,14 4,38 4,80 + 0,06
Limdo Regional 52,54 6,25 46,29 15,43 8,67+0,26
Limdo Importado 48,57 7,94 40,63 13,54 7,90 + 0,06
Brécolos Regionais 34,02 7,68 26,34 8,78 6,43 + 0,06
Brécolos Importados 30,05 9,36 20,69 6,90 560+0,1
P. Vermelho Regional 28,41 12,93 15,48 5,16 11,30+ 0,1
P. Vermelho Importado 29,54 11,12 18,42 6,14 13,63 +0,12

’a massa da polpa foi escolhida de acordo co

FCDB

perdas durante a centrifugacio.
massa de cada ensaio (massa final/3).

‘média dos volumes de titulante gasto (n=3)

t desvio-padrio.

Doseamento do 4cido L-ascérbico no maracuja regional (Exemplo):

Volume titulante (mL)

Acido L-ascérbico (mg)

1

0,8806

8,23

% |

X=7,25mg L-AA,

Doseamento acido L-ascérbico/ 100 g polpa:

Massa polpa (g) | Acido L-ascorbico (mg)
21,42 7,25
100 y

Y= 33,84 mg L-AA.

m os valores médio de 3cido L- ascorbico descritos nas
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