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Determinacdo de Acido Ascérbico em Sucos de
Caixinha Longa Vida por Voltametria Ciclica Usando
os Métodos dos Padroes Externos e da Adicao de
Padrao: Uma Proposta de Experimento para o Ensino
de Quimica Analitica Instrumental

Determination of Ascorbic Acid in Long Life Juices by Cyclic
Voltammetry Using External Standards and Standard Addition Methods:

An Experimental Proposal for Teaching Analytical Instrumental
Chemistry

Vinicius N. Silveira,® Nayara Caroline M. Carvalho,? Jéssica A. Oliveira,? Luis Antdnio da Silva,®
Valéria A. Alves®*

Ascorbic acid (vitamin C) is essential to our body and can be found in leafy vegetables, legumes and fruits,
as well as in natural and industrialized juices. The concentration of vitamin C present in long life juices
is normally informed by the manufacturer on the package label. The objective of this work was to use an
electroanalytical technique, cyclic voltammetry, to determine the concentration of vitamin C in long-life
juices. From the dilution of a 100 mmol L' stock solution of ascorbic acid, the calibration curves were
prepared by the method of external standards or of standard addition. Cyclic voltammograms (CVs) were
recorded from 0 to +1.0 V, with v = 50 mV s™'. The solutions were prepared in the presence of KC1 0.34
mol L' as supporting electrolyte, including the samples. Measurements were taken in triplicate. It was
found that vitamin C is present in all juice brands analyzed, and in some cases in a concentration very
different from the value informed on the package label by the manufacturer. The present work showed
the viability of using the CV technique for the determination of vitamin C in a food product, which is
relevant for the teaching of electrochemistry.

Keywords: Cyclic voltammetry; ascorbic acid; vitamin C.

1. Introducao

A vitamina C ou 4cido ascorbico (AA), possui férmula quimica (C¢HgO,) € amplamente
utilizada como antioxidante, nas inddstrias farmacéutica, quimica, cosmética e alimenticia.'
E um composto soltvel em dgua e desempenha um papel essencial nos processos biolégicos
e no metabolismo, incluindo a absor¢do de ferro.”* Encontra-se naturalmente presente em
muitas frutas e vegetais, como laranja, limao, abacaxi, caju, espinafre, e tomate.’ O AA pode
ser encontrado como acido L-ascérbico, na forma reduzida e dcido L-dehidroascérbico, na
forma oxidada (onde este perde dois &tomos de hidrogé€nio). A semi-reago associada as formas
reduzida e oxidada do AA possui E° = +0,390 V. e pode ser observada na Figura 1.

HO HO
(0) (0)
(0] (0]
HOA W p— HOJM + 2H" + 26
HO OH (0] (0]
acido L-ascérbico 4cido L-dehidroascorbico

Figura 1. Semi-reagdo de oxidagdo do acido ascorbico (vitamina C)

A vitamina C é sintetizada por uma variedade de organismos do reino animal e vegetal. No
entanto, humanos, outros animais primatas e roedores, ndo produzem esta vitamina.” O AA
€ um constituinte comum da dieta humana e comercializado como suplemento (vitamina C)
em niveis elevados, ja que sua ingestdo € indicada para a prevencdo e o tratamento de varias
patologias.® Suplementos alimentares de vitamina C vendidos em farmdcias sem receita médica,
como por exemplo na forma de comprimidos efervescentes podem conter 1 g de vitamina C por
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comprimido. No entanto, ha situagdes onde doses elevadas
dessa vitamina, como 4 g ao dia, causam a destrui¢do dos
glébulos vermelhos do sangue de paciente portador de
deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase eritrocitaria.
Niveis bem menores, como 100 mg de vitamina C ao dia,
sdo tolerados por pacientes sob didlise, devido ao risco de
formacao de célculos urindrios.’

A insuficiéncia de vitamina C causa o escorbuto e
a anemia, e estd associada a algumas anormalidades
psicolégicas (depressdo). Em contraste, o excesso de vitamina
C afeta a absor¢do de vitamina B12, também relacionada a
anemia, e pode causar distirbios gastrointestinais, calculo
renal e excesso de absorcao de ferro.>!° Além disso, a ingestdo
excessiva de vitamina C pode causar obesidade."

Assim, os humanos devem ingerir vitamina C para
sobreviver.'> Uma ingestdo didria de vitamina C (45 mg /
dia para um adulto) € necessdria.'? Portanto, para controlar a
ingestdo didria da vitamina C, a determinacao quantitativa de
seu contetido em frutas e vegetais € crucial.'* A determinagio
de AA € necessdria para o controle de qualidade de
diferentes produtos.

O método recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) para determinaciao do AA
em alimentos € baseado na volumetria de 6xido-redugio,
utilizando-se o iodato de potéssio.'

De acordo com o Artigo 18 do Decreto n° 6.871 de
04 de Junho de 2009,' podem ser chamadas de sucos as
bebidas ndo fermentadas, ndo concentradas e nao diluidas,
destinadas ao consumo, obtidas de frutas sadias e maduras,
ou de vegetais. Também podem ser reconstituidos pela
dilui¢do de suco concentrado ou desidratado, porém de
modo a manter a concentracdo original do suco integral
ou ao teor minimo de sélidos soldveis estabelecido nos
respectivos padrdes de identidade e qualidade para cada
tipo de suco integral, sendo obrigatério constar na sua
rotulagem a origem do suco utilizado para sua elaboragio,
se concentrado ou desidratado."”

A declaragio do 4cido ascérbico na rotulagem é
voluntaria, embora esteja presente em grande parte dos sucos
industrializados, notadamente naqueles com base em frutas
citricas,'” cujos produtos podem ser considerados de alto
conteido naquele nutriente (minimo de 30% da Ingestio
Diaria Recomendada — IDR) ou como fonte de vitamina C
(minimo de 15% da IDR).!?

Ha regulamentag@o vigente que estabelece os valores
minimos de 4cido ascérbico (em mg/100 g) para alguns
sucos, cujos valores dependem do sabor do suco. Para
o suco de abacaxi € estabelecido o valor madximo de
21,5 mg/100 g."

A vitamina C € bastante sensivel ao processamento
e armazenamento de produtos, sendo a sua retencdo
considerada um indice de conservacdo e da qualidade
nutricional dos mesmos. Dada a sua enorme relevancia
e vasta aplicagdo, varios métodos foram desenvolvidos
para sua determinacdo em diversos tipos de amostras
(p. ex.: alimentos, bebidas, amostras biolégicas, produtos
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farmacéuticos, etc)®. Os métodos mais utilizados sdo os
fisico-quimicos, dentre os quais estdo os volumétricos e 0s
espectrofotométricos.”® Recentemente, Hoehne e Marmitt*
discutiram esses métodos de quantificacdo de AA em
diferentes tipos de amostras, com &nfase nos seus principios,
interferentes, vantagens e desvantagens.

Os métodos volumétricos, devido a falta de
especificidade, s@o tteis apenas na andlise de amostras que
nao contenham outros compostos redutores (além do 4cido
ascorbico). O método oficial da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), baseado na titulagdo de 4cido
ascérbico com 2,6-dicloroindofenol em solugdo dcida, ndo
¢ aplicdvel em todas as matrizes.?! Podem ser encontrados
concentragdes maiores do que as reais, devido a presenca de
substancias naturalmente presentes nas frutas, como taninos,
betaninas, compostos de sulfidrila, Fe (II), Mn (I) e Co (II),
e que podem ser oxidadas pelo corante.” Além dos métodos
volumétricos e espectrofotométricos, encontram aplicacio
os métodos eletroquimicos, luminescentes, fluorimétricos
e cromatograficos.”

O presente trabalho utilizou a técnica de voltametria
ciclica, VC, para determinar a concentragao de dcido ascérbico
(vitamina C) em produtos alimenticios (sucos de caixinha ou
longa vida), encontrados no comércio da cidade de Uberaba/
Minas Gerais. Com isso, pretende-se contribuir com uma
proposta de atividade experimental para a determinacdo de
acido ascorbico em amostras reais, com énfase no uso dos
métodos do padrio externo e da adi¢do de padrdo. Espera-
se com essa abordagem mostrar a aplicabilidade da VC
num produto do cotidiano dos estudantes. Muitas vezes,
os métodos do padrdo externo e da adi¢do de padrdo sdo
discutidos apenas conceitualmente nas aulas tedricas de
Quimica Analitica Instrumental, e sdo resolvidos exercicios,
mas € importante a sua contextualizagdo, visando tornar o
formalismo matematico envolvido menos abstrato, bem como
disseminar o uso da eletroandlise nos cursos de graduagdo.
Apesar das suas vantagens, como alta sensibilidade e baixo
custo, hd resisténcia a um maior uso por parte dos analistas,
o que pode estar relacionado ao fato da sua teoria bésica ser
considerada dificil e abrangente.”

Os referenciais para o desenvolvimento da presente
proposta de atividade experimental sdo de autores
estrangeiros,®?** ou seja, hd escassez de trabalhos sobre
o assunto na lingua portuguesa, para fins didaticos no
ensino superior. Ressalta-se que, visando contribuir
com uma conscientizagdo dos estudantes com relagdo
a preocupacio com o meio ambiente nas suas atitudes,
dentro ou fora da academia, o sistema eletroquimico foi
miniaturizado em relag@o a outros estudos eletroquimicos
na literatura, que utilizam um volume vinte vezes maior
de amostra, ou seja, 100 mL de amostra, contra 5 mL no
presente trabalho, o que demandou um menor consumo de
reagentes e, consequentemente, uma producdo de menor
quantidade de residuos. Também € importante mencionar
que o sinal analitico ndo foi afetado pelo volume de
solucao utilizado.
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Aos leitores interessados na fundamentagao das técnicas
voltamétricas, Pacheco e colaboradores® publicaram uma
revisdo sobre os conceitos envolvidos na voltametria de
varredura linear, voltametria ciclica, técnicas de pulso
(voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda
quadrada), voltametria de redissolugdo e voltametria
adsortiva de redissolucdo. Também, recomenda-se o artigo
de Elgrishi e colaboradores?, para aqueles que pretendem
iniciar na técnica de voltametria ciclica, e de Paiola e
colaboradores?’, o qual descreve o desenvolvimento de
uma célula eletroquimica miniaturizada para ser utilizada
em experimentos diddticos envolvendo voltametria ciclica,
em cursos de graduagdo, aplica os conceitos da Quimica
Analitica Verde e proporciona o aprendizado de conceitos
de eletroquimica e quimica analitica.

2. Experimental

2.1. Equipamentos, célula eletroquimica e condi¢des
voltamétricas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato da Metrohm Autolab, modelo PGSTAT10
(Herisau, Suica), interfaciado a um programa de computador
(GPES). Os volumes das solugdes foram medidos usando
micropipetas de 1000 uL (MDI) e de 5000 pL (Peguepet®).
Todas as solucdes foram preparadas em dgua ultrapura
obtida com purificador da Gehaka (Master System/
MS2000).

A célula eletroquimica utilizada nos experimentos,
com os respectivos eletrodos, € apresentada na Figura 2.
Utilizou-se um disco de platina de 1 mm de didmetro, drea
0,78 mm? como eletrodo de trabalho (Microquimica®), um
eletrodo de referéncia de Prata/Cloreto de Prata 3,0 mol L'
de NaCl, saturado com AgCl (Bioanalytical Systems, RE-

Figura 2. Célula eletroquimica munida dos eletrodos de trabalho, de
referéncia e auxiliar. Amostra analisada: suco de uva. Eletrdlito de
suporte: KC1 0,34 mol L!
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4, MF2021) e como eletrodo auxiliar um fio de platina de
0,5 mm em espiral (Goodfellow®).

Poliu-se o eletrodo de trabalho manualmente, antes de
cada medida eletroquimica, fazendo-se um movimento em
forma de oito sobre um pedago de tecido macio (veludo),
contendo duas gotas de suspensdo de alumina 0,3 um da
Fortel Indistria e Comércio Ltda. (Casa Verde, Sdo Paulo).
Apéds o polimento na presenca de alumina, repetiu-se o
polimento sobre outro pedago de veludo, na auséncia de
alumina, para remover o excesso de particulas de alumina.
Por fim, o eletrodo foi lavado com 4gua ultrapura e seco
com papel macio.

Registrou-se os voltamogramas ciclicos, VCs, do ES,
das solucdes padrao e das amostras nas seguintes condicdes
voltamétricas: velocidade de varredura do potencial, v,
50 mV s e faixa de potencial, E, de 0 a +1,0 V.

2.2. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: 4cido
ascorbico, C¢HgOq, 99,0 % (176,12 g mol), da Exodo
Cientifica (Hortoladndia-SP, Brasil); cloreto de potdssio,
KCl, 99% (74,56 g mol™'), da Vetec (Duque de Caxias-RJ,
Brasil); amido solivel da Synth (Diadema-SP, Brasil);
iodeto de potéssio, KI, 99,00 %, (166,00 g mol™'), da Exodo
Cientifica (Hortolandia-SP, Brasil); acido sulftrico, H,SO,,
95-98% (98,08 g mol"), da Neon (Sao Paulo-SP, Brasil); e
iodato de potassio, KIO;, 99,4 % (214,00 g mol'), da Exodo
Cientifica (Hortolandia-SP, Brasil).

2.3. Solugdes e amostras

Neste experimento, o dcido ascorbico foi determinado
em sucos longa vida por voltametria ciclica, utilizando
os métodos do padrido externo e da adigdo de padrdo.
Esta pratica de ensino necessitou de uma solugdo estoque
de acido ascérbico 0,10 mol L' e de uma solugdo de
KCl1 0,34 mol L', que atua como eletrélito de suporte, ES.

Para a preparacgdo de 25,00mL de solucdo estoque de
dcido ascorbico 0,10 mol L' pesou-se uma massa de dcido
ascorbico igual a 0,4403 g, transferiu-se para um baldo
volumétrico. Pesou-se 0,6338 g de KCl e transferiu-se
para o mesmo baldo volumétrico, para tornar a solucio
0,34 mol L' em KCI. Completou-se o volume do baldo com
dgua ultrapura, até a sua marca de calibragio.

Para a preparacdo de 250,00 mL de uma solucéo
de KCI 0,34 mol L' pesou-se uma massa de KCl igual
a 6,3376 g e transferiu-se para um baldo volumétrico.
Completou-se o volume do baldo volumétrico com dgua
ultrapura, até a sua marca de calibracio.

Foram analisados 11 sucos longa vida, de 6 marcas
diferentes, representadas por nimeros (1, 2,3,4,5¢e6),e5
sabores (laranja, macd, goiaba, pé€ssego e uva). A Tabela 1
apresenta os sucos analisados e os respectivos cédigos.
Vale ressaltar que duas marcas referem-se a versdo kids
do suco.
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Tabela 1. Sucos analisados nesse trabalho e respectivos codigos

Suco Codigo* Suco Codigo*
1 Laranja-1 7 Uva-4b
2 Laranja-2 8 Uva-4c (versdo kids)
3 Maga-3 9 Uva-4d (versdo kids)
4 Goiaba-1 10 Uva-5
5 Péssego-4 11 Uva-6 (versio kids)
6 Uva-4a

*Formado pelo sabor do suco € um niimero. O niimero refere-se a uma dada
marca. No caso dos sucos Uva-4 e Uva-4 (versdo kids), as letras a, b e c,
d referem-se a sucos de mesmo sabor e marca, porém de lotes diferentes.

Todas as solucdes de acido ascérbico foram preparadas
imediatamente antes do uso e guardadas ao abrigo da
luz durante a execugdo dos experimentos, para evitar a
degradacdo do 4acido ascorbico. As embalagens de suco
foram abertas imediatamente antes do uso, pelo mesmo
motivo.

2.4. Determinacao de acido ascérbico nas amostras de
suco longa vida por voltametria ciclica

Meétodo do padrio externo: preparou-se nove solugdes
padrdo, transferindo-se os seguintes volumes da solucdo

estoque de dcido ascérbico 0,10 mol L': 130 pL; 190 pL;
250 pL; 380 uL; 500 pL; 1000 pL; 1500 pL; 2000 pL e
2500 pL para baldes volumétricos de 25 mL, numerados
de 1 a 9. Completou-se o volume dos baldes volumétricos
com solucdo de KC10,34 mol L', até a marca de calibragio.
Preparou-se as amostras de suco, transferindo-se 5000 uL
de suco para um béquer de 10 mL, ja contendo 0,1267 g de
KCI. Preparou-se cada amostra em triplicata.

Método da adi¢do de padrdo (adigdes sucessivas):
foram realizadas duas adigdes sucessivas de 100 pL da
solugdo estoque de acido ascérbico 0,10 mol L' a 5,00 mL
de amostra.

Para ambos os métodos, realizou-se o tratamento dos
dados subtraindo-se a corrente do ES dos voltamogramas
dos padrdes e das amostras, e mediu-se os valores de
corrente de pico anddica (corrente maxima). Construiu-se
as curvas de calibra¢do e obteve-se as curvas analiticas.
Por fim, calculou-se a concentragdo do 4cido ascérbico,
em mmol L', nas amostras. Para comparar com o valor
do rétulo do suco analisado, converteu-se a concentragao
do 4cido ascérbico no suco para mg L', multiplicando-se
a concentracdo em mmol L' pela massa molar do dcido
ascorbico, 176,12 g mol™'. Calculou-se o Erro Relativo, E,,
e o Desvio Padrio Relativo, s,, dos resultados.

3. Resultados e Discussao

Quando nenhuma espécie eletroativa € adicionada a
solucdo eletrolitica, os voltamogramas ciclicos exibiram o
perfil mostrado na Figura 3 (linha tracejada). Uma pequena
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corrente flui entre os eletrodos; esta corrente de fundo €
chamada de corrente capacitiva (devido ao carregamento
da camada dupla elétrica) ou de corrente nio faradaica.
Esse VC da solucdo do ES € essencial para testar se todos
os componentes da célula eletroquimica estdo em boas
condi¢des antes de registrar o VC na presenca do analito
(linha continua), ou seja, das solucdes padrio ou da
amostra.?

Além disso, o VC do ES deve ser subtraido do
VC das solugdes padrdo ou da amostra, pelo préprio
programa de computador que monitora o potenciostato, e
posteriormente determina a altura do pico. Nesse caso, a
altura do pico refere-se a corrente de oxidag@o do acido
ascorbico, em pA.

10
8F
6
< 4f
=
= 2l
0 P TS ST T LI LA
-2 - - - -Eletrdlito KCI 0,34 mol L”
- Acido ascérbico 2 mmol L™
_4 N N 1 N 1 N 1 N
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

E/V

Figura 3. Voltamogramas ciclicos de uma solucdo dcido ascérbico e do
eletrélito de suporte

3.1. Método do padrdo externo

A Figura 4 apresenta os voltamogramas ciclicos das
solucdes padrio de 4cido ascérbico e a curva de calibragdo
obtida, a partir do tratamento dos VCs dos padrdes de dcido
ascorbico, onde cada nivel de concentragio foi realizado
em triplicata (método do padrio externo). Observa-se um
pico de oxidagdo do 4cido ascérbico, num potencial de
aproximadamente 0,4 V, onde ocorre a semi-reagio anddica
apresentada na Figura 1.°

No intervalo de concentragdes testadas, 0,52 a
10 mmol L1, observou-se a linearidade do método analitico,
cujo valor de coeficiente de correlacdo (r) foi de 0,9923. A
equagdo da curva analitica, obtida pelo método dos minimos
quadrados, ¢ dada por y = —0,22348 + 3,80285x. O valor
de r € maior que o valor minimo aceito para um método ser
considerando linear, que € 0,990.?® Portanto o método pode
ser considerado linear na faixa de concentragdes investigada.

A Figura 5 apresenta os voltamogramas ciclicos de
alguns sucos analisados, como Laranja-2, Goiaba-1,
Péssego-4 e Uva-6 (versdo kids). A Tabela 1S (ver Material
Suplementar) apresenta os dados obtidos experimentalmente
para os sucos analisados, pelo método do padrao externo.

Rev. Virtual Quim.
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50
| (a 1 b Curva analitica:Y=A+B * X
(a) ;40 mmol L () A =-0,2235; B = 3,8028 (r = 0,9923) "
a0} - .
L _-n
30} L
- n
< |
~ 20+ - _c n
- . /i -
104 .
I "
’/
0 L | 1 -7
0,52 mmol L
-10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0 2 4 6 8 10
E/V Concentracgdo de acido ascérbico / mmol L

Figura 4. (a) Voltamogramas ciclicos das solugdes padrdo de dcido ascorbico. (b) Curva de calibracdo (corrente em fungdo da concentragio
de 4cido ascorbico). Método do padrido externo

25

Amostra-1
Amostra-2
e— Amostra-3

(a)

i/uA

0,0 0,2 0,4 0,6

E/V

10 -
(b) Goiaba-1
I Laranja-2
8r Péssego-4

0,2

0,4

0,6
E/V

0,8

1,0

Figura 5. Voltamogramas ciclicos representativos dos sucos analisados. C6digo do suco: (a) Uva-6 (versdo kids). As curvas referem-se a
andlises diferentes de uma mesma marca de suco. (b) Laranja-2; Goiaba-1; Péssego-4

A concentracgdo de dcido ascérbico, em mmol L' e em
mg L', foi calculada a partir do valor da corrente de pico
anddico. O valor de corrente foi substituido na equacéo da
curva analitica, y = —0,22348 + 3,80285x, e obteve-se o
valor de concentracio de 4cido ascérbico, em mmol L', o
qual foi multiplicado pela massa molar do 4cido ascérbico,
176,12 g mol"!, obtendo-se a concentragdo de acido
ascorbico, em mg L.

Um modo de avaliar a exatiddo do método € por meio
do célculo do erro relativo (E,), expresso em percentagem
conforme a Equacio (1):*

X=X,

E, = =22 x]100

r

ey

v

sendo: X,,, = valor obtido ou média aritmética de valores
obtidos experimentalmente. Nesse caso utilizou-se as duas
formas de cdlculo e os valores estdo reunidos na Tabela
1S (ver Material Suplementar). X, = valor admitido como
verdadeiro (considerou-se os valores presentes nos rétulos
das embalagens de suco).

Vol. 14, No. 5

Considerando que o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO)
estabelece um desvio padrao relativo (s,) maximo aceitavel
através da equacdo de Horwitz,” onde C € a razdo entre a
massa do analito e a massa da amostra. Para concentrag¢des
de 200 mg L', 2x10*, substituindo na equacdo de Horwitz,
Equacdo (2), tem-se um s, maximo de 7,2%:

5, = 2(1-05log0) (2)

Fez-se a suposi¢do que a fracdo mdssica, C (razdo
analito/matriz) seja 200 ppm (mg/kg), que € um valor tipico,
considerando 200 mg de vitamina C em 1 L de amostra
analisada (suco)equed =1 gcm?.

A partir dos resultados da Tabela 1S (ver Material
Suplementar), observa-se que, em geral, o método
eletroquimico apresentou precisio, pois os valores de desvio
padrdo relativo (s,) foram menores de 7,2%, exceto para os
sucos Goiaba-1 e Uva-4b, cujos valores de s, foram 13,3%
e 8,3%, respectivamente.

Segundo Fabris; Jodo e Borges,*® o INMETRO e a
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ANVISA estabelecem que o erro relativo, que expressa a
exatiddo do método, ndo pode exceder 15%. Foi possivel
verificar que, dos 11 sucos analisados, o método atendeu a
esse quesito para 3 sucos, Laranja-1 (E, = -1,0%); Uva-4a
(E, = -13,5%) e Uva-5 (E, = -13,8%). Portanto, para
esses sucos, o método eletroquimico mostrou-se exato e
preciso. Vale destacar que os 3 sucos kids apresentaram
concentragdes de dcido ascérbico que nio estdo em
conformidade com o que foi declarado nos rétulos dos
produtos, Uva-4c (E, = -20,1%); Uva-4d (E, = -28,8%) e
Uva-6 (E, = +263,2%). Chama atencdo a alta concentracio
de 4cido ascérbico encontrada no suco kids denominado
Uva-6. Até mesmo uma andlise qualitativa permite perceber
que as correntes de oxidag¢do do 4cido ascorbico dessa
amostra sdo muito mais elevadas do que aquelas das outras
(ver Tabela 1S, Material Suplementar).

A partir desses resultados, onde observou-se altos valores
de erro relativo para determinag@o de acido ascérbico na
maioria das amostras, sugere-se a ocorréncia de efeitos de
matriz ou que o 4cido ascérbico encontra-se presente nos
sucos em concentragdes maiores ou menores, em relacio ao
informado pelo fabricante. Para explorar melhor um possivel
efeito de matriz, foram realizadas as curvas de calibracio
utilizando-se o método da adicdo de padrio.

3.2. Método da adicdo de padrao

As Figuras 6 e 7 apresentam os voltamogramas
ciclicos e uma curva de adi¢do de padrio representativa,
respectivamente, para um suco analisado. A Tabela 2S (ver
Material Suplementar), retine os resultados obtidos para os
sucos analisados, pelo método da adig¢@o de padrao.

As curvas de calibracdo de adigcdo de
padrdo (a exemplo da Figura 7) foram elaboradas
colocando-se corrente, iy ascorvico / WA (corrigida)
em funcdo de Cgiigouscorvico adicionade / Mmol L
Os valores de 1,40 aseomico / MA (corrigida), foram calculados
utilizando a Equag@o (3):

volume final

Corrente corrigida = corrente medida( ] 3)

volume inicial da amostra

A corrente de oxidagdo do dcido ascérbico foi corrigida
para compensar a dilui¢do pela adi¢do de padrio. O produto

. volume final
corrente medida fi

volume inicial da amostra
corrigida”, porque corresponde a corrente que seria medida
se a amostra ndo fosse diluida.’' Ou seja, se o volume da
amostra fosse mantido em 5,00 mL, a corrente seria maior.
Os valores de C.yo uscobixo adicionado / Mol L foram calculados

utilizando-se a Equacio (4):

j ¢ a “resposta

C.

dcido ascrbico adicionado

. . o volume adicionado do padrio
dcido ascorbico antes da adi¢ao a amostra)| ————————————

volume inicial da amostra

Segundo Holler, Skoog e Crouch® o método de adi¢ao
de padrdo € util na andlise de amostras complexas, nas
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos representativos dos suco analisados.

Cada cor (azul, verde e vermelha) refere-se a uma amostra diferente do

mesmo suco. Sao mostrados os voltamogramas das amostras, e da 1% e
da 2* adi¢@o de padrdo. Cédigo do suco: Uva-4d (versdo kids)

16 P
Curva analitica: Y=A+B * X 1
rd

— L A=3,2502;B=29535(r=0,9999) -
©
3 e
B 12 e
= -
° rd
Q 7
< >
3 8f . g
~ L7

8 -

8 b

g i

g 4 i ./ g

K] .
- e

7
0 1 1 1 1
-1 0 1 2 3 4
1
/ mmol L

4cido ascérbico adicionado

Figura 7. Curva de calibragdo de adicdo de padrdo (corrente corrigida
em funcéo da concentracdo de 4cido ascérbico adicionado). Sdo
mostradas as correntes medidas para a amostra, e para a 1* e a 2° adi¢do
de padrio. Cédigo do suco: Uva-4d (versdo kids)

quais os efeitos de matriz s@o significativos. As adi¢des sdo
incrementos de uma solucdo padrdo na prépria amostra.
Assim, as medidas sdo feitas na amostra original antes da
adi¢do de padrio e também apds cada adigdo. A matriz
contendo o analito permanece idéntica, sendo apenas a
concentragdo do padrdo alterada. A partir dos sinais obtidos
nas medidas, € feita a constru¢do de um grafico do sinal
analitico (corrente, por exemplo) versus a concentragdo do
padrdo; extrapolando-se a reta até um valor de “x” onde
“y = 07, € possivel obter a concentra¢do do analito na
amostra. No caso da adicdo de padrdo, onde adiciona-se
volumes sucessivos de padrdo num dado volume de amostra,
obtém-se a concentragdo do analito na amostra original. As
adigdes de padrdo devem aumentar o sinal analitico entre
1,5 e 3 vezes.>' A dedugdo da equacdo da adicdo de padrao
(adicdes sucessivas), mostrada abaixo, normalmente ndo
encontra-se disponivel nos livros texto de Quimica Analitica.
A Equagido (5) € a equacdo da adi¢do de padrao:
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[X]: — Ix 5

X081, 1, ©)
Y,

[X], = [X]i(Vj ©
v

[s] = [S],_(Vj )

Somando-se as Equagdes (8) e (9):

[X]/,+[S]f=[X]i(II//"j+[S]i(I;j ®)

Substituindo-se a Equagdo (10) na Equagdo (7):
1 1

X S+x

X1, v, v,
[X]i[Vj+[S],(V]

v, VolZ :
1Ix), (VJ L1Is] ( £ j _1Lx), X

1 1

A YA
v ! [X]l_ 14 o v,

V IX VS
Is+x(l/oj_lx+[X]i [S],(I/OJ (9)

onde: [X]; € a concentracdo final do analito na amostra
original; [X]; € a concentracio final do analito ap6s adicionar
o padrdo; [S]; € a concentragio final do padrio ap6s a adi¢do
a amostra; I, € o sinal analitico da amostra; I,, € o sinal
analitico da mistura (amostra + padrio); V, € o volume de
amostra desconhecida; V, € o volume adicionado de padrdo
com concentracdo [S];; V € o volume total da amostra +
padrdo, dado por V,+V.

A partir da Equagdo (9) observa-se que a curva de

14
calibragdo é dada por [, [V} a ser lancada no eixo y do

o

i
o

V
gréfico, versus[S] (“j, a ser lancada no eixo x do grafico.

A magnitude da intersecdo com o eixo X € a concentracio
original da amostra desconhecida, [X];. A equagdo da reta
éy =Db + ax. A interse¢do com o eixo x € obtida fazendo-se

y:O:O:b+ax,x:—é.
a

A concentragdo de dcido ascdrbico na amostra original foi
obtida utilizando-se a curva de calibragdo da adi¢éo de padrao.
Tomando-se como exemplo a curva analitica da Figura 7:

y =3,25023 + 2953,55x
Fazendo y = 0, tem-se que x =-1,100
C = 1,100 mmol L!

4cido ascdrbico na amostra original —

Vol. 14, No. 5

Convertendo para mg L
Cridoascirmico= 1,100 mmol L™ x 176,13 gmol™' = 193,83 mg L

A partir dos resultados da Tabela 2S (ver Material
Suplementar), observa-se que, em geral, o método
eletroquimico apresentou precisdo, pois os valores de s,
foram menores de 7,2% para a maioria dos sucos analisados,
exceto para os sucos Maga-3, Goiaba-1, Uva-4b e Uva-4c
(versdo kids), cujos valores de s, foram 14,0%, 21,8%,
10,5%, e 10,0%, respectivamente. Também, verificou-se que
o método apresentou linearidade, com valores de r maiores
que o critério de aceitagdo da ANVISA, 0,990.%

A avaliacdo da exatiddo do método da adi¢do de padrdo
foi realizada a partir das recuperagdes médias para dois
niveis diferentes de acido ascorbico (2,000 € 4,000 mmol L)
nas amostras de suco analisadas. Os valores de recuperacio
foram obtidos a partir da Equacio (10):%®

Concentragdo média experimental

Recuperagdo = x 100 (10)

Concentragdo teorica

Os valores de concentracio média experimental de 4cido
ascorbico (mmol L"), da quinta e sétima colunas Tabela 3S
(ver Material Suplementar), foram calculados utilizando-
se a equacdo da curva de calibragio da adi¢@o de padrio,
y =3,28682 + 2,93335x.

Os valores Cygo ascormico adicionado / MOl L1, que também
podem ser chamados de “Concentracio tedrica”, foram
calculados usando-se a Equagao (4), resultando em 2,000 e
4,000 mmol L', para adi¢des sucessivas de 100 uL e 200 pL,
respectivamente.

A partir dos célculos de recuperacdo do padrio
adicionado, que nesse caso foi uma solugdo de 4cido
ascorbico 100 mmol L', obteve-se valores compreendidos
entre 92,59 e 101,4%, conforme Tabela 3S (ver Material
Suplementar), o que indica a exatiddo do método analitico.
Na faixa de concentrac@o do analito investigado (~200 ppm),
o INMETRO considera que, para 100 ppm de analito,
indices de recuperagdo média do analito compreendidos
na faixa de 90% a 107% indicam que o método € exato.”

Conforme apresentado na Tabela 2S (ver Material
Suplementar), considerando o método da adi¢ao de padrio,
o nimero de amostras que apresentou conformidade com a
quantidade de 4cido ascérbico declarada no rétulo do suco
aumentou significativamente em comparagio com o método
dos padrdes externos, de 3 para 7 amostras analisadas:
Laranja-1, Maga-3, Uva-4a, Uva-4b, Uva-4c (versao kids),
Uva-4d (versao kids) e Uva-5, dado que o E, nesses casos
nao excedeu 15%.%°

Importante mencionar que os autores realizaram uma
andlise padriao do teor de dcido ascérbico em sucos de
caixinha em uma amostra que apresentou a concentracio
de 4cido ascdrbico similar ao declarado na embalagem
(Laranja-1) e em uma amostra que apresentou a concentracio
acima da declarada na embalagem (Laranja-2), utilizando o
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“Método 364/1V - Determinagao de vitamina C com iodato
de potéssio”!” e os resultados foram concordantes com
aqueles obtidos pelo método eletroquimico.

Os indices de recuperacdo do analito adicionado
apontaram que a matriz ndo exerceu efeito sobre o mesmo,
e portanto a matriz também nao exerceria efeito sobre o
analito contido na amostra. No entanto, a presenga de analito
adicionado, em uma forma mais facilmente detectavel do que
o analito originalmente presente na amostra, pode ocasionar
avaliagOes excessivamente otimistas de recuperagdo.”
Ou seja, tais indices de recuperagiio ndo descartam
completamente um possivel efeito de matriz. De fato, o valor
de coeficiente angular da curva de calibracdo obtida pelo
método dos padrdes externos foi significativamente maior do
que aqueles das curvas de calibragdo referentes ao método
da adi¢@o de padrdo (comparar Figuras 4(b) e 7), o que pode
ser indicativo de interferéncia dos constituintes da matriz.*®
Dessa forma, a partir dos resultados obtidos por voltametria
ciclica para os sucos analisados, pelos métodos dos padrdes
externos e da adi¢do de padrdo, considera-se que o método
da adi¢do de padrdo € mais recomendado do que o método
dos padrdes externos. Ao determinar célcio no leite em pd,
por meio da técnica de Fluorescéncia de Raios X, Chan e
Palmer?®® observaram que, quando existe efeitos de matriz, o
método da adi¢do de padrdo fornece resultados mais exatos
do que o método dos padrdes externos.

Nesse trabalho os autores utilizaram como eletrodo de
trabalho um disco de platina, especialmente porque esse
€ mais vidvel para utilizacdo nas aulas préticas no ensino
superior. No entanto, em pesquisas na drea de eletroanalitica,
o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados
(EQM) vem desde a década de 70, e tendo como finalidade
principal melhorar a seletividade para deteccio de diversos
tipos de analito. O termo EQM relaciona-se com a inser¢ao
de espécies quimicamente ativas a superficie dos eletrodos,
com o objetivo de intensificar as propriedades eletroanaliticas,
melhorando as interacdes com o analito, aumentando a
reatividade e a seletividade entre solugdo/eletrodo.*

Os EQM’s permitiram estudos mais complexos para
diferentes analitos e amostras reais. H4 uma diversidade
de materiais modificantes (orginicos, inorganicos,
organometalicos e nanomateriais). Grande parte dos analitos
sdo compostos orgdnicos e bioldgicos, com aplica¢des na
drea da saide e meio ambiente. As aplicagdes visam uma
melhora na qualidade de vida da populacdo, resultante
da detec¢do e monitoramento de diversas substancias
(defensivos agricolas, principios ativos de medicamentos e
estudo de perfis bioldgicos).**

King, Friend e Kariuki, utilizando a técnica de
voltametria ciclica (método da adigdo de padrido)
encontraram a concentragdo de 107,9+7,0 mg/250 mL de
dcido ascérbico em suco de laranja usando um eletrodo
alternativo de grafite de lapis; usando um eletrodo de
carbono comercial a quantidade de vitamina C determinada
foi de 97,7+5,9 mg/250 mL. A quantidade de vitamina
C no suco determinada por titulacio iodimétrica foi de
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103,3+0,2 mg/250 mL, ndo havendo diferenca significativa
entre os todos os valores encontrados. Dessa forma,
os autores® concluiram que o suco analisado continha
mais vitamina C do que a quantidade indicada no rétulo
(60 mg/250 mL).

O método desenvolvido por Pisoschi, Danet e
Kalinowski,?* baseado na voltametria ciclica, apresentou
exatiddo para determinacao de vitamina C em suco de frutas;
arecuperagdo de quantidades conhecidas de 4cido ascérbico
variou entre 94,35% e 104%. Pisoschi e colaboradores®
também desenvolveram um método para determinar a
concentra¢do de dcido ascorbico em sucos de frutas e vinho
por voltametria de pulso diferencial, VPD, sendo o indice
de recuperacdo compreendido entre 94,74 e 104,97%. Os
resultados da avaliagdo do 4cido ascérbico por VPD foram
concordantes com aqueles obtidos por VC.

Ainda, Pisoschi e colaboradores? estudaram a
interferéncia do 4cido citrico, do 4cido tartarico, do anion
benzoato e da glicose no comportamento eletroquimico
do acido ascorbico, utilizando a VPD, e eletrodo de
trabalho de platina ou de pasta de carbono, e mostraram
que, nas concentragdes comumente encontradas em sucos,
refrigerantes e vinhos, esses compostos orginicos ndo
causam interferéncias significativas na determinag¢do do
dcido ascdrbico. Pisoschi, Danet e Kalinowski** chegaram na
mesma conclusio, avaliando a interferéncia desses mesmos
compostos na determinagdo de dcido ascérbico por VC e
utilizando eletrodo de disco de platina, em suco de fruta
longa vida ou natural.

4. Conclusodes

O presente trabalho mostrou a viabilidade da utilizagdo
de uma técnica eletroanalitica, a voltametria ciclica, para
a determinacdo de vitamina C em um produto alimenticio.
O método utilizado é simples, rdpido, ndo exige tratamento
da amostra e ndo produz residuos téxicos. Além disso, o
sistema eletroquimico foi miniaturizado.

Verificou-se que a vitamina C estd presente em todas
as marcas de suco analisadas, sendo que em alguns casos
em uma concentracio bem diferente do valor informado no
rétulo da embalagem, pelo fabricante. Chama atencdo a alta
concentracdo de dcido ascérbico encontrada no suco kids
denominado Uva-6, em relagdo ao que foi declarado nos
rétulos dos produtos. Até mesmo uma andlise qualitativa
permite perceber que as correntes de oxidagdo do 4cido
ascorbico dessa amostra sdo muito mais elevadas do
que aquelas das outras, o que mostra a importancia do
desenvolvimento de métodos (eletro)quimicos de andlise
desses produtos alimenticios.

Considerando os resultados das 11 amostras analisadas,
o método da adicdo de padrdo apresentou-se mais
apropriado, em comparacdo com o método dos padrdes
externos. Isso pode estar relacionado ao fato do primeiro
compensar possiveis efeitos de matriz. O presente trabalho
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apresenta-se como uma 6tima ferramenta didatica para
explorar, na prética, conceitos envolvidos na disciplina de
quimica analitica instrumental, que sdo muito abstratos
para os alunos.

Informacdes Suplementares

Informagdes Suplementares (tabelas contendo os dados
obtidos experimentalmente e tratados, utilizando o métodos
do padrdo externo e o método da adi¢cdo de padrdo) estdo
disponiveis gratuitamente em https://rvq.sbq.org.br/.
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