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Revalidacdo do metodo titulométrico para determinagao
do &cido ascorbico

Aline InacioAlves, Luciano José Quintaceixeire?, Segio Henriques SaraivaJoel de Souza Carnefr

RESUMO

Este estudo teve como objetivo revalidar o método de determinacao de acido ascoérbico por titulometria, para ser
aplicado no laboratério de Quimicaslanentos, do Centro de Ciénciagrarias da Universidade Federal do Espirito
Santo. O processo de revalidacao foi realizado por meio da avaliagdo de pardmetros como linearidade, precisdo
(repetitividade), exatidao (teste de recuperacao) e limites de deteccéo, considerando-se os critérios de aceitabilidade
determinadosA significancia adotada nos testes de hip6teses foi de 5%. Foram realizadas analises de coeficiente de
correlacao linear simples (r), coeficiente de variacéo (CV) e a andlise de regresséo. Os dados foram analisados, utilizan-
do-se o pacote estatistico Statistica 7.0. O método quantitativo por titulometria de acido ascoérbico foi revalidado e
avaliado em amostras de acido ascorbico e suco de lfaéficou-se que o método esta de acordo com os limites
regulamentados pelosgatos reguladores, sendo line@apetitivo e com alta recuperacdo, apresentando um valor
méaximo de 98 e minimo de 94,82%, e um limite de detecc¢éo de 0,025 Hgasiuco de liméo.

Palavras-chavetitulacéo, validacéo intralaboratorial, andlise de alimentos.

ABSTRACT

Validation of the method fordetermination of ascorbic acid in lemon by titration

The present study aimed to revalidate the method for determination of ascorbic acid by titration to be applied in the
laboratory of Food Chemistry CentreAgjricultural Sciences, Federal University of Espirito Safibe revalidation
process was carried out by evaluating parameters such as ling@tigion (repeatability), accuracy (recovery test)
and detection limits, considering the acceptability criteria determined. The level of significance in hypothesis testing
was 5%Analyses included simple linear correlation ¢ioednt (r), coeficient of variation (CV) and regression analysis.
The data were analyzed using the software Statistica 7.0. The quantitative method by titration of ascorbic acid was
revalidated and evaluated in samples of ascorbic acid and lemon juice. It was found that the same complies with the
limits established by regulatory agenciBise methods presented lingaapetitive and high recovemyith a maximum
value of 98% and a minimum of 94.82% and a detection limit of 0.025 rhigp thie lemon juice.

Key words: titration, intralaboratory validation, food analysis.
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INTRODUCAO revalidacdo foi realizado por meio da avaliacédo de
ggrémetros como linearidade, preciséo (repetitividade),

A analise de alimentos apresenta necessidade cres- .. . ~ o ~
. . . exatidao (teste de recuperacéo) e limites de deteccéo.
cente de métodos de ensaio que permitam atender aos

constantes avangos tecnoldgicos na produ¢&o, proces- E
¢ g procusas, PIOFATERIAL E METODOS
samento, embalagem e armazenamento de alimentos (Sou-
za, 2007)Além dessa questao, os laboratdrios de anélises Determinacdo de &cido ascorbico

necessitam demonstrar competéncia técnica para garantirp determinag&o do teor de acido ascérbico foi realiza-

a qualidade dos ensaios que realizam (ISO, 2005), assegiinelo Método oficial 967.21, dasociation of Ofcial

rando a confiabilidade e comparabilidade dos resultadgﬁawﬂcm Chemists (AOAC, 1998), o qual consiste em
que emitem, os quais, na maioria das vezes, subsidigty,zir yma substancia colorida, 2,6- diclorofenolindofenol,
tomadas de decisdo relativas a aspectos econdmicoSgffitjacso com uma solucdo contendo 4cido ascérbico,
saude publica (Brasil, 2006) e de defesa do consumidalan 4o as solugdes preparadas pouco antes do uso e, o

Os laboratorios que analisam alimentos seguem, igjq, ascérbico, preparado imediatamente antes do uso.
de regra, normas de credenciamento estabelecidas por

6rgaos reguladores (Paschethl, 2008), os quais exi- Revalidacéao

gem que os metodos utilizados para um determinado ob- og parametros estudados para revalidagdo foram:
jetivo sejam validados e, ou, revalidados. Os estudos p@faaridade, exatiddo, precisio e limite de detecg&o, consi-
determinar os parametros de validacéo devem ser realiggrando-se os critérios de aceitabilidade determinados.
dos com equipamentos e instrumentos dentro d@agotou-se a significancia de 5% nos testes de hipoteses.

especificacdes (INMETRO, 2007) e aplicam-se a métodes; gados foram analisados com o pacote estatistico
ndo normalizados; métodos criados ou desenvolvid@gatistica 7.0.

pelo préprio laborat6rio; métodos normalizados, usados
fora do escopo para os quais foram concebidos, e ampli- Linearidade

acoes e modificacbes de métodos normalizados. A linearidade do método foi avaliada, utilizando-se

A validagao assegura a especificidade, exatidao e Pggralise de regressio linear e a analise de correlagéo entre
cisdo de um ensaio analitico e estima a estabilidade QQoncentraQéo e o volume de titulacdo. O método foi
material analisado, durante a estocagem e manipulacég£2eado no apresentado pelo INMETRO (2007).
método de validac&o de analises quimicas € usado parag coeficiente de correlacio linear simples (r) e a anali-

suprir a necessidade de mostrar a qualidade dessas arglige regressio que é representada por uma equacéo da
ses por meio de suas comparabilidade, rastreabilidadg.gy que relaciona as duas variaveis:

confiabilidade (Lavrat al, 2008) sendo que, para tanto,
deve apresentar seletividade, linearidade, precisdo e eXa-

tidgo (Silva &Alves, 2006). em que: y =resposta (medida do volume do titulante); x =

) A validagdo de metodos, tgm repres,gntado uma etacpc?ncentrac;éo de acido ascorbico; a = interse¢gdo com o
importante para os laboratérios de andlises de allmeng&o y, quando x = 0; b = inclinag&o da curva analitica
e, consequentemente, um obstaculo para a credibilidade ™ '

dos resultados emitidos (King, 2008hdo método, an- Foram testadas sete diferentes concentrac¢des, de for-
tes da sua utilizacéo, deve ser validado no laboratério éh@ @ se elevar a confiabilidade dos resultados obtidos para
que sera aplicado, a fim de assegurar as condicées mf§ise parametro. Para a andlise de linearidade do acido
mas de sua execucdo com a confiabilidade requerida (R&corbico, foram utilizadas as concentragdes de: 0,5; 1,0;
reiraet al, 2007). 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 mg flPara o suco de limao, foram
A validacao deve garantjor meio de estudos experi-Utilizados: 0,1;0,5;1,0; 1,5; 2,0; 2,5e 3,0 mL. O volume e a
mentais, que o método atenda as exigéncias das aplie@acentracdo foram determinados por testes preliminares.
¢Bes analiticas (Ribaat al, 2004) Ter um resultado ob- ~ Para determinar a quantidade de acido ascdrbico, nas
tido por um método validado significa que o procedimer@mostras de suco de limdo, realizou-se uma analise de
to, que inclui desde as condi¢es de operacdo do equifRgressao, relacionando-se o volume gasto de titulante
mento até toda a sequéncia analitica, seja aceito coffn a concentracéo de acido ascorbico presente nas amos-
correto (Silva &Alves, 2006). tras analisadas. Foram realizadas trés repeticdes para cada
Diante do exposto, este trabalho objetivou revalid&ivel de concentragéo e volume.
0 método de determinacdo de acido ascorbico por .
titulometria, para ser aplicado no laboratério de Quimica Exatidao
deAlimentos, do Centro de Ciénciagrérias, da Univer A determinacao da exatidao foi realizada por ensaio de
sidade Federal do Espirito Santo. O processo decuperagao, a partir de analises de amostras adicionadas

a + bx Eq. 1
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de concentracfes conhecidas de acido ascorbico, em géstou linearidade no intervalo das concentracdes testa-
repeticoes. das, apresentando coeficiente de determinacgod@R

A amostra fortificada foi preparada, utilizando-se s®,999. Este parametro indica baixa dispersé@o do conjunto
lucdo de suco de limao, com volume de acido ascorbide pontos experimentais e reduzida incerteza dos coefici-
pré-estabelecido na andlise de linearidddeamostras entes de regressdo estimados. Para Réiali (2004),
de suco de liméao foram fortificadas com as seguintes caquanto mais proximo de um é & Raior é a qualidade da
centracdes do material analisado (acido ascérbico): Ocirva obtida e maior a confiabilidade dos métodos anali-

0,5;0,7;1,0e2,0mgniL ticos.
A recuperacéo (R) foi calculada segundo a equacao 2: O mesmo comportamento foi observado para o acido
R (%) = ((C1-C2)/C3) X 100 E gsc.orkilco, .quantlflcado' nas diferentes dlIUlgogs dq suco
e lim&o (Figura 1b), cujo modelo apresentou linearidade.

em que: C1 = concentragéo do acido ascérbico na amos-O coeficiente de correlagéo foi calculado, utilizando-
tra fortificada, C2 = concentragéo do acido ascorbico 1$& o coeficiente de correlagéo linear simples a 5% de pro-
amostra néo fortificada, C3 = concentracdo do acidwbilidade. Nos dois casos, o valor do r foi superior a
ascorbico adicionado & amostra fortificada. O método f8i99, demonstrando correlagéo entre o volume titulado e a

baseado no apresentado pelo INMETRO (2007). concentragéo.
_ Estes resultados estdo dentro dos limites impostos
Precisao pelas principais agéncias reguladoras nacioA#igén-

A precisao foi avaliada quanto a repetitividade que feia Nacional d¥/igilancia SanitariaAnvisa, por meio da
determinada pela analise de sete repeti@esoncen- sua resolucéo 899 de 2003 (ANVISA, 2003), recomenda
tracOes utilizadas foram: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg-oig.aci-  um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 para se conside-
do ascorbico e 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL de suco de limao. rar um método como adequado, enquanto, o Instituto Na-

O coeficiente de variagédo (CV), também conhecido
como desvio padréo relativo (DPR), foi calculado pel= 5,_
equacéao:

C.V=DPR =DP/CMD X 100

45
40

m
o}

w

)]

em que: DP = desvio padrdo; CMD = concentracdo mé
determinada.

N
[&)]
1

e do tituIante’?mL)
N w
o o

Limite de deteccéo

O limite de deteccao foi estabelecido por meio da ang
lise de solugBes de concentracdes conhecidas e decS '] y = 0,5266 + 7,4072*x
centes do material analisado, até o menor nivel detectay ] R? =0,9990
O procedimento foi realizado com base em Eurache ©

RGN
(@]
1

0 1 2 3 4 5 6 7

Working Group (1998)- Concentragéo de acido ascoérbico (mg.mL™")
Foram analisados os seguintes volumes de suco
limao: 2,5; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,1; 0,09; 0,05;0,03e0,01m & B

com os quais foram calculadas as suas respectivas ¢ 71
centragOes de acido ascorbico, obtidas na titulagdo. _ |
resultados foram analisados para determinagéo do Iimé
de perda de confiabilidade do método, ou seja, do porg
em que 0 método passa a apresentar resultados néog 44
tectados para amostras. Nesse caso, 0 menor m’velg 3]
concentracao estudado, no qual o material analisado 2
detectado para todas as repeticdes, foi considerado cc3
limite de detec¢do do método. -

y =0,0952 + 8,1012*x
R2 =0,9998

RESULTADOS E DISCUSSAO 0 01 02 03 04 05 06 07 08 09

Concentragéo de acido ascorbico (mg.mL™")

Linearidade ) i , N
. . . _ , Figura 1. Modelo de regresséo linear ajustado (A) para o &cido
Na Figura 1a, por meio da analise de regressao, € p@seerhico; (B) para o acido ascorbico presente nas amostras de
sivel observar que, para o acido ascdérbico, o método apséeo de limao.
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158 Aline InacioAlveset al.

cional de Metrologia, Normalizacéo e Qualidade Industréo para determinacao de acido Usnico, em lipossomas, en-
al—INMETRO, admite a linearidade de um método, desdentraram repetitividade com coeficiente de variagdo de
que este apresente valores de correlacdo acima de Q,96%.
(INMETRO, 2007). Outros autores, como Roudaut (1998) e Schenck &

Cardoseet al.(2010), trabalhando com a validagédo déagman (1999), encontraram, para algumas amostras, va-
métodos para determinacéo de residuos de agrotoxiciagao superior a 5% (algumas atingindo valores de 23,7%).
em tomate, encontraram coeficientes de determinacéo Apesar disso, consideraram 0s seus métodos precisos,
periores a 0,95 e de correlacdo superiores a 0,98, aceitama vez que obtiveram médias de recuperacgdo aparente
do-0s como satisfatorios na indicacéo de linearidade pat@amostra, superior a 90%, niveis dentro do recomenda-
0s métodos testados. do pela Codexlimentarius (CodexAlimentarius

Vale ressaltar que, em qualquer técnica instrumentalCamission , 2003). Sougeaal (2007), porém, afirmam que
relacédo linear simples, descrita pela equacao da reta, s@Bacbes nessa escala (CV>5%) comprometem significa-
valida em um determinado intervalo de concentracdes tieamente o método, uma vez que existe a possibilidade
espécie medida, ndo sendo possivel a extrapolagdo desncorrer em erros, dada a sua baixa preciséo.
resultados para valores que estejam fora desse intervalo.Independentemente do critério de aceitabilidade uti-
Barros Netcet al. (2002) denominam este intervalo ddizado, os resultados obtidos neste trabalho sdo categ6-
massas ou de concentracdes, no qual se pode constiigims quanto a precisdo do método. Desde que se garan-
uma curva analitica lineate faixa linear dindmica, e afir tam as condi¢cBes experimentais, os resultados apresen-
mam que ele deve ser o mais extenso possivel, ou sé@do baixa variacdo, o que indica a adequacéo do méto-
gue a distancia entre os pontos (distancia nos valoresdie para uso nas atividades de determinag¢édo de acido
concentracéo) seja razoavel. ascorbico.

Precisao Exatidao

Para a precisdo do método, foi calculado o desvio pa- Os resultados obtidos na anélise de recuperacéo e as
drdo e o desvio padréo relativo de cada conjunto de despectivas concentracdes de acido ascoérbico adiciona-
terminacdes, sendo os resultados obtidos expostos das em uma base de suco de limado com concentracéo
Tabelas 1 e 2. conhecida sédo mostrados Tebela 3.

Os valores para o coeficiente de variagdo, tanto para o A percentagem de recuperacgédo aceitavel depende da
método utilizando acido ascdrbico quanto para o métodoncentragédo e de requisitos do nivel de qualidade re-
utilizando o limé&o, foram baixos, sendo o maior (4,98) olgueridos. No método de titulometria para determinacéo
servado para o volume de 2,0 mL de amostra de sucod#eacido ascérbico, obteve-se um nivel de recuperacao
lim&o. Considerando-se o coeficiente de variacao inferiarariando de 94,82 a 98%, em funcao da concentracao de
de 5% de variacao, apresentado pela RE 888/(8A, acido ascorbico adicionado as amostras de suco de li-
2003), esses resultados evidenciam a precisdo dos métdo. Considerando-se que em analises de alimentos, a
dos com boa repetitividade, tanto utilizando-se o suco &eod and Drud\dministration (FDA) recomenda faixas
lim&o quanto o &cido ascorbico na titulagdo. Siqueira-Moude 80 a 110% para concentracdes do material analisado
et al.(2008), em trabalho com validacao de método analiicima de 0,1 mg kige de 60 a 100%, para concentracdes

Tabela 1.Desvio padrédo e coeficiente de variagdo sob condi¢des de repetitividade para o acido ascorbico

Concentragdo (mg/mL) Volume de titulante (mL) Desvio Padrao Coeficiente de variagéo (%)
0,5 1,39 0,13 1,58
1,0 2,97 0,14 0,90
15 3,91 0,36 1,55
2,0 5,07 0,15 0,51

Tabela 2.Desvio padréo e coeficiente de variagéo sob condi¢des de repetitividade para o suco de limao

Suco de Limdo (mL) Volume de titulante (mL) Desvio Padréo Coeficiente de variagéo (%)
0,5 7,93 0,049 0,96
1,0 15,44 0,090 2,30
1,5 23,11 0,049 1,64
2,0 29,27 0,069 4,98
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abaixo de 0,1 mg Kg(Bruceet al, 1998), os resultados Limite de deteccéo
obtidos neste trafiho confirmam a exatidao do método  Na Tabela 4, s&o apresentados os resultados detecta-
utilizado. dos e nao detectados, em funcéo do nivel de concentra-

Segundo Ribaret al.(2004), para recuperacao, 0s int30 de material analisado. Em seguida, os dadtetia
tervalos aceitaveis para analise de residuos geralmegptzo analisados para determinacéo do limiar de perda de
estaoentre 70 e 120%, com preciséo de até + 20%. Demﬂabmdade do métodol ou seja, do ponto em que o
dendo da complexidade analitica e da amostra, este val@stodo passa a apresentar resultados ndo detectados para
pode ser de 50 a 120%, com precisdo de até + 15%. amostras adicionadas.

A European Commission (2002) determina faixas de O limite de deteccéo foi determinado visualmente e,
recuperagdo médias, em analises de residuos em alimg#ssa maneira, foi considerado como sendo o menor vo-
tos, sendo de 50 a 120%, para niveis de recupera¢@®e, que contém a menor concentracio da solugéo que o
MAIOR OU IGUAL 1 pg/kg,de 70 a 110%, para niveis demétodo distingue, com seguranca. Souza (2007) afirma que
concentracae 1pg/kg a 10 ig/kg ede 80 a 11 0%, para nao existe um método 6timo para determinacéo de limites
niveis de concentracdo MAIOR OU IGUAL ug/kg. de deteccéo, sendo aceitaveis os mais diversos utilizados

Souza (2007), utilizando o método de cromatograficom essa finalidade.
liguida de alta eficiéncia, para determinar semicarbazida Pode ser observado, pelos dados obtidos, que o limite
em amostras de puré de maca, refeicdo de carne e puderdeteccdo de acido ascorbico encontra-se entre os va-
de arroz, encontraram médias de recuperacao varianddates de 0,037 a 0,025 mg/mL, sendo considerado como
93,8a107,2%; de 96,6 a 104,1% e de 87,8 a 112,9%, resplietite de detecgdo para acido ascorbico, no suco de liméo,
tivamente. um volume de 0,09 mL, o que significa que, para volumes

Em um trabalho utilizando a metodologia LC-MS/MSjnferiores a este, 0 método n&o consegue identificar a pre-
para determinacao simultanea das aflatoafdsl, AFB2, senca do acido ascorbico na solugéo. Pasehab(2008)
AFG1 eAFG2 em castanha-do-bradigixeira (2008) en- afirmam que, em termos gerais, o limite de detecgao indica
controu recuperacdes variando entre 92 e 100%, para anfoinite em que a menor quantidade que pode ser detecta-
tras com um nivel de contaminacatrer,2 e 11,5 ig/lkg. da do material analisado, em uma amostra, embora essa
Esse autor considemo melhor que o método deduantidade ndo possa ser quantificada.
cromatografia de alta eficiéncia a metodologia avaliada, a Teixeira (2008) utilizou a analise de cromatogramas,
qual obteve valores de recuperagéo de 93, 97, 95, e 98942 dar origem ao limite de deteccéo, que foi determina-
paraAFG1,AFB1, AFG2 eAFB2, respectivamente em do pela visualizacdo da menor concentracéo visivel
amostras de castanha-do-brasil. (detectavel) para cada aflatoxina, sendo de 0,263; 0,345;

Aldrigue (1998), avaliando diversos modos de se d€-241 € 0,254 mg/kg-1 de amostra pf81,AFB2, AFG1
terminar acido ascorbico em polpa de acerola, conclf\FG2, respectivamente.
gue o método de Tilmans foi o que apresentou os melho- Os resultados apresentados encontram-se préximos
res resultados, quando esses foram avaliados pela &S observados por diversos autores que realizaram ava-
centagem de recuperagio. Para esse, autgétodo pode liacbes com vitaminas. Giacomini (2006), na detec¢éo de
ser considerado o mais eficiente para a determinacéod@minaA em polivitaminicos, utilizando cromatografia,
4cido ascorbico em amostras de frutas. Oliiah (2010), encontrou o limite de detecc¢éo a partir da concentracdo
entretanto, ressalvam que, apesar da eficiéncia, o método o L N

. . ~ . Tabela 4.Resultados referentes & analise do limite de detecgéo
de Tilmans apresenta dificuldades quando sé&o anallsd%-rnaterial analisado detectado e ndo detectado
das amostras de intensa coloracdo, como no caso de al-
gumas frutas, geleias, sucos e outros. Isso se da, conforsyco Limao

Volume de Concentracao de

meAldrigue (1998), pela coloracao natural da amostra que (mL) titulante acido ascorbico
o . S . (mL) (mg/mL)

dificulta a visualizag¢&@o dponto final.

2,5 6,1 0,744
Tabela 3.Médias de recuperagdo das concentracdes de éc%g 503 0612
ascorbico analisadas 15 3.9 0,47

1,0 3,0 0,36
Concentragéo (mg/mL) Recuperagéo (%) 0,5 1,3 0,149
0,2 95,00 0,1 0,4 0,037
0,5 98,00 0,09 0,3 0,025
0,7 97,85 0,05 0,3 0,025
1,0 96,76 0,03 0,3 0,025
2,0 94,82 0,01 0,3 0,025
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