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Il Resumo

O acido ascorbico é uma vitamina hidrossoltvel de importancia nutricional
h& muito estabelecida, por sua atuagcao como cofator em diversos processos
fisioldgicos e como antioxidante. O ser humano depende da ingestdo diaria
desse micronutriente, cujas principais fontes sdo as frutas e hortalicas. Por ser
um nutriente menos estavel, o acido ascoérbico sofre perdas no processamento
e no armazenamento, influenciadas por diversos fatores, como pH, temperatura,
presenca de fons, etc. A literatura apresenta escasso material sobre a estabilidade
de &cido ascoérbico em armazenamento doméstico, além de haver poucas
informagdes sobre essa vitamina em sucos frescos. A metodologia padrdo de
analise dessa vitamina em sucos € o Método Titulométrico de Tillmans, que
pode apresentar ponto de viragem de dificil visualizacdo. Neste trabalho, foram
avaliadas a concentracéo e a estabilidade do acido ascérbico de sucos comerciais
recém-preparados de laranja, abacaxi com horteld e melancia, armazenados
sob refrigeracdo e em temperatura ambiente, por dois métodos titulométricos
distintos. O método alternativo de analise (NBS) superestimou a concentracéo de
acido ascorbico das amostras. Nao houve diferenca significativa na estabilidade
da vitamina em sucos armazenados em temperaturas entre 6 e 30°C, no periodo
testado. O &cido ascorbico foi estavel por 24h no suco de laranja, porém
apresentou decréscimo significativo apés 8h de armazenamento nos sucos de
abacaxi e melancia, possivelmente em virtude das diferencas de acidez inicial
desses sucos. Em comparacao com a literatura disponivel, verificou-se que sucos
frescos apresentaram menor estabilidade de acido ascérbico do que sucos
industrializados.

Palavras-chave: Vitamina C; DCFI; NBS; Citrus sinensis, Citrullus vulgaris;
Ananas comosus.

B Summary

Ascorbic acid is a water soluble vitamin of long-established nutritional
importance for its role as a cofactor in many physiological processes and as an
antioxidant. Human beings depend on daily intake of this micronutrient, whose
main sources are fruits and vegetables. As the least stable nutrient, ascorbic
acid suffers losses during processing and storage, influenced by several factors
(pH, temperature, presence of ions, etc.). The literature provides little material on
the stability of ascorbic acid in home storage and there is little information about
this vitamin in fresh juices. The standard methodology for analysis of this vitamin
in juices is the titrimetric method of Tillmans, which can present difficulties in
visualizing the turning point. In this study, the concentration and stability of ascorbic
acid in freshly prepared commercial juices of orange, pineapple with mint and
watermelon, stored under refrigeration or at room temperature, were evaluated
with two different titrimetric methods. The alternative method of analysis (NBS)
overestimated the ascorbic acid concentration of the samples. There was no
significant difference in the stability of this vitamin in juices stored in temperatures
between 6 and 30°C during the testing period. Ascorbic acid was stable for 24 h
in orange juice, but showed significant decrease after 8 h storage in pineapple
and watermelon juices, possibly due to differences in initial acidity of these juices.
In comparison to the available literature it was found that fresh juices had lower
ascorbic acid stability than industrialized juices.

Key words: Ascorbic acid; DCFI; NBS; Citrus sinensis, Citrullus vulgaris;
Ananas comosus.
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Il 1 Introducao

Vitamina C é o nome dado ao conjunto de
compostos (isébmeros, formas sintéticas e produtos
de oxidagao) que apresentam atividade bioldgica
semelhante a do acido l-ascérbico (2,3-enediol-l-acido
glicénico-ylactona) (SPINOLA et al., 2013). A importancia
nutricional dessa vitamina hidrossoluvel esta estabelecida
h& muito tempo: sabe-se que sua deficiéncia causa
escorbuto, enfermidade caracterizada por sangramento
da gengiva, dificuldade na cicatrizacao de feridas, fadiga
e anemia, e que pode ser fatal (PHILLIPS et al., 2010).
Além disso, o0 acido ascérbico é um cofator em diversos
processos fisiolégicos, incluindo a hidroxilacdo de
prolina e lisina na sintese de colageno e outras proteinas
do tecido conjuntivo, a sintese de norepinefrina e de
hormonios adrenais, a ativacdo de hormdbnios peptidicos e
a sintese de carnitina. O &cido ascérbico age ainda como
antioxidante, além de facilitar a absorg&o intestinal de
ferro e a manutencéo do ion ferroso no plasma sanguineo
(TARRAGO-TRANI et al., 2012).

Em virtude da sua incapacidade de sintetizar
acido ascorbico, o ser humano depende inteiramente
da ingestdo deste micronutriente. A recomendacgéo de
ingestao diaria dessa vitamina € de 25 mg para criang¢as,
75 mg para mulheres e de 90 mg para homens. No
entanto, o consumo de dosagens significativamente
mais altas esta sob investigacéo, pela possibilidade de
proporcionar diversos beneficios a saude (TARRAGO-
TRANI et al., 2012). No Brasil, de acordo com a legislacdo
pertinente, a ingestdo diaria recomendada (IDR) é de
60 mg para adultos (BRASIL, 1998a). As principais
fontes de acido ascorbico séo as frutas e hortalicas,
particularmente as frutas citricas e os vegetais folhosos
(PHILLIPS et al., 2010). Entretanto, o acido ascoérbico é
considerado a vitamina mais sujeita a degradacao por
exposicao ao calor, além de sofrer alteracées aceleradas
pela presenca de oxigénio e pelo pH do meio, entre
outras condicfes. Assim, 0 acido ascorbico esta sujeito
a perdas significativas ao longo do armazenamento
ou do processamento, sendo oxidado (quimica ou
enzimaticamente) a acido deidroascorbico, que
apresenta atividade vitaminica, mas que é ainda menos
estavel e sofre oxidac&o a acido dicetogulbnico, que se
degrada em diferentes produtos, como: acido oxalico,
acido xilonico e xilose. Sabe-se que diversos fatores
afetam a estabilidade do acido ascoérbico durante o
armazenamento, incluindo o pH do meio, a presenca de
oxigénio e de fons metdlicos, e a temperatura (TARRAGO-
TRANI et al., 2012; SPINOLA et al., 2013).

A metodologia padrédo da AOAC (Association
of Official Analytical Chemists) para determinacao
de &acido ascorbico em sucos consiste no método
titulométrico envolvendo o 2,6-diclorofenol-indofenol
(DCFI), conhecido como Reagente de Tillmans (AOAC
Official Method 967.26) (HORWITZ, 2005). Esse método,
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no entanto, apresenta ponto de viragem de dificil
visualizacdo em amostras coloridas, o que dificulta sua
aplicacéo para diversos sucos de frutas e produtos de
hortalicas (ARYA et al., 2000).

A literatura apresenta varios relatos sobre a
estabilidade do &cido ascoérbico em sucos de frutas
(ZERDIN et al., 2003; LEIZERSON e SHIMONI, 2005;
CASTRO et al., 2006; ROS-CHUMILLAS et al., 2007); no
entanto, poucos foram os relatos que utilizaram amostras
de suco fresco e ha ainda dados limitados sobre a
comparac¢éo de métodos utilizados nessa determinacéo.
Além disso, o consumidor, muitas vezes, consome 0
suco ao longo de um periodo de tempo, mantendo a
embalagem aberta, tornando-se importante a avaliagéo
do comportamento do acido ascoérbico frente a esse tipo
de armazenamento.

Este trabalho teve por objetivo avaliar a
concentracao de acido ascorbico em sucos de frutas
frescos disponiveis no mercado do Rio de Janeiro e sua
estabilidade ao longo do armazenamento refrigerado e
em temperatura ambiente, por dois métodos titulométricos
distintos: 0 método oficial e um método alternativo, que
utiliza solucdo de N-bromosuccinimida (NBS).

I 2 Material e métodos

2.1 Material vegetal

Amostras de sucos de laranja, melancia e abacaxi
com horteld, prontos para consumo, foram compradas
entre julho/2011 e junho/2012, em estabelecimentos
comerciais do municipio do Rio de Janeiro, responsaveis
pela producéo, envase e comercializacdo dos sucos. As
amostras foram adquiridas em embalagens (garrafas
de polietileno de alta densidade — PEAD) de 500 mL,
recém-preparadas, imediatamente apés a abertura do
estabelecimento comercial produtor, e transportadas em
bolsa térmica, de modo a manter, durante o transporte,
a temperatura de armazenamento comercial dos sucos
(8°C). As amostras foram analisadas, no maximo,
30 minutos apdés o preparo (tempo 0Oh). Metade do
conteudo de cada garrafa foi transferida para embalagem
plastica fosca (polietileno de alta densidade — PEAD),
idéntica e limpa, e armazenada sob refrigeracéo
(8 £ 2°C). A fragdo submetida ao armazenamento em
temperatura ambiente (25 + 5°C) permaneceu na mesma
embalagem e foi mantida sobre a bancada, no laboratério.

As anélises foram realizadas com intervalos de
tempo de Oh, 8h, 10h, 12h, 14h e 24h da aquisicédo das
amostras. Esses periodos foram escolhidos com base
em ex perimento preliminar, que avaliou a perda de acido
ascorbico nos mesmos sucos, apds armazenamento
por 2 e 6h, sem que houvesse reducgdo significativa da
concentracao dessa vitamina em nenhuma das amostras,
e com base na validade dos sucos, de 24h, informada
no rotulo.
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2.2 Metodologia analitica

O conteudo de acido ascorbico foi determinado
através de dois métodos titulométricos. Um deles foi
realizado com solucédo de 2,6-diclorofenol indofenol
(DCFI), conhecido como Reagente de Tillmans, utilizando
solucéo de acido oxalico a 4% para diluicdo das amostras
(AQUINO et al., 2011). O DCFI, em meio basico ou neutro,
€ azul; em meio acido, € rosa, e sua forma reduzida é
incolor. O ponto final da titulagdo foi detectado pela
viragem da solucéo de incolor para rosa (DANIELI et al.,
2009). O outro método utilizado foi realizado com solugcao
de N-bromosuccinimida (NBS), utilizando-se solu¢ao de
acido oxalico 4% pra diluicdo das amostras e iodeto de
potassio e amido como indicador, segundo as Normas
Analiticas do Instituto Adolf Lutz (ZENEBON e PASCUET,
2004). O ponto final da titulacédo foi detectado pela
viragem da solug&o de incolor para lilas. Para as anélises,
10 g de suco foram transferidos quantitativamente para
baldo volumétrico de 50 mL, que foi avolumado com acido
oxalico 4%. Transferiram-se, entdo, 5 mL dessa solucéo
para frasco Erlenmeyer de 250 mL, adicionaram-se 20 mL
de agua destilada e procedeu-se a titulagao, conforme a
metodologia indicada. O resultado da analise foi expresso
em mg de acido ascoérbico/100 g de suco.

A acidez foi determinada com solucdo de NaOH,
previamente padronizada, e indicador de fenolftaleina,
segundo metodologia proposta pelas Normas Analiticas
do Instituto Adolf Lutz (ZENEBON e PASCUET, 2004). Os
resultados foram expressos em g de &cido citrico/ 100 mL
de suco. Foram analisadas trés amostras de cada suco
e cada amostra foi avaliada em triplicata.

Os sdlidos soluveis totais (°Brix) foram determinados
por leitura em refratdbmetro de Abbé equipado com
termdmetro digital.

2.3 Avaliacao estatistica

O tratamento estatistico dos resultados foi realizado
através da andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey (a = 0,05).

Il 3 Resultados e discussao

3.1 Solidos soluveis

Conforme pode ser observado na Tabela 1,
ndo foi verificada diferenca estatistica significativa
entre a concentracdo de sdélidos sollveis dos sucos
avaliados, indicando que, independentemente da fruta
utilizada ou da forma de obtenc&o dos sucos, todas as
amostras apresentavam concentracées de agua e polpa
semelhantes, o que possibilitou a comparacgéo dos teores
de acido ascorbico entre estas.

3.2 Método analitico

De acordo com os resultados apresentados na
Figura 1, o método do NBS superestimou a concentracéo
de &cido ascoérbico nas amostras analisadas, em
comparacdo com o método oficial e, aparentemente,
esta superestimativa foi maior nas amostras com menor
concentragdo da vitamina (superestimativa de 445,9%
para melancia, 342,1% para abacaxi com horteléd e de
200% para laranja). Assim, os resultados obtidos com este
método n&o foram considerados nas demais avaliagées.
O método do DCFI é considerado, por alguns analistas,
como um método cujo ponto de viragem apresenta
dificil visualizac&o, especialmente em amostras de
cor avermelhada. No entanto, essa dificuldade n&o foi
verificada experimentalmente, nem mesmo para amostras
de suco de melancia, em virtude da diluicao da amostra
para a titulacéo. Pelo contrario, o ponto de viragem do
método alternativo (NBS) foi considerado mais dificil de
se determinar, nesse caso.

Tabela 1. Solidos soltveis (SS) dos sucos.

Suco % SS (°Brix) + DP
Laranja 8,5+ 1,18
Melancia 8,3% + 0,53
Abacaxi com hortela 8,3% + 0,53

“letras diferentes indicam diferenca significativa para a. = 0,05

Abacaxi com hortela Laranja Melancia
50 50
S 40 - =) D 40 1
o o o
o o o
= 30 4 = Z 30 A
(@] (@] (&)
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soill- - []-0-fn-[. & =
0 8 10 12 14 24 0 8 10 12 14 24 0 8 10 12 14 24
Tempo (horas) Tempo (horas) Tempo (horas)
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Figura 1. Comparagéo entre os teores de acido ascorbico obtidos pelo método do NBS e o método do DCFI nos sucos de abacaxi
com hortela, laranja e melancia. *indica diferenca significativa para a = 0,05, entre amostras no mesmo tempo de armazenamento.

Braz. J. Food Technol, Campinas, v. 17, n. 2, p. 139-145, abr./jun. 2014

141



http://bjft.ital.sp.gov.br

Estabilidade de acido ascérbico em sucos de frutas frescos sob diferentes formas de armazenamento

CUNHA, K. D. et al.

Ogunlesi et al. (2010) avaliaram a concentracéo
de &cido ascorbico em diferentes vegetais nativos
da Nigéria, comparando o método do NBS com um
método voltamétrico. Segundo os resultados obtidos,
o método do NBS apresentou valores superiores, com
superestimativa variando entre 2% e 290%, para 14
das 15 amostras testadas. De forma geral, também
nesse trabalho, a superestimativa tendeu a ser maior
quando o teor de vitamina presente era menor. De
forma semelhante, Souza et al. (2010) determinaram a
concentracéo de acido ascorbico em sucos de acerola,
caju e goiaba pelos métodos de Tillmans e iodométrico,
e verificaram que o método iodométrico superestimou os
resultados obtidos em relacao ao método oficial, sendo
que a superestimativa foi maior nos sucos de caju e
goiaba (165,89% e 150,74%, respectivamente), menos
ricos em acido ascoérbico do que o suco de acerola
(129,13% de superestimativa).

Embora ainda seja o método oficial (AOAC) para
amostras de sucos de frutas, o método titulométrico
do DCFI vem sendo considerado ultrapassado quando
comparado as metodologias instrumentais envolvendo
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No entanto,
segundo Aldrigue (1998), que comparou a determinagéo
de 4cido ascoérbico em frutas e seus principais produtos
por CLAE e pelo Método de Tillmans, n&o houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos pelos dois
métodos. O método oficial ainda apresenta a vantagem de
ser de muito simples execucéao e de baixo custo, quando
comparado com o método instrumental. Spinola et al.
(2013), também comparando um método titulométrico
com o método instrumental (CLAE), concluiram que
n&o houve diferenga significativa entre os resultados
obtidos pelos dois métodos e recomendaram o método
titulométrico como de mais simples execucdo e menor
custo de implantagéo.

Abacaxi com hortela

50 ~ 50 -
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3.3 Efeito da temperatura de armazenamento na
estabilidade do acido ascérbico

De acordo com os resultados apresentados
na Figura 2, nao houve diferenca significativa na
concentracdo de &cido ascoérbico entre as amostras
armazenadas sob refrigeracdo e em temperatura
ambiente. Com base nos resultados obtidos, pode-se
afirmar que a estabilidade do acido ascérbico nos sucos
testados néo é afetada por alteracées na temperatura de
armazenamento em valores entre 6 e 30°C (faixa testada).

A temperatura a que o produto é exposto é
considerada um importante fator de influéncia na
degradacdo do acido ascorbico. Teixeira et al. (2006)
comprovaram que a retencao de vitamina C em goiabada
era maior em temperatura de refrigeracéo (5°C) do que
em temperatura ambiente (30°C). No entanto, diversos
trabalhos vém verificando que o efeito do bindmio ‘tempo
temperatura’ sobre a degradacao de acido ascorbico
pode ser menor do que o0 esperado, como observado
por Mercali et al. (2012, 2014), em polpa de acerola, e
Lima et al. (2010), em polpa de caju.

Os sucos de melancia e de abacaxi com hortela
mantidos em temperatura ambiente apresentaram,
a partir do segundo tempo de analise (8h de
armazenamento), sinais claros de deterioracdo (aumento
de acidez - Figura 3), o que, aparentemente, néo
influenciou a estabilidade do &cido ascoérbico. De acordo
com Vegara et al. (2014), o aumento da acidez em sucos
armazenados (especialmente por surgimento de acido
acético ou latico) é um indicador de contaminagéao
por leveduras e/ou bactérias. O suco de laranja ndo
apresentou as mesmas alteracdes (Figura 3), o que pode
ser creditado a sua maior acidez inicial e a presenga
de compostos terpénicos no suco, especialmente o
limoneno, com reconhecida atividade antimicrobiana
(TAJKARIMI et al., 2010).

Laranja Melancia
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Tempo (horas)
O Ambiente @ Refrigeracéo

Figura 2. Comparacgédo entre os teores de acido ascorbico em sucos de abacaxi com hortela, laranja e melancia armazenados em
temperatura ambiente e sob refrigeracdo. *indica diferenca significativa para o = 0,05, entre as amostras e o tempo zero.
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Figura 3. Acidez dos sucos ao longo do periodo de
armazenamento.

N&o é comum encontrar na literatura dados
a respeito da estabilidade de acido ascoérbico em
temperatura ambiente, possivelmente porque outros
aspectos do produto analisado (aroma, sabor e
qualidade microbioldgica) se deterioram rapidamente
nesse tipo de armazenamento, tornando seu consumo
contraindicado. No entanto, Spinola et al. (2013) avaliaram
a concentracao de acido ascoérbico em solugdes de
acido ascorbico padrdo e em extratos de maracuja,
por 5 horas, em temperatura de 23°C. Segundo esses
autores, ndo houve queda mensuravel da concentracéo
da vitamina ap6s 2h de armazenamento, porém perdas
de 6,3% foram detectadas apds 5h de armazenamento
no extrato de maracuja. Esses autores nao informam
a respeito da avaliacdo estatistica da degradacao do
acido ascorbico; assim, € impossivel saber se a perda
detectada representa diferenca significativa entre as
amostras avaliadas nos tempos Oh e 5h ou se a diferenca
verificada esta dentro da margem de erro do método
analitico empregado.

3.4 Concentracao e estabilidade do acido ascérbico
ao longo do tempo de armazenamento

Os valores médios de acido ascorbico para os
sucos analisados (tempo 0h) podem ser observados na
Tabela 2. Quando comparados com dados de tabelas
de composicéo de alimentos nacionais (UNICAMP, 2011)
e norte-americanas (USDA, 2011), os valores obtidos
no presente trabalho podem ser considerados baixos,
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Tabela 2. Teores de acido ascorbico.

Suco Acido ascérbico TACO USDA
(mg/100 g) + DP
Laranja 34,87 + 3,53 73,3 50,0
Melancia 6,37 £ 0,58 6,1 8,1
Abacaxi com hortela 577 + 1,36 34,6 47,8

'variedade péra.

embora seja importante apontar que as tabelas citadas
n&o dispdem de dados sobre todos os sucos crus (ndo
termicamente tratados), mas apenas sobre o0 suco de
laranja. Os demais dados disponibilizados na Tabela 2
se referem a fruta crua. Essas diferencas podem ser
creditadas a fatores genéticos (diferencas de variedade)
e ao manejo pré e pos-colheita (estadio de maturacao,
condicdes de estocagem) (SPINOLA et al., 2013). Mesmo
assim, de acordo com a legislac&o em vigor atualmente
(BRASIL, 1998a, b), os sucos de abacaxi com hortelé e de
melancia avaliados podem ser considerados como fonte
de acido ascorbico, e 0 suco de laranja como contendo
alto teor dessa vitamina. No entanto, para os sucos de
abacaxi com horteld e melancia, essa afirmativa deixa der
ser verdadeira ap6s 10h de armazenamento refrigerado,
antes do término do prazo de validade apresentado pelo
fabricante (24h).

Diferentes trabalhos avaliaram a estabilidade do
acido ascorbico em sucos de frutas armazenados sob
refrigeracéo. Silva et al. (2005) analisaram diversas
marcas de suco de laranja industrializado e marcas
de refresco em p6 reconstituido. De acordo com os
resultados obtidos, nao houve perda significativa de acido
ascorbico nos sucos por até 72 horas de armazenamento
e apenas trés das 11 marcas de refresco analisadas nao
foram estaveis por 48 horas, nas mesmas condicdes de
estocagem. Lima et al. (2007) compararam a estabilidade
de diferentes amostras de suco industrializado de caju
com uma amostra de suco natural obtido no laboratorio.
De acordo com esses autores, 0 teor de acido ascorbico
do suco natural permaneceu inalterado por trés dias
sob refrigerac&o, enquanto as amostras industrializadas
s6 apresentaram perda significativa apos sete dias
de estocagem similar. Em 2009, Danieli et al. (2009)
avaliaram a estabilidade de acido ascérbico em sucos
de laranja industrializados e naturais. Os sucos in natura
foram estaveis por até 14h de armazenamento refrigerado,
enquanto os industrializados n&o apresentaram perda
significativa de acido ascorbico por até 72h.

No presente trabalho, o teor de acido ascoérbico
do suco de laranja ndo apresentou alteracao significativa
ao longo do periodo de armazenamento, permanecendo
inalterado mesmo apos 24 h (Figura 4). Os demais sucos
apresentaram reducgdo significativa na concentracéo
de acido ascorbico a partir de 8h de armazenamento
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Figura 4. Perda de 4cido ascorbico ao longo do tempo de armazenamento. *indica diferenca significativa para o = 0,05, em

relacédo ao tempo Oh.

(Figura 4). Essa diferenca pode ser creditada a diferenca
de acidez inicial dos sucos (Figura 3), uma vez que existe
uma direta correlacéo entre a concentracao de fons H* no
meio e a estabilidade do acido ascoérbico (SPINOLA et al.,
2013).

Os dados apresentados acima mostram que a
estabilidade de acido ascorbico em sucos industrializados
tende a ser maior do que em sucos in natura, possivelmente
porque os produtos industrializados sofrem adicao de
acidulantes, o que aumenta a estabilidade do acido
ascorbico ao longo do tempo. Outra possivel estratégia
industrial é a adicdo de antioxidantes, que podem evitar
a degradacéo do acido ascoérbico ou mesmo reverter
sua oxidacao, aumentando sua estabilidade. A literatura
disponivel e os dados do presente trabalho indicam que
sucos de fruta in natura apresentam estabilidade de
acido ascorbico relativamente reduzida, especialmente
nos casos em que a acidez inicial do suco néao é
particularmente acentuada. Dos trés sucos testados
neste trabalho, dois deles mostraram queda significativa
do teor dessa vitamina antes do encerramento do prazo
de validade sugerido pelo fabricante. Uma possivel
alternativa para minimizar essa queda poderia ser a
acidificacdo desses sucos por mistura com sucos de
frutas mais acidas (laranja ou limdo, por exemplo) ou por
adicéo de acidos orgéanicos permitidos pela legislagao
(4cido citrico, por exemplo).

H 4 Conclusdo

Dos sucos testados, apenas o suco de laranja
manteve inalterado o teor de acido ascoérbico até o final
do prazo de validade (24h) indicado pelo fabricante.
A temperatura de armazenamento nao influenciou a
estabilidade do acido ascoérbico nos sucos avaliados,
embora o0s sucos de abacaxi com horteld e de melancia
tenham apresentado sinais claros de deterioragéo,
guando armazenados em temperatura ambiente. O
método do NBS testado como alternativa ao método oficial
n&o se mostrou recomendavel, uma vez que superestimou
0s resultados obtidos.
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