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~ AGUA DE COCO POR CROMATOGRAFIA
LiQUIDA E PELO METODO TITULOMETRICO'
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RESUMO

No presente trabalho comparam-se dois métodos de quantificacdo de 4cido
ascorbico, a cromatografia liquida e a titulometria, na agua de coco (endosperma liquido),
em cinco estadios (4°, 6°, 8°, 10° e 12° més) de maturacéio dos cocos Ando Verde e Ando
Vermelho. A determinagdo titulométrica foi realizada conforme o método 43.064 descrito
pela AOAC (I), e a metodologia de cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC),
segundo Bradbury e Singh (7). Os valores encontrados, nos devidos estadios de maturagéo,
em ambos os cultivares, variaram de 0,72 mg AA/100 mL a 2,39 mg AA/100 mL, por
titulometria, € de 0,95 mg AA/100mL a 3,15 mg AA/100mL pela HPLC. Esses resultados
confirmam que a 4gua de coco ndo ¢ uma fonte expressiva de acido ascorbico. Os valores
deste acido determinados pela HPLC apresentaram-se superiores aos do método
titulométrico, sendo significativa a diferenga entre eles. Dessa forma, constata-se quc a
quantificagio de éacido ascorbico por cromatografia liquida, além de mais pratica,
demonstra também maior sensibilidade na detecgdo.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF ASCORBIC ACID IN THE COCONUT
WATER BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATROGRAPHY
AND TITULOMETRY METHOD

The objetive of this work was to analyze the content of ascorbic acid by two
different methods. The samples used for this study were coconut water from Ando Verde
and Ando Vermelho cultivars at the 4% 6% 8% 10™ and 12" month after pollination. The
methods used were the titulometric one, described in AOAC (I), and by HPLC
methodology described by Bradbury and Singh (7). The results obtained varied from 0.72
mg AA/100 ml to 2.39 mg by titulometry. The values of ascorbic acid determined by HPLC
varied from 0.95 mg AA/100 ml to 3.15 mg, in both varieties. These values confirm that the
water coconut is not a good source of ascorbic acid. The values of ascorbic acid
determined by HPLC methodology were greater than those obtained with titulometric
method, presenting a significant difference between the two methods. The results allowed
to conclude that quantifying ascorbic acid by HPLC methodology i1s more practical,
showing a more sensitive detection.

Key words: Cocos nucifera, HPLC, maturation, vitamin C.
INTRODUCAO

A agua de coco é uma bebida muito apreciada pelos consumidores
brasileiros, principalmente os que habitam a regido litoranea. Sob o
aspecto sensorial, possui sabor suave, levemente adocicado e, quando
gelada, proporciona sensagdo refrescante. Os constituintes nutrcionais
presentes em quantidades maiores sdo os agucares redutores (glicose e
frutose), ndo-redutor (sacarose) ¢ minerais. Em quantidades menores estao
as vitaminas hidrossoluiveis, como acido nicotinico, biotina, riboflavina,
acido folico e acido ascorbico (AA) ou vitamina C. Comparada a outros
frutos, a agua de coco ndo é uma fonte expressiva de vitamina C (117, 12).
Segundo Child (8) e Birosel et al. (6), a concentragdo de acido ascorbico
na agua de coco é pequena; em geral, sua concentra¢io oscila entre 0,4 e
3,7 mg/100 mL.

O CTAA/EMBRAPA (/1) analisou os teores de vitamina C na
agua-de-coco de casca amarela, comercializada nas praias do Rio de
Janeiro, utilizando o método titulométrico, ao longo do desenvolvimento
do fruto, e obteve os seguintes resultados: no 8° més: 1,2 mg/100 g; 9°
més: 1,33 mg/100 g; e 10° més: 1,74 mg/100 g. No suco de mamao
(Carica papaya L. cv. Improved Sunrise Solo Line 72/12), utilizando o
mesmo método, em trés periodos pos-colheita (3°, 5° e 7° dias), os teores
de acido ascorbico variaram de 70 a 110 mg/100 mL de suco (/8).

Carriedo et al. (9) utilizaram a HPLC (cromatografia liquida de alta
precisdo) para quantificar acidos organicos e encontraram no mamao
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teores de acido dehidroascorbico e acido ascorbico de 2,6 e 62,3 mg/100 g,
respectivamente. A HPLC ¢é método grandemente utilizado, na
determinagdo de acido ascorbico em diversos vegetais e sucos de frutas
como abacate, laranja, kiwi, manga, lichia, abacaxi e papaya (/3, 19, 21,
22).

O acido ascorbico presente em varios tipos de tecidos de origem
vegetal se caracteriza pelo carater antioxidante e por ser um catalisador de
reacoes bioquimicas que envolvem hidroxilacdo. Smimoff (20)
demonstrou a rota de formacgao do acido ascorbico, a partir da glicose ( D-
glicose — ac. D-glucoronico ™22 4c. gulénico 2 L-gulanolactona
Logulano oxidase 5, 9. ceto L - gulanolactona — acido ascérbico).

A determinagio de acido ascorbico em vegetais € murto importante,
pois além de seu papel fundamental na nutricio humana (/7), sua
degradacdo pode favorecer o escurecimento niao-enzimatico (2) e causar
sabor estranho (5). Além disso, o acido ascorbico é um importante
indicador, pois sendo a vitamina mais termolabil, sua presenga no alimento
indica que provavelmente os demais nutrientes tambem estio sendo
preservados (4).

As caracteristicas fisicas como cor, forma e espessura do fruto
mudam de acordo com o cultivar. O desenvolvimento do fruto, apos a flor
ter sido fecundada, tem um periodo de 11 a 13 meses, quando ele atinge o
estadio de completa maturag¢ao. Seu desenvolvimento completo depende,
fundamentalmente, das condigoes climaticas (/0).

Em aproximadamente sete meses e melo, o endosperma solido
comega a se desenvolver por todo o intenior do fruto, tomando-se mais
consistente a partir do 10° mes (16).

Segundo Barwick (3), um efetto na variagdo sobre a quantificagao
da analise por cromatografia liquida dependera do método de calibragao
(pressao, temperatura, comprimento de onda, propor¢do de solvente e
fluxo) e se o efeito € de similar magnitude tanto para a amostra quanto
para o padrao.

As determinagbes de vitamina C por métodos quimicos sao
fundamentadas nos principios da oxirredugdo, uma vez que o acido
ascorbico € uma substancia que apresenta carater redutor. Os métodos com
base nesse principio apresentam as vantagens de ser relativamente rapidos,
praticos ¢ de baixo custo, porque ndo exigem reagentes, vidranas e
equipamentos sofisticados. No entanto, apresentam como principal
limitagdo o fato de nao serem precisos, devido principalmente a presenca,
nas amostras, de outras substancias de carater redutor que interferem na
sua determinagao (/4).

O objetivo do presente estudo foi analisar o teor de acido ascorbico
na agua de coco, pelo método oficial da A.O.A.C (/) e pela cromatografia
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liquida, uma vez que esta técnica de determinagdo vem sendo cada vez
mais utilizada na analise quantitativa da vitamina C.

MATERIAL E METODOS

Os frutos utilizados neste trabalho foram provenientes de dois
cultivares de coqueiro, Ando Verde e Ando Vermelho, com sete anos,
pertencentes a colecio do campo experimental da PESAGRO-RJ, no
municipio de Campos dos Goytacazes-RJ.

Os frutos foram colhidos em cinco estadios de maturagio, no 4°, 6°,
8°, 10° e 12° més, em 17 de maio, 1° de junho, 6 de julho, 19 de julho ¢ 12
de agosto de 1999, respectivamente. A identificagdo de cada estadio de
desenvolvimento do fruto para a coleta foi feita baseada na afirmativa de
Frémond et al. (/5), a qual estabeleceu que o coqueiro produz um cacho
por més. Sendo assim, os frutos foram obtidos apos identifica¢do da idade
de cada cacho. O estadio 1 consistiu do cacho emitido mais recentemente
e, de forma descendente, conferiram-se os demais estadios (mais
elevados).

Foram sorteadas cinco plantas em cada cultivar, sendo coletado um
fruto por planta, num total de cinco plantas/cultivar/estadio de maturagao.
Em cada colheita, novas plantas eram sorteadas.

A determinacao titulométrica foi realizada de acordo com o método
43.064 descrito pela AOAC (J), cujo principio € fundamentado em reagoes
de oxirreducido, que utiliza o 2,6-diclorofenolindofenol como agente
oxidante. O preparo da amostra consistiu na adigdo de uma solugdo de
acido oxalico a 2% para atuar como estabilizante do acido ascorbico.

Na determinacdo por HPLC utilizou-se o cromatografo da marca
Shimadzu, modelo M10A, equipado com detector Diode Array, duas
bombas modelo LC-10AD e coluna C18 de particula 5 pm, com 150 mm
de comprimento x 4,6 mm de diametro, operando com fluxo de 0,8
mL/min, em comprimento de onda de 254 nm. A fase moével constituiu-se
de metanol (grau HPLC) e solugdo de fosfato diacido de potassio (KH,PO, )
a 0,005M com pH ajustado para 4,4, na proporgao 40:60.

O preparo da amostra consistiu em ajustar o pH para 4,4, com
H,PO, e filtragem com membrana Minisart. O volume injetado fo1 de 20
uL. As amostras foram corridas em triplicatas, e a identificacdo do acido
ascorbico foi feita por comparagdo com o tempo de retengao do padrao
preparado (Figura 1) (utilizaram-se diferentes concentragdes de acido
ascorbico: 0,5 mg a 4,0 mg /100 mg de agua destilada), submetido as
mesmas condicoes de injecdo. Os calculos foram efetuados por meio de
equagao (y= -27476 + 899733x; r* = 99,7%), correlacionando a area do
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pico (Figura 2) e a concentragdo de acido ascorbico, seguindo a adaptac;ao
do método descrito por Bradbury e Singh (7).

MADS S : —

rriivye

FIGURA 1- Cromatograma de uma amostra padrdo com 1,5 mg AA (100 mL)-.
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FIGURA 2 - Cromatograma de uma amostra de agua de coco do cultivar Anio
Verde no 8° més de maturagio, com 1,62 mg AA (100 mL)-'.

- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos, em ambos os métodos, variaram de 0,72 a 3,15
mg de acido ascorbico/100 ml de agua (Quadro 1). Esses valores estio
proximos aos obtidos por titulometria, segundo Birosel et al. (6),
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confirmando que a agua de coco apresenta um valor relativamente baixo
de vitamma C, em relagdo a outras frutas: mamio, manga, abacaxi e
laranja (/3, 19, 21, 22). Todavia, observou-se que em ambos os métodos
houve acréscimo na taxa de vitamina C, com o desenvolvimento do frutos.
Porem, os valores de acido ascorbico determinados pela técnica de HPLC
foram superiores aos apresentados pelo método titulométrico, sendo
significativa a diferenca entre os dois métodos (P < 0,05) (Quadro 1 e
Figura 2). O método ttulométrico alcangou a média de 1,435 mg (100 mL)-!
e a cromatografia liquida a meédia de 1,978 mg (100 mL)-*. Isso indica que
a tecnica de cromatografia liquida utilizada nesta determinacdo é mais
sensivel do que o metodo trtulométrico em relagio a quantificacdo de
vitamina C na agua de coco.

QUADRO 1 - Médias de acido ascorbico (mg.100 mL-") dos frutos dos
cultivares Ando Verde e Anao Vermelho, pelo método
titulometrico e pela HPLC em fungdo do estadio de

_maturacao (IC, a = 0,05; n=5).

Anao Verde Anao Vermelho
Estadio de
maturagio 1 2 1 2
4° 0,72 +0,17 0,95+£0,22 0,82+0.27 1,03+0.26
6° 148+024 1874039 2394067 2,00+054
8° 1,42+0,16 1,77+0,12 1,61+0,18 183+0,12
10° 1,68+035 239+059 1414002 2.19+017
12° 1,74 +0,14 2581074 186+0,14 3,15+ 0,74

'Acido ascorbico, determinado por tztlﬂamema
2 Acido ascérbico, determinado por HPLC.

CONCLUSOES

1) O teor de vitamina C, na agua de coco, aumenta com a maturacio do
fruto. No entanto, a agua de coco nao € uma fonte expressiva de vitamina C.

2) Os valores de acido ascorbico determinados pela técnica que
emprega os principios da cromatografia liquida de alta resolucdo sido
significativamente superiores em relacdo ao meétodo titulométrico, baseado
no principio da oxirredugio.

3) A cromatografia hquida ¢ uma alternativa mais favoravel para
analise de vitamina C, em frutas, do que o método titulométrico da AOAC.
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