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RESUMO

ABSTRACT

Validation of the method for determination 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 Centre of Agricultural Sciences, Federal University of Espírito Santo. The revalidation
process was carried out by evaluating parameters such as linearity, precision (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 coefficient (r), coefficient 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 agencies. The methods presented linear, repetitive and high recovery, with a maximum
value of 98% and a minimum of 94.82% and a detection limit of 0.025 mg ml-1 in the lemon juice.
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Revalidação do método titulométrico para determinação
do ácido ascórbico

Este estudo teve como objetivo revalidar o método de determinação de ácido ascórbico por titulometria, para ser
aplicado no laboratório de Química de Alimentos, do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito
Santo. O processo de revalidação foi realizado por meio da avaliação de parâmetros como linearidade, precisão
(repetitividade), exatidão (teste de recuperação) e limites de detecção, considerando-se os critérios de aceitabilidade
determinados.  A significância adotada nos testes de hipóteses foi de 5%. Foram realizadas análises de coeficiente de
correlação linear simples (r), coeficiente de variação (CV) e a análise de regressão. Os dados foram analisados, utilizan-
do-se o pacote estatístico Statistica 7.0. O método quantitativo por titulometria de ácido ascórbico foi revalidado e
avaliado em amostras de ácido ascórbico e suco de limão. Verificou-se que o método está de acordo com os limites
regulamentados pelos órgãos reguladores, sendo linear, repetitivo e com alta recuperação, apresentando um valor
máximo de 98  e mínimo de 94,82%, e um limite de detecção de 0,025 mg mL-1, no suco de limão.

Palavras-chave: titulação, validação intralaboratorial, análise de alimentos.
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INTRODUÇÃO

A análise de alimentos apresenta necessidade cres-
cente de métodos de ensaio que permitam atender aos
constantes avanços tecnológicos na produção, proces-
samento, embalagem e armazenamento de alimentos (Sou-
za, 2007). Além dessa questão, os laboratórios de análises
necessitam demonstrar competência técnica para garantir
a qualidade dos ensaios que realizam (ISO, 2005), assegu-
rando a confiabilidade e comparabilidade dos resultados
que emitem, os quais, na maioria das vezes, subsidiam
tomadas de decisão relativas a aspectos econômicos, de
saúde pública (Brasil, 2006) e de defesa do consumidor.

Os laboratórios que analisam alimentos seguem, via
de regra, normas de credenciamento estabelecidas por
órgãos reguladores (Paschoal et al., 2008), os quais exi-
gem que os métodos utilizados para um determinado ob-
jetivo sejam validados e, ou, revalidados. Os estudos para
determinar os parâmetros de validação devem ser realiza-
dos com equipamentos e instrumentos dentro das
especificações (INMETRO, 2007) e aplicam-se a métodos
não normalizados; métodos criados ou desenvolvidos
pelo próprio laboratório; métodos normalizados, usados
fora do escopo para os quais foram concebidos, e ampli-
ações e modificações de métodos normalizados.

A validação assegura a especificidade, exatidão e pre-
cisão de um ensaio analítico e estima a estabilidade do
material analisado, durante a estocagem e manipulação. O
método de validação de análises químicas é usado para
suprir a necessidade de mostrar a qualidade dessas análi-
ses por meio de suas comparabilidade, rastreabilidade e
confiabilidade (Lavra et al., 2008) sendo que, para tanto,
deve apresentar seletividade, linearidade, precisão e exa-
tidão (Silva & Alves, 2006).

A validação de métodos tem representado uma etapa
importante para os laboratórios de análises de alimentos
e, consequentemente, um obstáculo para a credibilidade
dos resultados emitidos (King, 2003). Todo método, an-
tes da sua utilização, deve ser validado no laboratório em
que será aplicado, a fim de assegurar as condições míni-
mas de sua execução com a confiabilidade requerida (Pe-
reira et al., 2007).

A validação deve garantir, por meio de estudos experi-
mentais, que o método atenda às exigências das aplica-
ções analíticas (Ribani et al., 2004). Ter um resultado ob-
tido por um método validado significa que o procedimen-
to, que inclui desde as condições de operação do equipa-
mento até toda a sequência analítica, seja aceito como
correto (Silva & Alves, 2006).

Diante do exposto,  este trabalho objetivou revalidar
o método de determinação de ácido ascórbico por
titulometria, para ser aplicado no laboratório de Química
de Alimentos, do Centro de Ciências Agrárias, da Univer-
sidade Federal do Espírito Santo. O processo de

revalidação foi realizado por meio da avaliação de
parâmetros como linearidade, precisão (repetitividade),
exatidão (teste de recuperação) e limites de detecção.

MATERIAL  E MÉTODOS

Determinação de ácido ascórbico

A determinação do teor de ácido ascórbico foi realiza-
da pelo Método oficial 967.21, da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 1998), o qual consiste em
reduzir uma substância colorida, 2,6- diclorofenolindofenol,
em titulação com uma solução contendo ácido ascórbico,
sendo as soluções preparadas pouco antes do uso e, o
ácido ascórbico, preparado imediatamente antes do uso.

Revalidação

Os parâmetros estudados para revalidação foram:
linearidade, exatidão, precisão e limite de detecção, consi-
derando-se os critérios de aceitabilidade determinados.
Adotou-se a significância de 5% nos testes de hipóteses.
Os dados foram analisados com o pacote estatístico
Statistica 7.0.

Linearidade

A linearidade do método foi avaliada, utilizando-se
análise de regressão linear e a análise de correlação entre
a concentração e o volume de titulação. O método foi
baseado no apresentado pelo INMETRO (2007).

O coeficiente de correlação linear simples (r) e a análi-
se de regressão que é representada por uma equação da
reta que relaciona as duas variáveis:

y = a + bx                                                                         Eq. 1

em que: y = resposta (medida do volume do titulante); x =
concentração de ácido ascórbico; a = interseção com o
eixo y, quando x = 0; b = inclinação da curva analítica.

Foram testadas sete diferentes concentrações, de for-
ma a se elevar a confiabilidade dos resultados obtidos para
esse parâmetro. Para a análise de linearidade do ácido
ascórbico, foram utilizadas as concentrações de: 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 mg ml-1. Para o suco de limão, foram
utilizados: 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL. O volume e a
concentração foram determinados por testes preliminares.

Para determinar a quantidade de ácido ascórbico, nas
amostras de suco de limão, realizou-se uma análise de
regressão, relacionando-se o volume gasto de titulante
com a concentração de ácido ascórbico presente nas amos-
tras analisadas. Foram realizadas três repetições para cada
nível de concentração e volume.

Exatidão

A determinação da exatidão foi realizada por ensaio de
recuperação, a partir de análises de amostras adicionadas
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de concentrações conhecidas de ácido ascórbico, em três
repetições.

A amostra fortificada foi preparada, utilizando-se so-
lução de suco de limão, com volume de ácido ascórbico
pré-estabelecido na análise de linearidade. As amostras
de suco de limão foram fortificadas com as seguintes con-
centrações do material analisado (ácido ascórbico): 0,2;
0,5; 0,7; 1,0 e 2,0 mg mL-1.

A recuperação (R) foi calculada segundo a equação 2:

R (%) = ((C1-C2)/C3) X 100                                           Eq. 2

em que: C1 = concentração do ácido ascórbico na amos-
tra fortificada, C2 = concentração do ácido ascórbico na
amostra não fortificada, C3 = concentração do ácido
ascórbico adicionado à amostra fortificada. O método foi
baseado no apresentado pelo INMETRO (2007).

Precisão

A precisão foi avaliada quanto à repetitividade que foi
determinada pela análise de sete repetições. As concen-
trações utilizadas foram: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.mL-1 de áci-
do ascórbico e 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mL de suco de limão.

O coeficiente de variação (CV), também conhecido
como desvio padrão relativo (DPR), foi calculado pela
equação:

C.V = DPR = DP/CMD X 100                                         Eq. 3

em que: DP = desvio padrão; CMD = concentração média
determinada.

Limite de detecção

O limite de detecção foi estabelecido por meio da aná-
lise de soluções de concentrações conhecidas e decres-
centes do material analisado, até o menor nível detectável.
O procedimento foi realizado com base em Eurachem
Working Group (1998).

Foram analisados os seguintes volumes de suco de
limão: 2,5; 2,0; 1,5; 1,0; 0,5; 0,1; 0,09; 0,05; 0,03 e 0,01 mL,
com os quais foram calculadas as suas respectivas con-
centrações de ácido ascórbico, obtidas na titulação. Os
resultados foram analisados para determinação do limiar
de perda de confiabilidade do método, ou seja, do ponto
em que o método passa a apresentar resultados não de-
tectados para amostras. Nesse caso, o menor nível de
concentração estudado, no qual o material analisado foi
detectado para todas as repetições, foi considerado como
limite de detecção do método.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Linearidade

Na Figura 1a, por meio da análise de regressão, é pos-
sível observar que, para o ácido ascórbico, o método apre-

sentou linearidade no intervalo das concentrações testa-
das, apresentando coeficiente de determinação (R2) de
0,999. Este parâmetro indica baixa dispersão do conjunto
de pontos experimentais e reduzida incerteza dos coefici-
entes de regressão estimados. Para Ribani et al. (2004),
quanto mais próximo de um é o R2, maior é a qualidade da
curva obtida e maior a confiabilidade dos métodos analí-
ticos.

O mesmo comportamento foi observado para o ácido
ascórbico, quantificado nas diferentes diluições do suco
de limão (Figura 1b), cujo modelo apresentou linearidade.

O coeficiente de correlação foi calculado, utilizando-
se o coeficiente de correlação linear simples a 5% de pro-
babilidade. Nos dois casos, o valor do r foi superior a
0,99, demonstrando correlação entre o volume titulado e a
concentração.

Estes resultados estão dentro dos limites impostos
pelas principais agências reguladoras nacionais. A Agên-
cia Nacional de Vigilância Sanitária - Anvisa, por meio da
sua resolução 899 de 2003 (ANVISA, 2003), recomenda
um coeficiente de correlação igual a 0,99 para se conside-
rar um método como adequado, enquanto, o Instituto Na-

Figura 1. Modelo de regressão linear ajustado (A) para o ácido
ascórbico; (B) para o ácido ascórbico presente nas amostras de
suco de limão.
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cional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industri-
al – INMETRO, admite a linearidade de um método, desde
que este apresente valores de correlação acima de 0,90
(INMETRO, 2007).

 Cardoso et al. (2010), trabalhando com a validação de
métodos para determinação de resíduos de agrotóxicos
em tomate, encontraram coeficientes de determinação su-
periores a 0,95 e de correlação superiores a 0,98, aceitan-
do-os como satisfatórios na indicação de linearidade para
os métodos testados.

Vale ressaltar que, em qualquer técnica instrumental, a
relação linear simples, descrita pela equação da reta, só é
válida em um determinado intervalo de concentrações da
espécie medida, não sendo possível a extrapolação dos
resultados para valores que estejam fora desse intervalo.
Barros Neto et al. (2002)  denominam este intervalo de
massas ou de concentrações, no qual se pode construir
uma curva analítica linear, de faixa linear dinâmica, e afir-
mam que ele deve ser o mais extenso possível, ou seja,
que a distância entre os pontos (distância nos valores de
concentração) seja razoável.

Precisão

Para a precisão do método, foi calculado o desvio pa-
drão e o desvio padrão relativo de cada conjunto de de-
terminações, sendo os resultados obtidos expostos nas
Tabelas 1 e 2.

Os valores para o coeficiente de variação, tanto para o
método utilizando ácido ascórbico quanto para o método
utilizando o limão, foram baixos, sendo o maior (4,98) ob-
servado para o volume de 2,0 mL de amostra de suco de
limão. Considerando-se o coeficiente de variação inferior,
de 5% de variação, apresentado pela RE 899 (ANVISA,
2003), esses resultados evidenciam a precisão dos méto-
dos com boa repetitividade, tanto utilizando-se o suco de
limão quanto o ácido ascórbico na titulação. Siqueira-Moura
et al. (2008), em trabalho com validação de método analíti-

co para determinação de ácido úsnico, em lipossomas, en-
contraram repetitividade com coeficiente de variação de
1,96%.

Outros autores, como Roudaut (1998) e Schenck &
Lagman (1999), encontraram, para algumas amostras, va-
riação superior a 5% (algumas atingindo valores de 23,7%).
Apesar disso, consideraram os seus métodos precisos,
uma vez que obtiveram médias de recuperação aparente
de amostra, superior a 90%, níveis dentro do recomenda-
do pela Codex Alimentarius (Codex Alimentarius
Comission , 2003). Souza et al. (2007), porém, afirmam que
variações nessa escala (CV>5%) comprometem significa-
tivamente o método, uma vez que existe a possibilidade
de incorrer em erros, dada a sua baixa precisão.

Independentemente do critério de aceitabilidade uti-
lizado, os resultados obtidos neste trabalho são categó-
ricos quanto à precisão do método. Desde que se garan-
tam as condições experimentais, os resultados apresen-
tarão baixa variação, o que indica a adequação do méto-
do para uso nas atividades de determinação de ácido
ascórbico.

Exatidão

Os resultados obtidos na análise de recuperação e as
respectivas concentrações de ácido ascórbico adiciona-
das em uma base de suco de limão com concentração
conhecida são mostrados na Tabela 3.

A percentagem de recuperação aceitável depende da
concentração e de requisitos do nível de qualidade re-
queridos. No método de titulometria para determinação
de ácido ascórbico, obteve-se um nível de recuperação
variando de 94,82 a 98%, em função da concentração de
ácido ascórbico adicionado às amostras de suco de li-
mão. Considerando-se que em análises de alimentos, a
Food and Drug Administration (FDA) recomenda faixas
de 80 a 110% para concentrações do material analisado
acima de 0,1 mg kg-1 e de 60 a 100%, para concentrações

Tabela 2. Desvio padrão e coeficiente de variação sob condições de repetitividade para o suco de limão

Suco de Limão (mL) Volume de titulante (mL) Desvio Padrão Coeficiente de variação (%)

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

Tabela 1. Desvio padrão e coeficiente de variação sob condições de repetitividade para o ácido ascórbico

Concentração (mg/mL) Volume de titulante (mL) Desvio Padrão Coeficiente de variação (%)

0,5 1,39 0,13 1,58
1,0 2,97 0,14 0,90
1,5 3,91 0,36 1,55
2,0 5,07 0,15 0,51
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abaixo de 0,1 mg kg-1 (Bruce et al., 1998), os resultados
obtidos neste trabalho confirmam a exatidão do método
utilizado.

Segundo Ribani et al. (2004), para recuperação, os in-
tervalos aceitáveis para análise de resíduos geralmente
estão entre 70 e 120%, com precisão de até ± 20%. Depen-
dendo da complexidade analítica e da amostra, este valor
pode ser de 50 a 120%, com precisão de até ± 15%.

A European Commission (2002) determina faixas de
recuperação médias, em análises de resíduos em alimen-
tos, sendo de 50  a 120%, para níveis de recuperação
MAIOR OU IGUAL 1 µg/kg, de 70 a 110%, para níveis de
concentração > 1 µg/kg a 10 ìg/kg e, de 80 a 11 0%, para
níveis de concentração MAIOR OU IGUAL 10 µg/kg.

Souza (2007), utilizando o método de cromatografia
líquida de alta eficiência, para determinar semicarbazida
em amostras de purê de maçã, refeição de carne e pudim
de arroz, encontraram médias de recuperação variando de
93,8 a 107,2%; de 96,6 a 104,1% e de 87,8 a 112,9%, respec-
tivamente.

Em um trabalho utilizando a metodologia LC-MS/MS,
para determinação simultânea das aflatoxinas AFB1, AFB2,
AFG1 e AFG2 em castanha-do-brasil, Teixeira (2008) en-
controu recuperações variando entre 92 e 100%, para amos-
tras com um nível de contaminação entre 1,2 e 11,5 ìg/kg.
Esse autor considera como melhor que o método de
cromatografia de alta eficiência a metodologia avaliada, a
qual obteve valores de recuperação de 93, 97, 95, e 95%
para AFG1, AFB1, AFG2 e AFB2, respectivamente em
amostras de castanha-do-brasil.

Aldrigue (1998), avaliando diversos modos de se de-
terminar ácido ascórbico em polpa de acerola, concluiu
que o método de Tilmans foi o que apresentou os melho-
res resultados, quando esses foram avaliados pela per-
centagem de recuperação. Para esse autor, o método pode
ser considerado o mais eficiente para a determinação de
ácido ascórbico em amostras de frutas. Oliveira et al. (2010),
entretanto, ressalvam que, apesar da eficiência, o método
de Tilmans apresenta dificuldades quando são analisa-
das amostras de intensa coloração, como no caso de al-
gumas frutas, geleias, sucos e outros. Isso se dá, confor-
me Aldrigue (1998), pela coloração natural da amostra que
dificulta a visualização do ponto final.

Limite de detecção

Na Tabela 4, são apresentados os resultados detecta-
dos e não detectados, em função do nível de concentra-
ção de material analisado. Em seguida, os dados da Tabe-
la são analisados para determinação do limiar de perda de
confiabilidade do método, ou seja, do ponto em que o
método passa a apresentar resultados não detectados para
amostras adicionadas.

O limite de detecção foi determinado visualmente e,
dessa maneira, foi considerado como sendo o menor vo-
lume, que contém a menor concentração da solução que o
método distingue, com segurança. Souza (2007) afirma que
não existe um método ótimo para determinação de limites
de detecção, sendo aceitáveis os mais diversos utilizados
com essa finalidade.

Pode ser observado, pelos dados obtidos, que o limite
de detecção de ácido ascórbico encontra-se entre os va-
lores de 0,037 a 0,025 mg/mL, sendo considerado como
limite de detecção para ácido ascórbico, no suco de limão,
um volume de 0,09 mL, o que significa que, para volumes
inferiores a este, o método não consegue identificar a pre-
sença do ácido ascórbico na solução. Paschoal et al. (2008)
afirmam que, em termos gerais, o limite de detecção indica
o limite em que a menor quantidade que pode ser detecta-
da do material analisado, em uma amostra, embora essa
quantidade não possa ser quantificada.

Teixeira (2008) utilizou a análise de cromatogramas,
para dar origem ao limite de detecção, que foi determina-
do pela visualização da menor concentração visível
(detectável) para cada aflatoxina, sendo de 0,263; 0,345;
0,241 e 0,254 mg/kg-1 de amostra para AFB1, AFB2, AFG1
e AFG2, respectivamente.

Os resultados apresentados encontram-se próximos
aos observados por diversos autores que realizaram ava-
liações com vitaminas. Giacomini (2006), na detecção de
vitamina A em polivitamínicos, utilizando cromatografia,
encontrou o limite de detecção a partir da concentração

Tabela 4. Resultados referentes à análise do limite de detecção
do material analisado detectado e não detectado

2,5 6,1   0,744
2,0  5,03   0,612
1,5 3,9 0,47
1,0 3,0 0,36
0,5 1,3   0,149
0,1 0,4   0,037
0,09 0,3   0,025
0,05 0,3   0,025
0,03 0,3   0,025
0,01 0,3   0,025

Concentração de
ácido ascórbico

(mg/mL)

Suco Limão
(mL)

Volume de
titulante

(mL)

Tabela 3. Médias de recuperação das concentrações de ácido
ascórbico analisadas

Concentração (mg/mL) Recuperação (%)

0,2 95,00
0,5 98,00
0,7 97,85
1,0 96,76
2,0 94,82

TROCAR
MAIOR

OU
IGUAL

pelo
simbolo
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de 0,47 mg/mL. De acordo com esse autor, o pico do
cromatograma da solução de vitamina A destacou-se, si-
tuando-se a uma altura três vezes superior à da média das
oscilações de ruído da linha de base cromatográfica. Quian
& Sheng (1998), também estudando vitamina A, encontra-
ram limite de detecção de 0,10 mg/mL em amostra de ra-
ção. Stefanon (2001), avaliando simultaneamente as vita-
minas A, D3 e E, em multivitamínicos, encontrou limites
de detecção de 0,7 mg/mL, 0,11 mg/mL e 0,125 mg/mL,
respectivamente.

CONCLUSÕES

A revalidação da análise mostrou-se bastante eficien-
te e útil, por meio da avaliação do desempenho quanto à
linearidade, precisão, exatidão e limite de detecção.

A linearidade, para as concentrações de ácido
ascórbico em suco de limão, apresentou coeficientes de
correlação dentro dos recomendados pelos principais ór-
gãos oficiais de regulamentação.

Os resultados evidenciaram a precisão do método, com
boa repetitividade, considerando-se o limite de variação
regulado pela Anvisa. A exatidão apresentou resultados
satisfatórios, dentro dos padrões da FDA.

A revalidação da metodologia de determinação de áci-
do ascórbico por titulometria confirmou ser, esta, uma téc-
nica precisa e confiável, com vantagens significativas na
determinação desse composto, assegurando a confiabili-
dade e comparabilidade dos resultados emitidos e permi-
tindo que o laboratório garanta sua competência técnica
e a qualidade dos ensaios que realiza.
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