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Introducao |

O acido ascorbico (AA) ¢é wuma vitamina
hidrossollvel, presente nos tecidos e fluidos
corporais que possui como principal atividade

biolégica a manutencdo do potencial de oxido-
reducdo do organismo. Sendo assim, a
determinacdo de AA no plasma humano é
importante para definir seu papel como antioxidante.
Existem poucas metodologias para analise de AA
em plasma humano, principalmente utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), e as
que existem apresentam procedimentos demorados
e custosos, no preparo de amostra e da fase mével.
O objetivo desse trabalho foi apresentar uma
metodologia simplificada para determinacdo do AA
em plasma humano por CLAE com deteccdo por
ultravioleta (UV).

Resultados e Discussao |

Um método isocratico de CLAE foi utilizado para
validacdo da metodologia. Fase movel composta por
0.2M de KH,PO, com pH ajustado para 2.4 com
H;PO,4;. Uma coluna C18 (250 x 4.6mm) de fase
reversa foi utilizada para separacéo do AA.

A validacdo de uma metodologia analitica envolve
seguintes parametros: especificidade, linearidade,
precisdo, exatidao, recuperacao e sensibilidade.

A especificidade foi avaliada com adigdo de acido
oxalico (AO), que é um produto metabdlico do AA,
ao plasma humano, a fim de verificar se 0 método
seria especifico na determinacao do AA entre outras
substancias presentes na amostra como possiveis
interferentes da matriz sanguinea. O método
separou adequadamente as substéncias com
tempos de retencdo de 3.052 e 4.577 minutos para
0 AO e AA, respectivamente.

Linearidade foi determinada pela realizagdo de 12
curvas analiticas através de solugdes padrao de AA
(nas concentracfes de 10 a 50 pg-ml’l) adicionadas
ao plasma humano e injetadas no cromatégrafo.
Regresséo linear foi utilizada e a equagéo obtida foi
y =7133,3x + 6193,8 com valor de r’ = 0,9998.
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Preciséo foi avaliada através da repetibilidade e da
precisdo intermediaria. As amostras foram
preparadas como especificado na linearidade e
foram injetadas no cromatografo. A repetibilidade e
a precisdo intermediaria foram avaliadas através da
injecdo de cada concentracdo, em triplicata, no
mesmo dia e em dias alternados. Os resultados
estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1. Precisdo e exatiddo da metodologia de
CLAE para determinacdo de AA.

< A Preciséo Exatidao/
Concentrigao Repetibilidade intermediéria | recuperagéio
(ug-ml™) (%C.V.*%) (%C.V.%) %)
50 2.45 7.23 100.96
40 3.94 7.04 99.93
30 2.73 2.92 96.43
20 4.17 4.40 101.42
10 1.99 1.93 103.28
* % Coeficiente de Variagéo
Exatiddo e recuperacdo foram  avaliadas

comparando as concentrac@es tedricas dos padrdes
adicionados ao plasma e aquelas obtidas no
cromatograma. Os resultados estdo apresentados
na tabela 1.

Limites de quantificacdo e deteccao foram avaliados
para determinacdo da sensibilidade. O limite de
quantificacdo do método é de 1 pg-ml* enquanto o
limite de deteccdo é de 0.1 pg-ml*. Pequenas
mudangas na concentragdo provocam grandes
mudancas na resposta cromatografica, o que
qualifica o método como sensivel.

Conclusoes |

Um simples, exato e sensivel método de CLAE — UV
foi desenvolvido e validado para determinacdo do
acido ascorbico em plasma humano. O processo
analitico é rapido e o tempo de corrida para cada
amostra foi de 10 minutos.
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