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resumo
Introdução: O ácido ascórbico, quando presente em amostras biológicas, pode interferir nos ensaios

laboratoriais que utilizam reações de oxidorredução. Objetivos: Estabelecer o grau de interferência do

ácido ascórbico nas determinações bioquímicas séricas em relação à dose de vitamina C, ingerida e

ao tempo de coleta das amostras e comparar com o efeito interferente in vitro. Métodos: Voluntários

saudáveis (n = 18) consumiram doses crescentes e sucessivas de 0,25 a 4g/dia de vitamina C durante

uma semana cada dose. As determinações bioquímicas de ácido úrico, bilirrubina, colesterol total,

glicose e triglicerídeos foram realizadas antes e 4, 12 e 24 horas após a última ingestão de cada dose.

No estudo in vitro, concentrações crescentes de ácido ascórbico foram adicionadas ao soro humano e

os analitos foram determinados até 24 horas após a adição. Resultados e Discussão: Os níveis séricos

de ácido ascórbico aumentaram significativamente após a ingestão da vitamina C, provocando

inibição nas determinações de ácido úrico e bilirrubina total 4, 12 e 24 horas após a ingestão

(p < 0,01). Em contrapartida, a ingestão de vitamina C não interferiu nas determinações de glicose,

colesterol e triglicerídeos. O ácido ascórbico inibiu in vitro as reações dos analitos estudados,

diretamente proporcional à concentração de ácido ascórbico e inversamente proporcional à

concentração dos analitos. Para o ácido úrico houve interferência analítica apenas, enquanto que

para a bilirrubina a interferência foi analítica e, principalmente, metabólica. Conclusão: Para evitar

resultados falso-negativos para ácido úrico e bilirrubina sugerimos a suspensão da ingestão de

vitamina C 48 horas antes da coleta de sangue.

Ácido ascórbico

Interferência laboratorial

Analitos bioquímicos séricos

Reação de Trinder

abstract
Background: Ascorbic acid, when present in biological samples, can produce a negative interference in several
biochemical tests that use redox indicator systems. Objectives: We evaluated the ascorbic acid interference on
serum biochemical tests in relation to the dose of vitamin C ingested and to the time of blood collection, and
compared these results with in vitro interference. Methods: Healthy volunteers (n =18) consumed increasing

and successive doses of vitamin C (0.25 to 4g/day) for one week. Biochemical analytes were measured before
and after each dose consumption. Serum samples were obtained 4, 12 and 24 h after vitamin C ingestion.

Ascorbic acid was added in vitro to the human serum and the biochemical analytes were assayed up to 24 h
after addition. Results and discussion: Serum ascorbic acid increased significantly after vitamin C ingestion,

inhibiting the assays for urate and total bilirubin up to 24 h after ingestion (p < 0,01). In contrast, the
ingested vitamin C did not interfere on the glucose, cholesterol, and triglycerides tests. In vitro ascorbic acid

inhibited the reactions for all studied tests, proportional to the ascorbic acid amount and inversely
proportional to the analyte concentrations. The urate test had in vitro interference only, whereas for bilirubin

there were in vitro and, mainly, in vivo interference. Conclusion: To avoid false-negative results of serum urate
and bilirubin we recommend the suspension of vitamin C intake at least 48 horas before blood collection.

Ascorbic acid

Laboratory interference

Serum analytes

Trinder’s reaction
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Interferência do ácido ascórbico nas determinações de parâmetros bioquímicos séricos Martinello & Silva

Introdução
A interferência de medicamentos em análises clínicas

assume importante papel na rotina laboratorial por inter-
ferir nos ensaios e modificar o diagnóstico clinicolabora-
torial. Recentemente, tem sido observado um aumento
no consumo de suplementos vitamínicos, e o uso de altas
doses de vitamina C (ácido ascórbico), particularmente,
tornou-se um agravante para os analistas clínicos. O áci-
do ascórbico é facilmente absorvido e atinge níveis séricos
relativamente elevados (16, 17). Quando presente em
amostras biológicas, o ácido ascórbico, por ser um poten-
te agente redutor, pode, em alguma etapa química,
interagir com os constituintes dos reagentes analíticos uti-
lizados na determinação do parâmetro bioquímico, cau-
sando um falso resultado na análise. Este fenômeno é co-
nhecido como interferência in vitro ou analítica do ácido
ascórbico. No entanto o ácido ascórbico pode, também,
induzir alteração de um parâmetro bioquímico através de
mecanismo fisiológico, chamado interferência in vivo. Ou,
ainda, pode ocorrer interferência por ambos os mecanis-
mos, simultaneamente. A diferenciação do mecanismo de
interferência é de fundamental interesse para solucionar o
problema. O ácido ascórbico é um conhecido interferen-
te nas reações bioquímicas que envolvem os sistemas in-
dicadores com oxidases e peroxidases, como a reação de
Trinder. Esta reação é utilizada na quantificação de com-
ponentes séricos como glicose, colesterol, triglicerídeos e
ácido úrico. Além de inibir a reação de Trinder, o ácido
ascórbico pode, também, interferir nas reações para a de-
terminação de bilirrubina, creatinina, fósforo, uréia e enzi-
mas aminotransferases, lactato desidrogenase e fosfatase
alcalina (2, 9, 17, 19, 26, 31).

Apesar de o efeito provocado pelo ácido ascórbico ser
conhecido há muito tempo, poucos estudos avaliaram a in-
terferência negativa em relação à dose de vitamina C ingerida
e ao tempo de coleta da amostra (27). Além disso, existem
recomendações dos fabricantes de reagentes no sentido de
que, para evitar a interferência quando há suspeita da pre-
sença de ácido ascórbico, a análise deve ser repetida após
60-90min de permanência da amostra em temperatura am-
biente. Entretanto sugerimos que este tempo pode ser de-
pendente da concentração do ácido ascórbico na amostra.
Assim, os objetivos desse estudo foram estabelecer o grau de
interferência do ácido ascórbico nas determinações bioquí-
micas séricas em relação à dose de vitamina C ingerida e ao
tempo de coleta das amostras e comparar esta interferência
com o efeito in vitro após a adição de ácido ascórbico em
amostras de soro. Verificamos, ainda, o tempo necessário para

a auto-oxidação do ácido ascórbico e a conseqüente dimi-
nuição da interferência.

Materiais e métodos

Materiais

A vitamina C, comercializada na forma de comprimi-
dos efervescentes ou em gotas (Redoxon®, Roche), foi ad-
quirida em farmácias. Os kits de reagentes foram gentil-
mente fornecidos por Labtest (Lagoa Santa, MG), Bioclin
(Belo Horizonte, MG), Celm (Barueri, SP), BioSystems (Bar-
celona, Espanha) e Biodiagnóstica (Pinhais, PR). O ácido
ascórbico e o ácido metafosfórico foram obtidos da Merck
S.A. Os demais reagentes utilizados, ácido sulfúrico, 2,4-
dinitrofenil-hidrazina, tiouréia, sulfato de cobre e cloreto
de sódio, foram de marcas nacionais.

Protocolo experimental para estudo in vivo

Foram selecionados indivíduos saudáveis (n = 18), não-
fumantes e que estavam de acordo com o protocolo experi-
mental aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
(nº 068/2000). Os voluntários consumiram diariamente, por
via oral, doses crescentes e sucessivas de 250, 500, 1.000,
2.000 e 4.000mg de vitamina C. Cada dose foi ingerida de
forma única após a última refeição do dia durante sete dias
consecutivos e respeitando-se o intervalo de uma semana
entre cada uma. As amostras de sangue foram coletadas na
manhã do oitavo dia, 12 horas após a ingestão da respectiva
dose de vitamina C e igual período de jejum. Após a coleta
de sangue, os indivíduos ingeriram uma última dose de vita-
mina C, juntamente com um leve desjejum, e amostras sub-
seqüentes foram coletadas após quatro e 24 horas. Durante
a ingestão das doses inferiores a 2g foi evitado o consumo
de alimentos ricos em vitamina C. Os soros foram isolados
por centrifugação (750 x g, 15min) e as determinações bio-
químicas foram realizadas imediatamente utilizando-se os
reagentes da Labtest Diagnóstica. Os resultados foram com-
parados com a média de três valores obtidos em diferentes
semanas antes da suplementação com a vitamina C, após
jejum de 4 e 12 horas (níveis basais de cada indivíduo).

Protocolo experimental para estudo in vitro

Quantidades crescentes de ácido ascórbico (0,5 a
40mg/dl, concentração final) foram adicionadas ao pool
de soro. As determinações dos analitos bioquímicos fo-
ram realizadas na primeira hora após a adição do ácido
ascórbico e após 2, 4, 6, 8 e 24 horas. Durante este perío-
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do de tempo as amostras foram armazenadas à tempera-
tura ambiente e desprotegidas da luz. Ensaios adicionais
foram realizados deixando-se as amostras a 4°C.

Determinações dos analitos bioquímicos

As determinações dos analitos bioquímicos foram reali-
zadas segundo as instruções dos fabricantes (Labtest, Bioclin,
Celm, BioSystems e Biodiagnóstica), utilizando-se os seguin-
tes métodos: reação de Trinder para glicose (glicose oxidase),
colesterol total (colesterol oxidase), triglicerídeos (lipase e
glicerol oxidase) e ácido úrico (uricase). O ácido úrico foi
também determinado pelo método UV; o fósforo, pelo
molibdênio; a uréia, pela uricase; a creatinina, pelo picrato
alcalino com duas leituras em diferentes pHs (Jaffé); e a
bilirrubina, por diazotação com o ácido sulfanílico.

Determinação do ácido ascórbico sérico

Os níveis de ácido ascórbico nas amostras de soro ob-
tidas antes e após a suplementação oral com a vitamina C
foram determinados imediatamente após a coleta do san-
gue, utilizando-se o método espectrofotométrico da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (15).

Estabilidade do ácido ascórbico em amostras de soro

 Após adição do ácido ascórbico em amostras de soro, o
mesmo foi determinado pelo método da 2,4-dinitrofenil-hidra-
zina (15) e por cromatografia líquida de alta eficiência de fase
reversa (HPLC-RF) (10), em diferentes períodos de tempo.

Análise estatística

As diferenças entre os valores obtidos antes e após a
suplementação com a vitamina C foram verificadas pela
análise de variância (Anova) para medidas repetidas e teste
complementar de Tukey, utilizando-se os três valores basais,
ou teste t pareado de Student considerando a média dos
três valores basais. Foi realizada, também, a análise de re-
gressão linear (correlação de Pearson) entre os valores dos
analitos bioquímicos e os níveis de ácido ascórbico séricos
e entre estes e a dose de vitamina C ingerida. Foi conside-
rado um nível de significância de p < 0,05.

Resultados

Interferência do ácido ascórbico na determinação
de parâmetros bioquímicos séricos in vivo

Para verificar a interferência causada pelo ácido ascórbico
nos ensaios laboratoriais, segundo a dose de vitamina C

ingerida e o tempo da coleta da amostra, foram realizadas
coletas de sangue 4, 12 e 24 horas após o uso prolongado
de diferentes doses de vitamina C. A determinação dos
parâmetros bioquímicos em diferentes períodos de tempo
teve como finalidade observar o grau de interferência do ácido
ascórbico em relação aos seus níveis plasmáticos, conside-
rando um pool corpóreo máximo obtido pela ingestão de
vitamina C durante sete dias consecutivos.

A Figura 1 mostra os níveis de ácido ascórbico encon-
trados no soro de indivíduos saudáveis antes e após a
ingestão das diferentes doses de vitamina C. A concentra-
ção de ácido ascórbico aumentou significativamente 4
horas após a ingestão de apenas 250mg de vitamina C
em relação aos valores basais (2,21 vs. 1,13mg/dl, respec-
tivamente, p < 0,05). Com a ingestão de doses maiores
de vitamina C ocorreu aumento crescente nos níveis de
ácido ascórbico sérico (r = 0,91; p < 0,01) (Figura 1B),
atingindo o máximo de 3,28 ±  0,5mg/dl (0,21 ±

0,03mmol/l) com a dose de 4g. A quantidade de ácido
ascórbico presente no soro obtido 12 horas após a ingestão
de 1, 2 e 4g de vitamina C foi significativamente maior do
que os níveis basais (p < 0,05), correlacionando-se, ainda,
com a dose ingerida (r = 0,98; p < 0,001). As amostras
obtidas 24 horas após a ingestão de 4g de vitamina C
apresentaram níveis de ácido ascórbico 60% maiores do
que os basais (p < 0,05) (Figura 1A).

A Tabela 1 mostra os resultados dos analitos bioquímicos
em amostras de sangue coletadas antes e quatro horas de-
pois da ingestão de diferentes doses de vitamina C. As de-
terminações realizadas antes da ingestão da vitamina C fo-
ram utilizadas como controles (níveis basais), e a média delas
foi considerada 100% para efetuar o cálculo do percentual
de interferência negativa do ácido ascórbico. A variação
biológica intra-individual encontrada para o ácido úrico foi
de 5,1-6,5%, e para a bilirrubina foi de 5-18,4%.

Pode-se observar nas Tabelas 1 e 4 que os níveis séricos
de ácido úrico sofreram interferência crescente à medida
que os indivíduos consumiram doses maiores de vitamina
C. O percentual de interferência nas determinações de
ácido úrico diminuiu com o aumento do tempo de coleta
após a última dose ingerida. A análise de regressão mos-
trou uma relação positiva entre os níveis séricos de ácido
ascórbico e a percentagem de interferência negativa na
reação de ácido úrico 4 horas após a ingestão de vitamina
C (r = 0,75; p = 0,05). Com a ingestão da menor dose de
vitamina C (0,25g/d) houve diminuição de aproximada-
mente 18% nos valores de ácido úrico sérico (p < 0,01). A
interferência aumentou para 29, 44, 58 e 62% com a
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A Tabela 2 mostra os resultados dos parâmetros
bioquímicos séricos obtidos de amostras coletadas 12 horas
após a ingestão de vitamina C. Ainda ocorreram interferên-
cias significativas nas determinações de ácido úrico, porém
em menor grau se comparadas com as interferências das
amostras obtidas após 4 horas da ingestão de vitamina C.
Níveis significativos de inibição na determinação de ácido
úrico foram observados somente após a ingestão de doses ≥
1g/d de vitamina C (20-30%, p < 0,001) (Tabelas 2 e 4). Em
relação aos valores de bilirrubina, o nível de interferência foi
semelhante ao de 4 horas, 20% a 28% (p < 0,001 e p < 0,05)
(Tabelas 2 e 4). Os níveis de triglicerídeos diminuíram cerca
de 34% (p < 0,05) 12 horas após a ingestão de 4g/d de
vitamina C (Tabelas 2 e 4).

Os resultados obtidos 24 horas após a suplementação
vitamínica estão mostrados na Tabela 3. O grau de inter-
ferência diminuiu sensivelmente em relação às amostras
coletadas 4 e 12 horas após a ingestão. No entanto ainda
foi possível observar uma inibição de 28% (p < 0,01) na
reação de ácido úrico com as amostras coletadas após a
ingestão de 4g/d de vitamina C (Tabela 4).

Resultados semelhantes, em relação aos níveis de sig-
nificância, foram também obtidos pela análise de variância
(Anova) e pelo teste complementar de Tukey, utilizando-
se os três valores basais como controles.

Interferência do ácido ascórbico na determinação
de parâmetros bioquímicos séricos in vitro

Os experimentos in vitro foram realizados com o obje-
tivo de comparar os níveis de interferência com aqueles
observados in vivo e verificar o tempo necessário para a
oxidação do ácido ascórbico e a conseqüente diminuição
da interferência. O ácido ascórbico foi adicionado ao soro
em concentrações semelhantes àquelas encontradas no
soro de voluntários saudáveis após a suplementação oral
com vitamina C. No entanto níveis séricos superiores aos
valores observados podem ser encontrados após terapias
com megadoses de vitamina C injetável. Assim, ácido
ascórbico foi também adicionado ao soro para se obter as
concentrações de 10 e 40mg/dl (concentração final).

As reações para creatinina, uréia e fósforo não sofreram
interferência, inclusive com a maior concentração de ácido
ascórbico estudada (resultados não-mostrados). Os resulta-
dos das determinações bioquímicas séricas pelo método de
Trinder e da bilirrubina realizadas em pool de soro antes e
após a adição das várias concentrações de ácido ascórbico
estão demonstrados na Figura 2 e na Tabela 5. O efeito
interferente do ácido ascórbico foi semelhante para os dife-

Figura 1 – Níveis séricos de ácido ascórbico após a ingestão de vitamina C.
A) Concentração sérica do ácido ascórbico determinada pelo método
espectrofotométrico da 2,4-dinitrofenil-hidrazina

ingestão de 0,5, 1, 2 e 4g/d de vitamina C, respectiva-
mente. A determinação de ácido úrico pelo método UV, o
qual não forma peróxido de hidrogênio, não sofreu inter-
ferência significativa pela ingestão prolongada de 4g/d
de vitamina C (Tabelas 1 e 2). Para o analito bilirrubina
total (Tabelas 1 a 4) observou-se uma diminuição signifi-
cativa de 34%, 27%, 28% e 27% 4 horas após a ingestão
de 0,5, 1, 2 e 4g/d de vitamina C, respectivamente (p <
0,05), não havendo correlação com a dose de vitamina C
ingerida (r = 0,56; p = 0,25).
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                  Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,25 0,5 1 2 4

Ácido ascórbico 1,13 ± 0,3 2,21 ± 0,46* 2,32 ± 0,56* 2,48 ± 0,34** 3,07 ± 0,52*** 3,28 ± 0,5***
   (mg/dl)
Ácido úrico  4,5 ± 1,6 3,6 ± 1,4** 3,1 ± 1,1*** 2,5 ± 0,8** 1,9 ± 0,9*** 1,7 ± 0,9**
   (Trinder)
Ácido úrico UV 5,8 ± 2 ND ND ND ND 5 ± 2,6
Bilirrubina total 0,67 ± 0,19 0,68 ± 0,18 0,43 ± 0,15** 0,48 ± 0,13* 0,48 ± 0,22* 0,49 ± 0,12**
Colesterol total 155 ± 16,3 164 ± 36,2 163 ± 19,3 168 ± 31,5 162 ± 35,7 170 ± 26,6
Glicose 86 ± 5,2 83 ± 10,3 92 ± 10,2 88 ± 11,2 84 ± 6,8 93 ± 5,9
Triglicérides 92 ± 34,5 98 ± 35,1 82 ± 9,6 101 ± 37,5 68 ± 36,8 71 ± 27,7

Voluntários saudáveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinações dos analitos foram
realizadas 4 horas após a ingestão da última dose de vitamina C.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C). ND = não-determinado.

Parâmetros bioquímicos séricos (mg/dl) determinados antes e 4 horas após a ingestão de
vitamina CTabela 1

                 Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,25 0,5 1 2 4

Ácido ascórbico 1,16 ± 0,28 1,64 ± 0,75 1,79 ± 0,64 1,92 ± 0,39* 2,14 ± 0,35*** 2,74 ± 0,59***
   (mg/dl)
Ácido úrico 4,1 ± 1,53 4,3 ± 1,22 4,1 ± 1,32 3,3 ± 1,36*** 3,0 ± 1,36*** 2,8 ± 1,05***
   (Trinder)
Ácido úrico UV 4,7 ± 1,7 ND ND ND ND 4,5 ± 1,6
Bilirrubina total 0,72 ± 0,2 0,71 ± 0,11 0,55 ± 0,28*** 0,55 ± 0,15*** 0,55 ± 0,2* 0,52 ± 0,18*
Colesterol total 158 ± 16,8 165 ± 32,1 168 ± 25,1 169 ± 21,3 162 ± 31,8 155 ± 20,2
Glicose 84 ± 6,2 93 ± 11,8 86 ± 15,1 78 ± 12,9 81 ± 8,6 88 ± 9,8
Triglicérides 82 ± 39,1 80 ± 35 88 ± 29,5 77 ± 22,8 62 ± 20,3 54 ± 19,7*

Voluntários saudáveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinações dos analitos foram
realizadas 12 horas após a ingestão da última dose de vitamina C.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C). ND = não-determinado.

Parâmetros bioquímicos séricos (mg/dl) determinados antes e 12 horas após a ingestão de
vitamina CTabela 2

                             Vitamina C suplementar (g/dia)

0 0,5 1 2 4

Ácido ascórbico (mg/dl) 1,16 ± 0,28 1,35 ± 0,25 1,1 ± 0,24 1,61 ± 0,4 1,88 ± 0,42*
Ácido úrico (Trinder) 3,8 ± 1,37 3,6 ± 1,59 3,4 ± 1,32 3,25 ± 1,35 2,72 ± 1,3**
Bilirrubina 0,65 ± 0,18 0,63 ± 0,15 0,72 ± 0,16 0,69 ± 0,23 0,58 ± 0,24

Voluntários saudáveis (n = 18) ingeriram doses crescentes de vitamina C, sendo que cada dose foi consumida por uma semana, e as determinações dos analitos foram
realizadas 24 horas após a ingestão da última dose de vitamina C.
*p < 0,05; **p < 0,01, teste t pareado de Student comparado ao respectivo controle (0 vit. C).

Parâmetros bioquímicos séricos (mg/dl) determinados antes e 24 horas após a ingestão de
vitamina CTabela 3

Martinello & Silva Interferência do ácido ascórbico nas determinações de parâmetros bioquímicos séricos
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Vitamina C suplementar (g/dia)
0 0,5 1 2 4

 4 horas
Ácido úrico 17,8 ± 7,1** 28,9 ± 10,7*** 44,4 ± 14,2** 57,8 ± 27,2*** 62,2 ± 30**
Bilirrubina 0 34,3 ± 13,2** 26,9 ± 10,3* 28,3 ± 12,6* 27,2 ± 14,7**

12 horas
Ácido úrico 0 0 19,5 ± 7,6*** 26,8 ± 12,1*** 31,7 ± 11,8***
Bilirrubina ND 20,8 ± 9,4*** 22,2 ± 5,7*** 23,6 ± 8,3* 27,8 ± 9,4*
Triglicérides 0 0 7,45 ± 2,6 27,8 ± 8,9 34,3 ± 12,2*

24 horas
Ácido úrico ND ND 9,9 ± 3,8 13,1 ± 5,2 28,4 ± 13,4**
Bilirrubina ND ND 0 0 12,1 ± 4,8

Os valores foram obtidos pelo cálculo do percentual de interferência dos valores expressos nas Tabelas 1, 2 e 3, considerando controle a média de três valores basais antes
da ingestão da vitamina C.
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, em comparação com o controle (teste t pareado de Student). ND = não-determinado.

 Interferência negativa do ácido ascórbico nas determinações bioquímicas
(% de inibição ± DP)Tabela 4

Interferência do ácido ascórbico nas determinações de parâmetros bioquímicos séricos Martinello & Silva

                                                    Ácido ascórbico (mg/dl)*
5 10 40

Tempo (h) Colesterol
0 15,8 ± 5,2 21,1 ± 4,6 69,9 ± 7,2
2  13,5 ± 3,7 18,7 ± 3,6 60,8 ± 5,5
4  10,2 ± 1,8 17,6 ± 3,1 56,8 ± 6,8
6  6,5 ± 2,7 10,8 ± 2,2  51,1 ± 7,5
8  2,8 ± 1,1  9,8 ± 2,9 44,5 ± 4,1
24 ND  8,5 ± 1,7 34,7 ± 2,8

Glicose
0 11,5 ± 2,7 18,6 ± 1,3 54,5 ± 4,4
2 8,5 ± 1,1 16,7 ± 1,9 52,7 ± 5,2
4 8,1 ± 1,8 15,2 ± 2,5 51,9 ± 6,4
6 7,9 ± 1,5 15,1 ± 1,8 47,5 ± 5,5
8 7,8 ± 1,2 14,7 ± 1,4 41,7 ± 4,2
24 2,8 ± 0,4 6,0 ± 1,2 28,9 ± 1,9

 Triglicérides
0 33,6 ± 5,2 60,6 ± 3,3 97,7 ± 1,2
2 31,0 ± 6,3 57,1 ± 3,2 97,5 ± 4,1
4 30,7 ± 2,9 56,3 ± 2,5 96,3 ± 5,2
6 26,1 ± 3,1 51,5 ± 2,1 95,2 ± 4,6
8 15,1 ± 2,1 50,4 ± 1,8 94,0 ± 3,1
24 10,6 ± 1,4 30,1 ± 2,2 93,4 ± 2,1

 Bilirrubina
0 9,4 ± 1,7 11,5 ± 2,5 56,9 ± 3,1
2 ND 8,9 ± 1,8 54,8 ± 2,5
4 ND 7,6 ± 0,7 53,2 ± 1,5
6 ND 6,3 ± 1,5 52,8 ± 1,8
8 ND 3,1 ± 0,9 51,6 ± 4,1
24 ND ND 40,3 ± 2,1

Os ensaios foram realizados em diferentes períodos de tempo, utilizando-se os reagentes de Labtest, Bioclin, Biodiagnóstica, Biosystems e Celm antes (controle) e após a
adição do ácido ascórbico ao soro. Os resultados das diferentes marcas de reagentes foram combinados e estão expressos como média ± desvio padrão de dois ou três
ensaios realizados com cada variável em diferentes pools de soro. ND = não-determinado. *Concentração final.

 Interferência negativa in vitro do ácido ascórbico (% do controle) na determinação de
colesterol total, glicose, triglicérides e bilirrubinaTabela 5
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rentes reagentes das várias marcas comerciais estudadas. As-
sim os resultados estão expressos como média ± desvio pa-
drão de duas ou três determinações para cada variável reali-
zada com os diferentes reagentes.

Os resultados mostraram que o ácido ascórbico pro-
vocou inibição das reações de oxidase/peroxidase de to-
dos os analitos estudados. O grau de inibição foi direta-
mente proporcional à concentração de ácido ascórbico
adicionado às amostras. A reação para a determinação de
ácido úrico foi a que mais sofreu interferência pelo ácido
ascórbico, seguida pelos ensaios para triglicerídeos,
colesterol total e glicose (Figura 2A). Com a concentra-
ção de 5mg/dl de ácido ascórbico na amostra, a reação
para o ácido úrico foi inibida em cerca de 84% contra
34%, 12% e 11% de interferência nas determinações de
triglicerídeos, colesterol total e glicose, respectivamente
(Figura 2A). Esta diferença de sensibilidade ao ácido
ascórbico foi decorrente da quantidade do analito pre-
sente no sistema de reação, pois, ao se normalizarem os
resultados em termos molares analito:ácido ascórbico, ob-
servou-se que todos os ensaios apresentaram uma
estequiometria de 1:1 (Figura 2B). Por exemplo, a rela-
ção molar analito:ácido ascórbico de 0,5:1 resultou em
aproximadamente 50% de interferência negativa para
todos os ensaios. Assim, a interferência negativa foi pro-
porcional à quantidade de ácido ascórbico e inversamen-
te proporcional à concentração do analito presente no sis-
tema de reação. Para colesterol, glicose e triglicerídeos
interferências significativas ocorreram apenas com as mais
altas concentrações de ácido ascórbico estudadas, 10 e
40mg/dl (Tabela 5).

O ensaio para a determinação da bilirrubina total não
sofreu interferência significativa in vitro na presença
de ácido ascórbico inferior a 10mg/dl. Apenas quando
40mg/dl de ácido ascórbico foram adicionados ao soro
ocorreu em média 57% de interferência negativa (Tabela
5). É interessante notar, porém, que os resultados dos es-
tudos in vivo, após a ingestão de vitamina C, demonstra-
ram haver interferência negativa no ensaio para bilirrubina
com concentrações menores de ácido ascórbico (Tabelas
1 a 4). Assim, para compararmos ambos os resultados, in
vivo e in vitro, os dados foram normalizados em termos
molares de ácido ascórbico:bilirrubina e verificamos que a
interferência in vivo foi realmente maior que aquela in vitro
(Figura 3A). Para uma relação molar ácido ascórbico:
bilirrubina de 3,4 a interferência na determinação de
bilirrubina in vitro foi de aproximadamente 10% contra
cerca de 35% in vivo. Considerando também a possibili-

dade de interferência do ácido ascórbico no metabolismo
do ácido úrico, análise semelhante foi realizada com os
resultados dos níveis de interferência in vivo e in vitro. A
Figura 3B mostra que o grau de interferência do ácido
ascórbico foi semelhante nas duas situações, indicando
haver apenas interferência analítica.

Muitos fabricantes de reagentes preconizam em seus
manuais de instrução que, havendo suspeita da presença
de ácido ascórbico, os ensaios laboratoriais devem ser re-
petidos 60-90min após repouso da amostra, para evitar o
efeito interferente do ácido ascórbico. As determinações

Figura 2 – Interferência negativa do ácido ascórbico in vitro na determinação de
ácido úrico, colesterol, glicose e triglicérides pelo sistema oxidase/peroxidase. A) Ácido
ascórbico foi adicionado ao soro (concentração final), e as determinações dos analitos
foram realizadas antes (controle) e 1-2 horas após a adição. B) Os resultados foram
normalizados em termos molares de ácido ascórbico:analitos. Os resultados são
média ± desvio padrão dos ensaios realizados com os reagentes de Labtest, Bioclin,
Biodiagnóstica, Biosystems e Celm (dois ou três ensaios para cada analito)
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realizadas após a adição do ácido ascórbico demonstra-
ram que, dependendo da concentração deste na amos-
tra, ocorreram ainda importantes graus de interferência
após 4, 6, 8 e 24 horas (Tabela 5 e Figura 4). Para a rea-
ção do ácido úrico na presença de 5mg/dl de ácido
ascórbico ocorreram ainda, em média, 38% de interfe-
rência negativa após 24 horas (Figura 4). Com 10 e 40mg/
dl de ácido ascórbico a interferência na determinação de
ácido úrico permaneceu praticamente inalterada e próxima
de 100%. Mesmo com pequenas concentrações de ácido
ascórbico adicionadas (concentração final de 1mg/dl) a in-

terferência persistiu até 24 horas (Figura 4). Para os de-
mais analitos a interferência permaneceu até 24 horas so-
mente com 40mg/dl de ácido ascórbico no soro (Tabela
5). Níveis de interferência maiores e por um longo perío-
do de tempo foram observados quando as amostras per-
maneceram a 4°C, como, por exemplo, 42% de interfe-
rência negativa para a reação do ácido úrico 24 horas após
a adição de 5mg/dl de ácido ascórbico. Após a adição de
40mg/dl, a inibição da reação foi total durante o período
estudado de 72 horas. Para os demais analitos, 5mg/dl de
ácido ascórbico provocaram interferência negativa por até
6 horas a 4°C.

Com base nesses resultados foi verificada, então, a
estabilidade do ácido ascórbico nas amostras de soro.
Determinamos os níveis de ácido ascórbico após dife-
rentes períodos de tempo, por cromatografia líquida de
alta eficiência (HPLC) e pelo método espectrofotométrico
da 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH), o qual mede o con-
junto dos ácidos ascórbico, deidroascórbico e
dicetogulônico. A Figura 5 mostra a quantidade residual
de ácido ascórbico após a sua auto-oxidação em amos-
tras de soro contendo inicialmente de 0,5 a 40mg/dl de
ácido ascórbico. A meia-vida do ácido ascórbico nas
amostras de soro foi de aproximadamente 15 horas quan-
do avaliada por HPLC e 48 horas pelo método colori-
métrico da 2,4-DNPH (Figura 5).

Figura 3 – Interferência negativa do ácido ascórbico na determinação de (A)
bilirrubina total e (B) ácido úrico. Para efeito de comparação, os resultados obtidos
4 e 12 horas após a ingestão de vitamina C (Tabelas 1 e 2) e após a adição de ácido
ascórbico ao pool de soro (Tabela 5 e Figura 2) foram normalizados em termos
molares de ácido ascórbico:analito
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Figura 4 – Interferência negativa do ácido ascórbico na determinação de ácido úrico.
Ácido ascórbico (concentração final) foi adicionado ao pool de soro e as determina-
ções foram realizadas após diferentes períodos de tempo. As amostras permaneceram
à temperatura ambiente. Os resultados são médias de duas ou três determinações
para cada variável realizada com os diferentes reagentes estudados, os quais utilizam
o sistema oxidase/peroxidase

1

2

3

4

5

6 0

25

50

75

100

B

D

E

F

G

H

I40
10

5
3

2
1

0,5

8
6

4

24

2
0,5

Int
er
fer

ên
cia

 n
eg
at
iva

 (
%
)

Ácid
o a

scór
bico

 (m
g/dl

)
Tempo (h)

Interferência do ácido ascórbico nas determinações de parâmetros bioquímicos séricos Martinello & Silva



331

R
io de Janeir o, v. 39, n. 4, 2003

Jornal B
rasileiro de P

atologia e M
edicina Laboratorial

A existência de produtos de oxidação do ácido ascór-
bico com poder redutor (13) levou-nos a investigar o
efeito do ácido deidroascórbico como primeiro produ-
to de oxidação do ácido ascórbido. Concentrações cres-
centes de ácido deidroascórbico, semelhantes àquelas
de ácido ascórbico, foram adicionadas ao soro e as de-
terminações dos vários analitos bioquímicos foram rea-
lizadas. Os resultados demonstraram que o ácido
deidroascórbico não interferiu nas reações de Trinder
(dados não-mostrados).

Discussão
O uso de tratamentos alternativos baseados na ingestão

de vitaminas tem aumentado significativamente o consu-
mo de vitamina C pela população em geral. A vitamina C
tem sido indicada para pacientes com câncer (4-6) e
também com a finalidade de prevenção de várias outras
doenças (7).

Os resultados desse estudo demonstraram que a vita-
mina C, em doses normalmente consumidas de forma
prolongada (uma semana) por pessoas saudáveis, interfe-
riu significativamente em alguns ensaios laboratoriais,
dependendo da dose ingerida e do tempo em que as
amostras de sangue foram coletadas após o consumo da
vitamina.

A concentração de ácido ascórbico sérico antes da suple-
mentação foi de 1 a 1,2mg/dl (Figura 1A), portanto dentro
dos valores de referência, que são de 0,3 a 2mg/dl (15). Os

níveis de ácido ascórbico aumentaram cerca de duas ve-
zes (p < 0,05) 4 horas após a ingestão de pequena dose
de vitamina C (250mg) (Figura 1A). Este aumento do áci-
do ascórbico foi suficiente para provocar uma inibição de
17,8% (p < 0,01) na reação para a determinação de ácido
úrico sérico com base no sistema uricase/peroxidase (Ta-
belas 1 a 4). Podmore et al. (22) demonstraram um au-
mento de 60% nos níveis de ácido ascórbico sérico após a
ingestão de 500mg/d de vitamina C. A concentração sérica
de ácido ascórbico aumentou significativamente com a
ingestão de doses maiores de vitamina C (r = 0,91;
p < 0,01) (Figura 1B), causando uma interferência negati-
va máxima de 62% na determinação de ácido úrico 4 horas
após a ingestão de 4g/d de vitamina C (Tabela 4).

O tempo necessário para a eliminação plasmática do
excesso de ácido ascórbico e o retorno aos valores basais,
após a interrupção da suplementação vitamínica, foi de-
pendente da dose ingerida (Figura 1A). Assim, as doses
≤ 0,5g/d foram praticamente eliminadas nas primeiras 12
horas após a ingestão, enquanto que foram necessárias
24 horas para a completa eliminação do excesso obtido
com as doses de 1 e 2g/d e pelo menos 48 horas para a
dose de 4 g/d de vitamina C (Figura 1A). Conseqüente-
mente, o grau de inibição observado nos ensaios de ácido
úrico foi progressivamente menor nas amostras coletadas
12 e 24 horas após a ingestão de vitamina C, em compa-
ração com as amostras de 4 horas (Tabela 4). Merece des-
taque o fato de a ingestão de uma dose moderada de
vitamina C (1g/d) ter provocado interferência significati-
va na determinação de ácido úrico em amostras de san-
gue coletadas 12 horas após a ingestão e no caso de
4g/d, inclusive, 24 horas após (Tabelas 2 a 4).

As interferências observadas nas reações para a deter-
minação da bilirrubina total (diazotação) foram significa-
tivas nas amostras coletadas 4 e 12 horas após a ingestão
de doses ≥ 0,5g/d de vitamina C. No entanto o grau de
inibição não apresentou correlação com os níveis séricos
de ácido ascórbico (r = 0,56; p > 0,05). Ou seja, os
percentuais de interferência foram semelhantes nas amos-
tras coletadas 4 e 12 horas após a ingestão de 0,5, 1, 2 ou
4g/d de vitamina C. Os níveis de triglicerídeos diminuí-
ram em média 22,7% 4 horas após a ingestão de 4g de
vitamina C, porém esta variação não foi estatisticamente
significativa em nível de 5% (Tabela 1) e também encon-
tra-se abaixo dos valores de variação biológica preconiza-
dos por Marcovina et al. (14). No entanto, após jejum de
12 horas, houve uma inibição significativa de 34%
(p < 0,05) após a ingestão de 4g de vitamina C, provavel-

Figura 5 – Estabilidade do ácido ascórbico em soro. Quantidades crescentes de ácido
ascórbico (concentração final: 0,5 a 40mg/dl) foram adicionadas em pool de soro e
as determinações foram realizadas pelo método espectrofotométrico da 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (2,4-DNFH) e por HPLC-RF. Os níveis de ácido ascórbico
quantificados na primeira hora após a adição ao soro foram considerados controles.
Os resultados são média ± desvio padrão de duas determinações com diferentes pools
de soro para cada concentração
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mente devido à menor quantidade de triglicerídeos na
amostra (Tabelas 2 e 4).

É interessante notar que, mesmo com a maior dose
de vitamina C estudada (4g/d), não ocorreu interferên-
cia significativa nas reações para a determinação de
glicose e colesterol total (Tabelas 1 e 2). Utilizando con-
centrações mais elevadas de ácido ascórbico em experi-
mentos in vitro, sem considerar, portanto, a meia-vida
biológica do ácido ascórbico, outros pesquisadores rela-
taram inibição significativa para a maioria dos ensaios
que utilizam reações de oxidorredução (9, 19, 20, 23,
34). Naturalmente, concentrações elevadas de ácido
ascórbico podem ser encontradas no soro de pacientes
que estão recebendo tratamento com megadoses de vi-
tamina C. Badrick e Campbell (2) encontraram até
30mmol/l (528mg/dl) de ácido ascórbico no plasma após
a infusão de 30g de ascorbato, e interferências analíticas
significativas em vários parâmetros bioquímicos séricos
foram relatadas por estes autores.

Os resultados das determinações realizadas após a
adição do ácido ascórbico in vitro mostraram que o ensaio
para a quantificação de ácido úrico apresentou a maior
interferência pelo ácido ascórbico, seguida pelos ensaios
para triglicerídeos, colesterol total, glicose e bilirrubina
(Figura 2 e Tabela 5). No entanto estes últimos sofreram
interferência somente com as maiores doses de ácido
ascórbico estudadas (10 e 40mg/dl). A creatinina,
determinada pelo método de Jaffé modificado (picrato
alcalino com duplo pH), a uréia (uricase) e o fósforo
(molibdênio) não sofreram interferência, nem mesmo na
presença de 40mg/dl de ácido ascórbico (resultados não-
mostrados). Em geral, esses dados confirmaram os
resultados de interferência observados após a ingestão de
vitamina C (Tabelas 1 a 4) (27) e também por outros
autores em estudos in vitro (4, 9, 19, 20, 23, 30, 34). No
entanto a interferência analítica observada para a reação
da bilirrubina total após a adição do ácido ascórbico in
vitro foi menor que aquela observada após a ingestão de
vitamina C por uma semana (Figura 3A). Esses resultados
sugerem que o uso prolongado de ácido ascórbico
interferiu no metabolismo da bilirrubina. Ensaios adicionais
foram realizados determinando-se a bilirrubina total 2 e 4
horas após a ingestão de uma única dose de 4g de vitamina
C. Os resultados demonstraram que nesta situação o ácido
ascórbico não provocou interferência negativa, confir-
mando, assim, a interferência in vivo. Até o momento,
apenas o efeito interferente in vitro do ácido ascórbico na
reação para a determinação da bilirrubina foi relatado (9,

30). Uma possível explicação para a interferência do ácido
ascórbico no metabolismo da bilirrubina é o achado de
Yamaguchi et al. (33), o qual mostra que a suplementação
com ácido ascórbico diminuiu os níveis de RNA-m da
hemeoxigenase-1, enzima limitante da biossíntese da
bilirrubina.

Os resultados das determinações do ácido úrico após
a suplementação vitamínica realizadas pelo método UV, o
qual não se baseia no sistema oxidase/peroxidase e por
isso não sofre interferência do ácido ascórbico, indicaram
que as variações nos níveis de ácido úrico foram realmen-
te devidas à interferência analítica do ácido ascórbico e
não à biológica (Tabelas 1 e 2). Confirmação adicional foi
conseguida observando-se que o grau de interferência nas
determinações realizadas após a ingestão de vitamina C
foi semelhante aqueles obtidos após a adição do ácido
ascórbico in vitro (Figura 3B). No entanto, em relação à
interferência do ácido ascórbico no metabolismo do áci-
do úrico, os estudos são controversos. Segundo Stein et
al. (28) e Wilson e Liedtke (32), a administração crônica
de vitamina C resultou em substancial uricosúria e dimi-
nuição do ácido úrico sérico. Recentemente, levantaram-
se as hipóteses de que o ácido ascórbico pode ativar a
formação de glicocorticóides e de que estes reduzam os
níveis séricos de ácido úrico (29). Por outro lado, a
suplementação com 4, 8 ou 12g de vitamina C por dia
não alterou os níveis séricos ou a excreção urinária de áci-
do úrico (16, 18, 24).

De acordo com o nosso protocolo experimental, a dose
de vitamina C ingerida e o tempo de consumo não foram
suficientes para provocar alterações significativas nos ní-
veis de colesterol total (Tabela 1 e 2). A reação para trigli-
cerídeos sofreu interferência analítica apenas 12 horas após
a ingestão de 4g/d de vitamina C (Tabela 2). Os estudos
in vitro confirmaram que a interferência nos ensaios des-
ses analitos ocorreu apenas quando grandes concentra-
ções de ácido ascórbico estavam presentes nas amostras
(Tabela 5 e Figura 2). Outros autores, utilizando doses de
vitamina C e períodos de consumo variados, têm demons-
trado interferências analíticas e biológicas, porém de for-
ma inconsistente. Por exemplo, Badrick e Campbell (2)
observaram inibição analítica nos ensaios de colesterol total
e triglicerídeos após a ingestão de 5g/d de vitamina C. A
ingestão diária de 0,5g de vitamina C por um período de
um mês foi suficiente para acarretar significante redução
nos níveis de colesterol total plasmático, porém não cau-
sou efeito nos triglicerídeos (3). No entanto a suplementação
com 0,2 e 2g/d de vitamina C por seis semanas (1) ou a
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ingestão de 4g/d de vitamina C por quatro meses (16)
não afetou os níveis dos lipídeos séricos.

Existem vários estudos demonstrando algumas medi-
das adotadas para eliminar a interferência provocada pelo
ácido ascórbico quando presente em amostras biológicas.
Atualmente, a enzima ascorbato oxidase é comumente
utilizada para eliminar a interferência do ácido ascórbico
na reação de oxidorredução. Comparando-se com outros
tipos de tratamento para eliminar a interferência causada
pelo ácido ascórbico, como cloreto férrico, nitrito de sódio,
periodato de sódio, ácido bórico e íon férrico, somente a
enzima ascorbato oxidase mostrou completa eficiência (11,
21, 24). No entanto é interessante notar que os níveis de
interferência observados nesse estudo para o ácido úrico
com o reagente da BioSystems, que utiliza ascorbato
oxidase em sua formulação, foram semelhantes aos de-
mais reagentes de outras marcas comerciais (Figura 2). É
possível que a concentração de enzima utilizada (≥ 5U/l)
não seja suficiente para neutralizar o efeito negativo do
ácido ascórbico. Fossati et al. (8) conseguiram efeito
satisfatório utilizando concentrações superiores a
200U/l de ascorbato oxidase. Kayamori et al. (12) relata-
ram que o uso desta enzima tem várias desvantagens, tais
como elevado custo, variação entre os lotes e baixa esta-
bilidade, e sugeriram que seqüestradores de radicais livres
podem ser mais eficientes à neutralização do ácido
ascórbico em amostras clínicas. Com base em nossos re-
sultados, sugerimos que o consumo de vitamina C seja
interrompido 48 a 72 horas antes da coleta de sangue
para a realização dos exames quando doses ≥ 0,5g forem
ingeridas, ou que seja usado o método UV para o ácido
úrico.

Com base na meia-vida do ácido ascórbico e na infor-
mação descrita por Fossati et al. (8), muitos laboratórios
fabricantes de reagentes preconizam um tempo médio de
90min para que ocorra a oxidação do ácido ascórbico pre-
sente nas amostras e os ensaios possam ser repetidos com
segurança. Demonstramos, pelas sucessivas determinações
realizadas após a adição do ácido às amostras de soro,
que o tempo de repouso necessário foi dependente da
quantidade de ácido ascórbico presente na amostra. Veri-
ficamos que um significativo nível de interferência persis-
tiu por até 24 horas na determinação de ácido úrico na
presença de 5mg/dl de ácido ascórbico (Figura 4). O
colesterol total, a glicose e os triglicerídeos também mos-
traram importantes níveis de interferência até 8 horas após
a adição do ácido. Assim, os resultados mostraram que a
interferência persistiu por um longo período de tempo,

proporcional à concentração de ácido ascórbico presente
na amostra, e sugerimos que o ensaio deva ser repetido
somente após 48 ou 72 horas.

Esses resultados nos levaram a investigar a possível in-
terferência do ácido deidroascórbico, primeiro produto de
oxidação do ácido ascórbico, e a estabilidade do ácido
ascórbico em amostras de soro. Verificou-se que o ácido
deidroascórbico não interferiu nas reações de Trinder (re-
sultados não-mostrados). No entanto, não podemos
desconsiderar que outros subprodutos da oxidação do
ácido ascórbico, que ainda apresentam potencial redutor,
possam causar interferência negativa (13). Os resultados
sugerem que o ácido ascórbico parece ser mais estável no
soro do que em solução aquosa e, assim, ser a causa da
interferência. Realmente, o ácido ascórbico no soro apre-
sentou uma meia-vida de aproximadamente 15 horas,
determinado por HPLC, e 48 horas juntamente com ou-
tros produtos de oxidação, determinados pelo método
colorimétrico (Fig. 5), muito superior, portanto, à meia-
vida do ácido ascórbico em solução aquosa. Sevanian et
al. (25) demonstraram que o ácido úrico em concentra-
ção fisiológica aumenta a estabilidade do ácido ascórbico
no soro humano em aproximadamente cinco vezes. Isto
sugere um importante papel fisiológico do ácido úrico na
preservação do ácido ascórbico no sangue e em outros
fluidos biológicos.

Em suma, os resultados desse trabalho demonstraram
que a ingestão de ácido ascórbico interferiu de forma sig-
nificativa nos ensaios laboratoriais para a determinação
de parâmetros bioquímicos séricos, principalmente do
ácido úrico pela reação de Trinder (interferência analítica)
e da bilirrubina (interferência fisiológica), podendo, desta
forma, modificar o diagnóstico clínico laboratorial. Por-
tanto cabe a todos os profissionais de saúde envolvidos,
como fabricantes de reagentes, médicos e analistas clíni-
cos, a introdução de métodos para minimizar os efeitos
interferentes do ácido ascórbico, como, por exemplo, a
adição de componentes que inibam a ação do ácido
ascórbico e a orientação aos pacientes para suspender a
ingestão de vitamina C alguns dias antes da realização
dos exames.
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