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1ZvOD

U ovom radu vrsena je spektrofotometrijska analiza stabilnosti vitamina C u Cetiri stabilizatora:
citratno-fosfathom puferu, citratno-fosfatnom puferu u prisustvu EDTA, 1 M hlorovodoni¢noj
kiselini, kao i 1 M hlorovodoni¢noj kiselini u prisustvu EDTA. Pracenjem stabilnosti
askorbinske kiseline, utvrdeno je da je u pomenutim stabilizatorima askorbinska kiselina
stabilna viSe od 3 sata. Dobijene su regresione jednacine za spektrofotometrijska ispitivanja
vitamina C u svim kori§¢enim stabilizatorima sa odgovaraju¢im analitiCkim karakteristikama.
Za dobijene kalibracione dijagrame korelacioni koeficijent (R) se kretao od 0,9989 do 0,9994,
Sto ukazuje na jaku linearnu vezu izmedu koncentracije askorbinske kiseline 1 apsorbancije
mjerene na 250 nm. U radu je ispitivana i selektivnost metode na osnovu uticaja pojedinih
interferiraju¢ih komponenti na sadrzaj vitamina C. Dobijeni kalibracioni dijagrami su kori$¢eni
za odredivanje vitamina C u standardnom rastvoru (6:10° M) i realnim uzorcima ¢ija je
koncentracija vitamina C navedena na deklaraciji u opsegu od 30-1000 mg (7 suplemenata
vitamina C kupljenih u lokalnim apotekama u Podgorici). Radi provjere pouzdanosti
spektrofotometrijskih metoda vitamin C je odredivan i usvojenim analitickim metodama za
odredivanje vitamina C (jodimetrija i HPLC). Provjeravanjem preciznosti odredivanja
askorbinske kiseline, koris¢enjem standardnog rastvora poznate koncentracije, predlozenim
spektrofotometrijskim metodama dobijena su niska relativna standardna odstupanja (od 0,55
do 1,26%), a najmanje odstupanje je dobijeno metodom gdje se kao stabilizator koristila 1 M
HCI 1 EDTA (0,55%). Takode limit kvantifikacije je najniZi kad se koristi 1 M HCl i EDTA
kao stabilizator (0,76:10° M). Molarne apsorptivnosti dobijene za sve &etiri metode su imale
visoke vrijednosti (7,32:10° - 8,49-10% dm® mol? cm™) 3to pokazuje da su sve metode visoko
osjetljive.

Na osnovu dobijenih rezultata u ovom master radu, pokazalo se da se spektrofotometrijske
metode uz odgovarajuce stabilizatore mogu koristiti kao pogodne metode za odredivanje
vitamina C u ispitivanim realnim uzorcima i da se mogu koristiti kao alternativa ve¢ usvojenim
metodama, a posebno spektrofotometrijska metoda kod koje je kao stabilizator koris¢en sistem
1M HCI i EDTA. Kod svih ispitivanih realnih uzoraka pokazalo se da je najbolje slaganje
rezultata izmedu spektrofotometrijske metode sa stabilizatorom 1 M HCI 1 EDTA 1 HPLC
metode. Ovo je posebno izrazeno kod rezultata dobijenih ispitivanjem uzoraka koji u svom

sastavu nemaju dodatih komponenti.

Kljucne rijeci: vitamin C, stabilizatori, spektrofotometija, jodimetrija, HPLC



ABSTRACT

In this study, spectrophotometric analysis of vitamin C stability in four stabilizers was
performed: citrate-phosphate buffer, citrate-phosphate buffer in the presence of EDTA, 1 M
hydrochloric acid, as well as 1 M hydrochloric acid in the presence of EDTA. By monitoring
the stability of ascorbic acid, it was found that in the mentioned stabilizers ascorbic acid is
stable for more than 3 hours. Regression equations were obtained for spectrophotometric
studies of vitamin C in all used stabilizers with appropriate analytical characteristics. For the
obtained calibration diagrams, the correlation coefficient (R) ranged from 0.9989 to 0.9994,
indicating a strong linear relationship between the concentration of ascorbic acid and the
absorbance measured at 250 nm. The paper also examined the selectivity of the method based
on the influence of certain interfering components on the content of vitamin C. The resulting
calibration diagrams were used to determine vitamin C in standard solution (6:10° M) and real
samples whose concentration of vitamin C is indicated on the label in the range of 30-1000 mg
(7 vitamin C supplements purchased at local pharmacies in Podgorica). In order to verify the
reliability of spectrophotometric methods, vitamin C was determined by adopted analytical
methods for determining vitamin C (iodimetria and HPLC). By checking the accuracy of
determination of ascorbic acid, using a standard solution of known concentration, the proposed
spectrophotometric methods obtained low relative standard deviations (from 0.55 to 1.26%),
and the smallest deviation was obtained by a method where 1 M HCl and EDTA (0.55%) were
used as stabilizers. Also, the quantification limit is lowest when using 1 M HCIl and EDTA as
a stabilizer (0.76:10° M). Molar absorbances obtained for all four methods had high values
(7.32:103 - 8.49:10° dm® mol™ cm™*) which shows that all methods are highly sensitive.

Based on the results obtained in this master paper, it has been shown that spectrophotometric
methods with appropriate stabilizers can be used as suitable methods for determining vitamin
C in the tested real samples and that they can be used as an alternative to the already adopted
methods, especially spectrophotometric method in which the system 1M HCI and EDTA were
used as a stabilizer. In all tested real samples, it was shown that the best matching of results
was between spectrophotometric method with stabilizer 1 M HCI and EDTA and HPLC
method. This is particularly pronounced in the results obtained by testing samples that have no

added components in their composition.

Keywords: vitamin C, stabilizers, spectrophotometry, iodimetry, HPLC
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1. UvOD

Vitamin C, poznat kao askorbinska kiselina, je vitamin rastvorljiv u vodi koji igra vitalnu ulogu
u odrzavanju dobrog zdravlja. To je esencijalni nutrijent koji ljudsko tijelo ne moze proizvesti
i mora se unositi hranom ili suplementima. Vitamin C je ukljuéen u mnoge vazne funkcije u
organizmu, ukljuéuju¢i proizvodnju kolagena, apsorpciju gvozda i funkciju imunog sistema.
Takode je snazan antioksidans koji pomaze u zastiti organizma od $tetnih slobodnih radikala
koji mogu da ostete ¢elije 1 doprinesu razvoju hroni¢nih bolesti. Vitamin C se nalazi u raznim
namirnicama, ukljucuju¢i citrusno voce, bobice, kivi, paradajz, paprike i lisnato povrée.
Adekvatan unos vitamina C vazan je za opSte zdravlje i dobrobit, a nedostatak moze dovesti
do niza zdravstvenih problema.

U ovom master radu je u teorijskom dijelu dat literaturni pregled o osobinama vitamina C,
funkciji, izvorima, njegovoj stabilnosti, preventivnim i terapijskim svojstvima kao i metodama
odredivanja. S obzirom na veliku nestabilnost ovog vitamina potrebno je prisustvo
odgovarajucih stabilizatora kako bi se sprijecila ili usporila njegova razgradnja. Zbog toga su
u eksperimentalnom dijelu rada vrsena sledeca istrazivanja:

- Izbor pogodnog stabilizatora koji ¢e inhibirati oksidaciju vitamina C u vodenim
rastvorima odredeni vremenski period. Stabilnost ¢e se pratiti mjerenjem promjene
apsorbance na radnoj talasnoj duzini za vitamin C u datom stabilizatoru;

- Dobijanje linearne regresione jednacine sa analitiCkim karakteristikama predloZene
spektrofotometrijske metode za odredivanje vitamina C ( osjetljivost metode, odsjecak
bazdarnog pravca, standardna devijacija odsjecka, standardna devijacija nagiba,
koeficijent korelacije, granica detekcije, granica odredivanja, linearni opseg, molarna
apsorptivnost, relativna standardna devijacija);

- Ispitivanje selektivnosti predlozene spektrofotometrijske metode kroz ispitivanje
uticaja interferiraju¢ih komponenti na direktno spektrofotometrijsko odredivanje
vitamina C u prisustvu odabranog stabilizatora;

- Odredivanje vitamina C predloZzenom metodom u realnim uzorcima;

- Provjera pouzdanosti odredivanja sadrzaja vitamina C predlozenom metodom tako §to

¢e se paralelno vrSiti i odredivanja sa ve¢ usvojenim analitickim metodama.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE VITAMINA C

Askorbinska kiselina CeHgOg (L-enantiomer, slika 1), obi¢no poznata kao vitamin C je
praskasta supstanca bijele boje, kiselog ukusa i lako rastvorljiva u vodi. Sastoji se od $est atoma
ugljenika (CsHgOs) ¢ija struktura li¢i strukturi glukoze. Pored ugljenika ona sadrzi i 8 atoma
vodonika 1 6 atoma kiseonika povezanih dvostrukim i jednostrukim kovalentnim vezama. To
je aldono-1,4-lakton heksanske kiseline sa endiol grupom na ugljenicima 2 i 3. Kao esencijalni
mikronutrijent, askorbinska kiselina igra vitalnu ulogu u odrzavanju normalnih metabolickih
procesa i homeostaze u ljudskom tijelu, a D-izoaskorbinska Kiselina je stereoizomer
askorbinske kiseline (slika 1). Celije sisara ne mogu da sintetisu askorbinsku kiselinu zbog
nedostatka L-gulono-1,4 lakton oksidaze, koja je esencijalni enzim za proizvodnju askorbinske
kiseline (Hasan i sar., 2015; Cheng i sar, 2022).

OH
OH
HO \ o
HO o)

Slika 1. Stereoizomeri askorbinske kiseline — (A) L-askorbinska kiselina i (B) D-
izoaskorbinska kiselina (Yin i sar., 2022).

Askorbinska kiselina obuhvata i njen oksidovani oblik, L-dehidroaskorbinsku kiselinu, koja se
lako moze pretvoriti u L-askorbinsku kiselinu u ljudskom tijelu. Vitamin C (slika 2A) je veoma
znacajan za ljudsko zdravlje uglavnom zbog svojih antioksidativnih svojstava. Njen epimer
eritorbinska kiselina (slika 2B), takode poznata kao izoaskorbinska kiselina ili D-
araboaskorbinska kiselina, koja se koristi kao aditiv za hranu, i njen enantiomer D-askorbinska
kiselina (slika 2C) su takode djelimi¢no aktivni kao vitamin C. Medutim, oni se slabo
zadrzavaju u tkivima i brze se izlucuju iz organizma (Zilva, 1935; Robertson, 1963; Hornig,
1975; Englard i Seifter, 1986; Sauberlich i sar., 1996; Rodrigues i sar., 2001).
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Slika 2. Opticki izomeri vitamina C; (A) L-askorbinska kiselina, (B) eritorbinska kiselina, (C)
D-askorbinska kiselina (Englard i Seifter, 1986)

Vitamin C se najvec¢im dijelom nalazi u vocu i povrcu, dok ga u nekim biljkama koje se koriste
u kozmetici ima u manjoj koncentraciji. Povrée i voce sluze kao prirodni izvori unosa vitamina
C. Medutim, ovaj vitamin se danas dosta unosi u organizam u vidu suplemenata proizvedenih
industrijski iz D-glukoze, a postupak obuhvata nekoliko sloZenih hemijskih i biotehnoloskih
faza (Ullah i sar., 2011; Gunter i Hanspeter, 2014;).

Glavni izazov u razvoju proizvoda koji sadrze askorbinsku kiselinu je njena visoka nestabilnost
i reaktivnost. Askorbinska kiselina se reverzibilno oksiduje u dehidroaskorbinsku kiselinu
(DHA) nakon izlaganja svjetlosti, toploti, jonima prelaznih metala i alkalnoj sredini. DHA dalje
nepovratno hidrolizuje formirajuéi 2,3-diketogulonsku kiselinu (slika 3). Poslednjih decenija,
mnoga istrazivanja se rade u cilju pronalazenja s§to boljih nacina zastite askorbinske kiseline
od uticaja faktora okruzenja, kao $to je recimo inkapsulacija askorbinske kiseline slojevima

razli¢itog materijala (Yin i sar., 2022).

L-askorbinska Monod shidraskortbinsla Dehidmaskohinsla 253—c':i12tuglukmsl:a
kizzlins laselima faz=lina lazalina

Slika 3. Degradacija L-askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu i nepovratna
hidroliza u 2,3-diketogulonsku kiselinu (Yin i sar., 2022)

UnoSenje prirodne i sinteti¢ke askorbinske kiseline ishranom je jedini nacin da se odrze
fizioloske potrebe organizma za ovim vitaminom. Dobro poznati simptom nedostatka
askorbinske kiseline (skorbut) povezan je sa oStecenjem vezivnog tkiva koji karakterise krhko

tkivo i slabo zarastanje rana (Bei, 2013).
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2.1.1. Fiziolo$ka funkcija

Zbog brojnih fizioloskih funkcija vitamina C u organizmu radena su brojna istrazivanja ovog
vitamina (Padayatty i Levine, 2016). Moze se reéi da je njegova funkcija dominantno povezana
sa svojstvom doniranja elektrona. Vitamin C uéestvuje u nekoliko procesa koji se odnose na
sintezu kolagena, sintezu hormona (noradrenalin/adrenalin i peptidni hormoni), sintezu
karnitina, transkripciju gena i regulaciju translacije putem razli¢itih mehanizama
(hidroksilacija transkripcionih faktora, tRNK i ribozoma, proteini, demetilacija DNK i
histona), eliminacija tirozina, zaStita od reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i smanjenje
koncentracije gvozda u gastrointestinalnom traktu (GIT) (slika 4) (Padayatty i Levine, 2016).

Sve ove oksigenaze zavisne od vitamina C imaju metal, gvozde ili bakar u svom aktivnom

mj estu.

Kofaktor za gvozde
i alfa-keto

kiselinsko zavisne
oksidaze

Antioksidativna
funkciia

Sinteza kolagena
Sinteza karnitina

DNK i RNK dimetilacja
. Neutralizacija nukleobaza

slobodih radikala u Hidroksilacija ribozoma
orgaizmu HiF1 alfa hidroksilacija

Apsorpcija
gvozda
e  Sinteza dopamina

. Sinteza hirmona . Redukcija feri jonau GIT

Slika 4. Prikaz fizioloSkih funkcija vitamina C (Padayatty i Levine, 2016)
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2.1.2. Antioksidativna i prooksidativna sposobnost

Nusproizvodi normalnog celijskog metabolizma su reaktivne vrste kiseonika (ROS),
ukljucuju¢i superoksidni radikal (Oz+), singletni kiseonik (102), vodonik-peroksid (Hz0,) i
visoko reaktivni hidroksilni radikal (OHs). Stetan efekat ROS-a je da moZe pokrenuti kaskadu
radikala, proizvodeci hidroksil slobodne radikale i druge destruktivne vrste. Oni dalje indukuju
ostecenje proteina i DNK, peroksidaciju lipida i kona¢no dovode do apoptoze celije (Su i sar.,
2019). Kada antioksidativni odbrambeni sistem organizma ne moze u potpunosti da eliminise
toksiéne ROS nakupljene u ¢elijama, dolazi do pojave tzv. ,,oksidativnog stresa*“ (Dalle-Dnne
i sar., 2003).

Pored enzimskih reakcija, koje spadaju u prirodni odbrambeni antioksidativni sistem
organizma, ROS se takode moze ecliminisati putem neenzimskih sredstava kao S$to su
antioksidansi. Jedan od njih je i askorbinska kiselina koja hvatanjem slobodnih radikala i
drugih vrsta kiseonika, moze zastititi ¢elije od oksidativnog osSte¢enja izazvanog ROS-om.
Antiradikalna sposobnost obi¢no odrazava antioksidativnu sposobnost, a askorbinska kiselina
u hrani i biosistemima djeluje kao antioksidans. Kao najefikasniji i prirodni antioksidans sa
najmanje neZeljenih efekata, askorbinska kiselina moze da inhibira razli¢ite bolesti izazvane
oksidativnim stresom u tijelu, kao $to su rak, kardiovaskularne bolesti, starenje i katarakta.
Istrazivanja su pokazala da je mortalitet od ovih bolesti obrnuto povezan sa koncentracijom
askorbinske kiseline u plazmi (Da Cruz i sar., 2018).

U poredenju sa drugim polifenolima ili flavonoidnim antioksidansima, askorbinska kiselina
prekida lanc¢anu reakciju slobodnih radikala kroz disproporcionisanje reakcija, a proizvodi
reakcije kao §to su DHA 1 2,3-diketogulonska kiselina (slika 3) nisu radikali i ne djeluju $tetno
(Su i sar., 2019; Sukalovi¢ i sar., 2010).

Askorbinska kiselina se takode koristi kao antioksidans za zaStitu senzornih 1 nutritivnih
svojstava hrane. Koristi se kao sredstvo protiv tamnjenja povréa i voéa uzrokovanog
oksidacijom (Sukalovi¢ i sar., 2010). Askorbinska kiselina inhibira pojavu smede boje tako §to
redukuje o-hinon (obojen), koji proizvodi polifenol oksidaza, u bezbojan difenol kroz proces
koji se naziva ,reakcija deaktivacije* (Altunkaya i Gokmen, 2008). Takode, dodavanje
askorbinske kiseline smanjuje pH sredine i samim tim uti¢e na smanjenje aktivnosti polifenol
oksidaze (Landi i sar., 2013).

U mesnim proizvodima, askorbinska kiselina se Siroko koristi kao prirodni reagens za
odrzavanje stabilnosti boje tako $to inhibira oksidaciju lipida koji dovode do promjene boje
(Caiyun i sar., 2021).
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U poredenju sa drugim organskim kiselinama kao $to su jabucna, limunska i1 vinska kiselina,
askorbinska kiselina je pokazala najbolji zastitni efekat na kvalitet suhomesnatih proizvoda
(Kim i sar., 2019). Povrsina svinjskog mesa naprskana askorbinskom Kkiselinom i mjesavinom
askorbinske kiseline i ekstrakta ruzmarina odrzava dobru stabilnost boje, sadrzaj vode i pH
posle skladistenja zamrzavanjem (Perlo i sar., 2018). Medutim, askorbinska kiselina najcesce
se ne navodi kao sastojak na pakovanju ovih proizvoda jer ne predstavlja hranjivu komponentu
ve¢ sredstvo za odrzavanje stabilnosti boje (Fredriksen i sar., 2009).

Znacaj askorbinske kiseline se ogleda i prilikom obnavljanju o-tokoferola i
tetrahidrobiopterina, a smatra se da ima bioloski znacaj jer su ove aktivnosti povezane sa
zaStitom od endotelne disfunkcije (Mortensen i Lykkesfeldt, 2014, Oudemans-van Straaten i
sar., 2014; Carr i Maggini, 2017)

Formirani slobodni radikal askorbata, takode poznat kao monodehidroaskorbat ili
semidehidroaskorbat, prilicno je stabilan i moze se detektovati u bioloskim tecnostima u
koncentraciji od 10 nM (May, 2012; Padayatty i sar., 2003). Ovaj radikal nije mnogo reaktivan
ali iz dva molekula ovog radikala moze nastati dehidroaskorbinska kiselina, a moze se takode
i direktno transformisati u askorbinsku kiselinu pomoc¢u enzima zavisnih od nikotinamid
adenin dinukleotid (NADH) ili nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH), kao §to su
tioredoksin reduktaza (koji odrzava redoks ravnotezu izmedu oksidovanih i redukovanih stanja
molekula u zivim organizmima) i citohrom B5 reduktaza (koji se jo§ naziva i metemoglobin)
(Banhegzy i sar., 1997; May, 2012; May i Harrison, 2013).

Postoje istrazivanja koja pokazuju da vitamin C uti¢e na oporavak tetrahidrobiopterina (BHa).
Ustanovljeno je da su vece koncentracije vitamina C prisutne u plazmi povezane sa viSim
koncentracijama tetrahidrobiopterina (Kim i Park, 2010).

Uloga vitamina C u prevenciji endotelne disfunkcije je dodatno potvrdena drugim
istrazivanjima: (1) sprjecava adheziju leukocita na endotelne ¢elije uzrokovanu i oksidovanim
“low density lipoproteins” (LDL-om) i dimom cigareta, smanjuje nivoe reaktivnih vrsta
kiseonika (ROS) u endotelnim celijama in vitro, poboljsava Sirenje krvinh sudova
(vazodilataciju), normalizuje TBARS (supstance reaktivne sa tiobarbiturnom kiselinom,
neselektivni marker peroksidacije lipida) kod pusaca (Motoyama i sar., 1997; Gokce i sar.,
1999; Wu i sar., 2002; Gligorovski i sar., 2013).

Jos$ jedna uloga vitamina C je da se unoSenjem u ve¢im koncentracijama moZze ponaSati kao
prooksidans i ovo svojstvo je potencijalno korisno za lijecenje raka. Prooksidativna aktivnost
se definiSe kao sposobnost antioksidanasa da redukuju jone prelaznih metala u nize

oksidaciono stanje (Fentonova reakcija) (Batalova i sar., 2016). Uloga askorbinske kiseline je
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da odrzi jone prelaznih metala ovih enzima u redukovanom obliku kako bi ispoljila svoju
maksimalnu fizioloSku aktivnost (Padh, 1990; Patak i sar., 2004).

U Fentonovoj reakciji, jone prelaznih metala kao $to je Fe®** redukuje askorbinska kiselina, a
zatim Fe?* dalje reaguju sa kiseonikom i vodonik-peroksidom da bi se formirali visoko aktivni
i destruktivni hidroksilni radikali (Rietjens i sar., 2002).

AH, —» AH + H*
AH + Fe¥* — A*+ Fe?* + H*
Fe?* + H,02 — Fe** + OH* + OH-
Fe?*+ O, — Fed* + 0

AH; - askorbinska kiselina; AH" - askorbat anjon; A°® - askorbil radikal; OH® - hidroksil

radikal; O,* - superoksidni radikal

Dakle, prooksidativna aktivnost askorbinske Kkiseline povezana je sa interakcijom sa jonima
prelaznih metala (narocito gvozdem i bakrom). U uslovima visoke koncentracije askorbata,
vitamin C katalizuje redukciju slobodnih jona prelaznih metala, §to izaziva stvaranje
kiseonikovih radikala. Redukovani joni gvozda reaguju sa vodonik-peroksidom i formiraju
reaktivne hidroksilne radikale ili peroksidne jone. Ova reakcija se deSava u prisustvu kiseonika
(Kazmierczak-Baranska, 2020).

Kao prirodni antioksidans, askorbinska kiselina uglavnom postoji u kombinaciji sa drugim
komponentama (antioksidansima) u prirodnim proizvodima, §to moze proizvesti aditivne ili
cak sinergisticke efekte. Askorbinska kiselina 1 vitamin E, kao antioksidansi imaju vaZan
inhibitorni efekat na autooksidaciju polinezasi¢enih lipozoma celijske membrane in vivo i
oksidaciju lipida in vitro (Liu i sar., 2008).

Sinergija izmedu o-tokoferola i askorbinske kiseline zasniva se na sposobnosti askorbinske
kiseline da regeneriSe a-tokoferol i odrzava njegov antioksidativni kapacitet (Niki, 2014).

U majonezu, dodata askorbinska kiselina deluje kao lipidni antioksidans ili prooksidans u
zavisnosti od prisustva ili odsustva antioksidansa rastvorljivog u mastima, tj. vitamina E. U
sistemu koji sadrzi vitamin E, sinergisticki antioksidativni efekat ova dva vitamina je jaci od
prooksidativnog efekata askorbinske kiseline.

Pored toga, dehidroaskorbinska kiselina moze nepovratno razgraditi i1 proizvesti visoko

reaktivne karbonilne meduproizvode, koji mogu izazvati glikozilaciju proteina. Ovo je
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neenzimska, nespecifi¢na reakcija izmedu karbonilnih i amino grupa, koja se javlja kod raznih
bolesti povezanih sa starosnom dobi (Scheffler i sar., 2019).
Vrijedi napomenuti da prooksidacija askorbinske kiseline moze indukovati unistenje celija

raka, ¢ime se u odredenoj mjeri ispoljavaju anti-kancerogeni efekti vitamina C.

2.2. PRIMJENA VITAMINA C

Zbog svoje bioloske aktivnosti askorbinska kiselina se uglavnom koristi kao antioksidans za
inhibiciju tamnjenja hrane i kao dodatak u ishrani ljudi.

Obogacivanje prehrambenih proizvoda razli¢itim dodacima moze poboljsati njenu nutritivnu
vrijednost. Takvi proizvodi Cesto sadrze niz bioaktivnih jedinjenja. Na primjer, dodavanjem
kalcijuma i antioksidanasa kao $to su vitamini C i E u proizvode od mesa, moze se dobiti
kvalitetan proizvod sa visokokvalitetnim zivotinjskim proteinima, mastima, multivitaminima i
mineralima. Askorbinska kiselina u ovakvim proizvodima pored toga $to predstavlja nutritivni
aditiv, odrzava ukus i boju proizvoda, a takode i sprec¢ava stvaranje nitrozamina u mesu (Nitin
i sar., 2015). Takode je dobro poznato da polifenol oksidaza katalizuje enzimsko posmedivanje
fenolnih supstrata da bi se dobio melanin tamne boje. Ovo tamnjenje uti¢e na senzorni kvalitet
proizvoda i smanjuje broj potroSaca koji takav proizvod Zele da kupe. Ispitivanja su pokazala
da dodavanje mikrokapsula ksiloglukana koje sadrze askorbinsku kiselinu u pe¢enu hranu, kao
Sto su pljeskavice, moze znacajno da inhibira tamnjenje koje se javlja tokom procesa pripreme
i da zadrzi senzorne kvalitete proizvoda (Comunian i sar., 2013)

Natrijum askorbat, kao antioksidans, moze da odlozi razgradnju vitamina A (Zhou i sar., 2021).
Takode, pokazano je da kombinacija butilovanog hidroksitoluena i askorbinske kiseline
znacajno inhibira oksidaciju 1 izomerizaciju vitamina A u obranom mlijeku u prahu tokom
termicki kontrolisanog skladiStenja (Liu 1 sar., 2018).

Pokazalo se da askorbinska kiselina poboljsava kvalitet hljeba i ojacava mu strukturu kada se
doda tokom proizvodnje, iako dolazi do degradacije askorbinske kiseline usled pe¢enja hljeba
na visokoj temperaturi (Tsaloeva i sar., 2013).

Kao dodatak ishrani, askorbinska kiselina igra vaznu ulogu kao kofaktor u mnogim bioloSkim
procesima (Lall i Lewis., 2007). Takode ima veoma vaznu ulogu pri lije¢enju nekih bolesti,
kao Sto su: rak, infekcije, itd. Postoje istrazivanja da vitamin C koji se daje oralno moze biti
efikasan u spre¢avanju razvoja odredenih vrsta maligniteta (npr. karcinom pluca, kolorektalni
adenom, rak endometrijuma). Oralni unos vitamina C u visokim dozama mogao bi biti efikasan

u prevenciji raka. Nema C¢vrstih dokaza da vitamin C ima pozitivan uticaj protiv
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kardiovaskularnih bolesti. Vitamin C je vazan za diferencijaciju i funkciju imunih ¢elija i ¢elija
epitelne barijere. Za vitamin C se takode pokazalo da smanjuje pH urina te da je zato koristan
u prevenciji urinarnih infekcija.

Kada se unese u tijelo, vitamin C se metabolicki razgraduje i moze stvoriti oksalnu kiselinu
kao nusproizvod. Oksalna kiselina zapravo snizava pH vrijednost urina, ¢ine¢i ga kiselijim.
Vazno je napomenuti da uticaj askorbinske kiseline na pH vrijednost urina moze biti privremen
i zavisi od koli¢ine unesene askorbinske kiseline te od individualne reakcije organizma (Traxer
i sar., 2003).

Vitamin C ima Siroku primjenu u farmaceutskoj industriji. Koristi se u formulaciji nekih
ljekova, na primjer kao antioksidans u oftamoloskim kapima, a takode moze da se koristi kao
dodatak nekim ljekovima koji se koriste protiv astme i alergija. U ovim farmaceutskim
preparatima, vitamin C moze da se nalazi u ¢vrstom i te¢nom agregatnom stanju. U
farmaceutskim proizvodima moze da se dodaje kao sastojak za regulisanje pH vrijednosti ili
kao antioksidans kako bi se o¢uvala stabilnost aktivnih supstanci u lijeku. Nau¢no je dokazano
da se vitamin C aktivno bori protiv tamnih fleka i hiperpigmentacija na kozi, te se tako veoma
Cesto dodaje i u neke kozmeticke preparate, u vidu krema, seruma i losiona. On takode moze
da pospjesi i sintezu kolagena u kozi (Klepo i sar., 2021).

Nedostatak vitamina C poznat je kao skorbut. Skorbut je potencijalno fatalan, a iznenadna smrt
nastaje kao posledica cerebralnog/miokardnog krvarenja ili upale plu¢a. Biohemijski, smatra
se da se pri koncentracijama vitamina C u plazmi ispod 11 mM javljaju klini¢ki simptomi
skorbuta. Medutim, simptomi se ne vide osim ako ukupan sadrzaj vitamina C u tjelu ne padne
ispod 300-400 mg (Hodges i sar., 1971; WHO, 1999; Padayatty i Levine, 2016; Carr i
Maggini, 2017; Granger i Eck, 2018).

2.3. STABILNOST VITAMINA C

Vodeni rastvori vitamina C su nestabilni jer kiseonik i drugi oksidansi, visok pH, visoka
temperatura i joni metala izazivaju njegovu razgradnju. Dugotrajno kuvanje, a posebno
kljucanje sa velikom koli¢inom vode, dovodi do prelaska vitamina C u vodu i samim tim
znadajno smanjuje sadrzaj vitamina C u hrani. Cak i blansiranje dovodi do relativno velikih
gubitaka vitamina C. Iznenadujuce, przenje moze zadrzati dovoljnu koli¢inu vitamina.
Medutim, ¢ini se da se kuvanjem na pari ili u maloj koli¢ini vode moze posti¢i bolje oCuvanje
vitamina C. Gubici nastaju ¢ak 1 ako su svi spoljni faktori eliminisani na minimum jer se

oksidacione reakcije odvijaju unutar materijala zbog prisustva oksidaze askorbinske kiseline.
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Dakle, idealna metoda obrade je brza termicka inaktivacija enzima sa minimalnom koli¢inom
vode prac¢ena brzim hladenjem. Temperatura takode ima veliki uticaj na stabilnost skladiStenja.
Sa povecanjem temperature dolazi do znacajnijih gubitaka ovog vitamina. Medutim, tokom
dugotrajnog skladistenja, koli¢ina vitamina C se znafajno smanjuje ¢ak i ako se odrzavaju
uslovi pod kojima se javljaju samo mali gubici tokom kratkotrajnog skladistenja. Ukratko,
najbolji na¢in da voce i povrée sacuva duze vrijeme Sto veéi sadrzaj vitamina C je duboko
zamrzavanje (WHO, 1999; Levine i sar., 1999; Davey i sar., 2000; Leskova i sar., 2006; Wang
i sar., 2018; Phillips i sar., 2010; Putchala i sar., 2013).

2.3.1. Uticaj pH vrijednosti i koncentracije na stabilnost vitamina C u rastvorima

Askorbinska kiselina je nestabilna u vodenim rastvorima, a njena degradacija se smatra
glavnim uzrokom promjene kvaliteta i boje tokom skladiStenja i obrade hrane. Analiza
stabilnosti askorbinske kiseline je od najvece vaznosti tokom njene primjene. Pored uticaja
spoljasnjih faktora, na stabilnost askorbinske kiseline u rastvoru uti¢e i njena koncentracija.
Da bi se obezbjedio dovoljan sadrzaj askorbinske kiseline u proizvodu, obi¢no se u
prehrambenoj industriji doda povecan sadrzaj askorbinske kiseline (Oey i sar., 2006).
Medutim, neke studije su pokazale da je prekomjerna koli¢ina askorbinske kiseline (AHz2)
sklona autooksidaciji pri ¢emu nastaju anjoni dehidroaskorbinske kiseline, prema sledecoj

reakciji:
AH; — AH + H*
AH + 02— A + O+ H*

Medutim, autooksidacija askorbinske kiseline zavisi od pH vrijednosti. Bez katalizujuceg
uticaja prelaznih metala, spontana oksidacija ove Kiseline u neutralnim uslovima je prili¢no
spora. Pri pH 7, 99,9 % askorbinske kiseline je u obliku askorbata (AH"), kao i male koli¢ine
askorbinske kiseline (AHz, ~0,1 %) i askorbat dianjona (A* 0,005 %) (pKai = 4,2 i
pKa>=11,6) (Buettner i sar., 1988).

Koncentracija A®" se pove¢éava 10 puta za svaku jedinicu povecéanja pH vrijednosti.
Autooksidacija se desava preko A%, ¢ime se povecava brzina oksidacije askorbinske kiseline i

njena hidroliza do 2,3-diketogulonske kiseline u alkalnom rastvoru (Yang i Buettner, 2010).

A2+ 00— A + 0Oy
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Treba napomenuti da se pH vrijednost rastvora askorbinske kiseline mijenja sa procesom njene
degradacije. Na primjer, ukoliko je pH pocetnog rastvora askorbinske kiseline alkalan na kraju
procesa razgradnje ove kiseline vrijednost pH bi bila oko 7,3, usled procesa razgradnje ove
kiseline (Li i sar., 2016).

U kiselim rastvorima, proizvodi nastali razgradnjom askorbinske kiseline su nastali usled
reakcije sa kiseonikom. U acrobnim uslovima, dehidroaskorbinska kiselina se dalje razgraduje
u 2-furonsku kiselinu i 3-hidroksi-piron. Glavni proizvod razgradnje u anaerobnoj sredini je
furfural, a meduproizvod ne ukljuéuje dehidroaskorbinsku kiselinu (Yuan i Chen, 1998).
Medutim, u alkalnim rastvorima, glavni proizvodi askorbinske kiseline su 2-metilfuran, 2,4-

dimetilfuran, 2-acetil-5-metilfuran i 2-metil-2-ciklopentanon (Li i sar., 2016).

2.3.2. Uticaj temperature na stabilnost vitamina C

Askorbinska kiselina se ozbiljno razgraduje toplotom, a nestabilnost askorbinske kiseline u
termicki obradenoj hrani otezava njenu primjenu. Razgradnja askorbinske kiseline ukljucuje
slozene reakcije oksidacije i intermolekularnog preuredivanja i smatra se jednim od glavnih
razloga za promjene kvaliteta i boje tokom obrade i skladi$tenja hrane (Du i sar., 2012).
Analizom uticaja temperature i pritiska na promjenu koncentracije askorbinske kiseline u
industrijskim sokovima, otkriveno je da je dominantan faktor koji odreduje stabilnost
askorbinske kiseline temperatura, koja direktno uti¢e na brzinu njene razgradnje (Dhakal i sar.,
2018).

Proizvodi koji sadrZze askorbinsku kiselinu, kao §to je voéni sok, moraju da se podvrgnu
visokotemperaturnoj pasterizaciji kako bi se garantovala sigurnost i stabilnost. Upotreba
relativno niske temperature (75 °C) za termic¢ku obradu i temperature skladistenja ispod 25 °C
je optimalna za odrzavanje sadrzaja askorbinske kiseline u proizvodu (AKyildiz i sar., 2021).
Furfural je jedan od glavnih proizvoda razgradnje askorbinske kiseline, koji moze da
polimerizuje ili da se kombinuje sa aminokiselinama da bi formirao smede melanoide,
izazivajuci tamnjenje proizvoda sokova koji sadrze askorbinsku kiselinu (Yuan i Chen, 1998).
Stavise, termicki oksidovana askorbinska kiselina je identifikovana kao potencijalni prekursor
furana, a koji predstavlja mogucu kancerogenu supstancu koja se obi¢no proizvodi u nekim
zagrijanim prehrambenim proizvodima (Seok i sar., 2015).

Na temperaturama iznad 100 °C, prisustvo kiseonika ima veci uticaj na razgradnju askorbinske

kiseline nego temperatura. Stoga je uklanjanje celokupnog kiseonika, ukljucujuéi rastvoreni
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kiseonik, najbolji nacin da se askorbinska kiselina sa¢uva na visokim temperaturama (Al Fata

i sar., 2018).

2.3.3. Uticaj UV svjetlosti na stabilnost vitamina C

Askorbinska kiselina apsorbuje ultraljubicasto zra¢enje u opsegu talasnih duzina od 229-330
nm i podlijeze degradaciji (Koutchma, 2009).

Formiranje slobodnih radikala izazvanih UV zra¢enjem moze ubrzati gubitak askorbinske
kiseline. Askorbinska kiselina nastavlja da se razgraduje i nakon UV tretmana. Vecée pocetne
vrijednosti UV doze zracenja i temperatura skladiStenja ubrzavaju razgradnju askorbinske
kiseline u kasnijoj fazi (Tikekar i sar., 2015).

Pored toga, pH rastvora takode uti¢e na foto-razgradnju askorbinske kiseline. U alkalnim
uslovima, AH- proizveden jonizacijom AH. je skloniji foto-degradaciji od AH.. Treba
napomenuti da sastojci u proizvodima mogu da apsorbuju ili rasipaju UV zraenje, ¢ime uti¢u
na razgradnju askorbinske kiseline. Niacinamid, kao komponenta vitaminskog B-kompleksa
sa vitaminom C, djeluje kao akcelerator fotodegradacije ¢ime se smanjuje stabilnost

askorbinske kiseline prilikom izlaganja UV zracenju (Ahmad i sar., 2018).

24.1ZVOR VITAMINA C

Za razliku od mnogih drugih vitamina, sadrzaj vitamina C u raznim namirnicama je generalno
relativno visok (10-100 mg/100 g), a u nekim sluéajevima dostize jedinice grama na 100 g
svjeze mase. Ovo je vjerovatno povezano sa ¢injenicom da se vitamin C formira iz Secera, Koji
su uobicajena jedinjenja u razli¢itim organizmima. Najvec¢i dio dnevnog unosa vitamina C
dolazi iz voc¢a i povréa, koji su u mnogim zemljama dostupni tokom cijele godine. Veliki dio
se unosi i konzumiranjem krompira i bezalkoholnih pica, ukljuc¢ujuci i sokove. U tabeli 1 su
nabrojane namirnice bogate vitaminom C koje poticu iz razli¢itih djelova svijeta (Rodrigues i
sar., 2001; Mezadri i sar., 2008; Wiliiams i sar., 2016).

Vecina ljudi unosi potrebnu dnevnu koli¢inu vitamina C redovnom konzumacijom voca i
voénih sokova. Sadrzaj ovog vitamina U voc¢u i povrcu varira u zavisnosti od vrste i regiona.
Generalno, guava, crna ribizla, kivi i jagode su dobri izvori ovog vitamina. U poredenju sa
najbogatijim izvorima vitamina, citrusi sadrZe znatno manju, ali dovoljnu koli¢inu vitamina C
(Ariharan i sar., 2012; Gull i sar., 2012; Vagiri i sar., 2013, Ellong i sar., 2015; Elbsheer A i
sar., 2018).
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S obzirom na povrée, povrée kupusnjaca, posebno brokoli, kelj i paprika, takode su bogat izvor
ovog vitamina (Martinez i sar., 2005; Dominguez i sar., 2014). Sadzaj vitamina C u
fermentisanom kupusu (kiseli kupus) je ¢ak i visi nego u vecini svezeg povréa (Penas i sar.,
2010; Pekala i sar., 2011). Nasuprot tome, krompir ima relativno nizak sadrzaj vitamina C, ali
igra vaznu ulogu u njegovom unosu jer se konzumira u velikim koli¢inama (Kulen i sar., 2013).
Svjeze aromati¢no bilje (korijander, perSun, vlasac), koje je Cesto sastojak salata od povr¢a,
takode znacajno doprinosi njihovom ukupnom sadrzaju vitamina C (Santos i sar., 2014).

Alge koje pripadaju razli¢itim taksonomskim grupama takode nisu zanemarljivi izvori. Kao §to
se moze vidjeti iz tabele 1, sadrzaj vitamina C u pojedina¢nim biljnim vrstama je veoma
promjenljiv zbog mnogih faktora, uklju¢uju¢i mjesto uzgoja, vrijeme berbe (faza zrenja),
vremenske uslove, geografsku Sirinu, genotip, agrotehnologiju, analiticku metodu koja se
koristi za odredivanje i pripremu uzorka (Kalso i sar., 2002; Righu i sar., 2007; Zheng i sar.,
2009; Cardoso i sar., 2011; Vagiri i sar., 2013).

Najbogatiji izvori vitamina C, kao §to su kakadu §ljiva, camu-camu, acerola, Sipak i plodovi
morske krkavine, uglavnom se koriste za proizvodnju dodataka ishrani (tabela 1).

Zbog zdravstvene uloge askorbinske kiseline, ona je takode bitna komponenta za obogacivanje
drugih prehrambenih proizvoda, kao §to su, recimo, mlije¢ni proizvodi koji su popularna pi¢a
Sirom svjeta. Na primjer, mlijeko i sojino mlijeko su obogaceni askorbinskom kiselinom,
ukljucujuéi izomere askorbata i askorbinske kiseline, da bi se poboljsala apsorpcija gvozda u

tankom crevu (Ozer i sar., 2007; Lee Chong i sar., 2019).

Tabela 1. Sadrzaj vitamina C u razli¢itim namirnicama (Dosede’l i sar., 2021)

Namirnica .Sadr.zaj Referenca
vitamina C
Kakada sZjiva 1360-22,490(b) Williams i sar.,zé(ié& Vagiri i sar.,
Rodri i sar., 2001; iisar.
Camu-camu 850-5000(a) odrigues i sar., 2001; Justi i sar.,
2000
Mezadri i sar., 2008; Cardoso i
Acerola 820-4023(a) sar.. 2011
Zvjezdasto voce 1626(c) Ariharan i sar., 2012
. Rodrigues i sar., 2001 Gull i sar.,
Guava 89-989(C) | 20129McCook-Russell i sar., 2012
Bilimbi 2698(a) Ariharan i sar., 2012
Indijski orah 555(a) Ellong i sar., 2015
Emblic 469(a) Raghu i sar.,2007
Crnaribizla 148-310(d) Vagiri i sar., 2013
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Riemersma i sar., 2000
. Davey i sar., 2000
Kivi 60-78(a) Ellong i sar., 2015
Jagoda 65(a) Ellong i sar., 2015
Ellong i sar., 2015
Narandza 41-58(a) Davey i sar., 2000
Najwa i sar., 2017
. Najwa i sar., 2017
Limun 30d 31(a) Njoku i sar., 2011
Mandarina 27(a) Ellong i sar., 2015
Jabuka 11-35(a) Kevers isar., 2016
Kruska 7-29(a) Kevers isar., 2016
Brokoli 25-130(a) Dominguez-Perles i sar., 2014
Kelj 51-120(a) Dominguez-Perles i sar., 2014
Paprika 107-154(a) Martinez i sar., 2005
. Kileni sar., 2013
Krompir 8-30(2) Davey i sar., 2000
: Roberts i sar., 2007
Paradajz 3-17() Georgé i sar., 2011
Kiseli kupus 103-277(a) Pefias i sar., 2010
.. Roman i sar., 2013
Sipak 40-360 (a) Turkben isar., 2010
" Santos i sar., 2014
Korijander 8-98(a) Singh isar., 2001
Viasac 93(a) Santos i sar., 2014
Persun 59(a) Santos i sar., 2014
mg/100 g (a) — svjeze mase, (b)- suve mase, (c) soka, (d) - mg/100 cm?soka.

2.5. ODREDIVANJE VITAMINA C

Vitamin C se najcesc¢e odreduje u vocu, povréu i farmaceutskim proizvodima. Metode koje se
koriste za odredivanje vitamina C u navedenim proizvodima su najéeS¢e metode
spektrofotometrije, titracije, HPLC i elektrohemijske metode. Spektrofotometrija se koristi za
mjerenje apsorpcije svjetlosti vitamina C pri odredenoj talasnoj duzini, dok se titracija koristi
za odredivanje koncentracije vitamina C u uzorku pomocu reakcije sa oksidacionim
sredstvima. HPLC metoda predstavlja metodu tecne hromatografije za razdvajanje i
kvantifikaciju vitamina C u uzorcima, dok se elektrohemijske metode temelje na mjerenju
elektri€ne struje generirane reakcijom vitamina C na elektrodi. Ova metoda omogucéava

precizno odredivanje vitamina C u industrijskim proizvodima kako bi se osigurao kvalitet i
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voce, povrée, sokove, dodatke prehrani, prehrambene proizvode, kozmetiku, kao i u
farmaceutskim i bioloskim (krv, urin) uzorcima. U vocu i povréu se vitamin C ¢esto odreduje
za utvrdivanje nutritivne vrijednosti proizvoda. U dodacima farmaceutskim i prehranbenim
proizvodima, kao i kozmetickim preparatima vitamin C se odreduje kako bi se osiguralo da su
proizvodi u skladu sa propisanim standardima. Takode se moze odrediti u bioloskim uzorcima
kako bi se pratio nivo vitamina C u tijelu.

Vo¢éni sokovi su jedna od grupa navedenih proizvoda koja se dosta ispituje, radi utvrdivanja
kvaliteta proizvoda i da li su oni u skladu sa propisanim standardima. Neki od tih sokova jesu
sokovi od narandze, ananasa, marakuje, jagode itd. (Zaninil i sar., 2018). Pored vo¢nih sokova,
ispitivanja se mogu vrsiti i na svjezem i osuSenom vocu i povréu kako bi se utvrdila koli¢ina
prisutnog vitamina C. Ova ispitivanja se najceS¢e vrSe spektofotometrijskim metodama
(Zaninil i sar., 2018). Pored ispitivanja ¢istog vitamina C mogu se vrsiti ispitivanja i natrijum-
askorbata, kalcijum-askorbata itd. U ovakvim radovima se Cesto diskutuje o stabilnosti
vitamina C u razli¢itim rastvorima (Hiatt i sar., 2011). Ispitivanja se u velikoj mjeri vr$i i na
farmaceutskim proizvodima, gdje se pomocu spektrofotometrijske metode moze utvrditi da li
se koli¢ina vitamina C koja je naznaéena na etiketi nalazi i u samom proizvodu. Cesto, zbog
nestabilnosti askorbinske kiseline, naznacena koli¢ina vitamina C na ambalaZi se ne poklapa
sa eksperimentalno dobijenim rezultatima, te se tako ispitivanja moraju vrSiti razliCitim
metodama (Selimovic¢ i Salki¢, 2011).

Uticaj faktora kao sto su svijetlost, temperatura, pH, prisustvo kiseonika i metalnih jona,
moraju se uzeti u obzir prilikom odredivanjavitamina C. Koncentracija L-askorbinske kiseline
moze da se smanji tokom izlaganja UV svijetlu (smanjenje na 80%), prirodnom svijetlu u
providnoj posudi (smanjenje na 84%) i u zatamnjenoj boci (smanjenje na 96%) (Dosedel i sar.,
2021).

Prema tome, treba preduzeti niz preventivnih koraka kako bi se izbjegla degradacija analita
prilikom obrade materijala za odredivanje L-askorbinske i dehidroaskorbinske Kkiseline.
Generalno, treba obezbjediti brz transport uzorka u laboratoriju u tamnom kontejneru na niskoj
temperaturi. Neki stabilizatori, kao $to su meta-fosforna kiselina, trihlorsiréetna kiselina,
homocistein, trifluorosircetna kiselina, oksalna kiselina, EDTA, Dl-alanin, natrijum-oksalat,
kalijum-cijanid, kao i neki puferi u pristustvu EDTA (za heliranje nepozeljnih metalnih jona),
Cesto se dodaju prije skladistenja ili pripreme komercijalnih uzorka. Ponekad se ove supstance
takode mogu kombinovati sa puferima ili organskim rastvara¢ima kao $to su metanol i

acetonitril (Novakova, 2008; Szocs, 2020; Lykkesfeldt, 2015).
23



Dokazano je da su Dl-alanin i natrijum-oksalat dobri stabilizatori vitamina C u prisustvu
puferskog rastvora kalijum-dihidrogenfosfata i dinatrijum-hidrogenfosfata. Male koncentracije
vitamina C u ovakvim rastvorima stabilne su 30 min (Salki¢ i sar., 2007; Selimovi¢ i Salki¢,
2011; Shera i sar., 2015).

Kao stabilizator vitamina C moze da se Koristi i kalijum-cijanid koji stabilizuje vitamin C jedan
sat na sobnoj temperaturi. Upravo iz ovih razloga on je pogodan za koris¢enje jer moze
dovoljno dugo da stabilizuje vitamin C i omogué¢i UV analizu. Ovaj stabilizator sprecava
formiranje kompleksa jona askorbinske kiseline i metala i stoga efikasno inhibira oksidaciju
L-askorbinske kiseline. Kao jako dobar stabilizator vitamina C u farmaceutskim proizvodima
pokazao se pufer napravljen od limunske kiseline i dinatrijum-hidrogenfosfata u prisustvu
EDTA gdje je stabilnost vitamina C bila 5h (Salki¢ i Selimovi¢, 2007).

Kao stabilizatori su ispitivani cistein i natrijum-metabisulfit. Sa povecanjem koncentracije
natrijum-metabisulfita znatno se povecava stabilnost vitamina C u flasiranim sokovima u
trajanju ¢ak od 5 nedjelja (Maeda i sar., 1986).

Koji ¢e stabilizator da se koristi u velikoj mjeri zavisi 1 od nacina skladi$tenja proizvoda, tj. da
li se proizvod ¢uva na tamnijim ili svjetlijim mjestima. U kozmeti¢kim preparatima kao
stabilizatori mogu da se koriste i DL- metionin, sorbitol, dekstroza, natrijum-tiosulfat i mnogi
drugi u zavisnosti od toga $ta je glavni sastojak polaznog proizvoda. Nauc¢no je dokazano da
palmitinska kiselina, prisutna kao emulgator, ima ve¢i uticaj na stabilnost askorbinske kiseline
u proizvodima gdje je glavni sastojak miristinska i stearinska kiselina (Shera i sar., 2015).
Pored navedenih stabilizatora koji se koriste prilikom odredivanja vitamina C, kao oksidant se
moze koristiti i KMnO4. U ovim uslovima cesto se odredivanje vitamina C vr$i u vo¢nim
sokovima. Odredivanje vitamina C u farmaceutskim proizvodima, komercijalno dostupnim,
moze da se vrsi i pomocu bromokrezol ljubicaste kao nove jednostavne i brze metode za
kvantifikaciju askorbinske kiseline (Klepo i sar., 2021)

Pregledom rada (Selimovi¢ i Salki¢, 2011) zakljuCuje se da Secéeri poput glukoze, fruktoze,
saharoze ne ometaju spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C. Zakljuc¢eno je da ovi Seceri
u masenom odnosu od ¢ak 200 puta u odnosu na masu vitamina C u posmatranom uzorku ne
ometaju njegovo odredivanje. Takode, negativna greSka izazvana nitritom moze se pripisati
oksidaciji L-askorbinske kiseline ovim oksidantom u kiseloj sredini. Posto svojstva apsorpcije
L-askorbinske kiseline zavise od pH vodenog rastvora, pozitivna greska izazvana
hidrogenkarbonatom moze se pripisati povecanju pH rastvora L-askorbinske Kkiseline.

Negativne greSke izazvane limunskom 1 vinskom kiselinom mogu se pripisati smanjenju pH
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vrijednosti rastvora askorbinske kiseline nakon dodavanja organskih kiselina (Selimovi¢ i
Salki¢, 2011).

U nau¢nom radu Zaninila i saradnika (2018) smatra se da greske prilikom spektofotometrijskog
odredivanja vitamina C poticu od velike nestabilnosti vitamina C, a i od prisutnosti redukuju¢ih
Sec¢era U posmatranim uzorcima, poput glukoze. Ovo se objasnjava time da tokom analize
redukujuci Se¢er moze da reaguje sa KMnOa4 kao oksidacionim sredstvom, i na taj nac¢i ometa
odredivanje vitamina C u uzorcima. Redukcija je bila neSto veca u sistemima koji sadrze
glukozu od onih koji sadrze samo vitamin C. Ovo upravo predstavlja dokaz da redukcioni Secer
prisutan u soku ometa kvantifikacijsku analizu vitamina C u uzorcima, $to zahtjeva korekciju
rezultata. Koncentracija vitamina C se povecala za oko 10 % u sistemu koji sadrzi glukozu
(Zaninil i sar., 2018).

Vitamin C se moze odrediti u bioloskim uzorcima kako bi se pratio nivo ovog vitamina u tijelu.
Medutim, zbog kompleksnosti samog matriksa bioloskih uzoraka, odredivanje vitamina C u
ovim uzorcima se izbjegava. Stabilnost L-askorbinske kiseline prilikom njenog odredivanja u
razli¢itim uzorcima je glavni problem. Posto je vitamin C poznati antioksidans, njegova
oksidacija u ljudskom tijelu u dehidroaskorbinsku kiselinu je predlozena kao in vitro marker
oksidativnog stresa. Medutim, oksidacija se deSava prili¢no brzo, a samim tim i vjestacki nakon
sakupljanja uzorka. lako je dehidroaskorbinska Kiselina daleko stabilnija od L-askorbinske
kiseline, ona i dalje moze biti podvrgnuta nepovratnoj hidrolizi u 2,3-diketogulonsku kiselinu.
Koncentracija dehidroaskorbinske kiseline kod zdravih odraslih osoba je ispod 2% od L-
askorbinske kiseline (Kallio i sar., 2002; Karlsen i sar., 2005). Najnovije metode za ova
odredivanja ukljucuju kapilarnu elektroforezu, te¢nu hromatografiju i elektrohemijske
biosenzore pored komercijalno dostupnih kompleta koji se mogu koristiti u rutinskim
primjenama (Wang, 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. INSTRUMENTI | HEMIKALIJE

3.1.1. Instrumenti

Eksperimentalni dio ovog master rada je raden na MetalurSko-tehnoloSkom fakultetu u
Podgorici, u laboratoriji za Analiticku hemiju i Instrumentalne metode i u Institutu za javno
zdravlje, Podgorica.

U svrhe ovog ispitivanja koris¢eni su BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar (slika
5) sa kvarcnim kivetama 1 cm i Shimadzu UHPLC LC-40DXS (slika 6).

Slika 5. BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar

Slika 6. Shimadzu UHPLC LC-40DXS
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3.1.2. Hemikalije i realni uzorci

Askorbinska kiselina - CsHsOs
Hlorovodoni¢na kiselina - HCI
Etilendiamintetraacetat EDTA - C10H16N20g
Citratna kiselina —CsHsO-
Dinatrijum-hidrogenfosfata Na2HPO4
0,01 M rastvor joda

Glukoza - CéH1206

DL- alanin - C3H7NO>

Vinska kiselina - C4HsOs
Barijum-karbonat - BaCOs3
Magnezijum-hlorid - MgCl.
Kalcijum-hlorid - CaCl:

Cink-hlorid - ZnCl>
Natrijum-hidroksid -NaOH
Dikalijum -fosfat - K;HPO4

Sve upotrebljene hemikalije su bile p.a. Cistoce.

Uzorci suplemenata vitamina C koji su koriS¢eni u ovom radu kupljeni su u lokalnim

apotekama u Podgorici. Ispitivani su uzorci suplemenata razlicitih proizvodaca ,,Pharmanova®,

»Abela pharm®, ,,Bios line“, ,,Inpharm®, ,,Max medica®, ,, Hemofarm*®, ,,GSK*. Svi ovi uzorci

su imali naznacene koncentracije vitamina C na deklaraciji i one su se kretale u opsegu od 30

mg do 1000 mg. Neki uzorci su bili u obliku Sumecih tableta ili praskova, a neki u obliku

tablete. Pored askorbinske kiseline, u ovim uzorcima su se nalazili magnezijum, kalijum, cink,

natrijum kao i neki aditivi poput aroma i zasladivaca. U tabeli 2 su dati podaci vezani za

ispitivane suplemente (slika 7).

27



Tabela 2. Podaci o uzorcima koris¢enim u analizi

; wos e . Datum
Broj . . | Sadrzaj vitamina L.
Proizvoda¢ Ostale komponente vaZenja
uzorka C (mg)
suplementa
1 Hemofarm 500 - 03.2025.
10 mg cink-citrata, sorbitol
(zasladivac), natrijum-askorbat,
ksilitol (zasladivac), trimagnezijum-
citrat, kalcijum-karbonat, silicijum-
dioksid, magnezijum-stearat
2 Pharmanova 300 (sredstvo protiv zgrudnjavanja), 05.2027.
natrijum-citrat (regulator kiselosti),
natrijum-karboksimetilcelulozu (za
poveéanje zapremine), aspartam i
acesulfam K (zasladivaci), arome
limuna i narandze.
3 GSK 1000 1000 mg kalciju_m—laktat—glukonata, 08.2024.
327 mg kalcijum-karbonata.
4 AbelaPharm 1000 sorbitol, acesulfam K (zafladivaé) i 07.2025.
aromu pomorandze.
mikrokristalnu celulozu, skrob,
5 Max Medica 500 magnezijum-stearat, talk, boju i 01.2025.
riboflavin.
6 Protect 500 - 04.2026.
fruktozu, magnezijum-citrat (45 mg),
natrijum-hlorid (170 mg), sredstvo
zakiseljavanja: limunska kiselina,
natrijum-citrat (105 mg), kalijum-
7 Bios line 30 citrat (130 mg), aroma: crvena 03.2024.

narandza, korijen Rhodiola rosea,
standardizovan na 3 % salidrozida,
sredstvo protiv zgrudnjavanja:
silicijum-dioksid, beta karoten,
zasladivac: sukraloza.

BIOS §8 L1y

- ENerPlys

lm I?Eln TEqm:) m

® -

Slika 7. Uzorci koriséeni u analizi
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3.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDPIVANJE VITAMINA C

Princip ove metode se zasniva na mjerenju intenziteta svjetlosti poslije prolaska kroz rastvor
koji apsorbuje svjetlost. Spektrofotometrija predstavlja apsorpcionu metodu koja se zasniva na
pracenju zavisnosti apsorbancije od talasne duzine zracenja koje je proslo kroz analiziranu
supstancu. Spektrofotometrija predstavlja metodu koja se koristi za kvalitativnu i kvantitativnu
analizu (Tomljanovi¢, 2000).

Pored fluorimetrijskih 1 elektrohemijskih metoda, kao i tecne hromatografije 1 titracije,
spektrofotometrija je metoda koja se sve viSe koristi za praéenje stabilnosti askorbinske
kiseline, kako u vocu i1 povréu, tako i u farmaceutskim i kozmeti¢kim proizvodima (Selimovié¢

i Salki, 2011).

3.2.1. Pracenje stabilnosti vitamina C uz prisustvo razlicitih stabilizatora

Ispitivanje stabilnosti askorbinske kiseline vrSeno je u rastvorima askorbinske Kiseline uz
prisustvo razli¢itih stabilizatora: 1 M hlorovodoni¢na kiselina (HCIl), 1 M HCI i
etilendiamintetraacetat (EDTA), 0,1 M citratno-fosfatni pufer i 0,1 M citratno-fosfatni pufer i
EDTA.

Vodeni rastvor 1 M hlorovodonié¢ne kiseline (HCI) pravljen je od koncentrovane 35 % HCI.

Vodeni rastvor 1 M HCI sa EDTA je pravljen rastvoranjem 0,10 g EDTA u prethodno
napravljenoj 1 M HCI. pH vrijednost ovako dobijene kiseline iznosila je 1,8.

Vodeni rastvor citratno—fosfatnog pufera dobijen je mjeSanjem rastvora citratne kiseline
koncentracije 0,0073 M i vodenog rastvora dinatrijum-hidrogenfosfata koncentracije 0,0073
M. Rastvori citratne kiseline i dinatrijum-hidrogenfosfata pomenutih koncentracija dobijeni
su rastvaranjem 1,40 g citratne kiseline i 1,30 g dinatrijum-hidrogenfosfata u 1000 cm?®
destilovane vode. pH vrijednost ovako dobijenog pufera je iznosila 3.

Citratno—fosfatni pufer sa EDTA je dobijen rastvaranjem 0,10 g EDTA u prethodno
pripremljenom rastvoru citratno-fosfatnog pufera. pH vrijednost ovako dobijenog rastvora
iznosila je 3,2.

Rastvori askorbinske kiseline koncentracija 1104 M i 510° M su pravljeni odmjeravanjem
odredene mase Cvrste supstance 1 rastvarani u pomenutim stabilizatorima u normalnim
sudovima zapremine 50 cm®.

Apsorpcioni spektri ovih rastvora su snimani u opsegu talasnih duzina od 200-350 nm.
Dobijeno je da je maksimalna apsorbancija askorbinske kiseline koncentracija 1:10% M i

5:107° M u svim ispitivanim stabilizatorima na talasnoj duzini od 250 nm (=250 nm). U cilju
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pracenja stabilnosti vitamina C mjerena je apsorbancija ovih rastvora na talasnoj duzini

maksimuma apsorbance (A=250 nm) svakih 10 min u vremenskom periodu od najmanje 3 h.

3.2.2. Snimanje kalibracionih pravih za odredivanje vitamina C

Osnovni rastvor askorbinske kiseline koncentracije 1:10° M je pravljen odmjeravanjem
odredene mase ¢vrste supstance i rastvaranjemu 1 M HCI, 1 M HCI i EDTA, 0,1 M citratno -
fosfatnom puferu i 0,1 M citratno-fosfathom puferu i EDTA.

Za formiranje kalibracionih dijagrama u ispitivanim stabilizatorima pravljena je serija
standardnih rastvora askorbinske kiseline u opsegu koncentracija 1:10° M do 9:10° M. Ovi
rastvori su pravljeni od osnovnog rastvora askorbinske kiseline u $est normalnih sudova od 50
cm?® gdje je redom odmjeravano 0,5 cm?®, 1cm?®, 2 cm?, 3 cm?®, 4 cm® i 4,5 cm®, a zatim su ovi
sudovi dopunjeni do crte rastvorima odgovarajucih stabilizatora. Snimana je apsorbancija ovih
rastvora, sa prethodno bazdarenim instrumentom pomocu slijepe probe. Slijepa proba u
zavisnosti od rastvora askorbonske kiseline koji se ispitivao je bilal M HCI, 1 M HCI i EDTA,
0,1 M citratno-fosfatni pufer i 0,1 M citratno-fosfatni pufer i EDTA. Za formiranje
kalibracionog dijagrama snimanje je vrSeno na talasnoj duzini od 250 nm. Snimanja su
odradena u 3 probe. Dobijeni kalibracioni dijagrami su sluzili za odredivanje koncentracija
askorbinske kiseline u ispitivanim realnim uzorcima. Na osnovu ovih snimanja date su
analiticke karakteristike predloZene spektrofotometrijske metode. Preciznost metode je
provjeravana analizom rastvora askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u razli¢itim
stabilizatorima i izraCunavanjem relativnog standardnog odstupanja na osnovu pet ponovljenih
odredivanja (n=5).

Za spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C u realnim uzorcima priprema je vrSena
rastvaranjem ispitivanih uzoraka u odgovaraju¢im stabilizatorima. Po potrebi su rastvori
profiltrirani 1 vrSeno je mjerenje apsorbancije rastvora na 250 nm 1 iz odgovarajucih jednacina

kalibracionih dijagrama odredivana koncentracija vitamina C.

3.2.3. Uticaj interferiraju¢ih komponenti na odredivanje vitamina C

Poznato je da se askorbinska kiselina rijetko nalazi samostalno u razli¢itim industrijskim
proizvodima, bilo da je rije¢ o farmaceutskim, kozmeti¢kim ili prehrambenim proizvodima. Da
bi se procjenila selektivnost spektrofotometrijske metode pri odredivanju askorbinske kiseline
u rastvor se dodaju razli¢ite komponente koje mogu potencijalno ometati njeno odredivanje.

Potencijalno ometaju¢e komponente jesu obi¢no soli metala cinka, magnezijuma, bakra,
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gvozda. Pored soli ovih metala, u interferirajue komponente mogu se ubrajati 1 nitriti,
hidrogenkrabonat, benzoat, dok od organskih jedinjenja koja mogu izazvati greSsku odredivanja
jesu vinska i limunska kiselina (Selimovié i Salki¢, 2011).

U ovom master radu kao ometaju¢e komponente za odredivanje vitamina C su ispitivane:
glukoza, DL-alanin, vinska kiselina, citratna kiselina, benzojeva kiselina, skrob i katjoni:
Ba(ll), Mg(I1), Ca(ll), dodatih u obliku soli (BaCOz, MgCl,, CaCly,). Pravljeni su rastvori ovih
interferiraju¢ih komponenti rastvaranjem poznatih koli¢ina ovih supstanci u rastvorima
odgovarajucih stabilizatora. Zatim se alikvotni dio standardnog rastvora askorbinske kiseline
u odgovarajuem stabilizatoru mjesa sa poznatom koli¢inom standarnog rastvora ometajuce
supstance u tom istom stabilizatoru i dopuni se normalni sud do crte sa tim stabilizatorom. U
ovako pripremljenom rastvoru je poznat tacan maseni odnos askorbinske kiseline i
interferiraju¢e supstance. Apsorbancija ovako pripremljenog rastvora se mjerila na 250 nm
prema rastvoru stabilizatora kao slijepoj probi. Iz ve¢ snimljenog kalibracionog dijagrama za
odredeni stabilizator odredivana je koncentracija askorbinske kiseline i izraCunata greSka

odredivanja uz prisustvo odgovarajuce interferiraju¢e komponente.

3.3. ODREDIVANJE VITAMINA C METODOM TITRACIJE

Najcesce koriséene metode za odredivanje vitamina C su metoda titracije, spektrofotometrijska
metoda i metoda te¢ne hromatografije. Metoda titracije pomocu joda se smatra pouzdanom
metodom za odredivanje vitamina C, ali ipak se mora voditi ratuna o tome da li u ispitivanom
rastvoru postoje neke druge redukujuce supstance koje ¢e prije reagovati sa jodom, i na taj
nacin ometati odredivanje askorbinske kiseline.

U ovom radu se koristio standardni rastvor joda koncentracije 0,01 M p.a. Cistoce, a kao
indikator boje koristio se rastvor skroba. Zavrsna tacka titracije je ona u kojoj ispitivani rastvor
iz bezbojne prelazi u plavu boju.

Eksperimentalni dio je raden tako $to su uzorci tableta koje su u ¢vrstom obliku spraseni
pomocu avana i tucka, a zatim rastvoreni u destilovanoj vodi u normalnom sudu od 100 cm?®.
Na ovaj nacin su dobijeni rastvori askorbinske kiseline razlicitih koncentracija, u zavisnosti od
koli¢ine askorbinske kiseline u posmatranom uzorku. Masa vitamina C se kretala u opsegu od
60 mg do 1000 mg po tableti. Od ovako pripremljenih rastvora pipetiralo se 3 do 10 cm?
rastvora, i nakon dodatka rastvora skroba vrSena titracija standardnim rastvorom joda
koncentracije 0,01 M. Na osnovu utroSka rastvora joda, s obzirom da jod 1 vitamin C reaguju

u odnosu 1:1 izracunata je masa askorbinske kiseline u ispitivanim uzorcima.
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3.4. ODREDPIVANJE VITAMINA C HPLC METODOM

Tec¢na hromatografija visoke efikasnosti (HPLC) je metoda koja omogucava razdvajanje,
izolovanje, identifikaciju i kvantitativnu analizu komponenata iz uzorka na osnovu fizi¢ko-
hemijskih procesa koji se deSavaju na granici dvije faze koje se ne mijeSaju. Jedna faza je
stacionarna i moze biti ¢vrsta ili te€na. Druga faza je mobilna, ona je te¢na i pumpama, koje
stvaraju visok pritisak, se potiskuje kroz stacionarnu fazu. Fizi¢ko-hemijski proces koji je
dominantan u hromatografskom sistemu definiSe retencioni mehanizam, odnosno vrijeme
zadrzavanja komponente u stacionarnoj fazi. Kod te¢ne hromatografije visoke efikasnosti
komponente iz uzorka raspodjeljuju se izmedu stacionarne i mobilne faze na osnovu razlicite
adsorpcije na stacionarnoj fazi (kod te¢no-Cvrste), odnosno na osnovu razlicite rastvorljivosti
izmedu dvije faze koje se ne mijesaju (kod te¢no-tecne) hromatografije. Takode, razdvajanje
komponenata se moze vrsiti i po mehanizmu jonske izmjene i raspodjele po veli¢ini molekula.
HPLC hromatografijom se mogu analizirati i termicki nestabilne supstance, kao Sto su bioloski
aktivna jedinjenja.

Ova tehnika zahtijeva precizno postavljanje optimalnih uslova u pogledu izbora mobilne i
stacionarne faze. To podrazumijeva poznavanje analita kako bi se, pri odabranim uslovima,
postiglo najbolje razdvajanje, a zatim identifikacija i odredivanje sadrzaja svih komponenata
uzorka (Medenica i Peji¢, 2018).

Na slici 8 prikazan je sistem HPLC metode.

injektor obrada
. pumpa kolona det_eftor podataka_
| % -l ﬁ 1
L, ' a = —> fi
'ﬁ-ﬁ_“- - i r \ LnJ I".-"'\-
—— ’
— rastvarac i
odvajanje |
komponenti
P otpad

Slika 8. Tecni homatograf visokie efikasnostii i njegovi djelovi

(https://microbenotes.com/high-performance-liquid-chromatography-hplc/#hplc-principle )
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U ovom radu odredivanje vitamina C je vr§eno pomocu te¢ne hromatografije visoke efikasnosti
koja se smatra standardnom metodom za testiranje kontrole kvaliteta suplemenata i ljekova.
Uslovi pod kojima je vrSeno ispitivanje su: protok - 0,45 mL/min, mobilne faze - fosfatni pufer
¢ija je pH vrijednost 7 i acetonitril, radna talasna duzina - 266 nm, i injektovana faza je 20 pL.
Priprema uzoraka: realni uzorci vitamina C su rastvarani u mobilnoj fazi, najc¢es¢e 25 mL (u
zavisnosti od sadrzaja vitamina C po uzorku, zavisi i koje ¢e se razblazenje koristiti). Zatim je
dotato 100 uL 0,25 M NaOH. Ovako pripremljeni uzorci su tretirani u ultrazvu¢nom kupatilu
25 min, pri ¢emu se vodilo racuna da se za fotolabilni vitamin C Koristi folija i izbjegava
zagrijavanje. Nakon toga rastvori su profiltrirani kroz filter papir i microfilter i kao takvi
koris¢eni za HPLC analizu. Jedan od primjera spektra vitamina C, iz realnog uzorka,

odredivanog putem te¢ne hromatografije dat je na slici 9.

Slika 9. Primjer spektra realnog uzorka vitamina C odredenog pomocu HPLC metode

3.5. STATISTICKE METODE

Molarna apsorptivnost, regresiona jednacina i korelacioni koeficijent su dobijeni obradom
rezultata u Excel programu. Statistika ponovljenih mjerenja je dobijena koris¢enjem programa
statisticki kalkulator Math 10.com.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. SNIMANJE SPEKTARA ASKORBINSKE KISELINE U PRISUSTVU
RAZLICITIH STABILIZATORA

Spektri askorbinske kiseline koncentracija 1:10* M i 510 M snimani u stabilizatorima 0,1 M
HCI, 0,1 M citratno-fosfatnom puferu, 0,1 M HCl u prisustvu EDTA 1 0,1 M citratno-fosfatnom

puferu u prisustvu EDTA prikazani su na slikama 10-13.

Apsorbancija
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Slika 10. Spektar askorbinske kiseline koncentracija 1:104 M (plavo), 510° M (crveno) u
0,1 M citratno-fosfatnom puferu kao stabilizatoru
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Slika 11. Spektar askorbinske kiseline koncenracija 1:10* M (plavo), 510°M (crveno) u 0,1
M citratno-fosfathom puferu i EDTA kao stabilizatoru
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Slika 12. Spektar askorbinske kiseline koncentacije 1:10“M (plavo), 510°M (crveno)u 1 M
HCI kao stabilizatoru
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Slika 13. Spektar askorbinske kiseline koncentacije 1:10“M (plavo), 510°M (crveno) u
1 M HCI'i EDTA kao stabilizatoru

Iz apsorpcionih spektara se vidi da je radna talasna duzina na kojoj askorbinska kiselina
maksimalno apsorbuje 250 nm bez obzira na koncentraciju askorbinske Kiseline i upotrijebljeni

stabilizator. Za dalja ispitivanja koriS¢ena je ova talasna duzina.

4.2. STABILNOST VITAMINA C UZ PRISUSTVO RAZLICITIH
STABILIZATORA

Stabilnost vitamina C se pratila u stabilizatorima 1 M HCI, 0,1 M citratno-fosfatnom puferu, 1
M HCI u prisustvu EDTA i 0,1 M citratno-fosfatnom puferu u prisustvu EDTA na 10 minuta,

u vremenskom trajanju od minimum 3 h (slike 14-17).
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Slika 14. Pracenje stabilnosti rastvora askorbinske kiseline koncentracija 11104 M
(plavo), 510°M (crveno) u 0,1 M citratno-fosfatnom puferu kao stabilizatoru
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Slika 15. Stabilnost rastvora askorbinske kiseline koncentracija 1:10* M (plavo), 510°M
(crveno) u 0,1 M citratno-fosfatnom puferu i EDTA kao stabilizatoru
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Slika 16. Stabilnost rastvora askorbinske kiseline koncentracija 110 M (plavo), 510° M
(crveno) u 1 M HCI kao stabilizatoru
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Slika 17. Stabilnost rastvora askorbinske kiseline koncentracija 1 -10* M (plavo), 5107
M (crveno) u 1 M HCI i EDTA kao stabilizatoru

Na osnovu slika 14-17, pokazano je da je askorbinska kiselina stabilna najmanje 3 sata u
pomenutim stabilizatorima i da nije bilo ve¢ih promjena u apsorbanciji rastvora askorbinske

kiseline.
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4.3. KALIBRACIONI DIJAGRAMI RASTVORA ASKORBINSKE KISELINE
U RAZLICITIM STABILIZATORIMA

Kalibracioni dijagrami rastvora askorbinske kiseline snimljeni su u koncentracionom opsegu
od 1'10°do 910° M, u stabilizatorima 1 M HCI, 0,1 M citratno-fosfatnom puferu, 1 M HCI u
prisustvu EDTA 1 0,1 M citratno-fosfatnom puferu u prisustvu EDTA, na prethodno utvrdenoj
radnoj talasnoj duzini od 250 nm. Snimanje kalibracionih dijagrama je odradeno 3 puta.
Jednacine pravih su date kao srednja vrijednost tri odredivanja. Na osnovu dobijenih

kalibracionih dijagrama vrseno je spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije vitamina C.

Na slici 18 je prikazan kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-
fosfatnom puferu. Dobijene vrijednosti apsorbancija za formiranje kalibracionog dijagrama

date su u tabeli 3.

Tabela 3. Vrijednosti apsorbancija koris¢ene za formiranje kalibracionog dijagrama rastvora

askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-fosfatnom puferu kao stabilizatoru

Koncentracija
rastvora askorbinske Apsorbancija
kiseline (M)
1-10° 0,077+0,016
2:10° 0,146+0,003
410° 0,333+0,006
610° 0,488+0,001
810° 0,652+0,002
910° 0,763+0,001
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Slika 18. Kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-fosfatnom

puferu kao stabilizatoru

Jednacina prave glasi:

y = 8,49-10% x - 0,0149; R = 0,9992

Za datu kalibracionu pravu (slika 18) preciznost metode je provjeravana analizom rastvora

askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u citratno-fosfatnom puferu kao stabilizatoru

izratunavanjem relativnog standardnog odstupanja na osnovu pet ponovljenih odredivanja

(n=5), (tabela 4).

Tabela 4. Vrijednosti apsorbance rastvora askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u

0,1 M citratno-fosfatnom puferu kao stabilizatoru (n=5)

Broj
| Apsorbancija
mjerenja
1 0,480
2 0,488
3 0,478
4 0,490
5 0,489
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Na osnovu jednacine kalibracione prave i dobijenih vrijednosti apsorbancija izracunate su
koncentracije napravljenog rastvora. Za izraCunate vrijednosti koncentracije odredene su:
srednja vrijednost, medijana, standardna devijacija, minimalna i maksimalna vrijednost, suma
i relativna standardna devijacija (RSD) (tabela 5).

Tabela 5. Statistika ponovljenih mjerenja

Srednja vrijednost 5,90810°
Medijana 5,925107°
Standardna devijacija 0,05310°
Minimum 5,8310°
Maksimum 5,9510°
Suma 23,6310
Broj mjerenja 5
RSD (%) 0,89

U tabeli 6 su date analiticke karakteristike predlozene metode: nagib kalibracione prave,
odjsecak kalibracione prave, linearnost, korelacioni koeficijent (R), molarna absorbtivnost (€),
limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), standardna devijacija odsjecka (SD

odsjecka), standardna devijacija nagiba (SD nagiba) i relativna standardna devijacija (RSD).

Tabela 6. Analiticke karakteristike predloZene metode

Analiticka karakteristika Vrijednost
Nagib kalibracione prave 8,49-10°
Odsjecak kalibracione prave 0,0149
SD odsjecka 0,0114
SD nagiba 120,2
LOQ (M) 1,3410°
LOD (M) 0,40:10°
Linearnost (M) 1.3410°-9-10°
R 0,9992
€ (dm® mol?* cm™) 8,49'10°
RSD (%) 0,89
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Na slici 19 je prikazan je kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-

fosfatnom puferu i EDTA kao stabilizatoru. Dobijene vrijednosti apsorbancija za formiranje

kalibracionog dijagrama date su u tabeli 7.

Tabela 7. Vrijednosti apsorbancija kori$¢ene za formiranje kalibracionog dijagrama rastvora

askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-fosfatnom puferu i EDTA kao stabilizatoru

Slika 19.

Koncentracija
rastvora askorbinske Apsorbancija
kiseline (M)
110° 0,082+0,004
2107 0,154+0,001
410° 0,298+0,002
610° 0,456+0,001
810° 0,597+0,001
910° 0,695+0,009
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Kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 0,1 M citratno-fosfatnom
puferu i EDTA kao stabilizatoru

42



Jednacina date kalibracione prave sa slike 19 je:

y=75810°x - 0,0016; R = 0,9994

Za datu kalibracionu pravu (slika 19) preciznost metode je provjeravana analizom rastvora
askorbinske kiseline koncentracije 610° M u citratno-fosfatnom puferu i EDTA kao
stabilizatoru izraCunavanjem relativnog standardnog odstupanja na osnovu pet ponovljenih

odredivanja (n=5), (tabela 8).

Tabela 8. Vrijednosti apsorbance rastvora askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u

0,1 M citratno-fosfatnom puferu i EDTA kao stabilizatoru (n=5)

Broj )
' . Apsorbancija

mjerenja

1 0,456

2 0,448

3 0,457

4 0,454

5 0,455

Na osnovu jednacine kalibracione prave i dobijenih vrijednosti apsorbancija izraunate su
koncentracije napravljenog rastvora. Za izraCunate vrijednosti koncentracije odredene su:
srednja vrijednost, medijana, standardna devijacija, minimalna i maksimalna vrijednost, suma
i relativna standardna devijacija (RSD) (Tabela 9).

Tabela 9. Statistika ponovljenih mjerenja

Srednja vrijednost 5,980810°
Medijana 5,981:10°
Standardna devijacija 0,06210°
Minimum 5,889-10°
Maksimum 6,059-10°
Suma 29,9010°
Broj mjerenja 5
RSD (%) 1,04

43



U tabeli 10 su date analiticke karakteristike predlozene metode: nagib kalibracione prave,
odjsecak kalibracione prave, linearnost, korelacioni koeficijent (R), molarna absorbtivnost (€),
limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), standardna devijacija odsjecka (SD
odsjecka), standardna devijacija nagiba (SD nagiba) i relativna standardna devijacija (RSD).

Tabela 10. Analiti¢ke karakteristike predlozene metode

Analiti¢ka karakteristika Vrijednost
Nagib kalibracione prave 7,5810°
Odsjecak kalibracione prave 0,0016
SD odsjecka 0,0009
SD nagiba 65,2
LOQ (M) 1,1910°
LOD (M) 3,56:107
Linearnost (M) 1,1910 - 910°
R 0,9994
€ (dm3 mol? cm™) 7,5810°
RSD (%) 1,04

Na slici 20 prikazan je kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 1 M HCI kao
stabilizatoru. Dobijene vrijednosti apsorbancija za formiranje kalibracionog dijagrama date su
u tabeli 11.

Tabela 11. Vrijednosti apsorbancije koris¢ene za formiranje kalibracionog dijagrama

rastvora askorbinske kiseline u 1 M HCI kao stabilizatoru

Koncentracija )

rastvora askorbinske Apsorbancija
kiseline (M)

110 0,125£0,001

2:10° 0,165+0,003

410° 0,323+0,007

610 0,478+0,014

8107 0,626+0,008

910° 0,692+0,002
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Slika 20. Kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 1 M HCI kao stabilizatoru
Jednacina prave je:
y =7,3210° x + 0,0355; R = 0,9989
Za datu kalibracionu pravu (slika 20) preciznost metode je provjeravana analizom rastvora
askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u 1 M HCI kao stabilizatoru izradunavanjem

relativnog standardnog odstupanja na osnovu pet ponovljenih odredivanja (n=5), (tabela 12).

Tabela 12. Vrijednosti apsorbance rastvora askorbinske kiseline koncentracije 6:10° M u

1 M HCI kao stabilizatoru (n=5)

Broj Apsorbancija
mjerenja
1 0,480
2 0,486
3 0,478
4 0,474
5 0,479
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Na osnovu jednacine kalibracione prave i dobijenih vrijednosti apsorbancija izraCunate su

koncentracije napravljenog rastvora. Za izraCunate vrijednosti koncentracije odredene su:

srednja vrijednost, medijana, standardna devijacija, minimalna i maksimalna vrijednost, suma

i relativna standardna devijacija (RSD) (Tabela 13).

Tabela 13. Statistika ponovljenih mjerenja

Srednja vrijednost 6,084
Medijana 6,058
Standardna devijacija 0,077
Minimum 5,99
Maksimum 6,174
Suma 30,421
Broj mjerenja 5
RSD (%) 1,26

U tabeli 14 su date analiticke karakteristike predlozene metode: nagib kalibracione prave,

odjsecak kalibracione prave, linearnost, korelacioni koeficijent (R), molarna absorbtivnost (£),

limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), standardna devijacija odsjecka (SD

odsjecka), standardna devijacija nagiba (SD nagiba) i relativna standardna devijacija (RSD).

Tabela 14. Analiticke karakteristike predlozene metode

Analiticka karakteristika Vrijednost
Nagib kalibracione prave 7,32:10°
Odsjecak kalibracione prave 0,0355
SD odsjecka 0,003
SD nagiba 80,5
LOQ (M) 4,110
LOD (M) 0,12310°
Linearnost (M) 4110° — 910°
R 0,9989
€ (dm® mol?* cm™) 7,321108
RSD (%) 1,26
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Naslici 21 prikazana je kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiselineu1 M HCI i EDTA
kao stabilizatoru. Dobijene vrijednosti apsorbancija za formiranje kalibracionog dijagrama date

su u tabeli 15.

Tabela 15. Vrijednosti apsorbancija koris¢ene za formiranje kalibracionog dijagrama

rastvora askorbinske kiseline u 1 M HCI i EDTA kao stabilizatoru

Koncentracija
rastvora askorbinske | Apsorbancija
kiseline (M)

2:10° 0,164+0,002

410° 0,295+0,003

6107 0,455+0,002

810° 0,609+0,001

910° 0,696+0,006
0.8
0.7
0.6
S 05
§ 0.4

o
2 03
<<
0.2
0.1
0
0 0.00002 0.00004 0.00006 0.00008 0.0001

Koncentracija / M

Slika 21. Kalibracioni dijagram rastvora askorbinske kiseline u 1 M HCI i EDTA kao

stabilizatoru
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Jednacina prave:

y =7,63-10%« + 0,0011; R = 0,9992

Za datu kalibracionu pravu (slika 21) preciznost metode je provjeravana analizom rastvora
askorbinske kiseline koncentracije 610° M u 1 M HCI i EDTA kao stabilizatoru
izraCunavanjem relativnog standardnog odstupanja na osnovu pet ponovljenih odredivanja
(n=5), (tabela 16).

Tabela 16. Vrijednosti apsorbance rastvora askorbinske kiseline koncentracije 6:10°M u

1 M HCl 1 EDTA kao stabilizatoru

Broj .
o Apsorbancija
mjerenja

1 0,456

2 0,455

3 0,457

4 0,460

5 0,461

Na osnovu jednacine kalibracione prave i dobijenih vrijednosti apsorbancija izraCunate su
koncentracije napravljenog rastvora. Za izraCunate vrijednosti koncentracije odredene su:
srednja vrijednost, medijana, standardna devijacija, minimalna i maksimalna vrijednost, suma

i relativna standardna devijacija (RSD) (Tabela 17).

Tabela 17. Statistika ponovljenih mjerenja

Srednja vrijednost 5,986:10°
Medijana 6,98'10°
Standardna devijacija 0,03310°
Minimum 5,9510°
Maksimum 6,0310°
Suma 29,9310°
Broj mjerenja 5
RSD (%) 0,55

48



U tabeli 18 su date analiticke karakteristike predlozene metode: nagib kalibracione prave,
odjsecak kalibracione prave, linearnost, korelacioni koeficijent (R), molarna absorbtivnost (£),
limit detekcije (LOD), limit kvantifikacije (LOQ), standardna devijacija odsjecka (SD

odsjecka), standardna devijacija nagiba (SD nagiba) i relativna standardna devijacija (RSD).

Tabela 18. Analiti¢ke karakteristike predlozene metode

Analiticka karakteristika Vrijednost
Nagib kalibracione prave 7,6310°
Odsjecak kalibracione prave 0,0011
SD odsjecka 0,0006
SD nagiba 55
LOQ (M) 0,79-10°
LOD (M) 0,24:10°
Linearnost (M) 0,7910%-910°
R 0,9992
€ (dm3 mol? cm™) 7,6310°
RSD (%) 0,55

Na osnovu slika 18-21 ustanovljeno je da se korelacioni koeficijent (R) kre¢e od 0,9989 do
0,9994 s§to ukazuje na jaku linearnu vezu izmedu koncentracije askorbinske kiseline i
apsorbancije mjerene na 250 nm. Provjeravanjem preciznosti odredivanja askorbinske kiseline
predlozenim spektrofotometrijskim metodama dobijena su niska relativna standardna
odstupanja koja se kre¢u od 0,55 do 1,26 %. Pokazalo se da najmanje odstupanje ima metoda
gdje se kao stabilizator koristila 1 M HCI i EDTA (0,55 %). Takode limit kvantifikacije je
najnizi kad se koristi 1 M HC1 i EDTA kao stabilizator (0,76:10° M). Molarne apsorptivnosti
dobijene za sve Cetiri metode su imale visoke vrijednosti (7,32:10° - 8,49:10% dm® mol* cm™)

Sto pokazuje da su sve metode visoko osjetljive.

4.4 ODREPIVANJE ASKORBINSKE KISELINE U PRISUSTVU OMETAJUCIH
KOMPONENTI

U ovom master radu pracen je uticaj interferiraju¢ih komponenti na odredivanje vitamina C

(glukoza, DL-alanin, vinska kiselina, citratna kiselina, benzojeva kiselina, skrob i katjoni:
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Ba(ll), Mg(ll), Ca(ll), dodatih u obliku soli (BaCOs, MgClz, CaCly,)) u cilju odredivanja
selektivnosti predlozene spektrofotometrijske metode. Dobijeni rezultati relativne greske

odredivanja u prisustvu interferiraju¢ih komponenti dati su u tabeli 19.

Tabela 19. Uticaj ometajucih supstanci na spektrofotometrijsko odredivanje askorbinske

Kiseline u ispitivanim stabilizatorima

) Greska (%)
Maseni odnos
0,1 M
ometajuce 0,AM ]
Naziv ometajuce ) ) ) citratno-
supstance I 1M HCIi citratno- )
supstance ) 1 M HCI ) fosfatni
askorbinske EDTA fosfatni )
- pufer i
Kiseline pufer
EDTA
Glukoza 50 0,0 0,0 0,0 0,0
Tartaratna kiselina 5 -1,10 -0,60 -1,11 -0,91
Citratna kiselina 10 -1,50 -0,53 -0,87 -1,13
Benzojeva kiselina 0,05 0,0 0,0 0,0 0,0
Skrob 0,25 0,0 0,0 0,0 0,0
DL alanin 10 0,0 0,0 0,0 0,0
Barijum (1) 1,2 0,3 0,0 0,4 0,0
Magnezijum (1) 0,01 -1,0 0,0 -0,9 0,0
Kalcijum (1) 1 0,2 0,0 0,4 0,0

Na osnovu literaturnog pregleda nadeno je da interferirajuca supstanca u masenom odnosu koji
je koriS¢en ne ometa odredivanje askorbinske kiseline ako relativna greSka nije veca od + 5,0
% (Salki¢ i sar., 2009).

Rezultati dobijeni ovim ispitivanjem su pokazali da 50 puta veca koli¢ina glukoze, 5 puta veca
koliCina tartaratne kiseline, 10 puta veca koli¢ina citratne kiseline, 0,05 puta veca koli¢ina
benzojeve kiseline, 0,25 puta veca koli¢ina skroba 1 10 puta veca koli¢ina DL-alanina ne uticu
na spektrofotometrijsko odredivanje askorbinske kiseline. Kad je u pitanju uticaj ispitivanih
katjona (Ba(Il), Mg(Il), Ca(Il)), na spektrofotometrijsko odredivanje askorbinske kiseline,
uoceno je da je relativna greSka manja od 5 %, $to se u pojedinim slucajevima moze objasniti

prisustvom EDTA koja spre¢ava oksidaciju askorbinske kiseline (Salki¢ i sar., 2009).
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4.5. SADRZAJ VITAMINA C U REALNIM UZORCIMA

Rezultati odredivanja vitamina C u realnim uzorcima spektrofotometrijskom, titrimetrijskom i

HPLC metodom dati su u tabeli 20 (srednja vrijednost + standardna devijacija).

titrimetrijskom i HPLC metodom u realnim uzorcima

Tabela 20. Uporedni rezultati ispitivanja askorbinske kiseline spektrofotometrijskom,

Masa Masa vitamina C dobijena spektrofotometrijskom
. _ Masa Masa
vitamina C metodom (mg) . . . .
naznadena vitaminaC | vitamina C
Uzorak na 01M 01M dobijena dobijena
deklaraciji | 1oy | LMHCIi | Citratno- (;::srfztt?]‘: T‘imd?_m metodom
proizvoda EDTA fosfatni . tracije HPLC
(mg) pufer pufer i (mg) (mg)
g EDTA
1 500 439,8+2,73 472,3+2,40 439,9+2,53 459,912 81 500,0+£1,53 469,22
2 300 338,2+2,81 309,9+2,02 339,9+2,18 319,8+3,75 300,0+1,13 2294
3 1000 901,2+7,11 901,0+5,16 908,9+5,73 924,8+6,15 971,2+4,14 870,8
4 1000 965,8+3,13 | 961,1+2,05 | 975,3+2,03 975,6+3,14 | 987,9+2,57 949,25
5 500 465,5+6,16 475,3+5,01 460,1+6,15 455,745,14 522,4+4,12 470,5
6 500 450,2+2,36 461,5+2,07 463,7£2,67 465,3+£3,01 490,0£1,87 458,7
7 30 26,05+1,58 29,4+1,09 26,45+1,65 26,5+1,67 33,0+ 0,36 28,1

Tabela 21. Relativna standardna devijacija uporednih rezultata ispitivanja askorbinske

kiseline spektrofotometrijskom i titrimetrijskom metodom u realnim uzorcima

RSD spektrofotometrijskih metoda (%)

Uzorak 0,1M . RSP
1M HCl i 0.1M Citratno- titracione
1M HCI Citratno- . metode (%6)
EDTA fosfatni pufer fosfatni pufer
P i EDTA
1 0,62 0,51 0,58 0,61 0,31
2 0,83 0,65 0,64 1,17 0,38
3 0,79 0,57 0,63 0,67 0,43
4 0,32 0,21 0,21 0,32 0,26
5 1,35 1,05 1,34 1,13 0,79
6 0,52 0,45 0,58 0,65 0,38
7 6,05 3,71 6,21 6,3 1,09
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Cesto se rezultati analize askorbinske kiseline u komercijalnim uzorcima dobijeni
eksperimentalnim putem ne poklapaju sa rezultatima naznaCenim na deklaraciji proizvoda.
Najceséi razlozi za to su nestabilnost askorbinske kiseline: lako se oksiduje, osjetljiva je na
svijetlost odnosno fotosenzitivna je, pa se iz tog razloga mora Cuvati na tamnom mjestu,
osjetljiva je na visoke temperature. Takode, na koncentraciju vitamina C u realnim uzorcima
utice i prisustvo ostalih komponenti koje su dodate u ispitivane realne uzorke, kao i vrijeme
(proizvodnje i isteka roka) Sto se moze uociti na osnovu dobijenih rezultata koji su prikazani
u tabeli 20. 1z tabele 20 moze se uociti da se koris¢enjem spektrofotometrijske, titrimetrijske i
HPLC metode dobijaju rezultati koji se manje ili vise razlikuju od vrijednosti naznacenih na
deklaraciji proizvoda $to je upravo uticaj prethodno navedenih faktora. Kada je u pitanju
preciznost koris¢enih spektrofotometrijskih metoda (tabela 21) najpreciznije rezultate daje
spektrofotometrijska metoda kod koje je kao stabilizator korisé¢en sistem 1M HCI i EDTA
(RSD vrijednosti 0,21-3,71 %) sto je vjerovatno posljedica prisustva EDTA koja sprecava
oksidaciju askorbinske kiseline (Salki¢ i Selimovié, 2009). Moze se uoditi iz tabele 20 da je
koncentracija vitamina C u realnim uzorcima odredena spektrofotometrijskim metodama uz
stabilizatore u vecini odredivanja veéa u odnosu na koncentraciju vitamina C odredenu HPLC
metodom $to se moze objasniti time da se HPLC metodom prije kvalitativne i kvantitativne
analize sastojaka vr$i razdvajanje komponenti u wuzorku, a S§to nije slucaj sa
spektrofotometrijskom metodom. Medutim, primjena HPLC metode je uslovljena upotrebom
skupih instrumenata i reagenasa (Salki¢ i Selimovi¢, 2009). Vrlo ¢esto se za odredivanje
vitamina C koristi jodimetrijska metoda koja je brza, jednostavna i jeftina. Medutim, kad se
koristi ova metoda, na rezultate mogu da uti¢u supstance sa sli¢nim osobinama vitaminu C, §to
se moze uociti iz rezultata navedenih u tabeli 20. Ispitivane spektrofotometrijske metode uz
odgovarajuce stabilizatore su se pokazale kao pogodne metode za odredivanje vitamina C u
ispitivanim realnim uzorcima i mogu se koristiti kao alternative ve¢ usvojenim metodama,
posebno spektrofotometrijska metoda kod koje je kao stabilizator koris¢en sistem 1M HCI i
EDTA. Kod svih ispitivanih realnih uzoraka pokazalo se da je najbolje slaganje rezultata
izmedu spektrofotometrijske metode sa stabilizatorom 1 M HCI i1 EDTA i HPLC metode. Ovo
je posebno izrazeno kod rezultata dobijenih ispitivanjem uzoraka 1 i 6 koji u svom sastavu
nemaju dodatih komponenti (tabela 20). Takode se moze vidjeti (tabela 21) da su bez obzira
na metodu ispitivanja najvece vrijednosti RSD (1,09-6,3 %) dobijene za uzorak 7 koji je bio sa

najnizom koncentracijom vitamina C.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom master radu vrSeno je spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C u prisustvu
razli¢itih stabilizatora: 0,1 M citratno-fosfatnog pufera, 0,1 M citratno-fosfatnog pufera u
prisustvu EDTA, 1 M hlorovodoni¢ne kiseline i 1 M hlorovodoni¢ne kiseline u prisustvu
EDTA. Snimanjem spektara askorbinske kiseline u sva cetiri stabilizatora dobijeno je da je
maksimalna apsorbancija na talasnoj duzini 250 nm, a pradenjem vrijednosti apsorbancija
askorbinske kiseline na ovoj talasnoj duzini dobijeno je da su rastvori stabilni najmanje 3 sata.
Snimanjem apsorbancija serije rastvora askorbinske kiseline u opsegu koncentracija od 1-10*
do 9:10° M dobijene su regresione jednacine za spektrofotometrijska ispitivanja vitamina C u
svim kori§¢enim stabilizatorima sa odgovaraju¢im analitickim karakteristikama. Vrijednosti
korelacionih koeficijenata (R) za dobijene kalibracione dijagrame su od 0,9989 do 0,9994, sto
ukazuje na jaku linearnu vezu izmedu koncentracije askorbinske kiseline i apsorbancije.
Ispitivanje uticaja interferiraju¢ih komponenti (glukoza, DL-alanin, vinska kiselina, citratna
kiselina, benzojeva kiselina, skrob i katjoni: Ba(ll), Mg(ll), Ca(ll)) na odredivanje vitamina C
je pokazalo da su spektrofotometrijske metode uz koris¢ene stabilizatore selektivne (RSD
manje od 5 %).

Provjeravanjem preciznosti odredivanja askorbinske kiseline, koriS¢enjem standardnog
rastvora poznate koncentracije, predlozenim spektrofotometrijskim metodama dobijena su
niska relativna standardna odstupanja (od 0,55 do 1,26 %), a najmanje odstupanje je dobijeno
metodom gdje se kao stabilizator koristila 1 M HCI i EDTA (0,55 %). Takode, limit
kvantifikacije je najnizi kad se koristi 1 M HCl i EDTA kao stabilizator (0,76:10° M). Molarne
apsorptivnosti dobijene za sve Getiri metode su imale visoke vrijednosti (7,32:10° - 8,49:10°
dm? mol™* cm™) sto pokazuje da su sve metode visoko osjetljive.

Dobijeni kalibracioni dijagrami su koriS¢eni za spektrofotometrijsko odredivanje vitamina C u
realnim uzorcima (7 suplemenata vitamina C). Radi provjere pouzdanosti
spektrofotometrijskih metoda vitamin C je odredivan 1 ve¢ usvojenim analitickim metodama
za odredivanje vitamina C (jodimetrija i HPLC). Na osnovu dobijenih rezultata pokazalo se da
se spektrofotometrijske metode, kori$¢ene u ovom master radu, mogu koristiti kao pogodne
metode za odredivanje vitamina C u ispitivanim realnim uzorcima i da se mogu koristiti kao
alternativa ve¢ usvojenim metodama, a posebno spektrofotometrijska metoda kod koje je kao
stabilizator kori$¢en sistem 1M HC1i EDTA. Kod svih ispitivanih realnih uzoraka pokazalo se

da je najbolje slaganje rezultata izmedu spektrofotometrijske metode sa stabilizatorom 1 M
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HCl1 1 EDTA i HPLC metode. Ovo je posebno izrazeno kod rezultata dobijenih ispitivanjem

uzoraka koji u svom sastavu nemaju dodatih komponenti.
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