Vojislav Gligorovski

Poredenje analitickih
metoda za odredivanje
vitamina C u
farmaceutskim
preparatima

Razvijena je kineticka metoda za odredivanje
vitamina C cija je tacnost i preciznost upore-
dena sa pet analitickih metoda, odredivanjem
kolicina vitamina C u realnim uzorcima. Metoda
se zasniva na pracenju inhibirane reakcije
metilenskog plavog sa vitaminom C. Procenjeni
optimalni uslovi su sledec¢i: pH = 3.0, kon-
centracija metilenskog plavog: 9.6 mg/L, kon-
centracija jona vanadata: 21.2 mg/L. Vitamin C
se ovom metodom moZe odrediti i u prisustvu
vitamina Bl i B9, glukoze, fruktoze, saharoze i
rastvorljivog skroba. Metoda je uporedena sa
Jjodimetrijom, dve kiselinsko-bazne titracije,
spektrofotometrijom i HPLC-MS metodom. Svih
Sest metoda ispitane su na tri tipa uzorka:
tablete vitamina C Galenika i Ekofarm i prasak
za razmucivanje Cedevita. Poredenjem dekla-
risanih i odredenih vrednosti mase zakljucuje se
da je HPLC-MS metoda najpogodnija za
odredivanje vitamina C u sva tri uzorka. Pored
HPLC-MS metode za odredivanje vece kolicine
vitamina C (prva dva uzorka) pogodna je i jo-
dimetrija dok su za manje kolicine (uzorak
Cedevite) pogodnije kineticka metoda i spektro-
fotometrija.

Uvod

Vitamin C je naziv za L-aksorbinsku kiselinu
injene soli. Spada u grupu hidrosolubilnih vita-
mina i predstavlja jak antioksidant koji redukuje
slobodne radikale nastale pri metaboli¢kim pro-
cesima. Askorbinska kiselina je prisutna u vocu i
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povréu, gde se nalazi u svim zelenim delovima
biljke (Brody 1994). Preporuc¢ena dnevna doza
za odrasle ljude je 90 mg na dan, a ne savetuje se
uzimanje dnevne doze vece od 2000 mg jer u tim
koli¢inama vitamin C oStecuje bubrege (US Rec-
ommended Dietary Allowance, RDA). Najcesée
se ishranom postiZze dovoljan unos ovog vita-
mina. U sluc¢ajevima hipovitaminoze (uglavnom
izazvane stresom) vitamin C se uzima u vidu tab-
leta za oralnu upotrebu. Bolest koja nastaje kao
posledica dugotrajnog nedostatka vitamina C u
organizmu se naziva skorbut. Karakteristi¢ni
simptomi skorbuta su promene na koZi i veziv-
nom tkivu usled poremecaja u sintezi kolagena.

Usled apsorpcije u ultraljubicastoj (UV) ob-
lasti i kiselih i redukcionih svojstava, brojni su
nacini njegove kvantifikacije: jodimetrijski, aci-
dimetrijski, hromatografski, spektrofotomet-
rijski i elektrohemijski (Cvetkovi¢ ef al. 2012).
Zbog nestabilnosti vitamina C na vazduhu i sve-
tlosti potrebna je njegova ¢esta kontrola u farma-
ceutskim preparatima metodom koja je brza i
primenljiva na takvu vrstu uzoraka, ali koja ima i
opravdanje sa komercijalnog stanovista (Miluti-
novic¢ i Vulovié 2002).

Spektrofotometrijske metode se zasnivaju na
pracenju koli¢ine svetlosti koju apsorbuje rastvor
odredene supstance date koncentracije. Posebna
vrsta spektrofotometrijskih metoda su kineticke
metode kod kojih se koncentracija ispitvanog
analita odreduje merenjem brzine reakcije u
kojoj on ucestvuje (Perez-Bendito i Silva 1988).

U ovom radu ispitivane su dve spektrofoto-
metrijske metode za odredivanje koncentracije
vitamina C. Jedna je spektrofotometrijsko odre-
divanje vitamina C merenjem apsorbance u UV
delu spektra koja se javlja usled prisustva askor-
binske kiseline (Selimovi¢ et al. 2011). Druga
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pripada kinetickim metodama i zasnovana je na
pracenju zavisnosti brzine reakcije boje meti-
lensko plavo sa askorbinskom kiselinom od kon-
centracije askorbinske kiseline. Na brzinu ove
reakcije utice prisustvo jona prelaznih metala kao
$to su bakar(I), vanadijum(V), gvozde(IIl) i
mangan(Il) (Khan i Sarwar 2001). Reakcija izme-
du askorbinske kiseline i metilenskog plavog data
je naslici 1.

Hromatografske metode podrazumevaju raz-
dvajanje komponenti smese koja se ispituje pre
kvalitativne ili kvantitativne analize njenih sas-
tojaka. Za kvantitativno odredivanje vitamina C
od hromatografskih metoda najcesée se koristi
kuplovana HPLC-MS tehnika (High Performace
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry).

Pet najkori§¢enijih metoda za odredivanje
askorbinske kiseline su spektrofotometrija, titra-
cija uz bromtimol-plavo kao indikator, titracija
uz fenolftalein kao indikator, jodimetrija, HPLC-
-MS. Ni za jednu od njih se ne moZe reci da je
najpogodnija jer one preciznije zahtevaju skupe
aparate ili reagense dok one jeftinije imaju manju
preciznost ili su potpuno neprimenljive na realne
uzorke vitamina C. Uprkos dostupnosti i efikas-
nosti kineti¢ih metoda, postoji relativno mali
broj koje se koriste za odredivanje vitamina C.

Cilj ovog rada je razvijanje nove kineti¢ke
metode za odredivanje askorbinske kiseline i
njeno poredenje sa do sada kori§éenim meto-
dama za odredivanje vitamina C uz ispitivanje
primenljivosti na realnim uzorcima.
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Slika 1. Jednacina reakcije
metilenskog plavog sa
askorbinskom kiselinom

Figure 1. Equation of
reaction of methylene blue
with ascorbic acid
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Dehidroaskorbinska kiselina (oksidovani oblik)

Materijal i metode

Eksperiment se sastojao od Sest etapa tokom
kojih je pri svakoj koriséena druga metoda za
odredivanje vitamina C. Prvi korak se razlikovao
od ostalih po tome §to je u njemu razvijena nova
metoda za kvantifikaciju vitamina C, dok su
tokom ostalih pet kori$¢ene do sada poznate me-
tode: spektrofotometrija, dve kiselinsko-bazne
titracije, jodimetrijska titracija i HPLC-MS.
Kineticka metoda je zahtevala dodatan rad u
odnosu na ostale koriSéene metode jer za nju nisu
bili poznati optimalni uslovi, te su tako odredene
optimalne koncentracije reaktanata i ispitanja
njena selektivnost prema supstancama koje se
najcesce nalaze zajedno sa vitaminom C u ko-
mercijalno dostupnim proizvodima.

Kineticka metoda

Kineticka metoda je razvijena pra¢enjem br-
zine reakcije boje metilensko plavo sa askor-
binskom kiselinom (Ascorbic acid, AA) pri
talasnoj duZini na kojoj se javlja maksimum
apsorpcije boje metilensko plavo (Methylene
Blue, MB), koja iznosi 665 nm. Izraz za brzinu te
reakcije je (Khan i Sarwar 2001):

v=k-[MB]- [AA]- [H']

Apsorbance pripremljenih rastvora merene
su uredajem Thermo Scientific Evolution 60S
UV-Visible Spectrophotometer u kvarcnim kive-
tama optickog puta a =1.0 cm, pri temperaturi
okoline # = (25.0+0.5)°C. Kao slepa proba ko-
riSéen je rastvor u kome su koncentracije pufera,
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vode i vitamina C jednake kao i u ispitivanoj
smesi. Merenja apsorbance su zapocinjana 12 s
nakon dodavanja poslednjeg reaktanta. pH vred-
nost smesSe je iznosila (3.0+£0.2), merena je
pH-metrom i odrZavana je konstantom pomocu
pufera koji se sastojao od limunske kiseline kon-
centracije 0.1000 mol/L i natrijum-hidrogen-
fosfata koncentracije 0.2000 mol/L. Ispitivana
smesa je pripremana dodavanjem rastvora rea-
ktanata u kivetu, slede¢im redosledom: 0.5 mL
pufera, 0.5 mL rastvora metilenskog plavog, 0.5
mL destilovane vode, 0.5 mL rastvora amo-
nijum-vanadata i na kraju 0.5 mL rastvora askor-
binske kiseline.

Svako odredivanje brzine reakcije askorbin-
ske kiseline sa MB je ponavljano tri puta, pri-
premanjem tri rastvora istih koncentracija
reaktanata. Vrednost brzine koja je unosena na
kalibracionu krivu je medijana te tri vrednosti,
vrednost apsolutne greSke vrednosti brzine na
kalibracionoj krivi raunata je kao polovina raz-
like maksimalne i minimalne odredene brzine u
okviru tri merenja.

U cilju konstruisanja kalibracione krive po-
godne za precizno odredivanje §to veceg opsega
koncetracija askorbinske kiseline ispitane su i
odredene optimalne koncentracije jona vanadi-
juma(V) i MB.

Odredivanje optimalne koncentracije
amonijum-vanadata. U ovom eksperimentu je
koriS¢en amonijum-vanadat i ispitan je njegov
uticaj na brzinu oksidacije MB. KoriS§¢eni
rastvori amonijum-vanadata su prethodno stan-
dardizovani kompleksometrijski. Najpre su joni
vanadata redukovani pomocu sumpor(IV)-oksida
(dobijenog u reakciji 32.0 mg kalijum-meta-
bisulfitai 2.0 mL koncentrovane hlorovodoni¢ne
kiseline) do vanadil-jona koji se vezuju za etilen-
diamintetrasir¢etnu kiselinu (EDTA). EDTA je
dodavana u rastvor vanadil-jona u visku i viSak
EDTA retitrovan standardnim rastvorom cink-
(IT)-hlorida koncentracije 0.0109 mol/L (pripre-
mljenog rastvaranjem 0.7134 g granula cinka u
koncentrovanoj hlorovodoni¢noj kiselini). Za
konstruisanje grafika zavisnosti brzine reakcije
od koncentracije jona vanadata su koriS¢eni ras-
tvori amonijum-vanadata u slede¢im koncen-
tracijama 1.0, 2.1, 3.7, 5.2, 6.5, 9.4 mg/L.

Odredivanje optimalne koncentracije
metilenskog plavog. Za konstruisanje zavisnosti
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brzine reakcije od koncentracije metilenskog
plavog su koriS¢eni rastvori metilenskog-plavog
u koncentracijama od 0.8, 1.6, 3.4, 6.4,9.6 1
12.8 mg/mL.

Konstruisana je kalibraciona kriva koja pred-
stavlja zavisnost brzine reakcije askorbinske
kiseline sa MB od koncentracije askorbinske
kiseline. Brzina reakcije je odredivana kao koefi-
cijent pravca linearnog dela grafika zavisnosti
apsorbance rastvora od vremena na talasnoj
duZini od 665 nm. Za konstrukciju kalibracione
krive koriS¢eni su rastvori askorbinske kiseline u
slede¢im koncentracijama: 2.6, 3.9, 5.9, 8.9,
13.3,17.3,20.8125.0 g/L.

Pri odredivanju koncentracija askorbinske
kiseline u tabletama proizvodaca Ekofarm i
Galenika ovom metodom, suspenzija tablete je
filtrirana. Filtriranje je radeno kako bi se elimi-
nisala potencijalna greSka merenja apsorbance
koja bi nastala usled zamudenja koje potice od
punioca (mikrokristalna celuloza, natrijum-kro-
skarmeloza, magnezijum-stearat, laktoza, kuku-
ruzni skrob).

Za ispitivanje selektivnosti kineticke metode
koris¢ena su jedinjenja koja se najcesce nalaze
zajedno sa askorbinskom kiselinom u komerci-
jalno dostupnim proizvodima i koja bi potenci-
jalno mogla da ometaju odredivanje vitamin C
menjajuéi brzinu reakcije sa metilenskim pla-
vim: fruktoza, glukoza, saharoza, tiamin (vita-
min B1), folna kiselina (vitamin B9) i rastvorljivi
skrob. Koncentracija vitamina C u smeSama
kori§éenim za ispitivanje selektivnosti iznosila je
13.3 g/L. Rastvori koris$€eni za ispitivanje sele-
ktivnosti dobijeni su rastvaranjem sledec¢ih masi
supstanci u po 25 mL vode: 0.0633 g tiamin-
-dihlorida, 0.0832 g folne kiseline, 0.3398 g
fruktoze, 0.3398 g glukoze, 0.6468 g saharoze i
0.0332 g skroba. Kao slepa proba pri ispitivanju
selektivnosti kori$¢en je rastvor u kome su kon-
centracije pufera, vode, vitamina C i ispitivanog
interferirajueg agensa iste kao i u ispitivanoj
smesi.

Ostale metode

Spektrofotometrijsko odredivanje askor-
binske Kiseline. UV spektri askorbinske kiseline
razlic¢itih koncentracija su snimani u opsegu

talasnih duZina od 250 nm do 350 nm. Za kon-
strukciju kalibracione krive odnosno zavisnosti
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apsorbance od koncentracije koris¢eni su ras-
tvori vitamina C slede¢ih masenih koncentracija:
4.2,7.0,9.8, 14.1, 18.3, 21.1, 23.9, 28.1 g/L.

Volumetrijske metode. U ovom radu kon-
centracija askorbinske kiseline odredivana je i
pomocu tri volumetrijske metode: jodimetrijska
titracija uz skrob kao indikator, kiselinsko-bazna
titracija uz bromtimol-plavo (Bromthymol blue,
BTB) kao indikator i kiselinsko-bazna titracija
uz fenolftalein (Phenolphtalein, PHPH) kao in-
dikator.

Jodimetrijska metoda zasniva se oksido-
-redukciji askorbinske kiseline (slika 2).

Askorbinska kiselina je odredena uz pomo¢
standardnog rastvora joda. U smeSi joda i vode se
nalazio i kalijum-jodid koji reaguje sa jodom i
gradi stabilan trijodidni kompleks i time pobolj-
Sava rastvaranje joda u vodi (Jeffery ez al. 1989).
Indikator koji je kori§¢en za ovu titraciju je skrob
koji sa jodom gradi inkluziono jedinjenje in-
tenzivno plave boje. Koloidni rastvor joda je
pripremljen rastvaranjem 1 g skroba sa 3 g kali-
jum-jodida u 100 mL vode. Rastvor joda je
prethodno standardizovan rastvorom natrijum-
-tiosulfata koncentracije 0.1000 mol/L. Probe za
titraciju su se sastojale od jedne tablete vitamina
C sa deklarisanom masom od 500 mg koja je
rastvorena u vodi i titrovana, dok su probe praska
Cedevite pripremljene rastvaranjem 1.0000 g
praha u vodi i titrovane. Svaka titracija za odre-
deni uzorak je ponavljana po pet puta.
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Slika 2. Jednacina
polureakcije oksidacije
L-askorbinske kiseline do
L-dehidroaskorbinske
kiseline

Figure 2. Equation of
oxidation of L-ascorbic acid
to L-dehydroascorbic acid

Slika 3. Jednacina
neutralizacije askorbinske
kiseline

OH Figure 3. Equation of
ascorbic acid neutralisation

Kiselinsko-bazna titracija uz bromtimol-
-plavo kao indikator. Rastvor askorbinske
kiseline je titrovan standardnim rastvorom na-
trijum-hidroksida koncentracije 0.1000 M. Za-
vrS$na tacka titracije je detektovana promenom
boje rastvora iz Zuto-narandZaste u plavu. Uzorci
za ovu titraciju su pripremani kao i pri jodimetrij-
skoj titraciji. Svaka titracija za odredeni uzorak
je ponavljana po pet puta. Jednacina neutraliza-
cije aksorbinske kiseline data je na slici 3.

Kiselinsko-bazna titracija uz fenolftalein
kao indikator. Rastvor askorbinske kiseline je
titrovan standardnim rastvorom natrijum-hi-
droksida koncentracije 0.1000 M i zavrSna tacka
titracije je detektovana promenom boje rastvora
iz bezbojne u roze. Uzorci za ovu titraciju su pri-
premani kao i pri jodimetrijskoj titraciji. Svaka
titracija za odredeni uzorak je ponavljana pet
puta.

Odredivanje askorbinske kiseline pomocu
HPLC-MS. Za hromatografsko razdvajanje i
merenja apsorbance koriS¢en je aparat tipa
Agilent Technologies 12000 Infinity Series. Za
razdvajanje je koriSéena kolona tipa ZORBAX
Ecliptic XDB-C18 dimenzija 4.6 x 50 mm po-
mocu mobilne faze koja se sastojala od smese
2% vodenog rastvora siréetne kiseline i ace-
tonitrila. Uzorci propustani kroz kolonu su do-
bijeni pomocu rastvora askorbinske kiseline u
vodi HPLC ¢istoée koncentracije 30.8 g/L.
Kalibraciona kriva je konstruisana u opsegu kon-
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centracija od 1.54 g/L. do 30.8 g/L i predstavlja
zavisnost povrSine ispod pika na hromatogramu
od koncentracije askorbinske kiseline.

U eksperimentu su koris¢ene sledeée sup-
stance: L-askorbinska kiselina (Centrohem, p.
a.), metilensko plavo (sintetisano u IS Petnica),
amonijum-vanadat (Kemika, p. a.), hlorovodo-
ni¢na kiselina (Lachner, 35%), cink u granulama
(Zorka Sabac, p. a.), natrijum-tiosulfat (Kemika,
p. a.), limunska kiselina (Kemika, p. a.), natri-
jum-hidrogenfosfat (Kemika, p. a.), kalijum-
-metabisulfit (Kemika, p. a.), a-tokoferol (Sigma
Aldrich, p. a.), D-fruktoza (Kemika, p. a.),
D-glukoza (Zorka Sabac, p. a.), saharoza (Su-
noko), tiamin-dihlorid (Merck, p. a.), folna
kiselina (sintetisano u IS Petnica), kalijum-jodid
(Centrohem, p. a.), jod (Centrohem, p. a.) i skrob
(Kemika, p. a.). Realni uzorci koris¢eni za pore-
denje metoda su: tablete vitamina C proizvodaca
Galenika i Ekofarm sa deklarisanih 500 mg
vitamina C i prasak za razmucivanje Cedevita sa
deklarisanih 3.10 mg vitamina C po 1 g praha.

Rezultati

Kineticka metoda

Za optimalnu koncentraciju vanadijuma je
uzeta najvisa ispitana koncentracija koja iznosti
21.2 mg/L (9.4 mg/L preracunato na koncen-
traciju jona vanadijuma) jer se pri tim uslovima
reakcija odvija najsporije pa je zato tada opseg
linearne zavisnosti apsorbance od vremena naj-
§iri. Ova koncentracija vanadatnog jona je kori-
$¢ena pri ispitivanju uticaja koncentracije MB na
brzinu rekacije i pri konstruisanju kalibracione
krive.

Za optimalnu koncentraciju metilenskog pla-
vog je odabrana koncentracija od 9.6 pg/mL. Pri
viSim koncentracijama od ove pocetna apsorba-
nca je veca od 2.0, a pri tako visokim vrednosti-
ma apsorbance se merenje smatra nepouzdanim.
Pri niZim koncentracijama metilenskog plavog
od optimalne manja je promena apsorbance to-
kom vremena ¢ime se povecava relativna greska
odredivanja brzine reakcije. Ova koncentracija
MB je kori$¢ena pri konstruisanju kalibracione
krive.

Promena koncentracije metilenskog plavog
uocava se kroz promene spektra metilenskog
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Slika 4. Vis-spektri metilenskog plavog nakon
odredenog vremena od pocetka reakcije (odozgo
nanize, spektri nakon 0, 10s, 20, 30, 45, 65, 851 100
sekundi)

Figure 4. Vis-Spectra of methylene blue recorded
after specific time intervals from the beginning of the
reaction (from above to below, spectra after: 0, 10,
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Slika 5. Zavisnost promene apsorbance u vremenu od
koncentracije AA-Kalibraciona kriva za kineticku
metodu

Figure 5. Dependence of change of apsorbance
during time on conc. of AA-Calibration curve for
kinetic metod

plavog tokom vremena (slika 4). Masene kon-
centracije reaktanata kori$¢ene za snimanje ovih
spektara su y(MB) = 15 mg/L, y(AA) = 25 g/L,
y(VO37) =21.2 mg/L.

Kako je brzina reakcije prvog reda i u odnosu
na metilensko-plavo i u odnosu na askorbinsku
kiselinu, ista je brzina promene koncentracije
metilenskog-plavog i vitamina C. Zahvaljujudi
tome, moguce je konstuisati kalibraciou krivu za

HEMIJA « 429



vitamin C pracenjem promene koncentracije me-
tilenskog-plavog (slika 5).

Konstruisana kalibraciona kriva ima nagib
k =(29.5£0.6)x L/(gxmin).

Selektivnost metode predstavljena je kao
procenat odstupanja brzine reakcije u prisustvu
ometajuce supstane od brzine reakcije kada
ometajuca supstanca nije prisutna.

Tabela 1. Selektivnost kineticke metode

Ometajuéa Odstupanje ~ Odnos

supstanca brzine (%)  koli¢inskih
koncentracija
ometajuce
supstance i
askorbinske
kiseline

Fruktoza 0.3 1:1

Glukoza 0.1 1:1

Saharoza 1.9 1:1

Tiamin 0.1 1:10

Folna kiselina 0.3 1:100

Rastvorljivi 1.4 1:10

skrob (maseni odnos)

Rezultati ispitivanja selektivnosti metode su
prikazani u tabeli 1, i iz njih se moZe zakljuciti da
nijedna od ispitivanih supstanci ne ometa odredi-
vanje askorbinske kiseline ovom metodom.

Mase vitamina C u uzorcima odredene svim
metodama — kineticCkom metodom, spektrofoto-

Slika 6. UV-Vis spektri vodenih rastvora vitamina C
razlicitih koncentracija

Figure 6. UV-Vis spectra of aqueous vitamin C
solutions with different contentrations

metrijski, jodimetrijskom titracijom, kiselinsko-
-baznom titracijom uz bromtimol-plavo kao
indikator, kiselinsko-baznom titracijom uz fe-
nolftalein kao indikator i odredivanje askorbin-
ske kiseline pomo¢u HPLC-MS-a, prikazane su
u tabeli 2.

Spektrofotometrijsko odredivanje askor-
binske kiseline. Na slici 6 uocava se batohromno
pomeranje maksimuma apsorpcije rastvora od
294 nm do 299 nm sa poveéanjem koncentracije
vitamina C.

U ovoj metodi kalibraciona kriva je konstrui-
sana snimanjem apsorbanci pri talasnoj duZini od
299 nm jer se na toj vrednosti najbolje uocava
razlika izmedu dva susedna spektra. Koeficijent
nagiba kalibracione krive je k = (4.6x0. 1)x1072
L/g.

Tabela 2. Mase askorbinske kiseline [mg] u ispitivanim uzorcima

Metoda Uzorak

Tablete Tablete Cedevita

Ekofarm Galenika 1000 mg
Kinetic¢ka 508+10 51111 3.13+0.06
Spektrofotometrijska 522+12 534+12 2.02+0.05
Jodimetrijska titracija 496+5 498+4 25.8+0.5
Kiselinsko-bazna titracija uz BTB kao ind. 50042 502+2 22342
Kiselinsko-bazna titracija uz PHPH kao ind. 508+9 510+11 228+5
HPLC-MS 498+6 498+6 2.04+0.03
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Tabela 3. Preciznost metoda (%)

Spektrofoto-  Kineticka Titracija uz
metrija metoda HPH
2.2 2.0 2.0

HPLC-MS Jodimetrija Titracija uz
BTB
1.3 1.0 0.4

Tabela 4. Relativna odstupanja rezultata dobijenih navedenim metodama u odnosu na HPLC-MS

Uzorak

Metoda
Kineticka Spektrofoto-  Jodimetrija Titracija uz Titracija uz
metoda metrija BTB PHPH
Tablete 2.1% 4.7% 0.3% 0.5% 2.1%
Ekofarm
Tablete 2.6% 6.8% <0.1% 0.8% 2.4%
Galenika
Cedevita 34.8% 1.0% 93.5% >100% >100%

Jodimetrijska titracija askorbinske ki-
seline. Koncentracija rastvora joda je odredena
titracijom standardnog rastvora natrijum-tiosul-
fata koncentracije 0.1000 mol/L. Odredena kon-
centracija rastvora joda iznosila je 0.1024 mol/L.
Ovako standardizovan rastvor joda koris¢en je za
jodimetrijske titracije.

Odredivanje askorbinske kiseline pomoéu
HPLC-MS-a. Konstruisana kalibraciona kriva
ima nagib k = (318+4)x1072L /mg.

Diskusija

Primeceno je da je vrednost mase vitamina C
u svakom uzorku veca kada je odredivana kise-
linsko-baznom titracijom u kojoj je koris¢en
fenolftalein kao indikator u odnosu na kiselin-
sko-baznu titraciju u kojoj je koriséen bromti-
mol-plavo indikator. To se moZe objasniti
¢injenicom da je fenolftalein jednobojni indi-
kator dok je bromtimol-plavo dvobojni, §to znaci
da pri titraciji uz fenolftalein uoCavanje zavrsne
tacke titracije zavisi od koncentracije indikatora,
dok kod bromtimol-plavog to nije slu¢aj. Porede-
njem sa deklarisanim masama moZemo zakljuciti
da je bromtimol-plavo pogodniji indikator za
izvodenje kiselinsko-baznih titracija askorbinske
kiseline.
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Najvece variranje odredene mase u zavis-
nosti od metode se zapaza kod uzorka Cedevite.
Velike koli¢ine vitamina C odredene u Cedeviti
jodimetrijom i kiselinsko-baznim titracijama se
mogu objasniti neselektivnoscu titracija. U Ce-
deviti postoje i druga redukciona sredstva, pored
askorbinske kiseline koje mogu redukovati jod.
Pri jodimetrijskoj titraciji, sve one reaguju sa
jodom i ometaju odredivanje vitamina C. Ana-
logno tome, svaka supstanca koja ima kisela
svojstva, a potice iz ispitivanih uzoraka Cedevite
reaguje sa natrijum-hidroksidom koji se koristi
pri kiselinsko-baznim titracijama. Usled toga,
dobijaju se i po nekoliko desetina puta vece vred-
nosti za mase vitamina C u uzorcima Cedeviti u
odnosu na deklarisanu vrednost.

Takode se uocava da je jodimetrija pogodna
metoda za odredivanje vitamina C u uzorcima u
kojima nema supstanci sa sli¢nim hemijskim
karakteristikama vitaminu C koje bi redukovale
jod. Masa vitamina C u uzorcima odredena spe-
ktrofotometrijski je ve¢a u odnosu na masu od-
redenu HPLC-MS-om §to se moZe objasniti
pomeranjem maksimuma apsorpcije batohro-
mno usled povecanja koncentracije.

Metode su uporedene po preciznosti. Uocava
se da je najpreciznija volumetrijska titracija uz
bromtimol-plavo kao indikator (tabela 3). Uko-
liko za referentnu metodu uzmemo HPLC-MS,
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rezultate mozZemo predstaviti i kao odstupanja
mase odredene svakom od metoda u odnosu na
masu odredenu HPLC-MS-om (tabela 4).

Na osnovu podataka iz tabele 4 se uocava da
je pored metode HPLC-MS za odredivanje vece
koli¢ine vitamina C (uzorci sa deklarisanih 500
mg vitamina C) pogodna i jodimetrija dok je za
manje koli¢ine (uzorak Cedevite sa deklarisanih
3.10 mg vitamina C po 1 g praha) odgovarajuca
spekrofotometrija kao jedna od najselektivnijih
metoda.

Zakljucak

Kineticka metoda razvijena u ovom radu je
uporedena sa pet stadarnih metoda za odredi-
vanje vitamin C po tacnosti, preciznosti i sele-
ktivnosti. Metoda se zasniva na praéenju brzine
reakcije boje metilensko plavo sa askorbinskom
kiselinom u prisustvu jona vanadijuma(V) kao
inhibitora u kiseloj sredini. Optimalni uslovi za
odredivanje vitamina C kinetickom metodom su:
pH = 3.0, koncentracija metilenskog plavog
9.6 mg/L i koncentracija vanadatnog jona
21.2 mg/L. Razvijena kineticka metoda je sele-
ktivna prema skrobu, glukozi, fruktozi, saharozi,
tiaminu i folnoj kiselini. Utvrdeno je da deter-
minisana masa vitamina C moZe znacajno
varirati u zavisnosti od kori§¢ene metode usled
postojanja ostalih komponenti u smesi koje
imaju hemijska svojstva sli¢na vitaminu C.
Tablete vitamina C mogu se precizno odrediti
svim metodama uz granice relativne greSke od
oko 2%, dok su najpreciznije HPLC-MS i jodi-
metrija. Vitamin C u Cedeviti se moZe odrediti
HPLC-MS metodom, kineticCkom metodom i
spektrofotometrijom uz relativne greske ne vece
od 2.2%, dok se pri jodimetriji i kiselinsko-
-baznim titracijama dobijaju nekoliko stotina
puta vece koli¢ine vitamina C usled osobina
titranta.

Ispitivanjem reakcija u kojima ucestvuje vita-
min C kao katalizator ili inhibitor koje imaju po-
godnu kinetiku za spektrofotometerijsko pracenje
moZe se pronaci nova kineticka metoda kojom se
mogu dobiti pouzdaniji rezultati u odnosu na
druge ispitivane metode, izuzev HPLC-MS.
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Vojislav Gligorovski

Comparison of Analytical methods
for Vitamin C Determination in
Pharmaceutical Dosages

Due to the relatively fast oxidation of vitamin
C with oxygen to L-dehydroascorbic acid it is of-
ten necessary to control its quantity in pharma-
ceutical dosages via fast and efficient methods.
For that purpose, the kinetic method is developed
for the determination of vitamin C and its accu-
racy is compared with five standardized analyti-
cal methods through the determination of
vitamin C in product samples. The kinetic
method is based on the monitoring of the rate of
inhibited reaction of methylene-blue with ascor-
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bic acid. Optimal conditions for vitamin C deter-
mination are: pH = 3.0, y(Methylene Blue) =
9.6 mg/L, y(VO37) = 21.2 mg/L. Ascorbic acid
can be determined using the kinetic method in
the presence of vitamin B1, vitamin B9, glucose,
fructose, sucrose and soluble starch.

All six methods are tested on three different
samples: vitamin C pills 500 mg, manufacturer
Galenika, vitamin C pills 500 mg, manufacturer
Ekofarm and powder Cedevita. Results show
that the most suitable method for determination
of vitamin C in all three samples is the HPLC-MS
method. In addition to the HPLC-MS method,
for determination of large amounts of vitamin C
iodimetric titration is suitable, while for smaller
amounts (Cedevita samples) the appropriate
methods are the kinetic method and spectropho-
tometry. <
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