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§ SazZetak 2

§ SazZetak

Vitamin C (L-askorbinska kiselina) je vitamin topljiv u vodi koji se koristi u dermatologiji zbog
svojih antioksidativnih svojstava. Sluzi za sprjeavanje i tretiranje promjena nastalih zbog
fotostarenja koze i hiperpigmentacija. Reagira s kisikovim reaktivnim vrstama sprjecavajuci
procese koji utjecu na starenje koze. Askorbinska kiselina je povezana s raznim metabolickim
procesima i kao takva je kljucna za razvoj i odrzavanje pa ju ljudi ¢esto konzumiraju putem
prehrane ili vitaminskih suplemenata.

U kozmeti¢kim proizvodima askorbinska kiselina koristi se kao aktivni sastojak koji
pomaze odrzavati kozu mladolikom i zdravom. Iako kao sastojak sadrzi mnoge prednosti,
njegov dodatak u kozmeticke proizvode je ograni¢en zbog nestabilnosti u vodenom mediju u
kojem se moze pretvoriti u svoj neaktivni oblik $to je vidljivo promjenom boje i smanjenjem
u¢inka na kozu. Postoje razli¢ite analiticCke metode pomocu kojih se moze odrediti prisutnost
vitamina C i njegovih derivata, a izbor metode ovisi o uzorku koji se analizira, prije svega o
njegovoj sloZenosti za analizu te koncentraciji samog vitamina.

Svrha ovog rada je dati pregled najvaznijih analitickih metoda za odredivanje

vitamina C u kozmetic¢kim proizvodima.
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§ 1. UVOD

Vitamini su skupina organskih spojeva koja se medusobno razlikuju po strukturi, bioloskoj
aktivnosti i fizikalno-kemijskim svojstvima te prema tome obavljaju razli¢ite uloge. Mogu se
podijeliti na vitamine topljive u vodi (vitamini skupine B i vitamin C) i one topljive u mastima
(vitamini A, D, E i K).

Zbog razli¢itih uloga i nedostatka pojedinih vitamina u tijelu, vitamini se koriste i kao
aktivni sastojci u razli¢itim proizvodima, a osobito je ¢est dodatak u kozmeti¢kim proizvodima.
Kozmeticki proizvod je svaka tvar ili smjesa tvari koja je namijenjena dodiru s vanjskim
dijelovima ljudskog tijela (koza, kosa i vlasiSte, nokti, usnice i vanjski spolni organi) ili sa
zubima i sluznicom usne Supljine iskljucivo ili prvenstveno radi njihova ¢iS¢enja, parfimiranja,
1/ili zastite 1 odrZzavanja u dobrom stanju, mijenjanja njihova izgleda i/ili korekcije tjelesnih
mirisa.!

Vitamin C je prirodni antioksidans koji djeluje kao enzimski kofaktor u ljudskom tijelu tako
Sto sudjeluje u oksidacijsko-redukcijskim procesima koji povecavaju apsorpciju zeljeza i
neutralizaciju slobodnih radikala. Kada se primjenjuje direktno na koZu, smanjuje upalne
procese nastale kao posljedica izlaganja suncu. Zbog nedostatka enzima L-glukono-gama-
lakton-oksidaze, ¢ovjek ne moze sintetizirati vitamin C, stoga je vrlo vazno dobivati vitamin iz
vanjskih izvora poput suplemenata ili kozmeti¢kih proizvoda.?

Za odredivanje vitamina C u kozmetickim proizvodima koriste se razlicite analiticke metode, a
za kvantifikaciju najc¢e$c¢e se primjenjuju kromatografske, elektrokemijske i spektroskopske

metode.

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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§ 2. VITAMIN C

2.1. Opéenito o vitaminu C

Vitamin C (L-askorbinska kiselina) je bijeli, kristalini¢ni prah bez mirisa i kiselog okusa,
osjetljiv na svjetlost 1 povisSenu temperaturu. Otapanjem u vodi nastaje bezbojna otopina.
Snazan je antioksidans koji se nalazi u kozi, a zbog nedostatka enzima L-glukono-gama-lakton
-oksidaze ljudi ga ne mogu sintetizirati. Vitamin C je potreban za sintezu kolagena u vezivnom
tkivu, sintezu hormona i neurotransmitora te u metabolizmu za sintezu aminokiselina i drugih
vitamina. Zbog svojeg antioksidativnog svojstva i inhibicije enzima tirozinaze koristi se za
posvjetljivanje koze (smanjenje hiperpigmentacija), a zbog protuupalnog djelovanja moze
smanjiti crvenilo koze nakon primjene lasera. Odli¢an je za prevenciju bakterijskih i virusnih
infekcija jer jaca imunoloski sustav. Nedovoljan unos vitamina C dovodi do vrlo poznate bolesti
skorbuta do koje danas vrlo rijetko dolazi zbog toga Sto je vecina zemalja opskrbljena vocem i
povréem koje sadrzi vitamin C gotovo kroz cijelu godinu.’

Stabilizacija vitamina C predstavlja niz izazova u razvoju kozmeti¢kog proizvoda zbog
njegove osjetljivosti na kisik pa se potpunom odsutno$¢u kisika tijekom proizvodnje,
ukljucivanjem drugih antioksidansa, ambalaZzom koja ne propusta kisik, niskom vrijednosti pH
1 minimalizacijom vodene faze pripravka poboljSava stabilnost. Proizvod s vitaminom C s pH
vrijednos¢u 3,5, iako optimizira apsorpciju vitamina C, ujedno i povecava mogucnost
nezeljenih reakcija kao Sto su iritacija 1 crvenilo koZe. Primjena vitamina C u njezi koze
(topikalna primjena) kao fotoprotektanta pokazala je da sprijecava osteé¢enja od sunca tako $to

smanjuje broj ote¢enih stanica, ali i crvenilo kod izlaganja UVA i UVB zragenju.*

2.2. Strukturaisvojstva

L-askorbinska kiselina (CeHgOg) je enolna forma a-ketolaktona sa Sest ugljikovih atoma,
strukturom sli¢na glukozi i ostalim heksozama, S dva kiralna centra. Sadrzi nekoliko strukturnih
elemenata koji doprinose njenom kemijskom ponaSanju: struktura laktona, dvije enolne

hidroksilne skupine (polozaji 2 i 3) te primarna i sekundarna hidroksilna skupina (polozaji 5 i 6)

(Slika 1).

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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HO OH

Slika 1. Struktura L-askorbinske kiseline izradena u programu ChemDraw

L-askorbinska kiselina moze tvoriti dvije intramolekulske vodikove veze koje bitno doprinose
stabilnosti i kemijskim svojstvima (Slika 2).° Djeluje kao elektron donor i antioksidans iz ¢ega
proizlaze sva njezina fizioloSka i biokemijska djelovanja. Reducira nestabilne i reaktivne

radikale (kisikove, dusSikove 1 sumporove) te na taj nacin sprjecava pojavu ostecenja.

HQ

Slika 2. Intramolekulske vodikove veze u L-askorbinskoj kiselini izradeno u programu

ChemDraw

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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§ 3. KOZMETICKA FORMULACIJA I STABILNOST

Vitamin C je prisutan u razli¢itim kozmetickim formulacijama. Kao aktivni sastojak moze biti
jedini aktivni sastojak ili u kombinaciji s drugim sastojcima. L-askorbinska kiselina je
nestabilna u vodenom mediju i pod utjecajem raznih fizikalnih i kemijskih faktora moze lako
do¢i do oksidacije u kozmetickim formulacijama. Zbog toga se sadrzaj kozmetickih proizvoda,
poput krema i seruma, mora prilagoditi kako oksidacijsko-redukcijskim procesima askorbinska
kiselina ne bi preSla u svoj neaktivni oblik. Stabilnost askorbinske kiseline postize se
snizavanjem vrijednosti pH na 3,5 pri kojoj nenabijena molekula moze uspjesno proci kroz
povrsinski sloj koze. Za optimalni prolazak kroz kozu, vodene formulacije askorbinske kiseline
moraju biti ispod njezine vrijednosti pKa koja iznosi 4,2.

Sama ucinkovitost vitamina proporcionalna je koncentraciji, no ukoliko je koncentracija
vitamina u serumu iznad 20%, efikasnost vise ne raste.® Optimalna koncentracija ovisi 0 samoj
formulaciji (o vrsti kozmetickog proizvoda), ali da bi proizvod imao biolosku vaznost,
koncentracija vitamina ne bi trebala biti manja od 8%.

U kozmetickim proizvodima postoje brojni oblici vitamina C kao Sto su askorbinska
kiselina, askorbil glukozid, aksorbil palmitat i askorbil fosfat, a L-askorbinska kiselina ima
najvecu biolosku aktivnost te je najviSe istrazivana. Zbog nestabilnosti askorbinske kiseline,
kozmeticka industrija uvodi njezine derivate u proizvode koji jesu stabilniji od same
askorbinske kiseline, ali manje u¢inkoviti.’

Osim pH, temperature i elektrolita, postoji nekoliko faktora koji utjecu na fizikalnu i
kemijsku stabilnost samog vitamina u kozmetickom proizvoda. Zbog svojih oksidativnih
svojstava, duljim izlaganjem kisiku i svjetlosti proizvod moze promijeniti boju i proizvod vise
nema pozitivan ucinak na kozu.

Na samu stabilnost proizvoda utjece i emulzija, gdje se kao najstabilnija vrsta emulzije
pokazala ,,ulje-u-vodi“. Odabir ulja utjeCe na viskoznost otopine pa je tako najprikladnije
parafinsko ulje. Metoda za odredivanje stabilne emulzije je hidrofilna-lipofilna ravnotezna
metoda (HLB) prema kojoj se sastav formulacije prilagodava kako bi se dobio stabilan 1
ucinkovit kozmeti¢ki proizvod. Za prisutnost oksidirajucih i ionizirajucih tvari u kozmetickom

proizvodu emulzije su se pokazale kao stabilniji medij od vodenog medija.

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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Utjecajem na viskoznost, topljivost, vrijednost pH te odabirom prikladnog antioksidansa
(poput natrijeva metabisulfita) najCeSée se postize stabilnost askorbinske kiseline u

kozmetic¢kim proizvodima.®®

3.1. Zakonska i pravna regulativa

Proizvodaci kozmetickih proizvoda prilikom postupka izrade obavezni su provesti sva
potrebna toksikoloska ispitivanja, ali i testove iritacije i senzibilizacije, kako bi se utvrdila
sigurnost proizvoda za zdravlje korisnika. Izbor aktivnih i pomo¢nih tvari za izradu
kozmetickih proizvoda mora biti u skladu s ,,Uredbom (EZ) Europskog Parlamenta i Vije¢a od
30. studenoga 2009. o kozmeti¢kim proizvodima®. Unutar Uredbe se nalazi popis dopustenih
bojila, lista dopustenih konzervansa i UV-filtera s parametrima za identifikaciju tvari poput
kemijskog naziva, EZ broja, boje, s uvjetima vezanima uz vrstu proizvoda i dijelove tijela,
najvecu koncentraciju gotovog pripravka i u posebnoj koloni tekst uvjeta primjene i upozorenja.
Uz liste dopustenih, navedeni su 1 popis tvari koje kozmeticki proizvodi ne smiju sadrzavati

(Uredba EZ br. 1223/2009).%°

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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§ 4. ANALITICKE METODE

Danas se sve vise koriste ekoloski prihvatljivi kozmeti¢ki proizvodi i istrazuju njihova
djelovanja te primjenjuju nove, to¢nije i preciznije analiticke metode u svrhu odredivanja
njihova sastava. Postoji nekoliko metoda koje uspjesno i precizno kvantificiraju L-askorbinsku
kiselinu. Naj¢es¢e metode koje se koriste su tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC), teku¢inska kromatografija
ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-performance liquid chromatography, UPLC),

UV/VIS spektrofotometrija i elektrokemijske metode.

4.1. Kromatografske metode

4.1.1. Uvod u kromatografske metode

Kromatografija je tehnika odjeljivanja koja se temelji na razdiobi komponenata smjese izmedu
dvije faze, tekuce i nepokretne. Nepokretna (stacionarna) faza je dio kromatografskog sustava
koji se nalazi u koloni ili na ravnoj povrsini, dok je pokretna (mobilna) faza fluid koji prolazi
kroz nepokretnu fazu ili uzduz nje u odredenom smjeru. Mobilna faza moze biti plin, kapljevina
ili superkriti¢ni fluid. Kromatografija se koristi za odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativou
analizu sastojaka prisutnih u sloZenim smjesama te ima Siroku primjenu u analizi razli¢itih
uzoraka zbog svoje u¢inkovitosti i jednostavnosti. Kromatografske metode se mogu podijeliti
prema agregatnom stanju faza, fizikalno-kemijskim svojstvima i izvedbenoj tehnici.
Kromatografija u stupcu se dodatno dijeli na tekuéinsku (eng. Liquid Chromatography, LC),
plinsku (eng. Gas Chromatography, GC) i1 kromatografiju sa superkritiénim fluidom (eng.
Supercritical Fluid Chromatography, SFC). Prema literaturnim podatcima naj¢es¢a metoda za
odredivanje vitamina C u kozmeti¢kim proizvodima je tekué¢inska kromatografija.

U tekucinskoj kromatografiji mobilna faza je tekucina, a stacionarna faza moze biti neka
druga tekucina, krutina, organske smole (ionski izmjenjivac) ili gel smjeSteni u uskoj cijevi.
Zbog velikog izbora pokretnih i nepokretnih faza, metoda se odlikuje velikim razlu¢ivanjem pa
se koristi za analizu kompleksnih smjesa. Od velikog broja podvrsta teku¢inske kromatografije,
najviSe se koristi razdjelna kromatografija. Molekule analita vezu se nekovalentnim
interakcijama s tvari stacionarne faze te ovisno o svojstvima analita i spoja u stupcu dolazi do
razdvajanja komponenti smjese. Klasicna teku¢inska kromatografija je u nekim slucajevima
spora metoda pa se uvodenjem visokog ulaznog tlaka pokretne faze poboljSava razlucivost i

ubrzava protok tvari kroz kolonu. Kromatografija u kojoj se kao stacionarna faza koriste vrlo

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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sitne Cestice (3-5 pum), a mobilna faza se propusta pod velikim ulaznim tlakom naziva se
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). Noviji uredaji kao punilo koriste ¢estice manje od 2 um koje dodatno
povecavaju razlucivost 1 osjetljivost metode pa se navedena tehnika kromatografije naziva
tekucinska kromatografija izrazito visoke djelotvornosti (eng. Ultra-High Performance Liquid
Chromatography, UPLC).

4.1.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti

Metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) se Kkoristi za odjeljivanje i odredivanje polarnih i nepolarnih spojeva
u farmaceutskoj, kozmetickoj, biokemijskoj, forenzi¢koj i klini¢koj industriji. Uredaj za HPLC
je slozeniji od uredaja za klasi¢nu tekucinsku kromatografiju, a sam postupak odvajanja analita
je automatiziran. U postupku odjeljivanja metodom HPLC tekudi ili kruti uzorak se otopi u
prikladnom otapalu i propusti kroz kromatografsku kolonu pomocu otapala (pokretnom fazom).
Uredaj za HPLC sastoji se od spremnika s pokretnom fazom i sustava za obradu otapala, pumpe
koja tjera pokretnu fazu kroz sustav pod visokim tlakom, ventila za unos uzorka u pokretnu
fazu, kromatografske kolone s uredajem za programiranje temperature, detektora te uredaja za
prikupljanje i analizu podataka (Slika 3).

Uzorci

Detektor
ﬂﬁ'@—é Stupac

| S e—

’{—"—'Ventil
i\

Pumpa

Eluens

Slika 3. Moderna aparatura za HPLC!!

Detektori u komercijalno dostupnim instrumentima za HPLC obi¢no mjere apsorpciju u
UV/VIS dijelu spektra, ali koriste se i brojni drugi detektori kao $to su infracrveni spektrometar
s Fourierovom transformacijom (FTIR) ili spektrometar masa.*2

Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (engl. Ultra-performance liquid
chromatography, UPLC) novija je metoda tekucinske kromatografije. Kolone za UPLC su
punjene znatno manjim cesticama (1,7 — 1,8 um) od kolona za HPLC (3 — 10 um) te UPLC za

Nina Vukadinovié Zavr$ni rad
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razliku od HPLC postize tlakove do 1000 bara, dok je HPLC ograni¢en na 400 bara. Navedene
promjene u tehnologiji instrumenta i kolona dovele su do znacajnog povecanja razlucivosti,
brzine i osjetljivosti tekuéinske kromatografije. Primjena UPLC jednaka je primjeni HPLC.

Za analizu vitamina C najces¢e se koristi HPLC obratnih faza kod koje je stacionarna
faza nepolarna. Stupac se obi¢no puni silikagelom s lancima od osam ili osamnaest ugljikovih
atoma pa se takve kolone skraéeno nazivaju Cs ili Cis kolonama. Santos Pizzo et al.'® su
pripremili kozmeticke serume koji sadrze vitamin C otapanjem u metanolu 1 ekstrakcijom, uz
prisutnost etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA). Daljnjim centrifugiranjem pri sobnoj
temperaturi i filtracijom supernatanta kroz politetrafluoroetilen (PTFE) dobiveni su uzorci koji
su podvrgnuti analizi metodom HPLC. Stupac je ispunjen silikagelom s osamnaest ugljikovih
atoma (Cis kolona), a kao detektor koriSten je spektrometar masa. Navedenom metodom
uspjesno je odredena prisutnost i koli¢ina vitamina C u svim testiranim uzorcima. Metoda
HPLC-MS je brza i efektivna metoda za odredivanje vitamina C u kozmetickim formulacijama
s brzinom odredivanja od 1,5 minute po uzorku i visokom to¢nos¢u te preciznoscu.

Miti¢ et al.** razvili su i validirali brzu i jednostavnu metodu HPLC za odredivanje
vitamina C u razli¢itim kozmeti¢kim proizvodima primjenjivu i za farmaceutske i veterinarske
uzorke. Kao mobilna faza koriStena je smjesa octene kiseline 1 otopina soli natrijevog 1-
heksansulfonata pri pH = 2,6 uz UV detektor (280 nm). Kvantifikacijska granica za vitamin C
je 1,95 um uz visoku preciznost temeljenu na analitiCkom povratu (99,58 — 101,93 %).

Segallet 1 Moyano istrazili su metodom HPLC obratnih faza stabilnost derivata
vitamina C: askorbil-palmitata, natrijevog askorbil-fosfata i magnezijevog askorbil-fosfata.
Primjerice, askorbil-palmitat je oblik vitamina C iz palmitinske i askorbinske Kiseline, topljiv
u mastima, komercijalno dostupan u kapsulama, kozmeti¢kim serumima i sli¢im proizvodima.
Uzorak kreme je izvagan (0,4 g) 1 otopljen u metanolu uz mijeSanje, a zatim analiziran je sadrzaj
navedenih oblika vitamina C. Esterifikacijom s palmitinskom kiselinom nastaje stabilni fosfatni
ester vitamina C koji se moZe koristiti u kozmeti¢kim proizvodima.®

Chen et al.'® su u kozmetickim proizvodima jednostavnom i brzom metodom HPLC
obratnih faza odredili sadrzaj derivata vitamina C: askorbil-glukozid, etilni eter askorbinske
kiseline i magnezijevog askorbil-fosfata. Kozmeticki proizvodi s malim udjelom masti poput
losiona i losiona za Cis¢enje lica ekstrahirani su s otopinom kalijeva dihidrogensoulfata pri pH
3,0 dok su proizvodi s velikim udjelom masti poput krema i gelova za lice prvo dispergirani u

diklormetanu, a zatim ekstrahirani otopinom kalijeva dihidrogensoulfata. Kao mobilna faza
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koriSten je metanol, uz stacionarnu fazu Cig. Detekcijske granice za sve analite su u rasponu

0,04-0,08 g/kg uz visoku preciznost temeljenu na analitickom povratu (95,6 — 101,0 %).

4.2. Spektroskopske metode

Spektroskopija je znanost koja se bavi prouavanjem interakcije elektromagnetskog zracenja i
tvari. Mjereno svojstvo je valna duljina 1 intenzitet elektromagnetskog zracenja koju analit
apsorbira ili emitira. Ovisno o valnoj duljini zracenja, dolazi do razli¢itih promjena u atomu ili

molekuli na kvantnoj razini (Slika 4).

romjena
vrste ‘kwm.unih ) . promjena promjena Sukleﬂc
promjena: promjena spina orijentacijc konfiguracijc promjena raspodjele elektrona konfiguracije
g - A - . — e — - . -
& i 2 \; - -~
O— h;‘ (e o.’] oL a
T i il e il R (&
| ey ¥
2 . valni broj, cm™
10 1 100 10 10° 10°
I 1 1 1 1 1
valna duljina
10m 100 em lem 100 pm 1000 nm 10 am 100|pm
. . & - frekvencija, Hz
3x10 3% 10 3% 10 3x 10 3x10" 3x10" 3x 10"°
1 L L
3 o energija, J/mol
10 10 10 19’ 19° 19’ 10’
Vrsta NMR ESR mikrovalna infracrvena vidljiva i
| jiva i X-— zrake - zrake
spektroskopije: ultraljubiasta

Slika 4. Kvantne promjene pri interakciji elektromagnetskog zradenja s analitom®

Najvecu primjenu u analizi pronalaze radiovalovi, ultraljubicasto (UV) zracenje, vidljivi dio
spektra (VIS), infracrveno zracenje (IR) i rendgensko zracenje (X-zrake). Za svako snimanje
spektra potrebno je imati: izvor zracenja, uzorak, monokromator i detektor.

Zralenje se iz izvora usmjerava na uzorak koji moZze apsorbirati, rasprsiti, ili reflektirati
svjetlo. Ukoliko uzorak emitira zrac¢enje, izvor zracenja je sam uzorak. Zracenje 1z izvora putuje
prema monokromatoru, koji propusta samo jednu valnu duljinu, prolazi kroz uzorak i nakon
toga ide prema detektoru koji zatim primljeno zracenje pretvara u signal, koji se u konacnici
zapisuje kao spektar.

Spektrometrija je vrlo Cesto koriStena analiticka metoda koja se koristi u kemiji,
poljoprivredi, forenzici, itd. Prema vrsti mehanizama, u spektrometriji se mogu odvijati

apsorpcija, inducirana apsorpcija, odbijanje, refleksija i rasprsenje. U spektrometrijskoj analizi
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dominantne su emisijske i apsorpcijske tehnike. U kvantitativnoj analizi naj¢es$ce se koristi
apsorpcijska spektroskopija koja mjeri ovisnost koli¢ine apsorbiranog zracenja o valnoj duljini
za pojedinu tvar. Apsorbancija analita s njegovom koncentracijom je izravno povezana preko
Beer-Lambertovog zakona (1) koji vrijedi samo za zracenje odredene valne duljine i niske
koncentracije.

(1A= ¢hbc
pri ¢emu je £ = molarna apsorptivnost ili molarni apsorpcijski koficijent (mol* dm?cm?).

Kod emisijske spektroskopije, analit prijelazom iz pobudenog stanja u osnovno stanje
oslobada energiju otpustanjem fotona vece valne duljine od upadnog zracenja. Najvaznije je
svojstvo fluorescencije koje sadrzi mali broj molekule te su najées¢e njihove strukture rigidne.
S obzirom na analit, spektroskopija se moze podijeliti na molekulsku i atomsku. Pod
molekulskom spektroskopijom obi¢no se podrazumijeva UV/VIS spektroskopija pri kojoj
apsorpcijom zracenja dolazi do promjene raspodjele elektrona, odnosno prijelaza vanjskih
elektrona. Glavna primjena molekulske spektroskopije je u kvantitativnoj analizi zbog svoje
osjetljivosti i jednostavnosti. Za to¢no odredivanje spektra elektromagnetskog zracenja Koristi
se spektrofotometar koji mjeri apsorbanciju. Sastoji se od izvora zracenja (lampa ili zarulja),
filtera (monokromatora), kivete s uzorkom, detektora i racunala. Kada svjetlo prode kroz
otopinu, dio zracenja se apsorbira, a dio prolazi kroz otopinu. Cilj spektrofotometra je izmjeriti
neapsorbirano zracenje koje je proslo kroz analizirani uzorak i usporediti ga sa intenzitetom
ulazne svijetlosti.

Odredivanje L-askorbinske kiseline u voénim sokovima i farmaceutskim proizvodima
spektrofotometrijskim metodama temelji se na oksidaciji askorbinske kiseline s bakrovim(Il)
neokuproinom, a kao produkti nastanu dehidro-L-askorbinska kiselina i bakar(l) neokuproin.
Analiza se moze obavljati i1 klasi¢nom spektrofotometrijom i metodama analize u protoku, s tim
da je analiza u protoku povoljnija jer je kod klasi¢ne spektrofotometrije potrebno ukloniti
ucinke matriksa u kojem 1 drugi sastojci apsorbiraju UV zracenje. Apsorbancija bakar(I)
neokuproina mjeri se pri valnoj duljini 2 = 460 nm. Ovo je pouzdana i precizna metoda za
analizu vitamina C u voénim sokovima i farmaceutskim proizvodima.*’

U novijim spektrofotometrijskim metodama oksidacija askorbinske kiseline se postize
kalijevim permanganatom pri 2 = 530 nm ili kalijevim dikromatom pri A = 350 nm pri ¢emu je
vidljiva promjena boje oksidansa. Pri rasponu pH = 5-6 najprije se izmjeri apsorbancija Ciste

L-askorbinske Kiseline, a zatim se nakon dodatka oksidansa izmjeri apsorbancija nastale
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smjese. Razlika apsorbancije tih dviju otopina proporcionalna je koncentraciji L-askorbinske
kiseline u uzorku. Otopine askorbinske kiseline su pripremljene otapanjem u destiliranoj vodi,
dok su otopine oksidansa pripremljene u destiliranoj vodi i sumpornoj kiselini.'® Za
spektrofotometrijsko odredivanje se mogu koristiti razli¢iti reagensi, ali zbog nestabilnosti i

disocijacije vitamina C (Slika 5) u vodi potrebno je kontrolirati pH otopine.

HO HO
OH o
—= _H+ —— _H+
0 o) n
07 ™" ToH  +H' 0”7 " ~on *H _
OH OH OH
L-askorbinska kiselina L-askorbat(l) L-askorbat(Il)

Slika 5. Disocijacija L-askorbinske kiseline u vodi izradeno u programu ChemDraw

Zanini et al.*® su spektrofotometrijskom metodom uz kalijev permanganat odredili vitamin C u
razli¢itim matricama uzorka. Linearni raspon masene koncentracije je 5 - 100 mg/L, uz
koeficijent varijacije manji od 5% za masenu koncentraciju vitamina C 50 mg/L, detekcijske
granice 0,25 - 125 mg/L, a granice kvantifikacije 5,0 - 100 mg/L.

FT-IR spektroskopija je analiticka metoda analize koja se koristi za identifikaciju
organskih, polimernih i ponekad anorganskih materijala. Metoda analize sastava proizvoda s
FT-IR-om koristi infracrveno svjetlo za skeniranje testnih uzoraka i promatranje kemijskih
svojstava. FT-IR je ustaljena tehnika za kontrolu kvalitete prilikom ocjenjivanja materijala
proizvedenih u raznim industrijama (osobito u kozmetic¢koj) te ¢esto sluzi kao prvi korak u
procesu analize.?

Bunaciu et al.? su IR spektar vitamina C snimili pomo¢u KBr pastile u podruéju od 350
- 4000 cm™. Pomoéu Beer- Lambertovog zakona i karakteristi¢ne vibracije istezanja veze za
vitamin C, koja se nalazi pri 1675 cm™? (odgovara istezanju C = C veze), moguce je
kvantitativno odrediti vitamin C u kozmeti¢kim proizvodima. Analiza FT-IR se pokazala kao
precizna, jednostavna i1 brza metoda koja moze biti jednako efikasno kao HPLC ili
spektrofotometrija.

Berg et al. su proucavali rezonantnu Ramanovu spektroskopiju hrane i pi¢a i otkrili da
je, neovisno o vrsti uzorka, na valnoj duljini od 229 nm prisutna jedino L-askorbinska kiselina.
Pri 2 =229 nm prisutni su rezonantni oblici L-askorbinske kiseline i askorbat-monoaniona, dok

askorbat-dianion apsorbira vrlo malo svjetlosti. Ukoliko se uzorak koji sadrzi vitamin C Zzeli
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kvalitativno analizirati, rezonantna Ramanova spektroskopija nije pouzdana metoda zbog

pojave u¢inka Ramanove nelinearnosti pa ostale tvari iz uzorka pri A = 229 nm nisu vidljive.??

4.3. Elektrokemijske metode

4.3.1. Voltametrija

Voltametrija spada pod skupinu elektroanalitickih metoda kod kojih se koliina i vrsta analita
dobiva iz mjerenja jakosti struje (signal odziva) kao funkcije potencijala (signal pobude)
narinutog na elektrodu. Graficki prikaz ovisnosti se naziva voltamogram. Elektrodni procesi su
oksidacijsko-redukcijske reakcije ¢ija se izmjena elektrona odvija izmedu oblika neke tvari koji
je reduciran 1 oblika druge tvari koji je oksidiran, na nacin da ne dolazi do direktnog kontakta
izmedu oblika tvari, nego se reakcije izmjene elektrona odvijaju posredstvom vodica poput
metala, grafita ili zive. Vodi¢i su uronjeni u odvojene otopine reducensa i oksidansa. Na
povrsini vodi¢a reducirana tvar se oksidira, dok se oksidirana tvar reducira. Elektroda je vodic¢
koji je u kontaktu sa smjesom oksidiranog i reduciranog oblika tvari, a sve zajedno se naziva
poluclanak. Tvar mora biti otopljena ili rastaljena u otapalu kako bi doslo do pokretljivosti
molekula ili iona tvari s kojom je vodi¢ u kontaktu. Najveci broj eksperimenata u voltametriji
se provodi u vodenom mediju.?

Voltametrijska ¢elija se sastoji od tri elektrode koje su uronjene u otopinu analita uz dodatak
inertnog elektrolita. Mjerenje potencijala odvija se izmedu radne i referentne elektrode, ¢ime
se kontrolira signal pobude, dok se struja mjeri izmedu radne i pomoc¢ne elektrode pracenjem
signala odziva sustava. Prema referentnoj elektrodi, koja je najces¢e Ag/AgCl elektroda, se
regulira pobudni signal ili mjeri odzivni signal. Pomoc¢u pomoc¢ne elektrode, koja moze biti
zlatna, platinska, ugljikova itd. ostvaruje se tok elektri¢ne struje kroz ¢eliju, dok se na radnoj

elektrodi odvija redoks reakcija. Shema ¢elije se nalazi na slici 6.
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POTENCIOSTAT

Referentna <A>
Pomocna

elektroda

elektroda

Radna
elektroda

Slika 6. Shema voltametrijske éelije®*

Pisoschi et al.?® su odredili L-askorbinsku kiselinu u vodenom mediju pomoéu metode linearne
voltametrije (eng. Linear Sweep Voltammetry, LSV) koriste¢i zlatnu elektrodu te pri uvjetima
pH =3,2i 7500 mV s~!. Osim metode LSV, L-askorbinska kiselina se moze odrediti i pomoéu
diferencijalne pulsne voltametrije koriste¢i Ag/AgCl referentnu elektrodu, a njezina
antioksidativna sposobnost pomoéu ,,Metode po Brand-Williamsu*.28

Beitollahi et al. su razvili elektrodu na bazi ugljikove paste, koja sadrzi 5-amino-2’,4’-
dimetoksi-bifenil-2-ol (SADMBCNPE). Troelektrodna voltametrijska éelija se sastojala od
Ag/AgCl elektrode, platinske Zice i razvijene SADMBCNPE elektrode. L-askorbinska kiselina
u farmaceutskim uzorcima je odredena pravokutno-valnom voltametrijom (eng. Square-wave
Voltammetry, SWV) uz granicu kvantifikacije 0,1 pM.?’

Chandrashekar et al. su brzom i jednostavnom metodom ciklicke voltametrije odredili
L-askorbinsku kiselinu, folnu kiselinu te adrenalin hidroklorid. L-askorbinska kiselina je
otopljena u perklornoj kiselini pri vrijednosti pH = 7. Troelektrodna voltametrijska ¢elija se
sastojala od Hg/HQCl. referentne elektrode, platinske Zice kao protuelektrode i radne elektrode
na bazi ugljikove paste. U ciklickom voltamogramu je vidljiv jedan anodni strujni vrh, koji
odgovara oksidaciji askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu i jedan katodni strujni

vrh, koji odgovara redukciji dehidroaskorbinske kiseline u askorbinsku kiselinu.?®
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4.3.2. Potenciometrija
Potenciometrija je elektroanaliticka metoda koja se temelji na ovisnosti potencijala indikatorske
elektrode o koncentraciji odredene ionske vrste s kojom se nalazi u otopini u kontaktu.
Potenciometrijska mjerenja se mogu primjenjivati pomocu direktne ili indirektne metode. Kako
bi se odredila koncentracija odredene ionske vrste u otopini, koristi se direktna metoda. Mjeri
se napon galvanskoga ¢lanka u kojem je u otopinu, osim indikatorske, uronjena i usporedbena
elektroda (npr. kalomelna), potencijal koje ne ovisi 0 koncentraciji iona u otopini. Drugi nacin
potenciometrijskoga mjerenja je odredivanje zavr$ne tocke titracije (npr. neutralizacijske,
talozne ili redoks-reakcije), a kao indikatorska elektroda rabi se ona koja je reaktivna s obzirom
na vrstu iona koji se trose ili nastaju tijekom titracije (najceSce platinska, zlatna, srebrna ili
grafitna). Zavrina to¢ka odredena je to¢kom infleksije na titracijskoj krivulji.?®

Pisoschi et al.?® su pratili oksidacijsko-redukcijsku reakciju L-askorbinske kiseline i
bakrovih (11) iona kataliziranu enzimom askorbat-oksidazom. Potenciometrija se temeljila na
razvoju biosenzora, koji je pratio promjenu potencijala nastale zbog redukcije bakrovih iona
pomocu askorbatnog aniona. Mehanizam je inducirao promjenu u elektronskoj gusto¢i na
povrsini electrode, koja je opazena na potenciometrijskom transduktoru. Osim bakra, kao
oksidansi se takoder mogu koristiti i vodikov peroksid te manganov (IV) oksid.?>2®

Potenciometrijski senzori koji se sastoje od minerala pirita ili halkopirita, mogu se
koristiti kao elektrode sa ¢vrstom membranom za brzo i efikasno odredivanje L-askorbinske
kiseline u otopini. Z. Stani¢ 1 J. Stepanovi¢ su otopili uzorak koji sadrzi vitamin C u smjesi vode
i acetonitrila te titrirali otopinom bakrovih (11) iona. Detekcijske granice za sve analite su u
rasponu 10,5-11,5 mg uz visoku preciznost temeljenu na analitickom povratu (98,2-101,9 %).
Raspon preciznosti izrazen relativnim standardnim odstupanjem iznosi 0,1-0,9 %.%

Bevanda et al. su razvili vrlo brzu potenciometrijsku metodu za odredivanje vitamina C
u tabletama, na temelju oksidacijsko-redukcijske reakcije L-askorbinske kiseline i kalijeva
jodata u L-dehidroaskorbinsku kiselinu i kalijev jodid. Reakcijska otopina je sadrzavala kalijev
jodat, sumpornu kiselinu i destiliranu vodu u koju je dodana otopljena tableta. Tijek reakcije je
praen smanjenjem potencijala na ion-selektivnoj elektrodi, a koli¢ina nastalog jodida
ekvivalentna je koli¢ini dodane kiseline. Metoda se pokazala kao jeftina i uspjeSna metoda za

analizu vitamina C u rasponu koncentracija 8,0-107° - 8,0-10~* mol/L.%
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§ 5. ANTIOKSIDATIVNA SVOJSTVA

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala. Imaju
sposobnost doniranja elektrona slobodnim radikalima, a da sami pri tome ostanu stabilni. Oni
su najvaznije tvari odgovorni za smanjenje oSte¢enja na stanicnoj razini. Sprjeavaju pojavu
upalnih procesa i pruzaju zastitu od UV ostecenja i karcinoma koze. Oralno primijenjeni
antioksidansi ¢esto ne mogu dovoljno prodrijeti u slojeve koze kako bi bili u potpunosti
ucinkoviti, stoga je sve veca potraznja za antioksidansima u kozmeti¢kim proizvodima za
topikalnu primjenu.?

Kod vitamina C brzo dolazi do oksidacijskog procesa. Stvaraju se askorbilni radikali ili
oksidacijski produkt koji nastaje otpuStanjem dva elektrona, poznat kao dehidroaskorbinska

kiselina (Slika 7.)

HO HO
e 0 R 0 . -
HO —_— HO + 2H + 2e
X 7\
HO OH @) (@]
askorbinska kiselina dehidroaskorbinska kiselina

Slika 7. Reakcija oksidacije L-askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu

izradeno u programu ChemDraw

Zbog svojih elektron-donorskih i reduciraju¢ih svojstva, antioksidans vitamin C je sposoban
kelirati metalne ione ili djelovati direktno uklanjanjem reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i na
taj nacin sprijeciti oksidativno oStecenje stanica. Dakle, vitamin C je reducens koji otpusta
elektrone i na taj nac¢in neutralizira slobodne radikale. Pod nazivom slobodni radikali naj¢esce
se misli na ROS (eng. Reactive Oxygen Species) — reaktivne kisikove spojeve i RNS (eng.
Reactive Nitrogen Species) — reaktivne dusikove spojeve. Njihov nastanak u tijelu uzrokuju
stres, losa prehrana, nesanica, povrede, lijekovi te upalni procesi. Nastali oksidacijski stres kao

posljedicu moze izazvati nastanak bolesti poput raka, dijabetesa, ateroskleroze,
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kardiovaskularne bolesti, itd. Provode se istrazivanja na koji nacin antioksidansi poput
vitamina C mogu, reagirajuci s reaktivnim kisikovim vrstama, sprijeciti bolesti nastale zbog
oksidacijskog stresa.>3?

Oksidacijski proces vitamina C moZe se povecati poviSenjem temperature ili vrijednosti
iznad pH visoj od 6. Askorbinska kiselina (AscH>) sadrzi visoko reaktivnu hidroksilnu skupinu
koja je jako osjetljiva na svjetlost, zagrijavanje i na prisustvo oksidirajuéeg sredstva. Iznad pH
= 5 vitamin C postoji pretezno u obliku askorbat-monoaniona (AscH™ ), dok je u luznatom
mediju iznad pH = 12, prisutan potpuno disocirani oblik askorbat dianiona (Asc? ). Produkt
vitamina C pri fizioloskom pH = 6 dominantno u obliku monoaniona AscH", §to najvise

pridonosi antioksidativnoj aktivnosti molekule u Zivom organizmu (Slika 8).3233

. 2-
a) AscH, (0.05%) b) AscH (99.9%) c) Asc  (0.004%)

OH OH oH
E o : H
HO -~ O\_Jo _—_— \/\ro>—~o 4—HO\ O>Jo
— o —_— —
—/ pK= 4.1 = pk=11.8 =/
HO” o \ o
OH o o

H

Slika 8. Reakcije disocijacije L-askorbinske kiseline pri razli¢itim pH vrijednostima®

Antioksidativni kapacitet neke tvari, pa tako i vitamina C, moze se mjeriti pomocu
elektrokemijskih metoda, UV/VIS spektrofotometrijskih metoda i pomocu ,,Metode po Brand-
Williamsu*, odnosno metode DPPH. Metoda DPPH se temelji na reakciji stabilnog slobodnog
radikala, 2,2- difenil-1-pikrilhidrazil, DPPH, s antioksidansom.?3*

Svjeza otopina DPPH se priprema u etanolu prema ,,Metodi po Brand-Williamsu*.
Mijesanjem otopina L-askorbinske kiseline i DPPH te stajanjem u mraku, dolazi do uklanjanja
radikala. Antioksidacijska aktivnost uzoraka se procjenjuje promjenom boje od tamno
ljubicaste do blijedo zute. Mjerenja se provode spektrofotometrijski i iskazuju kao % aktivnosti
uklanjanja radikala (% DPPH).33
Elektrolizom na Zivinoj elektrodi (m = 2,005 mg/s, t = 4,32 s), Ruiz et al. su istrazili detaljan
mehanizam elektrokemijske oksidacije L-askorbinske kiseline u dehidroaskorbinsku kiselinu
pri pH = 1,80. Reakcije oksidacije i redukcije ukljucuju reverzibilan prijenos dva elektrona, a

korak koji odreduje brzinu reakcije (eng. rate-determining step, RDS) je prijenos drugog
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elektrona. KoriStena referentna elektroda je kalomelova elektroda, a nastali produkti su

analizirani papirnom kromatografijom.®*

§ 6. ZAKLJUCAK

Zbog svoje tocnosti 1 brzine, metode koje se najcesce koriste za kvantitativnu 1 kvalitativnu
analizu vitamina C u kozmetickim proizvodima su tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) i spektrofotometrija. U novije vrijeme provode se istrazivanja kako bi
se vitamin C u kozmetickim 1 farmaceutskim proizvodima §to uspjeSnije mogao odrediti
pomoc¢u Fourierove transformirane infracrvene spektroskopije (FT-IR), voltametrije i
potenciometrije.

L-askorbinska kiselina je u posljednih nekoliko godina §iroko istrazen i primijenjen
antioksidans za topikalnu primjenu. Nestabilna je u vodenom mediju, Sto predstavlja problem
farmaceutskoj industriji za proizvodnju kozmeti¢kih proizvoda. Unato¢ poboljSanoj
stabilizaciji proizvoda, duljim stajanjem na zraku, svjetlosti ili poviSenoj temperaturi, vitamin C
gubi svoju ucinkovitost, zbog ¢ega se daje prednost njegovim derivatima. Derivati vitamina C
jesu stabilniji od ciste kiseline, ali su manje ucinkoviti zbog slabijeg prodiranja u kozu.
Razvojem novijih analitickih metoda za analizu vitamina C, zna¢ajno se moze doprinijeti

njegovoj stabilizaciji, formulaciji 1 u€inkovitosti za kozmeticku i farmaceutsku industriju.
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