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Inventia se referd la o metodd de determinare a acidului ascorbic din fructe,
continand acid ascorbic, intrucat vitamina C existand in naturd sub doué forme structurale:
acidul ascorbic (5R)-5-[(S-1,2-dhidroxietil]-3,4-dihidroxi-2(5H)-furanona si acidul dihidro-
ascorbic, (acid L-treo-2,3-hexodiulosonic y-lactond), compusi biologic activi hidrosolubili, se
pune problema determinarii rapide si exacte a continutului de vitamina C, in principal din
fructe, in scopul folosirii acestora cu maximum de beneficii, stocarii lor temporare i
eficientizarii biotehnologiilor de obtinere a preparatelor naturale cu un continut in vitamina
C céat mai mare si corect determinat.

Se cunosc diferite metode si procedee de determinare a acidului ascorbic -vitamina
C - din fructe: portocale, mandarine, macese, lamai, grapefruit, kiwi, rosii, cum sunt metoda
titrimetricd sau spectrofotometrica, aplicate unui continut de acid ascorbic - vitamina C -
cuprins in intervalul de concentratie 3 - 28 mg/100 g fruct.

Determinarea continutului de acid ascorbic din fructe s-a realizat prin voltametrie
ciclica cu electrod de Pt, cand, la 490 mV apare picul reprezentativ al oxidarii anodice a
acidului ascorbic, iar dependenta inaltimii picului de concentratia acidului ascorbic este
liniard pentru domeniul 0,1-10 mmol/l (A. M. Pisoschi et al. Ascorbic Acid Determination
in Commercial Fruit Juice Samples by Cyclic Voltammery, Journal of Automated
Methods and Management in Chemistry, vol. 2008, Article ID 937651, 8 pag.).

Determinarea acidului ascorbic din fructe si legume proaspete s-a realizat i printr-o
tehnica combinata: titrimetrie-voltametrie, pentru o cantitate limitatd de acid ascorbic, pana
la 0,1 mg pe proba, prin observarea punctului final “end-point” al titrarii (Verdini RA, Lagier
CM, Volammetric iodometric titration of ascorbic acid with dead-stop end-point
detection in fresh vegetables and fruit samples, J. Agric. Food Chem. 2000 Jul;
48(7):2812-7).

JP 6078795 (A) descrie o metoda pentru determinarea acidului ascorbic din lichide,
corelatd cu scaderea continutului de oxigen dizolvat din probd, monitorizat cu un electrod
sensibil de oxigen.

Dezavantajele metodelor cunoscute suntlegate de obtinerea unor valori nutotdeauna
relevante ale continutului de acid ascorbic - vitamina C - prezentat in tabelele cu valori
alimentare, deoarece zona de provenientd a materialului vegetal, conditile meteorologice
pe perioada de culturd sau perioada recoltarii, conditiile de inmagazinare, timpul de pastrare
pana la realizarea determindrilor, modifica rezultatele continutului de vitamina C in limite
foarte largi, datele prezentate nefiind corecte.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia se referd la o metoda de determinare
rapida si exactd a continutului de acid ascorbic-vitamina C din fructe denumita in continuare
metoda ,clock", cu mijloace tehnice fiabile, sensibile, la o temperaturd optima de lucru usor
de mentinut, uzuald pentru determindrile analitice, aplicabild si la determinarea altor
substante de interes biochimic cum sunt vitaminele hidrosolubile i aminoacizii.

Metoda ,clock" de determinarea continutului de acid ascorbic - vitamina C - din fructe,
conform inventiei, inldturd dezavantajele de mai sus, prin aceea ca determinarea cantitativa
a continutului de acid ascorbic - vitamina C - din fructe, consta in masurarea timpului de
consum al acidului ascorbic pe cale potentiometrica in sistemul de oxido-reducere: iodurd
de potasiu-apd oxigenata-acid ascorbic, sistem in care acidul ascorbic avand rolul de agent
de captare reactioneaza cu iodul dupd o cineticd si mecanism de reactie cunoscute ce
permite masurarea cu precizie a timpului de consum a acidului ascorbic cu un milivoltmetru
in montaj potentiometric, pana la consumul complet al acestuia din amestecul de reactie, in
conditii optime determinate experimental, referitoare la aciditate, [H'],=1,5-10°M, la o
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conversie convenabild X = 0,13, la concentratia optima de reactant, iodura de potasiu, care
este cu un ordin de marime mai mare decat concentratia de apa oxigenata, la o temperatura
optima de lucru de 293K, la o fortd ionicd controlatd datd de percloratul de potasiu in
intervalul de concentratie 2,95 x 102 - 9,35 x 107, pentru care timpul de consum al acidului
ascorbic a fost acelasi cu al probelor fara perclorat, cu o abatere relativa standard in limitele
erorilor normale de 0,4%, realizandu-se un grad de recuperare R, %, al acidului ascorbic de
99,3-101,0% pentru sortimentele de fructe si alimente analizate in conditii real convenabile,
pentru care s-a trasat dreapta de calibrare a acidului ascorbic in domeniul 4x10° M -
1,6x10° M, conform recomandarilor IUPAC si s-a formulat ecuatia dreptei prelucrate statistic,
stabilind limita de detectie a acidului ascorbic la 8 x 10° M (14 ug/l) si limita de determinare:
10" M (18 pg/l), iar pentru concentratia de 8 x 10° M acid ascorbic, prezenta mai multor
substante existente in fructe sau sucuri ca substante organice nu interfera masuratorile, cu
exceptia cisteinei sau a ionilor de metale tranzitionale Cu, Pb, Zn, Mo, Mn cu efect catalitic
cand determindrile nu se pot efectua, fapt ce necesita fie trasarea dreptei de calibrare in
prezenta matricei complexe de ioni, fie mascarea lor cu agent de mascare EDTA 10° M,
pentru ioni de Cu** 10 M.

Prin aplicarea metodei conform inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- foloseste mijloace tehnice simple, selective, fiabile, de sensibilitate adecvata,

- timp scurt de lucru;

- reactivi ieftini, usor de obtinut;

- temperaturd optima de lucru usor de mentinut, uzuald pentru determinari analitice;

- metoda ,clock" se poate aplica gi la determinarea continutului de substante biologic
active de interes biochimic: vitamine hidrosolubile i aminoacizi;

- metoda ,clock" este 0 metoda rapida, simplad si foloseste aparaturd comung;

- masuratorile au fost utilizate pentru elaborarea unei metode noi, metoda , clock”, de
determinare a vitaminei C din: fructe proaspete (citrice, rogie, ardei), pseudofructe de maces
si produse farmaceutice care contin acidul ascorbic ca subtantd activa;

- noua metoda s-a folosit la un studiu statistic asupra continutului in vitamina C a
fructelor de Capsicum annum pentru a demonstra cd tabelele cu valori alimentare care
prezintd continutul in acid ascorbic al unor fructe nu sunt intotdeauna relevante;

- dreptele de calibrare si masuratorile de potential pot fi realizate si punct cu punct,
fard achizitie de date;

- metoda poate fi folositd la determindri ale acidului ascorbic din produse
farmaceutice care nu au in componentd compusi activi sau aditivi cu caracter reducdtor care
ar putea perturba sistemul redox ales;

- sistemul redox ales corespunde necesitétilor de determinarea unor substante cu rol
biologic din alimente si produse de uz farmaceutic;

- evolutia sistemului redox se poate urmdari potentiometric sub control strict al
conditiilor de reactie: temperaturd, concentratia reactantilor;

- prezenta ionilor de metale tranzitionale se poate inldtura utilizadnd un agent de
mascare comun, cum este EDTA 10° M, diferentele intre rezultate fiind nesemnificative;

- performantele analitice ale metodei: limitd de detectie, eroare relativd standard
pentru serii diferite in cadrul aceleiagi determinari, s-au calculat i corespund recomandarilor
IUPAC.

In continuare, inventia este descrisd in detaliu, cu referire si la fig. 1...8, care
reprezinta:

- fig. 1, schema aparaturii;

- fig. 2, dependenta potential in functie de timp si maximul curbei derivate dE/d, = f(t);
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- fig. 3, influenta aciditdtii masei de reactie asupra vitezei de reactie;

- fig. 4, influenta aciditatii asupra vitezei de reactie in cazul [Kl], = 6 x 10* M;

- fig. 5, influenta concentratiei de iodurd de potasiu asupra vitezei de reactie in cazul
[H,0,], =6 x 10“ M;

- fig. 6, influenta fortei ionice;

- fig. 7, dreapta de calibrare pentru acidul ascorbic in conditiile prezentate la mod de
lucru;

- fig. 8, comparatie intre valorile de timp obtinute in prezenta si absenta EDTA.

Metoda "clock" foloseste un sistem de reactii redox de tip iodurd de potasiu-apa
oxigenata-acid ascorbic, in care acesta din urma joac rol de agent de captare. in mediu acid
are loc reactia relativ lentd intre H,O, si I" cu formarea de |,.

2"+ H,0, +2H" - 2H,0 + 1, )
Cinetica si mecanismul acesteia sunt cunoscute, legea de vitez3 fiind

d[H,0,]
R = kK [HOIT + KHONHTIT - (2)
dt

maéarimile constantelor de viteza la 25°C sunt:
k,= 0,69+ 0,01 M" min” si k, = 10,5+ 0,01 M? min™. lodul rezultat este consumat
pe masurd ce se formeaza de catre acidul ascorbic.

Constanta de viteza caracteristicd acestui proces este mare. Aparitia iodului nu poate
fi sesizatd pana la consumul complet al acidului ascorbic din amestecul de reactie.

Masurarea timpului de consum a agentului de captare s-a facut pe cale
potentiometricd, conform cu schema aparatului, din fig. 1.

Extragerea acidului ascorbic s-a facut atat din fructe proaspete, cat si uscate
(macese), cu ajutorul unei solutii de acid oxalic, solvent frecvent utilizat pentru vitamina C.
Materialul vegetal I-au constituit fructele de Rosa canina, recoltate in perioada septembrie-
octombrie 2001, selectionate manual, care au fost uscate natural, in conditii de laborator si
macinate. Fructele proaspete de citrice au fost analizate in ziua procurdrii lor.

Probele de acid ascorbic s-au obtinut prin extractia din produsul vegetal cu solutie
de acid oxalic. Pentru toate fructele analizate, mai putin macesul, se iau fructele si se obtine
un suc, prin stoarcere. 50 g pulpa de fruct se amestecad cu 30 ml acid oxalic 1% $i se
omogenizeaza agitand vasul din 10 in 10 min, timp de 2-3 s, fiind necesard o ora ca timp
minim de contact. Apoi se filtreaza prin fritd Por 160, iar filtratul este centrifugat o ord la 4000
rotatii/minut, pentru a separa materiile solide, insolubile. in cazul maceselor, fructele uscate
maruntite corespunzator se trec prin sitd. 5 g de produs vegetal cernut se extrage succesiv
de trei ori cu cate 10 ml acid oxalic 1% si apoi se procedeazd ca mai sus. Extractul obtinut
se aduce la balon cotat de 100 ml.

Fiecare amestec de reactie a avut un volum total de 25 ml. Ordinea addugarii
solutiilor in vasul de reactie, concentratiile solutiilor de baza si cele initiale ale amestecului
sunt prezentate in tabelul 1. Initierea reactiei s-a facut prin injectarea rapida a 0,5 ml solutie
de api oxigenatd 3'° M, momentul zero al reactiei definindu-se operational ca fiind cel al
injectarii rapide a celor 0,5 ml solutie de apd oxigenata.

4
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Tabelul 1
Componenta amestecului de reacfie in ordinea de adaugare
Specia chimicd Volum adaugat (ml) | Concentratia inifiald in amestecul
de reactie (mol/l)
KI 0,15 M 1 6-10°
HCIO, 3,7510° M 5 7,510°
Acid ascorbic 2:10° M intre 0,1si 2,0 intre 8:10° si 1,6:10™
H,O intre 18,4 si 16,5
H,0, 3-10° M 0,5 6..10"

Evolutia concentratiei de iodura s-a facut prin masuratori potentiometrice. Electrodul
redox de masurad consta dintr-o placutd de Pt imersatd in amestecul de reactie, iar cel de
referintd, unul de calomel saturat. Procesul s-a urmarit intr-un vas termostatat prevazut cu
agitare continud. Pentru inregistrarea curbelor potential functie de timp s-a utilizat un
potentiometru Digitronix DXP-2040 (Seiko) legat prin placa de achizitie de date la un
calculator.

in conditii de exces de acid, grad de consum al apei oxigenate mic si datorit4 refacerii
iodurii prin reducerea iodului in procesul (3), viteza de reactie la consumul apei oxigenate
este practic constantd. Cand acidul ascorbic a reactionat in totalitate, iodul este eliberat.
Dependenta potentialului in functie de timp prezintd un punct de inflexiune. Sfarsitul reactiei
corespunde de fapt cotului ce indica o crestere brusca a potentialului in functie de timp. Este
util sd se ia ca punct de terminare a procesului (definit operational) chiar punctul de
inflexiune, caci acesta se determind cu mai multa precizie.

Aparitia iodului pe probe fard agent de captare are loc printr-o modificare similara a
potentialului. Timpul corespunzator acestui punct de echivalentd este proportional cu
concentratia agentului de captare. Acest timp s-a determinat cu precizie din maximul curbei
derivate dE/dt = f(t) fig. 2. Reprezentarea lui in functie de concentratia de acid ascorbic este
liniard si constituie chiar dreapta de calibrare.

Experimentele efectuate au urmaritinfluenta parametrilor fizico-chimici asupra vitezei
de reactie (timpul de consum) a acidului ascorbic, in vederea stabilirii conditiilor optime de
lucru ale metodei conform inventiei, denumitd metoda “clock”, pentru sistemul redox: iodurd
de potasiu-apa oxigenata-acid ascorbic, in fig. 2...8.

a) Influenta aciditatii

Aciditatea afecteazd viteza de reactie a sistemul de reactii redox utilizat, in sistemul
de reactii paralele reactia catalizatd avand o pondere accentuatd. Dependenta liniard este
datorat3 faptului c8 reactia este de ordinul unu inraport cu aciditatatea. [H*], s-a ales 1,5-10°
M, valoare convenabild pentru masurarea timpului (nici exagerat de lung, nici foarte scurt)
fig. 3. Influenta acidittii asupra vitezei de reactie in cazul [H,0,], =6 x 10* M; [KI],=6 x 10°
M; T = 273 K; [acid ascobic], = 8 x 10° M.

b) Influenta conversiei

Dependenta timpului de conversie este aratata in fig. 4. La conversii mici timpul de
consum al acidului asorbic este prea scurt, ceea ce duce la scdderea sensibilitatii, iar la cele
mari, prea lung, marind nejustificat durata analizei. Pe de altd parte, viteza nu mai poate fi
considerata constantd si descompunerea apei oxigenate, un proces lent si nedorit, poate
avea loc in timpul analizei. S-a ales ca o valoare convenabild X = 0,13. Influenta aciditatii
asupra vitezei de reactie in cazul [H*], = 1,5 x 10° M; [KI], = 6 x 10* M; T = 273 K; [acid
ascobic], =8 x 10° M.
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c) Influenta reactantului

Dependenta timpului de concentratia de iodurd de potasiu este ardtata in fig. 5.
Dependenta este logaritmica, ceea ce sugereazad un ordin unu in raport cu iodura, fapt
confirmat de altfel de cercetarile anterioare. A fost aleasad o concentratie care sa fie cu un
ordin de marime mai mare decat cea de apa oxigenata. Influenta concentratiei de iodurd de
potasiu asupra vitezei de reactie in cazul [H,O,], = 6 x 10 M; T = 273K; [acid ascobic], = 8
x 10° M.

d) Influenta temperaturii

Se observa o dependentd de tip Arrhenius, fig. 6. S-a ales o valoare de 293 K, uzuald
pentru deterimindrile analitice, ugsor de mentinut $i care asigurd si o sensibilitate
corespunzatoare. Influenta temperaturii asupra vitezei de reactie reactie in cazul [H,0,], =
6 x 10 M; [KI], =6 x 10° M; T = 273 K; [acid ascobic], = 8 x 10° M.

e) Influenta fortei ionice

Influenta fortei ionice a fost stabilitd prin addugarea unor concentratii crescatoare de
NaClO, (1M). Forta ionic4 stabilitd de substante in absenta NaCIO, a fost 1,35 - 10° M. Prin
addugare de NaClO,, s-au facut determindri la forte ionice de 2,95 - 102 M, 4,55 - 102 M,
535-10° M, 7,35 - 102 9,35 - 102 M. Timpul de consum al agentului de captare a fost
acelasi cu al probelor fara perclorat de sodiu, cu abatere relativa standard in limitele erorilor
normale de 0,4%.

f) Trasarea dreptelor de calibrare in conditiile alese convenabil a fost trasata dreapta
de calibrare fig. 7 pentru acid ascorbic in domeniul 4 - 10°...6 - 10° M. Limitele de detectie
s-au estimat conform recomandarilor IUPAC, utilizand relatia:

unde (t,... = 0,2 s si este media masuratorilor experimentale individuale cu proba oarba (fara
agent de captare), iar Sd = 0,1 reprezintd deviatia standard de la aceastd medie.
Deviatia relativd standard s-a calculat pentru n = 5 masuratori individuale la

concentratii de 8 - 10° M acid ascorbic, obtinandu-se o valoare de 0,5%.
Ecuatia dreptei prelucrate statistic este urmatoarea:

t=(-1,4+53) + (2,74 £ 0,18) - 107 [CcH,Oul,

Limita de detectie in acest caz a fost stabiliti la 8:10° M (14 ug/l), iar limita de
determinare, la 107 M (18 pg/l).

Utilizand conditiile propuse, s-au facut masurétori cu o concentratie de 8:10° M acid
ascorbic in prezenta mai multor substante care pot fi prezente in fructe sau sucuri, tabelul
2, si care ar putea afecta masuratorile.

Tabelul 2
Interferentii posibili din probele de sucuri

Aditiv Raport masic Recuperare (%)
(aditiv: acid ascorbic)

Acid citric 400 99
Acid oxalic 120 101
Acid tartric 400 101
EDTA 200 99
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Tabelul 2 (continuare)

Aditiv Raport masic Recuperare (%)
(aditiv: acid ascorbic)
Glucoza 400 98,5
Amidon 500 100
Acid acetil-salicilic 3 101
Cisteina 1 278
Etanol 500 99

Dupa cum se observa din tabelul 2, majoritatea substantelor organice, cu exceptia
cisteinei, nu interferau masuratorile, insa in cazul prezentei nedorite a unor urme de ioni ai
metalelor tranzitionale (Cu, Pb, Zn, Fe, Mo, Mn etc.), reactia este catalizatd si determinarile
nu se pot efectua. in acest caz, se sugereaz4 fie trasarea dreptei de calibrare in prezenta
matricei complexe de ioni, fie mascarea acestora cu EDTA. Aceasta a fost realizata prin
trasarea unei drepte de calibrare pentru acidul ascorbic in prezenta EDTA 10° M si ioni de
Cu® 10 M. Este evidentd mascarea ionilor de cupru de citre EDTA prin faptul cd diferentele
sunt practic nesemnificative, sistemul nefiind influentat de prezenta EDTA.

Se dau in continuare 7 exemple de realizare a inventiei, pe probe reale de fructe, in
legaturd cu schema aparaturii $i modul de lucru.

Valorile obtinute prin metoda ,clock" au fost comparate cu metoda titrimetrica si
spectrofotometricid cu 2,6 diclorfenolindofenol. in tabelul 3 sunt prezentate datele
comparative, criteriile chemometrice, cat si recuperarea.

Tabelul 3
Fruct Metoda ,clock" Metoda Metoda R
spectrofotometrica titrimetrica %
[acid rsd (n=3) [acid rsd [acid rsd
ascorbic] % ascorbic] | (n=3) ascorbic] | (n=5)
mg/100 g mg/100 g % mg/100 g %
fruct fruct fruct
Grapefruit 19,6 0,5 19,6 0,3 19,7 1,1 99,4
Citrus decumana
Mandarina 26,75 0,4 26,6 0,4 26,7 1,2 | 100,2
Citrus nobilis
Portocala 28,17 0,8 28,25 0,8 28,2 0,7 99,8
Citrus aurantium
Lamaie 24,53 0,7 244 0,4 24,5 1,7 | 1001
Citrus limonum
Rosie 3,0 0,4 3,1 1,0 2,97 1,5 101,0
Lycopersycum
esculentum
Kiwi 15,1 0,3 15,2 0,5 15,2 0,8 99,3
Actinidia chinensis
Maces 23,33 0,3 23,3 0,3 23,4 04 99,7
Rosa Canina
(Cynosbati fructus)
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Revendicare

Metodd de determinare a continutului de acid ascorbic - vitamina C - din fructe,
caracterizatd prin aceea c3 determinarea cantitativd a continutului de acid ascorbic -
vitamina C - din fructe consta in masurarea timpului de consum al acidului ascorbic pe cale
potentiometricd in sistemul de oxidoreducere: iodurad de potasiu-apa oxigenata-acid ascorbic,
sistem in care acidul ascorbic, avand rolul de agent de captare, reactioneaza cu iodul dupa
o cinetica si un mecanism de reactie cunoscute, ce permite masurarea cu precizie a timpului
de consum a acidului ascorbic cu un milivoltmetru in montaj potentiometric, pana la
consumul complet al acestuia din amestecul de reactie, in conditii optime determinate
experimental, referitoare la aciditate, [H], = 1,5:10° M, la o conversie convenabild X = 0,13,
la concentratia optima de reactant, iodura de potasiu, care este cu un ordin de marime mai
mare decat concentratia de apa oxigenata, la o temperatura optima de lucru de 293 K, la o
forts ionic& controlats datd de percloratul de potasiu in intervalul de concentratie 2,95 x 107
...9,35x 107, pentru care timpul de consum al acidului ascorbic a fost acelasi cu al probelor
fard perclorat, cu 0 abatere relativa standard in limitele erorilor normale de 0,4%, realizandu-
se un grad de recuperare R, %, al acidului ascorbic de 99,3...101,0% pentru sortimentele de
fructe si alimente analizate in conditii real convenabile, pentru care s-a trasat dreapta de
calibrare a acidului ascorbic in domeniul 4x107°...1,6x10° M, conform recomandérilor [IUPAC,
si s-a formulat ecuatia dreptei prelucrate statistic, stabilind limita de detectie a acidului
ascorbic la 8 x 10° M (14 ug/l) si limita de determinare: 10" M (18 ug/l), iar pentru
concentratia de 8 x 10° M acid ascorbic, prezenta mai multor substante existente in fructe
sau sucuri ca substante organice nu interfera masuratorile, cu exceptia cisteinei sau aionilor
de metale tranzitionale Cu, Pb, Zn, Mo, Mn cu efect catalitic cand determindrile nu se pot
efectua, fapt ce necesita fie trasarea dreptei de calibrare in prezenta matricei complexe de
ioni, fie mascarea lor cu agent de mascare EDTA 10° M, pentru ioni de Cu** 10 M.
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