OZNACZANIE ZAWARTOSCI WITAMINY C W MATERIALE ROSLINNYM
METODA MIARECZKOWA

Cel ¢wiczenia

Cwiczenie po$wigcone jest praktycznemu zapoznaniu si¢ z metodyka oznaczania zawartosci
kwasu askorbinowego w wybranych produktach spozywczych (sok z kapusty, papryki, kiwi, cytryny,
grejpfruta).

WPROWADZENIE

Budowa i funkcje kwasu askorbinowego

Witaminy to zwigzki organiczne, ktore nie bedac zwigzkami dostarczajagcymi energi¢ ani
sktadnikami budulcowymi komorek sg konieczne do prawidtowego funkcjonowania organizmu.
Nazwe ,,witamina” zaproponowat polski biochemik Kazimierz Funk, ktéry odkrywajac zwiazki o
wlasciwos$ciach amin organicznych, nazwal je aminami warunkujacymi zycie (lac. vita- zycie).

Witaming C zaliczamy do witamin egzogennych dla cztowieka, rozpuszczalnych w wodzie.

Kwas askorbinowy w standardowych warunkach jest bialym krystalicznym ciatem staltym o
wzorze chemicznym C¢HsOg 1 masie czasteczkowej 176g. Pod wzgledem budowy jest to ketolakton

strukturalnie podobny do weglowodanow.

Witamina C wystepuje w dwoch formach, przy czym wtasciwosci witaminy zachowuja obie
formy: forma zredukowana- kwas askorbinowy i forma utleniona- kwas dehydroaskorbinowy. Kwas
askorbinowy ma wiasciwosci silnie redukujace, poniewaz ugrupowanie pomiedzy C-2 i C-3, zwane
endiolowym, tatwo oddaje dwa protony i dwa elektrony, przechodzac w ugrupowanie diketonowe

kwasu dehydroaskorbinowego (rys.1).
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Rys 1. Zredukowana i utleniona forma witaminy C.

Przemiana kwasu askorbinowego w kwas dehydroaskorbinowy jest odwracalna. Obie

substancje sg wysoce niestabilne 1 tatwo ulegaja dalszym przemianom nieodwracalnym, prowadzacym



do utraty ich aktywnosci biologicznej jako witaminy C. Czynnikami sprzyjajgcymi procesowi

rozktadu witaminy C sa:

podwyzszona temperatura,
obecnos¢ tlenu,

srodowisko obojetne lub zasadowe,
obecno$¢ enzymoOw utleniajacych,

obecno$¢ jonow metali, takich jak Zzelazo, miedz i srebro.

Mozliwo$¢ syntezy tej witaminy posiadajg liczne ro$liny 1 zwierzeta. Do organizmow

niezdolnych do syntezy tej witaminy oprocz cztowieka i matp nalezy takze swinka morska, nietoperz

indyjski, ryby i ptaki. Brak mozliwosci biosyntezy witaminy spowodowany jest mutacja w genie

kodujacym koncowy enzym szlaku biosyntezy kwasu askorbinowego- oksydaze L-glukonolaktonowa.

U roslin kazda komorka organizmu jest potencjalnie zdolna do syntezy kwasu askorbinowego,

podczas gdy u zwierzat synteza ma miejsce w watrobie 1 nerkach. Wchtanianie witaminy C u

czlowieka odbywa si¢ w dwunastnicy 1 jelicie cienkim, a gromadzona jest ona w tkankach o

wzmozonym metabolizmie, jak watroba, trzustka czy mézg. Nadmiar witaminy C wydalany jest z

potem 1 moczem, a znaczne ubytki kwasu askorbinowego w organizmie powodowane sg przez stres,

nikotyne czy promieniowanie UV.

W organizmie cztowieka witamina C pelni szereg funkcji, m.in. jest zaangazowana w:

L.
II.

I1I.

IV.

VL

hydroksylacje proliny 1 lizyny w procesach syntezy kolagenu
synteze adrenaliny

synteze karnityny petniacej role w transporcie dlugotancuchowych kwasow

thuszczowych do mitochondrium, gdzie ulegaja B-oksydacji
rozklad tyrozyny
wchlanianie zelaza

dziatanie antyoksydacyjne (zapobiega tworzeniu si¢ nitrozoamin — zwigzkow

rakotworczych)

Witamina C moze by¢ gromadzona w organizmie ludzkim i jej zapas moze wystarczy¢ na

kilka miesigcy. Duze jej ilosci sa w owocach (kapusta, czarna porzeczka, truskawka, cytryna)

Zrodla wystepowania i znaczenie kwasu askorbinowego

Srednie dzienne zapotrzebowanie dorostego cztowieka na witamine C wynosi okolo 60-

200mg.



Skutkiem dlugotrwatych niedoboroéw witaminy C jest choroba zwana szkorbutem. Objawami
tego schorzenia sa ropne stany zapalne dzigsel, wypadanie zgbow, wysypka i1 poglebiajace sie

owrzodzenia ciala.

Tabela 1. Zawarto$¢ witaminy C w kilku pospolitych owocach 1 warzywach (w mg/100g s.m):

owoce warzywa

aronia 350-550 papryka Swieza 180-280

czarna porzeczka 390-500 pietruszka natka | 270-410

truskawka 60-112 chrzan 100-240
cytryna, pomarancza | ok. 40 kapusta kiszona 9-19
winogrona 18-37 ziemniak 16-27

Kwas askorbinowy dodawany jest do zywnosci jako przeciwutleniacz i posiada symbol E 300.
Stanowi sktadnik wzbogacajacy 1 odzywczy. Hamuje procesy brunatnienia krojonych owocow i
sokow. Polepsza jako$¢ maki, utrzymuje naturalng barwe migsa. Stosowany jest gtownie do sokow
skoncentrowanych, napojow bezalkoholowych, masta, przetwor6w migsnych 1 wyrobow

cukierniczych.

Oznaczanie zawartosci kwasu askorbinowego

Metoda miareczkowa (PN-A-04019:1998) oznaczania witaminy C polega na jej ekstrakcji
kwasem szczawiowym, a nastgpnie utlenieniu kwasu askorbinowego do dehydroaskorbinowego w
srodowisku kwasnym za pomocg mianowanego, niebieskiego barwnika 2,6-dichlorofenoloindofenolu
(DCIP). Reakcja przebiega w sposob ilosciowy, w stosunku 1:1 wynikajacym z reakcji podanej na

rysunku 2, a zawarto$¢ kwasu askorbinowego oblicza si¢ z ilosci zuzytego mianowanego roztworu

barwnika.
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Rys 2. Reakcja redukcji 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez kwas askorbinowy.



Stosowany podczas oznaczenia niebieski barwnik 2,6-dichlorofenoloindofenol w srodowisku
kwasnym w formie utlenionej przyjmuje zabarwienie rézowe, natomiast w formie zredukowanej jest
bezbarwny. Trwata barwa rézowa podczas miareczkowania powstaje po calkowitym utlenieniu

zawartego w probie kwasu askorbinowego.

Mianowanie roztworu DCIP

Mianowanie roztworu DCIP wykonuje si¢ z uzyciem roztworu miareczkujacego, ktérym jest
mianowany (posiadajacy $cisle okreslone st¢zenie molowe) tiosiarczan sodowy. DCIP w $rodowisku
kwasnym przyjmuje barwe rézowa. Utleniony barwnik reaguje z dodanymi anionami jodkowymi

(KI), w efekcie powstaje rownowazna ilo$¢ jodu ().
2KI + 1DCIP + HzSO4 — Iz+ 1DCIPH2 + KzSO4

Jod czasteczkowy tworzy z zastosowanym wskaznikiem (skrobig) zwigzek addycyjny o barwie

niebieskiej, ktéra zanika w miar¢ odmiareczkowania wydzielonego jodu tiosiarczanem sodowym.
Iz+2N&28203 — 2NaI+NaZS4OG
ODCZYNNIKI

1. 2% kwas szczawiowy C,H,04 - 2H,0O

2. 2,6-dichlorofenoloindofenol - DCIP
3. Krystaliczny jodek potasowy - KI
4. Kwas siarkowy rozcienczony (H>SO, st¢zony + woda, w stosunku 1:4)
5. 0,005-molowy mianowany roztwor tiosiarczanu sodowego Na,S,0s
6. 0,25% roztwor skrobi
WYKONANIE

Oznaczanie miana 2,6-dichlorofenoloindofenolu (DCIP) przez miareczkowanie roztworem

tiosiarczanu sodu

Do kolby stozkowej odmierzy¢ 10ml barwnika DCIP (2), doda¢ 1ml kwasu siarkowego (4),
szczypte (ok. 100mg) krystalicznego jodku potasowego (3), wymiesza¢ 1 doda¢ kilka kropel roztworu
skrobi (6), nastepnie miareczkowac roztworem tiosiarczanu (5) do odbarwienia.

Miareczkowanie wykonac¢ kilkakrotnie, az do uzyskania dwdch réwnolegtych wynikoéw nie

roéznigcych si¢ miedzy sobg wiecej niz o 0,1ml.



Oznaczanie kwasu askorbinowego w soku z wybranych produktow

Materiat ¢wiczeniowy moze stanowi¢ sok z kapusty, papryki, kiwi, cytryny lub grejpfruta.

Otrzymany w kolbie miarowej na 50ml sok (zadanie kontrolne) uzupeli¢ kwasem
szczawiowym (1) do kreski, wymiesza¢. Z tak przygotowanego roztworu pobra¢ pipetg automatyczng
10ml, przenie$¢ do kolby stozkowej 1 szybko miareczkowac 2,6-dichlorofenoloindofenolem (2), az do
uzyskania jasnor6zowego zabarwienia utrzymujacego si¢ w ciaggu 30 sekund. Miareczkowanie
powtorzy¢ kilkakrotnie, az do uzyskania dwoch rownolegltych wynikow nie réznigcych si¢ miedzy
soba wiecej niz o 0,1ml. Po uzyskaniu wynikow nalezy poda¢ prowadzacemu 1los¢ ml DCIP zuzytych
do zmiareczkowania 10ml soku z zadania. Prowadzacy ¢wiczenia poda ilo§¢ ml zadania zawartego w
kolbie miarowej na 50ml (soku obecnego w kolbie miarowej uzupelnianej nastepnie kwasem
szczawiowym).

Nastepnie nalezy wycisnaé¢ sok z cytryny, przesaczy¢ przez gaz¢ i pobra¢ do kolby miarowe;j
na 50 ml odpowiednig ilo$¢ soku (réwnoznaczng z iloscig ml soku podang przez prowadzacego).
Kolbe uzupetni¢ do kreski kwasem szczawiowym, wymieszac¢. Przenie$¢ pipeta automatyczng 10ml
roztworu do kolby stozkowej 1 szybko miareczkowaé 2,6-dichlorofenoloindofenolem (2), az do

uzyskania jasnor6zowego zabarwienia utrzymujacego si¢ w ciagu 30 sekund.

Podczas ¢wiczen 4-godzinnych studenci oznaczajg zawarto$¢ witaminy C takze w soku z

grejpfruta postgpujac analogicznie jak przy oznaczaniu witaminy C w soku z cytryny.

Po wykonaniu oznaczenia nalezy spusci¢ DCIP z biuret i przepluka¢ je woda

destylowana.

Opracowanie wynikow

Wyznaczenie miana DCIP

Wyznaczane miano empiryczne roztworu DCIP to taka ilos¢ pg kwasu askorbinowego, ktora
jest utleniana przez lcm’® (Iml) tego roztworu. Aby obliczy¢ miano barwnika, nalezy pozna¢ jego
stezenia molowe (Cg) na podstawie reakcji z tiosiarczanem sodu, w ktérej z 1molem barwnika reaguja

2mole tiosiarczanu.
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Cs — stezenie roztworu barwnika [mol/I]

V3 — objetos¢ barwnika DCIP [ml]



Cr — stezenie roztworu tiosiarczanu sodu (5) [mol/l]

V1 — objetos¢ tiosiarczanu sodu zuzytego do miareczkowania roztworu barwnika [ml]

Z réwnania reakcji pomiedzy kwasem askorbinowym, a 2,6-dichlorofenoloindofenolem
wynika (Rys.2), ze 1mol kwasu reaguje z Imolem barwnika. Wiedzac, Zze masa molowa kwasu

askorbinowego wynosi 176g mozna obliczy¢ miano DCIP:

Imol barwnika utlenia 1 mol kwasu askorbinowego, czyli 176g
0,00IM (1mM) roztwor barwnika utlenia 0,001M (1 mM) kwasu askorbinowego, czyli 176mg
1ml 0,001M barwnika utlenia 0,001 mM kwasu askorbinowego, czyli 176pg

A MIANO DCIP
Iml  0,001M DCIP — 176 pg kwasu askorbinowego

I ml (wyliczone Cg) DCIP — X ng kwasu askorbinowego

Obliczenie zawartosci kwasu askorbinowego w badanych produktach

Na podstawie ilosci zuzytego do miareczkowania soku z badanych produktéw obliczy¢

zawarto$¢ witaminy C, uwzgledniajac rozcienczenia, i wyrazi¢ ja w miligramoprocentach (mg%)

lkg kapusty » 1000ml kwasu szczawiowego
10 ml do oznaczen
Przyktad:

Na zmiareczkowanie kwasu askorbinowego zawartego w 10ml soku z cytryny zuzyto 7ml DCIP.

Iml (wyliczone Cy) DCIP— X pg kwasu askorbinowego
7ml (wyliczone Cy) DCIP— Z ng = Z mg kwasu askorbinowego

zayvartpéé Z mg-50ml-100ml
witaminy C =
(mg%) Yml-10ml
PYTANIA

1. W jakich formach w przyrodzie moze wystgpowac witamina C? Napisa¢ wzory tych form
oraz podkresli¢ 1 nazwa¢ ugrupowanie decydujace o silnie redukujacych wiasciwosciach

odpowiedniej formy.



2. Dlaczego do przygotowania wyciggow kwasu askorbinowego uzywa si¢ nozy nierdzewnych
oraz kwasu szczawiowego?

3. Napisa¢ reakcje zachodzaca podczas miareczkowania kwasu askorbinowego 2,6-
dichlorofenoloindofenolem.

4. Dlaczego podczas oznaczania zawarto$ci kwasu askorbinowego w materiale roslinnym
metoda miareczkowa przy uzyciu DCIP nalezy przerwa¢ miareczkowanie po uzyskaniu
jasnor6zowego zabarwienia? Ktory z tych dwdch zwiazkéw ulega utlenieniu, a ktory redukeji podczas
miareczkowania. Napisz wzor pierwszego z nich.

5. Zawarto$¢ witaminy C w soku z cytryny wynosita 0,044%. Wyraz to stezenie w mg/ml.

Wyjasnij zwigzek migdzy tg witaming, a schorzeniem nazywanym szkorbutem.
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