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SAZETAK

Eksperimentalni i teorijski opis vitamina C

Cilj ovog rada je pregled teorije vitamina C te izrada infracrvenog spektra za pet razli¢itih uzoraka
koji sadrze vitamin C. Prikazana su strukturna, fizikalna i kemijska svojstva ovog vitamina.
Sprjecava bolest skorbut pa se naziva askorbinska kiselina. Vitamin je L-enantiomer molekule.
Gotovo je planarni peteroClani laktonski prsten s postrani¢nim lancem. Ima mogucnost
reverzibilne oksidacije do dehidroaskorbinske kiseline i stvaranja relativno stabilnih slobodnih
radikala te moze djelovati kao sakuplja¢ slobodnih radikala u reakcijama koje ukljucuju reaktivne
oksidacijske vrste (ROS). Nasuprot tome, u nekim sluc¢ajevima moze djelovati i prooksidativno.
Albert Szent-Gydrgyi je 1928. godine izolirao molekulu vitamina C, a stvarnu strukturu je 1933.
godine razradio Norman Haworth, nakon Cega je Tadeus Reichstein objavio i patentirao
komercijalno izvedivu metodu sinteze iz glukoze. Navedene su brojne funkcije i vaznost kod
biljaka, zivotinja i ljudi. Sudjeluje u zastiti drugih antioksidansa, pomaze tijelu da apsorbira
zeljezo, moze inaktivirati i neutralizirati histamin te ima ulogu u imunolo§kom sustavu. Povezuje
se sa zastitom lipida, DNK i proteina od oksidansa te djeluje u mnogim mono- i dioksigenazama
za odrzavanje metala u reduciranom stanju. Neophodan je za ispravno odvijanje fotosinteze te
moze kontrolirati diobu, produljenje i diferencijaciju stanica, kao i programiranu stani¢nu smrt.
Navedene su koli¢ine vitamina C u prehrambenim izvorima te dnevne potrebe kod ljudi za sve
uzraste. Kod ve¢ih doza ne dolazi do potpune apsorpcije, a velik dio apsorbirane doze se ne
metabolizira i izluuje urinom. Glavni metaboliti askorbinske kiseline u organizmu su
dehidroaskorbinska kiselina, 2,3-diketo-gulonska kiselina i oksalna kiselina. Dostupne su brojne
analiticke metode za opis vitamina C od kojih je u ovom radu koriStena infracrvena spektroskopija
s Fourierovom transformacijom. Vitamin C ima mnoge primjene u medicini te prehrambenoj,
kemijskoj 1 kozmetickoj industriji.

Kljuéne rije¢i: vitamin C, askorbinska kiselina, askorbat, dehidroaskorbinska kiselina



ABSTRACT

Experimental and theoretical description of vitamin C

The aim of this paper is to review the theory of vitamin C and to create an infrared spectrum for
five different samples containing vitamin C. The structural, physical and chemical properties of
this vitamin are presented. It prevents the disease scurvy, which is why it got the name ascorbic
acid. Vitamin is the L-enantiomer of the molecule. It is an almost planar five-membered lactone
ring with a side chain. In addition to the possibility of reversible oxidation to dehydroascorbic acid,
it can form relatively stable free radicals and can act as a scavenger of free radicals in reactions
involving reactive oxidizing species (ROS). On the other hand, in some cases it can also act as a
pro-oxidant. Albert Szent-Gyorgyi isolated the vitamin C molecule in 1928, and the actual
structure was worked out by Norman Haworth in 1933, after which Tadeus Reichstein published
and patented a commercially viable method of synthesis from glucose. Numerous functions and
importance in plants, animals and humans are listed. It participates in the protection of other
antioxidants, helps the body to absorb iron, can inactivate and neutralize histamine and plays a role
in the immune system. Further, it is associated with the protection of lipids, DNA and proteins
from oxidants and acts in many mono- and dioxygenases to maintain metals in a reduced state. It
is necessary for the proper development of photosynthesis and can control the division, elongation
and differentiation of cells, as well as programmed cell death. Amounts of vitamin C in food
sources and daily requirements for people of all ages are listed. With larger doses, complete
absorption does not occur, and a large part of the absorbed dose is not metabolized and is excreted
in the urine. The main metabolites of ascorbic acid in the body are dehydroascorbic acid, 2,3-
diketo-gulonic acid and oxalic acid. Numerous analytical methods are available for the description
of vitamin C, of which infrared spectroscopy with Fourier transformation was used in this work.
Vitamin C has many applications in medicine as well as in the food, chemical and cosmetic
industries.

Keywords: vitamin C, ascorbic acid, ascorbate, dehydroascorbic acid



How I love you, Vitamin C
bouncer of the body's toxicity
firming up the skin, we see
speeding neural signals over synapses..
so that we more quickly see

O Anna Niemus

Veliko hvala mentoru, izv. prof. dr. sc. Vladimiru Dananiéu na prijedlogu teme, provedenim
izracunima i podrsci prilikom izrade diplomskog rada.

Posebno hvala mojoj obitelji i prijateljima na potpori i poticaju kojima su priveli izradu ovog
rada kraju te me doveli do zavrsetka studija.

Za kraj, ostavljam poruku koju sam dobila prilikom zavrsetka osnovne skole kao daljnju
motivaciju i zahvalu sebi $to nisam odustala:
Svi nasi snovi mogu se ostvariti, ako ih imamo hrabrosti slijediti!
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1. UVOD

Vitamini su organski spojevi potrebni kao nutrijenti koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju ljudskog
zdravlja.! Glavne zdravstvene organizacije navode 13 vitamina: vitamin A (trans-retinoli, trans-
retinil-esteri, trans-beta-karoteni i drugi provitamin A karotenoidi), vitamin B1 (tiamin), vitamin
B2 (riboflavin), vitamin B3 (niacin), vitamin B5 (pantotenska Kkiselina), vitamin B6 (piridoksin),
vitamin B7 (biotin), vitamin B9 (folna kiselina ili folat), vitamin B12 (kobalamini), vitamin C
(askorbinska kiselina), vitamin D (kalciferoli), vitamin E (tokoferoli i tokotrienoli), te vitamin K
(filokinon i menakinon).? Vitamini su opéenito tvari koje ljudsko tijelo ne moze proizvesti iz
drugih sastojaka prehrane. Vitamin D je iznimka, ali op¢enito se tretira kao vitamin. Dok se vec¢ina
vitamina moze dobiti putem prehrambenih izvora, koli¢ine u mnogim dijetama nisu dovoljno
visoke za optimalno zdravlje. Stoga ih je ¢esto korisno dobiti putem dodataka prehrani.! Nedostaci
vitamina variraju od dobro definiranih bolesti do niza nejasnih simptoma. Neki vitamini pruzaju
prototipsku strukturu iz koje su medicinski kemicari razvili lijekove koji se koriste za lijeCenje
bolesti koje nisu povezane s nedostatkom tog vitamina. Gornje razine doziranja utvrdene su za one
vitamine koji mogu biti potencijalno toksic¢ni ako se kroni¢no prekomjerno uzimaju. Vitamini se
tradicionalno klasificiraju u dvije skupine: topljivi u mastima i topljivi u vodi. Takoder se mogu
klasificirati prema funkciji: ligandi za receptore, kofaktori i antioksidansi.®

Vitamin C je primjer hranjive tvari koju ljudi ne mogu proizvesti, ali mnoge druge Zivotinje mogu.*
Jedan je od najvaznijih redoks kofaktora u biljnim i zivotinjskim sustavima, izvrstan je
antioksidans, olaksava redukcijsko-oksidacijske reakcije te ima sposobnost stvaranja relativno
stabilnih slobodnih radikala. Vazan je za proizvodnju kolagena, vezivnog tkiva i proteinskih
vlakana koja daju snagu nasim zubima i desnima, misi¢ima, krvnim zilama i kozi. Pomaze tijelu
da apsorbira zeljezo koje nam je potrebno za stvaranje hemoglobina koji prenosi kisik do stanica.
Istrazivanja su ukazala na ulogu vitamina C u nizu drugih funkcija, poput sinteze hormona i
neurotransmitera, kao i u imunoloskom sustavu gdje pomaze bijelim krvnim stanicama u borbi
protiv infekcije.* Nedostatak uzrokuje bolest skorbut kod ljudi, §to rezultira nizom patoloskih
simptoma, zbog nedostataka u enzimskim koracima i specificnim procesima. Upravo zbog
sposobnosti lijecenja i sprje¢avanja skorbuta, vitamin C se naziva askorbinska kiselina.®



2. Vitamin C

2.1. Strukturna, fizikalna i kemijska svojstva

Vitamin C je L-enantiomer askorbinske kiseline ¢iji je naziv prema IUPAC-u (2R)-2-[(15)-1,2-
dihidroksietil]-3,4-dihidroksi-2H-furan-5-on.%"  Askorbinska kiselina je gotovo planarni
peteroclani (y) laktonski prsten s postrani¢nim lancem. (slika 1 i 2)8 Ima dva kiralna centra koji
rezultiraju s Cetiri stereoizomera.’ Struktura ketolaktona sa 6 ugljikovih atoma sli¢na je strukturi
glukoze i ostalim heksozama pa se stoga sintetski dobiva upravo iz D-glukoze. Kristalna struktura
je monoklinska s 4 molekule po jednoj jedini¢noj éeliji.®*° Postoje dvije vrste molekula (A i B) u
kristalu s osam jasnih medumolekularnih vodikovih veza. Konformacije molekula A i B gotovo
su identi¢ne s C5-OH antiperiplanarnim u odnosu na C4-H i C6-OH.°

Slika 2. Optimirana geometrija molekule vitamina C



Fizikalna svojstva askorbinske kiseline prikazana su u tablici 1. Ima molekularnu masu od 176,13
g mol™, gustoéu od 1,65 g cm™, vrlo je topiva u vodi (>30 g na 100 ml) i razli¢ito topiva u veéini
kratkolanéanih alkohola i glikola (1-5 g na 100 ml).® Askorbinska kiselina slaba je dvoprotonska
kiselina koja ima jaka reduciraju¢a svojstva. Njezina kisela svojstva u vodenoj otopini proizlaze
iz disocijacije OH skupine na C3 atomu. Forma askorbinske kiseline u vodi uvelike ovisi o pH.
Pri pH manjim od pKa OH skupine na C3 atomu koji iznosi 4,17, askorbinska kiselina u formi je
kiseline (H2Asc), pri pH izmedu 4,17 i 11,57, sto je pKa OH skupine na C2 atomu, nalazi se u
formi aniona (HASC), a pri pH veéem od 11,57 nalazi se u formi dianiona (Asc?).>%

U krutom stanju, kao bijeli prasak, dosta je stabilna, dok u vodi dolazi do oksidacije zbog
otopljenog kisika, a oksidaciju dodatno pojacavaju metalni ioni, najvise zeljezo i bakar te alkalije.
Stoga je treba ¢uvati u plastiénim bocama, zastiéenu od svjetlosti i zraka.®

Reakcije razgradnje L-askorbinske kiseline u vodenim otopinama ovise o nizu ¢imbenika kao $to
su pH, temperatura, prisutnost kisika ili metala. Opcenito, askorbinska kiselina nije vrlo stabilna u
vodenom mediju na sobnoj temperaturi, gdje se moze raspasti unutar nekoliko sati ili ¢ak minuta
pri visokom pH (>10,0). Nasuprot tome, askorbinska kiselina je relativno stabilna u krvi (dan ili
vise) ako se ¢uva u kiselom pH (<3,0) ili ispod -20 °C (&esto tjednima do mjesecima).>® Iznad pH
7,0, razgradnja katalizirana alkalijama dovodi do preko 50 spojeva, uglavhom mono-, di- i
trikarboksilnih kiselina. Vitamin se moze stabilizirati u bioloskim uzorcima trikloroctenom
kiselinom ili metafosfornom kiselinom. >

Tablica 1. Fizikalna svojstva askorbinske kiseling>1°

empirijska formula CeHsOs
relativna molekulska masa 176,13
gustoca 1,659 cm
taliste 190-192 °C
pH ~3 pri 5mg mL?
~2 pri 50 mg mL?
pKa 4,17 (C3-OH)
11,57 (C2-OH)
specifi¢na rotacija [0]p?° = +23° u vodi

[a]o®® = +49° u metanolu

topljivost (g/100 cm? pri 20°C) 33 (voda)

3 (etanol)

1 (glicerol)

netopljiva u kloroformu, benzenu, eteru i mastima
redoks potencijal -174 mV (DHA/Asc?)

+282 mV (Asc™, H*/Asc?)

apsorpcijski spektar Emax (1%, 10 mm) 695 na 245 nm pri pH 2

Emax (1%, 10 mm) 940 na 265 nm pri pH 6.4




Najvaznije kemijsko svojstvo vitamina C je reverzibilna oksidacija askorbinske kiseline u
dehidroaskorbinsku kiselinu (slika 3).° Oksidirani oblik askorbinske kiseline, dehidroaskorbinska
kiselina, zadrzava aktivnost vitamina C i moze postojati kao hidratizirani poluketal. Kristalna
dehidro-L-askorbinska kiselina moZe postojati kao dimer (slika 4).%°

CHQOH CHZOH CHZOH
HO — CH 0 HO— C HO— CH 0
O
—e 2H+
+e” +2H+
O
HyAsc Asc™ DHA

Slika 3. Kemijski oblici askorbinske kiseline®

Slika 4. Dehidroaskorbinska kiselina: monomer (DHA) i dimer (BDHA)?

Osim §to olaksava redukcijsko-oksidacijske reakcije, askorbinska kiselina ima sposobnost
stvaranja relativno stabilnih slobodnih radikala. Askorbinska kiselina moze djelovati kao sakupljac
slobodnih radikala u reakcijama koje ukljuduju reaktivne oksidacijske vrste (ROS).® Askorbatni
radikal vaZan je intermedijer u reakcijama koje ukljucuju oksidanse 1 antioksidacijsku aktivnost
askorbinske kiseline, jer moze znacajno odgoditi ili sprijeciti oksidacije koje pokre¢u slobodni
radikali.>® Konstante brzine za stvaranje askorbatnih radikala zna¢ajno variraju, ali ¢esto diktiraju
brzo stvaranje radikala.® Kada askorbatne radikale stvaraju oksianioni, konstante brzine su reda
veli¢ine 10%-107 s%, a kada ih stvaraju halogenidni, tokoferolni i flavonoidni radikali 108-10% s
51112 Jednom formirani, radikali askorbata (Asc™) relativno se sporo raspadaju procesom
disproporcioniranja (2 Asc™ + H* — HAsc™ + DHA).®! Promjena ionske jakosti ili pH moze
utjecati na brzinu disproporcijacije askorbinske kiseline (povecati ili smanjiti). Odredeni
oksianioni, na primjer fosfatni, ubrzavaju disproporcijaciju.’* Ubrzanje se pripisuje sposobnosti



razli¢itih protoniranih oblika fosfata da uc¢inkovito doniraju proton radikalu askorbata, posebno
dimernim oblicima askorbata.®

L-askorbinska kiselina moze imati direktni i indirektni antioksidativni uéinak u organizmu.
Antioksidativni ucinak in vivo postize se pomocu redoks para askorbinska kiselina/
dehidroaskorbinska kiselina. Ovaj redoks sustav je slozen, a uzrok tomu je Sto na svaki redoks
proces u kojem sudjeluje askorbinska kiselina utjece prijenos protona jer razliCita oksidacijska
stanja askorbinske Kiseline imaju razli¢ita kiselo-bazna svojstva. Taj sustav prikazan je na slici 5
s pripadajuéim pKa vrijednostima.?

Otpustanjem elektrona na C3 atomu askorbata nastaje L-askorbinski slobodni radikal. Dalje,
otpustanjem drugog elektrona na C2 atomu nastaje dehidroaskorbinska kiselina. Askorbil radikal
i dehidroaskorbinska kiselina mogu se ponovno reducirati u askorbat. Neki od enzima koji
sudjeluju u recikliranju askorbata su NADH-citokrom bs-reduktaza, askorbat radikal reduktaza,
tioredoksin reduktaza, koji reduciraju askorbil radikal, dok glutation, glutaredoksin i tioredoksin
reduktaza reduciraju dehidroaskorbinsku kiselinu.®

ﬁAsc HAsc HAsc
+H" || -HT +HT || -H”
pK:=11,57
OH
0 -e
/-’O —_—
HO e
0 o
Asc?-

Slika 5. Redoks sustav L-askorbinske kiselinel®



Askorbinska kiselina lako hvata reaktivne vrste kisika i duSika, kao S$to su superoksidni,
hidroperoksilni, peroksinitritni i nitroksidni radikali. HAsc" donira atom vodika (H' ili H* + ¢")
oksidiraju¢em radikalu ¢ime nastaje slobodni radikal trikarbonil askorbat stabiliziran
rezonancijom. HAsc" ima pKa od -0,86; prema tome, nije protoniran. Nadalje, nespareni elektron
Asc™ se nalazi u m-sustavu koji ukljucuje trikarbonilni dio askorbata. To je slabo oksidirajuci i
reducirajuci radikal. Zbog svog n-karaktera, Asc™ ne reagira s kisikom te time ne stvara peroksilne
radikale koji mogu dovesti do stetnih oksidacija. Relativno je nereaktivan s potencijalom redukcije
jednog elektrona od samo +282 mV, i kao takav se smatra terminalnim malo molekulskim
antioksidansom.®

Nasuprot tome, askorbinska kiselina u visokim dozama moze djelovati prooksidativno kao i u
aerobnim uvjetima kada su prisutni i metali sposobni za redoks (Fe?* < Fe** ; Cu* « Cu?").>%1
Mehanizam je prikazan na slici 6.° Askorbinska kiselina nema direktan prooksidativni uéinak,
ve¢ uzrokuje redukciju trovalentnog Zeljeza u dvovalentno koje potom reagira s kisikom ili
vodikovim peroksidom, pri ¢emu se Zeljezo ponovo oksidira u trovalentno pa nastaju superoksidni
radikal, odnosno hidroksilni radikal. Ti radikali mogu uzrokovati oksidativni stres i lipidnu
peroksidaciju.®

HO HO
0 OH
0 T OH OH
g - —
/ +H’ —
HO OH HO 0
H»Asc HAsc-

|
o

Fezl 0, Fe '+ 05.

2+
Fe"+ Hy0,-» Fed% HO™+ HO

Slika 6. Prooksidativni mehanizam djelovanja askorbinske kiselinet®

U bioloskim sustavima, neobi¢na stabilnost askorbatnog radikala zahtjeva da dodatni enzimski
sustavi budu dostupni kako bi se smanjilo potencijalno nakupljanje askorbatnog radikala. Visak
askorbatnih radikala mozZe pokrenuti kaskadne reakcije slobodnih radikala ili nespecifi¢ne
oksidacije. U biljkama je NADH-monodehidroaskorbat reduktaza evoluirala da odrzava
askorbinsku kiselinu u reduciranom obliku. NADH-monodehidroaskorbat reduktaza igra vaznu
ulogu u odgovorima biljaka na stres. U Zivotinjskim tkivima u tu svrhu sluzi glutation
dehidroaskorbat reduktaza. Takvi enzimi odrzavaju maksimalnu u¢inkovitost vitamina C, tako da
drugi enzimski sustavi mogu iskoristiti jednovalentni kapacitet redoks ciklusa askorbata.>’



2.2. Otkrice

Uobicajeni naziv za bolest koja je posljedica dugotrajnog nedostatka vitamina C u prehrani je
skorbut. Skorbut u svojim najtezim fazama utjece na kolagenom povezane potporne strukture i
moze dovesti do lezija koZze i krvarenja iz sluznice. Kod uznapredovalog skorbuta moze doc¢i do
gnojnih rana, gubitka zuba i psihickih promjena.* Bolest se oduvijek povezivala osobito s osobama
koje dugo zive u stresnim uvjetima, a najéesce s nauticarima nakon najmanje 10 tjedana na moru.
Takoder je 1800. prihvaceno da sokovi od citrusa (npr. limuna i narance) uz salate i drugu svjezu
zelenu hranu svi imaju vrijednost u zastiti mornara od skorbuta, ali nazalost, svi su bili nestabilni
i podlozni truljenju prilikom dulje pohrane na brodu pri vruéem vremenu prije razvoja hladenja.'8

U 1900-ima bilo je moguce proizvesti eksperimentalni model skorbuta na prikladnom
laboratorijskom zivotinjskom modelu, zamorcu. Dvojicu norveskih medicinskih istrazivaca
zapravo je zanimao problem zaSto se kod skandinavskih mornara ponovno javlja druga bolest,
beri-beri, iako im je prehrana navodno pobolj$ana. Proizveli su bolest hraneéi zivotinje prehranom
temeljenom na bijeloj (poliranoj) rizi. Na njihovo veliko iznenadenje, iako su sve Zivotinje uginule,
njihove obdukcije pokazivale su jasne znakove skorbuta, a ne beri-berija. Nakon $to je to
potvrdeno, pokazalo se da se stanje moZe ublaziti istom hranom koja djeluje protiv ljudske bolesti,
npr. sokom od limuna i kupusom. Ogromno zna¢enje ovog otkrica bilo je to §to ¢e kemicari sada
moc¢i sustavno frakcionirati hranu i mo¢i karakterizirati najaktivnije frakcije bioloskim testom.
Zapadnoeuropske vlade su pocele uvidati vrijednost potpore medicinskim istrazivanjima, koja su
u Britaniji zapocela otprilike u vrijeme Prvog svjetskog rata.®

Ono $§to danas poznajemo kao vitamin C prvi je izolirao u Cambridgeu 1928. godine madarski
znanstvenik Albert Szent-Gyorgyi (1893.—1986.), pokusavajuci izolirati spoj za koji se zna da je
u relativno visokoj koncentraciji u kori nadbubrezne zlijezde i da djeluje kao snazno redukcijsko
sredstvo u biokemijskim sustavima. Uspio je pokazati da ima empirijsku formulu CsHgOs koja je
donekle sli¢na jednostavnim Secerima s formulom CgH120e. Urednik casopisa nazvao ju je
'heksuronska kiselina' jer je bila kisela i 'heks-' jer je imala 6 ugljikovih atoma, a jednostavni Seceri
sa 6 atoma ugljika takoder su se nazivali 'heksozama' gdje je zavrSetak '-0za' opcenito prihvaceni
izraz za $eéere.'® Kasnije je naziv promijenjen u askorbinska kiselina, jer se pokazalo da je tvar
istovjetna s aktivnim ¢imbenikom u lijeku za Zivotinje oboljele od skorbuta.® Szent-Gyérgyi bio
je umogucénosti dovrsiti ovaj rad nevjerojatno brzo zahvaljuju¢i svom in vitro testu (redukcija jako
obojenog joda u bezbojne jodidne ione trajala je samo nekoliko minuta, za razliku od testova sa
zamorcima koji su trajali nekoliko tjedana) i, naravno, zbog vlastitih vjestina u laboratoriju.®

Sljedeci korak bio je razraditi stvarnu strukturu vitamina, tj. kako su atomi medusobno povezani
unutar molekule, a to je postignuto na Sveucilistu u Birminghamu, UK, 1933. godine s timom koji
je vodio Norman Haworth (1883-1950). Svicarski tim Tadeusa Reichsteina je zatim objavio i
patentirao komercijalno izvedivu metodu sinteze tako da je sintetski vitamin postao prili¢no jeftin
te dostupan. Buduci da je imao i prili¢no ugodan okus, po¢eo se konzumirati u velikim koli¢inama.



Utvrdeno je da vrlo malo Zivotinjskih vrsta treba vitamin C u svojoj prehrani. Ostale ga trebaju u
svojim tkivima, ali ga mogu same proizvesti oksidacijom glukoze.'® Vazno je podsjetiti da
evolucijska pojava sposobnosti biosinteze askorbata u vodozemaca sugerira da je veca potreba za
askorbatom mozda bila povezana s prelaskom iz vodenog u kopneni nacin zivota, gdje su se suocili
s veéim oksidacijskim stresom i vru¢om klimom.*® Cini se da su nasi daleki preci u jednom
trenutku, u vrijeme kada su imali unos vitamina koji je u potpunosti zadovoljio njihove kasnije
potrebe, kao rezultat mutacije izgubili sposobnost sintetiziranja askorbinske kiseline. To¢nije, ¢ini
se da je enzim koji smo izgubili gulonolakton oksidaza koja obavlja posljednji korak u pretvorbi
(dehidrogenaciji) produkata razgradnje glukoze u samu askorbinsku kiselinu. U suprotnom bi oni
koji nisu mutirali bili u prednosti i prevladali.'®

Danas se u bogatijim zemljama vise ne bi trebali pojavljivati slucajevi skorbuta. Vise nema razloga
da ljudi na dugim ekspedicijama i izvan dodira s civilizacijom obole od skorbuta, iako se
procjenjuje da je ¢ak 2 milijuna mornara bolovalo i umrlo od ove bolesti u proslosti.*®

Djelomi¢no zbog otkri¢a vezanog uz vitamin C, Albert Szent-Gyorgyi (slika 7) i Walter Norman
Haworth (slika 8) dobili su 1937. Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu, odnosno kemiju.?°

Slika 7. Albert Szent-Gyorgyi (1893-1986)° Slika 8. Walter Norman Haworth (1883-1950)%



2.3. Funkcije i vaznost

Slobodni radikali, ukljucujuéi hidroksi, hipokorit, peroksi, alkoksi, superoksid, vodikov peroksid
i singletni kisik nastaju autooksidacijom, zra¢enjem ili djelovanjem nekih oksidaza, dehidrogenaza
i peroksidaza. Dodatni izvori slobodnih radikala su duhanski dim, hiperoksi¢ni zrak, otapala,
pesticidi 1 odredeni zagadivaci, uklju¢ujuéi ozon. Slobodni radikali mogu biti izuzetno Stetni za
bioloske sustave.l® Zbog svojstva reverzibilne oksidacije L-askorbinska kiselina sudjeluje u
brojnim bioloskim oksido-redukcijskim procesima. Moze direktno reagirati i ukloniti mnoge vrste
slobodnih radikala ¢ime §titi stanice od o$teéenja oksidansima.®

Glavna obrana stanice od slobodnih radikala i drugih oksidativnih oSteéenja ukljucuje
antioksidativne vitamine poput askorbata i a-tokoferola, enzime poput katalaze i superoksid
dismutaze te spojeve poput glutationa.*®

Vitamin C sudjeluje u zastiti drugih antioksidansa kao §to je vitamin E. Askorbinska kiselina moze
regenerirati njegov reducirani oblik, a-tokoferol.}%® Askorbinska kiselina, o-tokoferol i p-karoten
(prekursor vitamina A) izvrsni su antioksidansi i hranjive tvari. Regulira funkciju folne kiseline
(vitamina B9) koja je neophodna za pravilno funkcioniranje organizma jer sudjeluje u proizvodnji
1 popravku genetickog materijala (DNK), umnozavanju stanica, pomaze u sazrijevanju eritrocita i
doprinosi zdravlju krvnih zila i srca te je neizmjerno vazna za prevenciju urodenih defekata kod
djece. Folna kiselina, da bi bila funkcionalna, mora biti u reduciranom obliku, u obliku
tetrahidrofolne kiseline. Vitamin C pomaze tijelu da apsorbira Zeljezo. Zeljezo je potrebno za
stvaranje hemoglobina, crvenog pigmenta u krvi, koji prenosi kisik iz pluca u ostatak tijela, a bolje
se apsorbira u dvovalentnom stanju, nego u trovalentnom, pa ga je pozeljno uzimati uz vitamin
C.1% U krvi i drugim izvanstani¢nim tekuéinama, vitamini C i E glavni su antioksidansi. Askorbat
takoder moze inaktivirati i neutralizirati histamin koji aktivira upalni odgovor.!® Ima ulogu u
imunoloSkom sustavu tako $to utjeCe na proizvodnju protutijela, povecava brzinu stvaranja
limfocita i poveéava mobilnost leukocita.*

Askorbinska kiselina, zajedno s glutationom, vazan je ne-enzimski antioksidans u odjeljku stanica
topljivom u vodi. Antioksidativno djelovanje glutationa i askorbata usko je povezano i ukljucuje
mehanizme u kojima smanjeni glutation moze ¢ak stimulirati sintezu askorbinske kiseline u onih
zivotinja koje je mogu proizvesti. Tijekom postnatalnog razvoja dolazi do brze promjene jer se
zivotinje prilagodavaju iz relativno hipoksi¢ne na relativno hiperoksi¢nu okolinu. U tom smislu,
jedna od mnogih funkcija glutationa je odrzavanje askorbinske kiseline u reduciranom obliku.
Adekvatan unos askorbinske kiseline osobito je vaZzan kod novorodene mladuncadi koja jo§ nema
potencijal za sintezu askorbata. U odraslih Zivotinja koje mogu stvarati askorbinsku kiselinu,
smanjenje razine glutationa moZze dovesti do brzog porasta dehidroaskorbinske kiseline u jetri.
Nedostatak askorbinske kiseline i glutationa moZe uzrokovati patoloSke promjene u jetri i drugim
organima.®



Askorbinska kiselina se ¢esto povezuje sa zastitom lipida, DNK i proteina od oksidansa. Stiti od
oStecenja peroksidacijom lipida, na primjer, kada se peroksilni radikali stvaraju u plazmi, vitamin
C se trosi brze od drugih antioksidansa (npr. mokraéne kiseline, bilirubina 1 vitamina E).
Askorbinska kiselina je 10° puta reaktivnija od polinezasiéene masne kiseline u reakciji s
peroksilnim radikalima. Nasuprot tome, askorbinska kiselina nije tako u¢inkovita u uklanjanju
hidroksilnih ili alkoksilnih radikala. Pokazalo se da askorbinska kiselina pruza odredeni stupanj
zaStite u odnosu na oksidaciju DNK. Oksidativno oste¢enje DNK je od posebne vaznosti u
somatskim stanicama, zbog rizika od mutacija, koje mogu dovesti do raka ili urodenih mana.
Primjeri oksidacije proteina ukljucuju cjelozivotnu oksidaciju dugotrajnih proteina, kao Sto je
kristalin u o¢noj le¢i, oksidaciju inhibitora a-proteinaze i napredne krajnje produkte glikacije
povezane s dijabetesom. lako su podaci ograni¢eni, ¢ini se da dodatak askorbinske kiseline ima
zastitni uc¢inak od oksidacije proteina i DNK.>°

Nagadalo se da bi u procesu stani¢nog disanja vitamin C mogao funkcionirati kao cikli¢ki redoks
par u fenomenu prijenosa elektrona i potenciranja membrane te bi mogao imati istu vrstu statusa
koji se trenutno dodjeljuje citokromu c.1°

Askorbinska kiselina djeluje u mnogim mono- i dioksigenazama za odrzavanje metala u
reduciranom stanju. Mono- i dioksigenaze obi¢no sadrze bakar ili Zeljezo kao redoks kofaktore.
Dioksigenaze zahtijevaju a-ketoglutarat i O2 kao kosupstrate u reakcijama, dok mono-oksigenaze
zahtijevaju samo O». Vazne reakcije i procesi koji uklju¢uju mono- i dioksigenaze su:

— Sinteza norepinefrina

Norepinefrin (noradrenalin) je organski spoj u porodici kateholamina, koji funkcionira u mozgu i
tijelu kao hormon (prekursor adrenalina) i neurotransmiter. Sinteza norepinefrina ovisi 0
askorbinskoj kiselini $to dijelom objasnjava potrebu za visokom koncentracijom askorbinske
kiseline u mozdanom tkivu 1 nadbubreznim zlijezdama. Askorbinska kiselina je kofaktor potreban
u biosintezi kateholamina i u nadbubreznoj steroidogenezi (proces nastajanja steroida). Dopamin
B-hidroksilaza, prisutna u granulama za pohranu kateholamina u Ziv€anim tkivima kao i u
kromafinskim stanicama srZi nadbubrezne Zlijezde, katalizira posljednji korak koji ograni¢ava
brzinu u sintezi norepinefrina. Dopamin B-hidroksilaza je tetramer koji sadrzi dva Cu* iona po
monomeru koji stehiometrijski trosi askorbat s O> tijekom svog reakcijskog ciklusa. U stabilnom
stanju, prevladavajuci oblik enzima je kompleks enzim-produkt. Primarna funkcija askorbata je
odrzavanje bakra u reduciranom stanju u ovom kompleksu. Cini se da je samo reducirani enzim
kataliticki kompetentan, s vezanim bakrovim ionima kao jedinim rezervoarom redukcijskih
ekvivalenata. Pod akutnim stresom, razine askorbinske kiseline u Zivéanom tkivu takoder se brzo
smanjuju.>1°
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— Aktivacija hormona

Mnogi od peptidnih hormona i faktora koji otpustaju hormone sintetiziraju se kao prekursorske
molekule koje se nakon niza modifikacija pretvaraju u svoje aktivne oblike. Jedan takav zavrsni
odnosno posttranslacijski korak aktivacije je a-amidacija, koja je potrebna za bioloSku snagu
peptida. Primjeri a-amidiranih peptida uklju¢uju melanotropine, kalcitonin, oslobadajuce faktore
za hormon rasta, kortikotropin i tireotropin, pro-ACTH, vazopresin, oksitocin, kolecistokinin i
gastrin. Petidilglicin a-amidiraju¢éa mono-oksigenaza, enzim koji provodi a-amidaciju, nalazi se u
sekretornim granulama neuroendokrinih stanica u mozgu, hipofizi, Stitnjaci 1 submaksilarnim
zlijezdama. Askorbinska kiselina sluzi kao reducens za odrzavanje bakra u reduciranom stanju na
aktivnom mjestu enzima.%*°

— Biosinteza karnitina

Karnitin je neophodan za transport energetski bogatih masnih kiselina iz citoplazme u matriks
mitohondrija gdje se kataboliziraju f-oksidacijom u acetat. Askorbat je kofaktor za dva koraka
hidroksilacije u putu biosinteze karnitina, vy-butirobetain hidroksilaze 1 e-N-trimetillizin
hidroksilaze. Nedostatak askorbata dovodi do ¢ak 50% smanjenja karnitina u srcu i skeletnim
misi¢ima kod Zivotinja kojima je potrebna askorbinska kiselina.®

— Biosinteza kolagena

Askorbinska kiselina je kofaktor za enzime vazne za posttranslacijsku modifikaciju proteina
izvanstani¢nog matriksa i mozda regulaciju transkripcije specifi¢nih proteina. Nedostatak vitamina
C razli¢ito utjeCe na ekspresiju kolagena, laminina, razli¢itih integrina stani¢ne povrsine, kao i
elastina. Kao primjer, bit ¢e istaknuta uloga askorbinske kiseline u prolil i lizil hidroksilazi. Sinteza
kolagena je razraden proces sinteze proteina, posttranslacijskih modifikacija, izlu¢ivanja proteina
1 stvaranja izvanstani¢nog matriksa. Pridonose¢i gotovo jednoj tre¢ini ukupnih tjelesnih proteina
sisavaca, kolagen je dominantan strukturni protein koji se pojavljuje u tetivama, ligamentima, kozi,
kostima, zubima, hrskavici, sr¢anim zaliscima, intervertebralnim diskovima, roznici 1 leCama uz
opc¢u distribuciju tkiva kao izvanstanicnog okvira. Do danas je identificirano 25 (moZzda 1 vise)
razliitih tipova polipeptidnih lanaca kolagena. Razlicite vrste kolagena razlikuju se po svojim
relativnim koli¢inama hidroksiprolina i hidroksilizina. Ne postoje kodoni za hidroksiprolin (Hyp)
i hidroksilizin (Hyl), a kada se kolagen sintetizira, prolin (Pro) i lizin (Lys) se hidroksiliraju post-
translacijski na rastu¢em polipeptidnom lancu. Svaki od ovih lanaca okuplja se u razli¢ite fibrilarne
ili laminarne strukture. Vlakna kolagena pocinju se sastavljati u endoplazmatskom retikulumu
(ER) 1 Golgijevim kompleksima. Da bi polipeptidni lanci formirali stabilne strukture, specificni
ostaci u svakom lancu moraju biti hidroksilirani. Hidroksilacija prolina i lizina vazna je u sklapanju
kolagena 1 sazrijevanju u vlakna. Odgovarajuce hidroksilaze kataliziraju hidroksilaciju prolilnih i
lizilnih ostataka u kolagenu. Askorbinska kiselina je vazan kofaktor koji odrzava Zeljezni ion
vezan za enzim u reduciranom stanju ¢ime enzim ostaje aktivan. Reducirano Zeljezo potrebno je
za koordinaciju s kisikom. Kada su vlakna kolagena nedovoljno hidroksilirana, unutarstani¢no
sastavljanje kolagenih vlakana je ugroZeno, s mogu¢im promjenama u distribuciji i vrstama
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popre¢nih veza. Rezultat je prekomjerna razgradnja i izmjena kolagena. Fizioloske posljedice
kre¢u se od otezanog zacjeljivanja rana, modrica do krhkosti kapilara, obiljezja skorbuta. Vazna
je perspektiva da neki kolageni imaju vrlo dug poluzivot i da su razvojno regulirani. Posljedi¢no,
ako se skorbut pojavi u kriticnim vremenima razvoja, mogu postojati vrlo duboke i dugotrajne
posljedice koje utjecu na talozenje kosti, modeliranje vaskularnog i pluénog alveolarnog matriksa.
Buduc¢i da je kolagen glavni protein vezivnog tkiva u tijelu, neophodan je za sve faze normalnog
rasta, razvoja i oporavka. U biljkama, prolil hidroksilaza hidroksilira ostatke prolina u stani¢nim
stijenkama hidroksiprolinom bogatih glikoproteina koji su potrebni za diobu i Sirenje stanica.
Otprilike 50 proteina koji sadrze hidroksiprolin identificirano je u virusima i bakterijama, gdje
askorbinska kiselina takoder moze igrati ulogu kofaktora.>%°

Askorbinska kiselina nalazi se u kvascima i prokariotima, osim u cijanobakterijama.® Znac¢ajan dio
dostupne glukoze (oko 1%) Kkoristi se za proizvodnju vitamina C, koji je u visokim
koncentracijama prisutan u biljkama. Vitamin C pronaden je u svim odjeljcima stanice, ukljucujuci
apoplast (stani¢nu stijenku i izvanstani¢ni prostor), dosegnuvsi koncentraciju od 20 mM u
kloroplastima. Sadrzaj vitamina C znacajno se razlikuje medu biljnim vrstama i u istoj vrsti izmedu
razli¢itih kultivara. Stovise, sadrzaj vitamina C varira medu razli¢itim tkivima i organima, obi¢no
je visok u liS¢u, meristemskim tkivima, cvjetovima ili mladim plodovima, a nizak u
nefotosintetskim organima kao sto su stabljike i korijenje. Samo sjemenke koje sazrijevaju u fazi
jake dehidracije (ortodoksne sjemenke) sadrze malo vitamina C, koji je uglavnom u oksidiranom
obliku. U istom organu ili tkivu na sadrzaj vitamina C utjeCu stadij razvoja biljke i promjene
okolisa. Svjetlost je jedan od najznacajnijih signala iz okoliSa uklju¢enih u regulaciju razine
vitamina C. Kao i kod ljudi, vitamin C pogoduje unosu Zeljeza u biljkama.?! Ima razli¢ite funkcije
u kloroplastima, neophodan je za ispravno odvijanje fotosinteze: ima kljuénu ulogu u izravnom
uklanjanju ROS-a i u uklanjanju H20z, sudjeluje u ksantofilnom ciklusu, koji je potreban za zastitu
od fotoinhibicije, djeluje u regulaciji redoks stanja fotosintetskih prijenosnika elektrona i kao
kofaktor za violaksantin de-epoksidazu, enzim ukljucen u fotozastitu posredovanu ksantofilnim
ciklusom. Promjene u sadrzaju vitamina C znacajno modificiraju ekspresiju gena povezanih s
fotosintezom. Smanjenje sadrzaja askorbata, dovodi do gubitka klorofila a, smanjenja RUBISCO
velike podjedinice i smanjenja asimilacije CO.. Vitamin C, ocuvanjem fotosintetskog
funkcioniranja 1 ograni¢avanjem oSteCenja uzrokovanih ROS-om, usporava starenje lis¢a.
Askorbinska kiselina takoder sluzi kao kofaktor u metabolickim putevima vaZznim za etilen,
gibereline i antocijane.®?! Slozena meduigra izmedu vitamina C i signalizacije hormona
intervenira u razli¢itim fazama rasta i razvoja biljke, kao i u odgovoru biljke na okoli$ i patogene.
U biljkama vitamin C mozZe kontrolirati diobu, produljenje i diferencijaciju stanica, kao i
programiranu stani¢nu smrt. Ovaj metabolit u diobi stanica korijenskih meristema moze skratiti
G1 fazu i stimulirati ulazak u S fazu. Stanice obogacene askorbatom pokazuju stimulaciju stani¢ne
diobe, dok obogacivanje dehidroaskorbatom dovodi do smanjenja stani¢ne diobe, $to sugerira da
je reducirano stanje temeljno za napredovanje stani¢nog ciklusa. Vitamin C, regulirajuc¢i gore
navedene procese na molekularnoj i stani¢noj razini, ukljucen je u razlicite faze rasta i razvoja
biljaka, kao §to su sazrijevanje i klijanje sjemena, cvjetanje, sazrijevanje plodova i starenje.?
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2.4. Sinteza

Za mnoge biljke i Zivotinje askorbinska kiselina nije vitamin jer je produkt izravne oksidacije D-
glukoze (ili galaktoze i manoze, ne moze se sa sigurno$¢u utvrditi to¢an mehanizam). Proces je
ovisan o glikogenolizi; glukoza potrebna za proizvodnju askorbata ekstrahira se iz glikogena. Kod
sisavaca i ptica stanarica biosinteza se odvija u jetri, a kod gmazova i ptica u bubrezima.?? Slijed
reakcija vode enzimi. Kod zivotinja, kljucan enzim u ovom procesu je L-gulonolakton oksidaza,
koja katalizira zavrsni korak u sintezi askorbinske kiseline, odnosno gulono-1,4-lakton se oksidira
u askorbinsku kiselinu. U Zivotinja koje ne mogu ili ne proizvode dovoljno askorbinske kiseline,
mutacije u genu L-gulonolakton oksidaze dogodile su se prije 50-60 milijuna godina. U skladu s
tim, ovim je Zivotinjama potreban prehrambeni izvor askorbinske kiseline. Ljudi, drugi visi primati
(majmuni), mali broj drugih sisavaca (npr. zamorci i $iSmisi) te neke vrste ptica i riba je ne mogu
sintetizirati.®

Askorbinska kiselina moze se sintetizirati iz razli¢itih ugljikohidrata, npr. L-sorboze, L-sorbitola,
D-glukuronske kiseline, L-gulonske kiseline, ali najvazniji polazni spoj je D-glukoza.?® Pristup
koji se koristi za sintezu askorbinske kiseline ¢esto ovisi o kona¢noj upotrebi finalnog proizvoda.?*
Veéina pristupa u stvaranju ili modificiranju askorbinske kiseline ukljucuje derivatizaciju.
Selektivna derivatizacija askorbinske kiseline moze biti teska zbog delokalizacije negativnog
naboja askorbata u njegovom anionskom obliku. Na primjer, zastitom C2 i C3 hidroksilne skupine,
alkilacija ili acilacija moze se odvijati na stericki dostupnijoj primarnoj hidroksilnoj skupini na
C6. Reakcije na polozaju C5 dogadaju se tek nakon zavrSetka derivatizacije C2, C3 1 C6. Stvaranje
acetata ili ketala askorbinske kiseline korisno je za zastitu molekule dok se provode reakcije na
drugim ugljicima.®

Godine 1933. Svicarska skupina Tadeusa Reichsteina izvijestila je o sintezi, iz D-ksilozona,
supstance koja je bila identi¢na prirodnoj askorbinskoj kiselini osim svoje specifi¢ne rotacije.
To¢na kemijska struktura askorbinske kiseline tada im nije bila poznata (dapace, svom su
proizvodu pripisali neto¢nu strukturu) i ubrzo je postalo jasno da su zapravo sintetizirali D-izomer
vitamina. Kasnije te iste godine, Norman Haworth i Edmund Hirst, naoruzani svojim znanjem o
pravoj strukturi askorbinske kiseline, objavili su da su uspjeli izvr$iti sintezu prirodne tvari. Kao
pocetni materijal koristili su L-ksilozon, mukotrpno pripremljen od D-galaktoze sintetskim putem
koji ukljucuje osam koraka, a zatim su upotrijebili isti reakcijski slijed od tri stupnja kao Svicarski
kemicari. Sinteza askorbinske kiseline iz Cs Secera sada je dobro uspostavljena, a ksiloza, liksoza
i arabinoza se koriste kao prekursori.*

Otprilike godinu dana kasnije, Reichstein i Grussner opisali su novi put do L-askorbinske kiseline
iz Ce Secera D-(+)-glukoze (slika 9). Ovo je i dalje najvaznija sintetska metoda koja je dosad
osmis$ljena za vitamin C i, uz neke izmjene, jo§ uvijek predstavlja temelj procesa za njegovu
komercijalnu proizvodnju. Reichstein je u suradnji s farmaceutskim divom Hoffman-La Roche
naknadno prijavio niz patenata za proizvodnju vitamina C koji su se u konacnici pokazali vrlo
unosnim. Proces je ukljuc¢ivao redukciju D-glukoze u D-glucitol (D-sorbitol) koji je zatim
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fermentacijski oksidiran u L-sorbozu s Acetobacter suboxydans (ili Acetobacter xylinurn). Di-O-
izopropilidenilna zastita hidroksi skupina na ugljicima 2,3 i 4,6 omogucila je glatku oksidaciju C1
primarnog alkohola s kalijevim permanganatom. Deprotekcija, esterifikacija i enolizacija (s
natrijevim metoksidom) pracena zakiseljavanjem dala je askorbinsku kiselinu u prinosu od 15-
18%. Pazljivim razmatranjem Reichsteinove sinteze uocava se da C1 molekule prekursora D-
glukoze postaje C6 u proizvodu L-askorbinskoj kiselini. Ovo je poznato kao inverzija ugljikovog
lanca i zabiljezeno je nekoliko daljnjih sintetskih postupaka koji ukljucuju sli¢nu glukoznu C1/C6
inverziju. Put ugljika C1 glukoze oznaden je zvjezdicom na slici 9.*°

U industrijskom proizvodnom procesu, redukcija u D-sorbitol se postize ili elektroliticki ili
katalitickim hidrogeniranjem (H2/CuCrO.). Dodatno, otkriveno je da reakcija sorboze sa
zakiseljenim acetonom na niskoj temperaturi (-5°C) daje znatno povecani prinos di-O-
izopropilidenila. Oksidacija ove zasti¢ene sorboze (2,3:4,6-di-O-izopropiliden-L-sorbofuranoze ili
‘diaceton sorboze') u odgovarajuc¢u 2,3:4,6-di-O-izopropiliden-2-keto-L-gulonsku kiselinu (ili
‘diaceton-keto-gulonsku kiselinu') obi¢no se dobiva upotrebom izbjeljivaca (natrijev hipoklorit),
proizvedenog na licu mjesta, u prisutnosti katalizatora nikal sulfata. Sada je takoder utvrdeno da
se ova zaSti¢ena kiselina moze glatko pretvoriti izravno u askorbinsku kiselinu koriste¢i efektivne
nevodene uvjete (npr. kloroform-etanol, koncentrirana klorovodiéna kiselina, 65°C, 50 sati).
Sirova kiselina se zatim izolira, procis¢ava dekolorizacijom s aktivnim ugljenom i, konacno,
rekristalizira iz vode. Kao rezultat ovih modifikacija, svaki korak u procesu proizvodnje sada daje
iskoristenje veée od 90%, $to rezultira konverzijom izvorne glukoze ve¢om od 50%.°

Kako bi se zamijenile viSestruke kemijske reakcije u Reichsteinovom procesu razvijen je
biokemijski proces fermentacije u dva koraka, koji je sada metoda za industrijsku proizvodnju
askorbinske kiseline.?® Proces uklju¢uje upotrebu novog enzima, L-sorbozon dehidrogenaze, koji
izravno pretvara polialkohole, kao §to je L-sorbozon u L-askorbinsku kiselinu i 2-keto-L-gulonsku
kiselinu.® I dalje se nastoji unaprijediti industrijska proizvodnja.?®

Trenutna svjetska proizvodnja procjenjuje se na priblizno 80.000 tona godiSnje sa svjetskim
trzistem veéim od 600 milijuna dolara, a jedan od najvecih proizvodaca je upravo tvrtka Roche.?
Zanimljivo, iako je opisano dosta razli¢itih sintetskih postupaka za L-askorbinsku kiselinu otkako
su Haworth 1 Hirst prvi put uspjesno izvr$ili zadatak, svi oni u osnovi spadaju u tri kategorije koje
ukljucuju ili izravnu konverziju prekursora Ce ili kombinaciju odgovarajuéih jedinica Cy i Cs ili
C 2 | C 4.10,27
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Slika 9. L-askorbinska kiselina iz D-glukoze sa inverzijom ugljikovog lanca®®
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2.5. lzvori i prehrambene potrebe

Askorbinska kiselina nalazi se u znacajnim koli¢inama u povréu, vocu i organima Zivotinja kao
$to su jetra, bubrezi i mozak.® Ljudsko mlijeko sadrzi 1-5 mg askorbinske kiseline na 100 g, ovisno
o majc¢inoj prehrani tako da od prestanka dojenja pa do groba ovisimo za vitamin C uglavnom o
voéu i povréu, osim ako ne uzimamo sintetski dodatak.'® Tipi¢ne vrijednosti U hrani i tkivima dane
su u tablici 2.>° Iako voée i povrée u podetku sadrzi velike koli¢ine askorbinske kiseline, kulinarski
tretman koji dobivaju ¢esto smanjuje prisutnu koli¢inu prije nego §to dode do potrosaca. Biljni
materijal bogat askorbinskom Kkiselinom takoder sadrzi oksidazu askorbinske kiseline koja
normalno moze biti neaktivna ili sadrzana unutar vezikula, a fino usitnjavanje takvog materijala
povecava aktivnost enzima. Drugi enzim koji ¢e uzrokovati gubitak askorbinske kiseline u biljnom
materijalu je fenolaza. To je tvar koja pomaze u proizvodnji smedih plodova kao §to su jabuke
kada polifenolne vrste oksidiraju Kisikom iz zraka. Enzim funkcionira s kisikom i askorbinskom
kiselinom i reducira orto-kinone natrag u orto-difenole. To rezultira stvaranjem
dehidroaskorbinske kiseline, koja se brzo pretvara u 2,3-diketogulonsku kiselinu. Proces
kataliziraju bakar(ll) i drugi ioni prijelaznih metala, koji stoga ubrzavaju gubitak askorbinske
kiseline iz povréa i voca, primjerice kada se kuhaju u bakrenim ili Zeljeznim posudama. Naravno,
glavni faktor u uklanjanju vitamina C iz kuhanog povréa je jednostavno otapanje u vodi za
kuhanje.®

Vecina sisavaca kojima je potrebna askorbinska kiselina zadovoljava svoje potrebe pri unosu od
20-80 mg na 1000 kcal (4,184 MJ). Ova koli¢ina odgovara onome §to se moze ekstrapolirati iz
sintetskih stopa kod Zivotinja koje proizvode askorbinsku kiselinu.®

Potrebe za vitaminom C kod ljudi (date kao raspon za Zene—muskarce i izraZene kao preporuceni
dnevni unos (RDA) ili odgovaraju¢i unos (AI)) su sljedece: dojencad, 40 mg d* (Al na temelju
onoga §to je prisutno u ljudskom mlijeku); djeca (3-13 godina), 15-45 mg d! (ekstrapolirano iz
RDA za odrasle); adolescencija, 45-65 mg d*; odrasli (>19 godina), 75-90 mg d*; dojilje, 115—
120 mg d1.% RDA za vitamin C iz 2000., 75-90 mg dnevno, predstavlja poveéanje od 25%-50%
u odnosu na RDA iz 1989., 60 mg.> U skladu s ovim procjenama, neka klini¢ka istraZivanja su
primijetila nedostatak vitamina C u 2-7% ispitanih pojedinaca. Veca je vjerojatnost da ¢e osobe
koje puse imati marginalni status vitamina C u usporedbi s nepusacima. Nekoliko studija pokazuje
da je pusacima potrebno vise od 200 mg vitamina C dnevno kako bi odrZali koncentraciju vitamina
C u plazmi na razini koja je jednaka onoj kod nepusaca. Genetske varijacije u transporterima ili
enzimima uklju¢enim u metabolizam askorbata takoder mogu utjecati na funkcije ili koncentraciju
vitamina u stabilnom stanju. Posljedi¢no, postoji moguénost da pojedinci s razlikama u genima
imaju vece po trebe za vitaminom C.° Poveéane potrebe za vitaminom C uodene su i kod trudnica,
alkoholicara, dugotrajnih dijareja, hemodijalize, razlicitih infekcija, hipertireoidizma, stresa,
terapije nekih lijekova itd.*°
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Tablica 2. Vitamin C u odabranoj hrani i tkivima®>®

Izvori vitamina C

mg Asc na 100 g mokre
tezine ili jestive porcije

lzvori vitamina C

mg Asc na 100 g mokre
tezine ili jestive porcije

Zivotinjski proizvodi

kravlje mlijeko 0.5-2
ljudsko mlijeko 3-6
govedina, svinjetina, teletina 1-2
goveda, svinjska jetra 10-30
pileca jetra 15-20
pile¢i bubreg 6-8
pilece srce 5
kamenica (sirova) 30
misi¢ raka 1-4
jastog 3
Skampi 2-4
voée

jabuka 3-30
banana 8-16
kupina 8-10
treSnja 15-30
crveni ribiz 20-50
crni ribiz 150-200
grejp 30-70
Kiwi 80-90
limun 40-50
limeta, naranca 30-50
dinja 9-60
jagoda 59-70
ananas 15-25
Sipak 250-800
rajcica 15-20

Povrée
grah, razni
brokula
prokulice
kupus
mrkva
krastavac, cikla
cvjetaCa
patlidzan
vlasac

kelj

luk

salata, razna
grasak
Krumpir
bundeva
rotkvica
Spinat
Sparoge
avokado
zacini
cikorija
korijandar
ceSnjak
hren
poriluk
persin
papar, razni

10-15
80-90
100-120
30-70
5-10
6-8
50-70
15-20
40-50
70-100
10-15
10-30
8-12
4-30
15
25
35-40
15-30
10

30-40
90
15-25
50
15
200-300
150-200
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2.6. Probava: apsorpcija i katabolizam

Kada se askorbinska kiselina konzumira u prehrani, ileum i jejunum su glavna mjesta apsorpcije
askorbinske kiseline. Bioraspolozivost vitamina C ovisi o dozi. Kod ljudi se zasi¢enje transporta
dogada s dozama od 200-400 mg d*. Otprilike 70% doze od 500 mg se apsorbira. Medutim, velik
dio apsorbirane doze (>50%) se ne metabolizira i izlucuje urinom. S dozom od 1250 mg apsorbira
se samo 50% doze, a vecina (>85%) apsorbirane doze se izlu¢i. Vitamin C nije vezan za proteine
i eliminira se s poluvijekom eliminacije od 10-12 sati. Koncentracije vitamina C u plazmi krecu
se od 45 do 50 umol I u dobro uhranjenih osoba s tipiénim unosom vitamina C od 90-100 mg
vitamina C dnevno.® Koncentracije vitamina C u plazmi kod ljudi koji redovito uzimaju dodatke
vitamina C su 30%-70% vise, u rasponu od 50-60 pmol It do 75-80 pumol I kod pojedinaca koji
redovito uzimaju dodatke od 100 mg do 500-1000 mg vitamina C.>?8 Koncentracije vitamina C u
plazmi u novoroden¢adi mnogo su vise, ~150 umol I.>?° Neka tkiva mogu akumulirati ¢ak 100
puta vise od razine askorbinske kiseline u krvi (npr. nadbubrezne Zlijezde, hipofiza, timus, zuto
tijelo i mreznica). Koncentracije u tkivu kre¢u se od mikromolarnih do milimolarnih koli¢ina, §to
znaci da se u sustavima sisavaca toleriraju visoke razine vitamina C u tkivima. Medutim, takoder
postoje dokazi da se ubrzani metabolizam ili odlaganje askorbinske kiseline javlja nakon
produljene suplementacije visokih doza askorbinske kiseline, odnosno da se razine askorbinske
kiseline u tkivima odrzavaju metaboli¢ki kontroliranim ili reguliranim procesima.’

Askorbinska kiselina se prenosi u sve vrste stanica. Jednostavna difuzija objaSnjava dio ovog
kretanja. Glavni prijenos, medutim, odvija se pomocu transportnih proteina koji omogucuju ulazak
i izlazak iz stanice. Za askorbat postoje Na* kotransporteri koji aktivno prenose askorbat u
stanice.*®* Budu¢i da je strukturno slican glukozi, dehidroaskorbat se unosi u stanice putem
pomo¢nih glukoznih transportera (GLUTSs). Do akumulacije askorbinske kiseline u stanicama
dolazi pretvaranjem dehidroaskorbata u askorbinsku kiselinu. Ovo takoder sluzi odrzavanju niske
unutarstani¢ne koncentracije dehidroaskorbata, §to pogoduje unosu u stanicu duz gradijenta
koncentracije. Povecanje unutarstanicne koncentracije askorbinske kiseline dogada se u vrijeme
kada je stanici potrebna maksimalna antioksidativna zastita od produkata vlastitih oksidativnih
reakcija. Od klinickog znacaja, dijabetes moze utjecati na stani¢ni transport askorbata. Visoka
razina glukoze moze se natjecati za mjesto u glukoznim transporterima, ometajuc¢i unos
dehidroaskorbinske kiseline. Uoceno je da aktivnost transportera varira obrnuto s unutarstani¢nim
askorbatom, sto rezultira odrzavanjem relativno konstantne unutarstani¢ne koncentracijefs'25

Glavni metaboliti katabolizma askorbinske kiseline u organizmu su dehidroaskorbinska kiselina,
2,3-diketo-gulonska kiselina i oksalna kiselina. Metabolizira se najve¢im dijelom u jetri, a
metaboliti se izlucuju urinom. Askorbinska se kiselina prvo oksidira do askorbil aniona, potom do
askorbil radikala te do dehidroaskorbinske kiseline. Dehidroaskorbinska kiselina ireverzibilno se
prevodi u 2,3-diketo-gulonsku kiselinu jer dolazi do hidrolize laktonskog prstena. Ona se potom
moze prevesti u oksalnu kiselinu, L-ksilozu, L-liksonsku Kkiselinu i L-treonsku Kkiselinu.
Katabolizam je prikazan na slici 10.1° Oksidacija askorbinske kiseline u CO2, C4 i Cs derivate te

izlu¢ivanje glavni su putevi kojima se askorbinska kiselina gubi iz tijela.>
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Slika 10. Katabolizam askorbinske kiselinel®

19



2.7.Analiza

Dostupni su brojni pristupi za detekciju askorbinske kiseline. Najces¢i pristup ukljucuje titraciju s
oksidiraju¢im sredstvima. Askorbinska kiselina snazno apsorbira UV svjetlo, §to je osnova za neke
spektrofotometrijske testove. Redoks svojstva askorbinske kiseline omogucuju elektrokemijsku
detekciju ili detekciju interakcije s redoks-osjetljivim kromoforima i bojama.® Elektrokemijska
detekcija omogucuje istovremeno mjerenje askorbinske i dehidroaskorbinske kiseline, izomera 1
derivata. Sada je razvijen niz metoda tekuéinske kromatografije visoke uéinkovitosti za izolaciju
askorbinske kiseline. Kromatografski pristupi uklju¢uju ionsku izmjenu, plinsku kromatografiju,
kromatografiju obrnutih faza i ionsko sparivanje. U izravnim ispitivanjima askorbinske kiseline u
sirovim smjesama Cesto se koristi 2,2'-dipiridil kalorimetrijska metoda koja se temelji na redukciji
Fe®" u Fe?* askorbinskom kiselinom. Fe?* reagira s 2,2'-dipiridilom i tvori kompleks koji se moze
kvantificirati kalorimetrijski. Uz 2,2'-dipiridil, takoder su koristeni ferozin i Folin fenol reagens.
Nadalje, metode temeljene na fluorometrijskoj i kemiluminiscencijskoj detekciji pruzaju vrlo
osjetljive pristupe za odredivanje askorbinske kiseline.®> Enzimske metode i masena spektrometrija
omjera izotopa takoder se koriste za detekciju i kvantitativno odredivanje askorbinske kiseline.’
Enzimske metode koje koriste askorbat oksidazu imaju prednost selektivnog mjerenja bioloske
aktivnosti askorbinske kiseline.

Vazno je napomenuti da prisutnost askorbinske kiseline takoder moze ometati mnoge kemijske
testove urina i krvi. Primjeri ukljucuju analizu glukoze, mokraéne kiseline, kreatinina, bilirubina,
glikohemoglobina, hemoglobina A, kolesterola, triglicerida, leukocita i anorganskog fosfata, jer
kao reducens, askorbinska kiselina moze uzrokovati stvaranje nespecifi¢ne boje.®

2.7.1. FTIR spektroskopija

Infracrvena spektroskopija Fourierove transformacije (FTIR) je najces¢i oblik infracrvene
spektroskopije. Sve infracrvene spektroskopije djeluju na principu da kada infracrveno (IR)
zraCenje prolazi kroz uzorak, dio zracenja se apsorbira. BiljeZi se zraCenje koje prolazi kroz uzorak.
Budu¢i da razli¢ite molekule sa svojim razli¢itim strukturama proizvode razlicite spektre, spektri
se mogu koristiti za identifikaciju i razlikovanje medu molekulama. Na taj na¢in, spektri su poput
ljudskih otisaka prstiju ili DNK: prakti¢ki jedinstveni.!

FTIR spektroskopija koristi moduliranu, srednju infracrvenu energiju za ispitivanje uzorka (400-
4000 cm™). Infracrveno svjetlo se apsorbira na odredenim frekvencijama koje su izravno povezane
s energijama vibracijske veze izmedu atoma u molekuli. Kada su energija vibracije veze i energija
srednjeg infracrvenog svjetla ekvivalentne, veza moze apsorbirati tu energiju. Razli¢ite veze u
molekuli vibriraju razli¢itim energijama i stoga apsorbiraju razli¢ite valne duljine IR zragenja.*
Vrsta vibracije (rastezanje ili svijanje) izazvana infracrvenim zraéenjem ovisi o atomima u vezi.3!
Polozaj (frekvencija) 1 intenzitet ovih pojedinacnih apsorpcijskih vrpci doprinose cjelokupnom
spektru, stvarajuéi karakteristi¢an ,,otisak* molekule.®
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Svi infracrveni (FTIR) spektrometri (slika 11) zahtijevaju tri osnovne komponente: IR izvor svjetla
koji emitira IR svjetlo, interferometar koji vremenski ovisno modificira spektralni sastav IR svjetla
i detektor koji detektira intenzitet svjetla.

Kada IR svjetlost ude u interferometar, razdjelnik snopa dijeli svjetlost u dvije opticke zrake. Prvu
zraku reflektira nepokretno zrcalo, a drugu zraku reflektira pokretno zrcalo. Ovo zrcalo se stalno
pomice naprijed-natrag i, ovisno o polozaju, druga zraka prelazi duzi ili kra¢i put. Dvije zrake
ponovno se susrecu kod razdjelnika zraka, gdje interferiraju jedna s drugom. Zbog promjene
udaljenosti putovanja druge zrake, rezultirajuce IR svjetlo koje izlazi iz interferometra ima stalno
promjenjivu distribuciju frekvencije. Detektor biljezi ovaj "interferogram" - funkciju intenziteta
signala u odnosu na vrijeme (=polozaj zrcala). Ra¢unalo Fourierovom transformacijom pretvara
interferogram u infracrveni spektar koji prepoznajemo i koristimo - funkciju intenziteta signala u
odnosu na frekvenciju/valni broj. Fourierova transformacija je matematicka funkcija koja rastavlja
valove i vraca frekvenciju vala na temelju vremena. Spektar se biljeZi na grafikonu s valnim brojem
(cm™1) zabiljezenim na X-osi, a transmitancijom (%) zabiljezenom na Y-osi. Transmitancija je
suprotna apsorbanciji, to je udio upadnog zracenja dane valne duljine koji je prosao kroz medij na
koji pada zragenje. Valni broj je 1/valna duljina i odgovara energiji vibracije molekulskih veza, 332

FTIR je preferirana metoda infracrvene spektroskopije iz nekoliko razloga. Prvo, ne uniStava
uzorak. Drugo, znatno je brza od starijih tehnika.3! Za razliku od disperzivnog IR spektrometra,
gdje disperzivni element dijeli ulaznu svjetlost na njene spektralne komponente i gdje se svaka
komponenta mjeri zasebno, u FTIR-u se sve frekvencije svjetlosti mjere istovremeno.®? Trece,
mnogo je osjetljivija i preciznija. Ove prednosti FTIR-a proizlaze iz upotrebe interferometra te
Fourierove transformacije.3! Jedna od velikih prednosti infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom je ta $to pruza i kvalitativne i kvantitativne informacije iz istog izmjerenog FTIR
spektra.®2

FTIR spektroskopija se koristi u organskoj sintezi, znanosti o polimerima, petrokemijskom
inZenjerstvu, farmaceutskoj industriji i analizi hrane. Drugim rije¢ima, ima Sirok raspon primjena,
od razumijevanja strukture pojedina¢nih molekula i sastava molekularnih smjesa do identifikacije
spojeva i odredivanja komponenti u smjesi pa do praéenja procesa.®!
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Slika 11. Shematski prikaz interferometra - sredisnji dio modernih FTIR spektrometara®?



2.8. Primjena

2.8.1. Medicina

Vitamin C ima vrlo vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji. Dostupan je u obliku razli¢itih
suplemenata, u kombinaciji s drugim vitaminima te u razli¢itim dozama. Studije bioraspolozivosti
pokazuju da intravenska primjena proizvodi koncentracije u plazmi koje se nikada ne bi mogle
posti¢i oralnom primjenom, za doze od 500 mg i viSe. Iz perspektive farmakokinetike, to nije
iznenadujuée, budu¢i da intravenska primjena mnogih lijekova proizvodi vece vrijednosti u
usporedbi s oralnom primjenom, zbog komparativnih ograni¢enja u crijevnoj apsorpciji. Na
primjer, pacijenti s ozbiljnim infekcijama Cesto primaju intravenske umjesto oralne antibiotike,
dijelom jednostavno zato $to se u¢inkovite koncentracije obi¢no bolje postizu intravenskim putem.
Jednostavno receno, askorbinska kiselina primijenjena intravenozno moze proizvesti
farmakoloske koncentracije (ili slicne koncentracijama lijeka) zbog ograniCene intestinalne
apsorpcije. Koncentracije iznad 250 mM ne mogu se proizvesti ¢ak ni uz oralno doziranje od
MNogo grama, a vise koncentracije mogu se smatrati farmakoloskim koncentracijama.?

Osim u prevenciji skorbuta, kao §to je ranije opisano, najées¢e se koristi u prevenciji prehlade, a
isto tako moze pomo¢i i u smanjenju njezinih simptoma. U tu svrhu koristi se dnevna doza od 1-2
g. Visoka koncentracija vitamina C u leukocitima i brzi pad koncentracije vitamina C u plazmi i
leukocitima tijekom stresa 1 infekcije su dokaz da vitamin C igra ulogu u imunoloskoj funkciji.
Deseci istrazivanja i klinickih ispitivanja provedeni su u pokusajima da se razjasni uloga vitamina
C u obi¢noj prehladi i drugim virusnim i bakterijskim infekcijama; veéina recenzenata literature
slaze se da postoji malo opravdanja za rutinsku profilaksu velikim dozama vitamina C. Medutim,
u odredenim visokorizi¢nim populacijama, suplementacija vitaminom C moZe pruZiti neke koristi.
Ultramaratonci su podlozni infekcijama gornjih diSnih puteva neposredno nakon tré¢anja. U
dvostruko-slijepom, placebo-kontroliranom ispitivanju, suplementacija vitaminom C (600 mg dan’
1) koja je pocela 21 dan prije starta utrke, smanjila je za 50% incidenciju infekcija gornjih di$nih
puteva kod trkaca. U istoj studiji, na incidenciju infekcija gornjeg diSnog trakta kod sjedilackih
kontrolnih osoba dodatak vitamina C nije imao utjecaj, iako je trajanje simptoma bilo zna¢ajno
kra¢e (-1,4 dana) kod kontrolnih ispitanika koji su primali dodatke vitamina C. Tri od Cetiri
randomizirana, dvostruko-slijepa, placebo-kontrolirana ispitivanja koja su koristila 1-2 g vitamina
C dnevno izvijestila su o znac¢ajnom smanjenju incidencije infekcija disSnog sustava medu vojnim
osobljem. Manje doze, 300 mg dan-1, nisu bile povezane sa smanjenjem infekcija obi¢ne prehlade
medu vojnim regrutima; ali je zabiljezeno smanjenje od 50% kod najtezih respiratornih infekcija.
Zabiljezeno je da su stariji pacijenti hospitalizirani s akutnim respiratornim infekcijama koji su
primali 200 mg vitamina C dnevno bili bolje od pacijenata koji su primali placebo. lako razlika
nije bila statisticki znaCajna, stariji pacijenti koji su primali placebo imali su pet puta vecu
vjerojatnost da ¢e umrijeti od komplikacija infekcije diSnog sustava nego pacijenti koji su primali
dodatak askorbata. Vitamin C takoder moze ubrzati destrukciju histamina, medijatora simptoma
alergije i prehlade. Dodatak vitamina C smanjuje koncentraciju histamina u krvi od 30% do 40%
kod odraslih osoba, a akutne doze vitamina C (npr. 2 g) smanjuju bronhijalnu reakciju na inhalirani
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histamin kod pacijenata s alergijama. Nekoliko je istrazivaca sugeriralo da antihistaminski u¢inak
vitamina C moZe neizravno poboljsati imunoloski odgovor, to jest, askorbinska kiselina pojacava
blastogenezu limfocita ovisnu 0 mitogenu inhibicijom proizvodnje histamina u kulturama stanica
slezene. Osim toga, suplementacija s 250 mg vitamina C dnevno tijekom 6 tjedana znacajno
smanjuje ekspresiju ICAM-1 mRNA monocita (-50%) kod zdravih muskih ispitanika, §to je vazno
opazanje jer je ekspresija ove molekule povezana s hiperreaktivnos¢u diSnih puteva
karakteristiénom za prehladu, alergijsku astmu i sezonski alergijski rinitis.>

Buduc¢i da vitamin C sudjeluje u sintezi kolagena, koristi se 1 kod brzeg zacjeljivanja rana u dozama
500-1000 mg dnevno. Kao sto je spomenuto, mehanizmi koji povezuju unos askorbinske kiseline
S vezivnom regulacijom i talozenjem povezani su s njezinom ulogom enzimskog kofaktora (i
stabiliziraju¢eg faktora) za prolil i lizil hidroksilaze. Askorbinska kiselina povec¢ava nakupljanje
kolagena i aktivnost alkalne fosfataze u osteogenim stanicama, ¢ime utjece na formiranje kostiju.
Abnormalni razvoj kostiju 1 prijelomi primjecuju se kod skorbuta, ali je uloga vitamina C u zastiti
od gubitka koStane mase uzrokovanog starenjem manje jasna. Vitamin C iz prehrane nije dosljedno
povezan s mineralnom gustocom kostiju kod Zena u postmenopauzi, ali vitamin C u prehrani, kao
1 konzumacija voca i povrca, §titi od gubitka koStane mase kod mladih Zena i Zena u ranoj
menopauzi. Medutim, dugotrajno uzimanje vitamina C (400-750 mg dan™ tijekom >10 godina)
pozitivno je povezano s mineralnom gusto¢om kostiju kod Zena u postmenopauzi. U populaciji s
rizikom od prijeloma kuka (pusacice u dobi od 40 do 76 godina), nizak unos vitamina C u prehrani
bio je povezan s trostruko veé¢im rizikom od prijeloma kuka u usporedbi sa Zenama nepusacima;
pusaci koji unose dovoljno vitamina C u prehrani (>67 mg dnevno) nisu bili izloZeni povecanom
riziku od prijeloma kuka.®

Antioksidacijska svojstva vitamina C pomazu u zastiti tijela od Stetnih ucinaka prevelike koli¢ine
slobodnih radikala koji mogu ostetiti zdrave stanice. Upravo zbog tog svojstva vazan je u
prevenciji ateroskleroze. Epidemioloske studije su pokazale da je smrt uzrokovana
kardiovaskularnim bolestima obrnuto proporcionalna redovitom koristenju dodataka vitamina C.
Pojedinci koji su sudjelovali u studiji smrtnosti s koncentracijama askorbinske Kiseline u serumu
koje su zasitile tkivo (>62 pmol 1Y), imali su 34% manju vjerojatnost smrti od kardiovaskularnih
bolesti. Muskarci s nedostatkom vitamina C (vitamin C u plazmi <11 pmol I) bili su izloZeni
znacajno povecanom riziku od infarkta miokarda nakon kontroliranja potencijalno zbunjujucih
varijabli. Srednja koncentracija vitamina C u plazmi muskih pacijenata primljenih unutar prvih 12
sati od pocetka akutnog infarkta miokarda bila je znac¢ajno niza nego kod kontrolnih ispitanika
(19,5 odnosno 37,0 umol I"1).° Postoje neki dokazi da veée doze vitamina poveéavaju cirkulirajuée
razine lipoproteina ¢ime se sprjeCava talozenje kolesterola u arterijama i1 smanjuje rizik od
koronarne bolesti srca.!® Oksidacija lipoproteina niske gusto¢e (LDL) povezana je s etiologijom
ateroskleroze uz endotelnu disfunkciju i upalne procese. Vitamin C moZe biti ukljucen u
recikliranje vitamina E, koji zauzvrat moze donirati elektrone za sprje¢avanje oksidacije LDL-a ili
poboljsati vaskularno zdravlje promicanjem endotelne sinteze duSikovog oksida ili smanjenjem
krvnog tlaka kod hipertenzivnih pacijenata. Medutim, kao $to je ranije opisano, klinicka ispitivanja

24



suplementacije askorbata, bilo samog ili s drugim antioksidativnim vitaminima, tek trebaju dati
znacajna smanjenja rizika od kardiovaskularnih bolesti ili klini¢kih dogadaja koji pokazuju da je
askorbinska kiselina doista neovisni ¢imbenik u zastiti od kardiovaskularnih rizika. Jo$ je mnogo
toga potrebno da se razjasne mehanizmi koji bi na kraju mogli dovesti do razumijevanja zasto
rezultati odredenih studija ukazuju na odredenu razinu u¢inkovitosti.”

Epidemioloske studije su takoder pokazale da je rizik od katarakte (mrene) znatno vec¢i kod
pojedinaca s umjerenom do niskom koncentracijom vitamina C u krvi. Nakon kontrole
potencijalno zbunjujucih varijabli, ukljuujuci dijabetes, pusenje, izlaganje suncevoj svjetlosti i
redovitu upotrebu aspirina, uzimanje dodataka vitamina C ~10 godina bilo je povezano sa
smanjenim rizikom zamucenja lece u ranoj i srednjoj dobi kod Zena. U zasebnoj studiji, visok unos
vitamina C u prehrani (>200 mg dan™) bio je povezan s 30% smanjenjenim rizikom od katarakte,
a koncentracije askorbinske kiseline u serumu >49 pmol I bile su povezane sa 60-70%
smanjenjem od svih vrsta katarakte. Zanimljivo je da je visokokvalitetna prehrana bogata vocem,
povréem 1 cjelovitim Zitaricama povezana sa smanjenom pojavom katarakte kod onih koji ne
uzimaju dodatke vitamina C, ali ne i kod korisnika dodataka vitamina C, $to ukazuje na vaznu
ulogu vitamina C u prevenciji katarakte.®

Zajedno s vitaminom A i vitaminom E ¢ini trio antioksidativnih vitamina za koje se sada vjeruje
da imaju preventivni u¢inak na degenerativne bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti i rak.*
Mehanizam nije u potpunosti razjasnjen, ali smatra se da vitamin C neutralizira slobodne radikale
koji unistavaju DNK 1 dovode do razvitka tumora ili da djeluje prooksidativno, ¢ime se stvaraju
slobodni radikali koji uniStavaju tumorske stanice u samom zacetku. U epidemioloskim studijama,
incidencija svih uzroka raka i smrti izgledaju obrnuto povezani s koncentracijama vitamina C u
serumu kod muskaraca, ali ne 1 kod Zena. Rizik od fatalnog raka plu¢a bio je obrnuto
proporcionalan serumskom vitaminu C i kod muskaraca i kod Zena. Redovita uporaba dodataka
vitamina C povezana je sa smanjenim rizikom od raka Zeluca 1 crijeva u velikim skupinama u
SAD-u; ipak, kratkoro¢no, intervencijsko ispitivanje u kineskoj populaciji s visokim rizikom od
raka Zeluca nije pokazalo korist suplementacije vitaminom C (120 mg dan™) na udestalost raka
zeluca. Kemopreventivna svojstva vitamina C mogu se povezati s antioksidativnim u¢incima koji
Stite od oksidativnog ostecenja DNK ili sa zastitnim ucincima protiv kancerogenih mehanizama
koji remete stani¢ni ciklus. lako prooksidativni ucinci askorbinske kiseline in vitro ukazuju na
mogucu ulogu vitamina C u mutagenezi, istraZzivanja koja koriste fizioloski relevantne sustave

stani¢nih kultura pokazuju da je vitamin C najc¢e$¢e povezan sa smanjenom ucestalo$¢u mutacija
DNK.®

Rizik od mozdanog udara, i cerebralnog infarkta i hemoragi¢nog mozdanog udara, obrnuto je
povezan sa statusom vitamina C. U dvije velike prospektivne studije u Finskoj i Japanu, serumski
vitamin C (>45 pmol I) bio je povezan s 30-50% manjim rizikom od mozdanog udara. Medutim,
redovita uporaba dodataka vitamina C nije bila povezana sa smanjenim rizikom od mozdanog
udara §to sugerira da bi drugi ¢imbenici u voc¢u 1 povréu mogli biti odgovorni za blagotvorne u¢inke
prehrane bogate vitaminom C.°
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Vitamin C ima protuupalna, imunomodulirajuca, antioksidacijska i antivirusna svojstva koja su
otvorila novi prozor za njegovu potencijalnu upotrebu u lije¢enju i prognozi COVIDa-19. Nedavne
studije o ulozi vitamina C u prognozi, prevenciji i infekciji COVID-19 su obecavajuce, ali joS$ nije
jasno moze li vitamin C pomoéi.®

2.8.2. Prehrambena industrija

Osim vrlo velike upotrebe u farmaceutskoj industriji, ¢esto je koriSten kao aditiv u hrani (E300).
Povecava nutritivnu vrijednost namirnica, Koristi se kao konzervans i antioksidans odnosno
sprjeCava kvarenje hrane i pi¢a uzrokovano kisikom u zraku, za povecanje kiselosti te kao
stabilizator.*1°

2.8.3. Kemijska industrija

U kemijskoj se industriji koristi u polimerizaciji, tehnologiji metala te pri razvijanju i printanju
fotografija zbog svojih redukcijskih svojstva.'

2.8.4. Kozmeti¢ka industrija

Poznato je nekoliko prednosti lokalne primjene askorbinske kiseline. Medutim, zbog stabilnosti u
vodenim sustavima, kozmeticka industrija sve do posljednjih godina nije iskoriStavala ove
prednosti u ve¢em opsegu. Neki derivati vitamina C imaju prednost jer su stabilni u kozmetickim
formulacijama i ispoljavaju povoljne ucinke vitamina C kada se nanose na kozu. Najcesce se
koriste soli askorbinske kiseline: natrijev ili magnezijev askorbat, natrijev ili magnezijev askorbil
fosfat, askorbil glukozid i askorbil palmitat. Jedan od najkorisnijih je natrijev askorbil fosfat
(SAP). To je bijeli prah, lako topiv u vodi do koncentracije od 50%. Za razliku od askorbinske
kiseline, SAP je stabilan u vodenim otopinama pri pH iznad 6,5. Moze se koristiti u proizvodima
za njegu koze kako bi se sprijecilo stvaranje slobodnih radikala 1 povecala ¢vrstoc¢a koze. Kozni
fibroblasti sintetiziraju manje kolagena kako stare pa redovito tretiranje koze s 3% SAP-om dovodi
do znatno ¢vrsce koze. Djeluje na posvjetljivanje koze te sprjecava i ublaZava staraCke pjege.
Takoder, SAP je idealan u kombinaciji s acetatom vitamina E za poboljSanje zastite u proizvodima
za njegu od sunca. Rezultati pokazuju da SAP u kombinaciji s acetatom vitamina E smanjuje
stvaranje slobodnih radikala u koZi za gotovo 50% u usporedbi s placebo formulacijom za zastitu
od sunca koja ima SPF 8. SAP je idealan sastojak u pastama za zube jer inhibira rast nekoliko
oralnih bakterija, koje uzrokuju karijes, gingivitis i paradentozu.*

2.8.5. Sport

Sto se ti¢e sportskog Zivota, potrebno nam je vise energije tijekom sportske aktivnosti. Stoga mora
se oksidirati viSe hrane. Posljedi¢no, moramo udisati viSe kisika. To implicira da ¢e viSe molekula
kisika pobjeci u nasim tijelima. Stoga ¢e “oksidativni stres” biti u porastu u nasim tijelima. Jasno
je da je obrana od ove situacije unos vece dnevne doze vitamina C. Tesko je predvidjeti koju dozu
uzimati jer ovisi o intenzitetu i duljini treninga.>*
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Provedena je infracrvena spektroskopija Fourierove transformacije na uredaju Perkin Elmer
Spectrum One FT-IR Spectrometer (slika 12) koji se nalazi u Zavodu za fiziku Fakulteta kemijskog
inzenjerstva i tehnologije u Zagrebu.

Perkin

Spectrum One

FT-IR Spectromet

Slika 12. Perkin EImer Spectrum One FT-IR Spectrometer

Analizirano je 5 razli¢itih uzoraka ¢iji su naziv i sastav navedeni u nastavku:
Uzorak 1

Naziv: prah Vitamin C

Proizvodac: Poljo-Evelin d.o.0.

Sastojci: L-askorbinska kiselina

Uzorak 2

Naziv: tablete Plivit C 500 mg

Proizvodac: Pliva

Sastojci: askorbatna kiselina (500 mg), pomo¢ne tvari: kukuruzni $krob, talk, mikrokristalini¢na
celuloza, magnezijev stearat

Uzorak 3
Naziv: tablete C 500 + SR Rose Hips & Bioflavonoids
Proizvodac: KAL
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Sastojci: vitamin C, Sipak, bioflavonoidi, emulgatori: celuloza, magnezijev stearat, stabilizator
stearinska kiselina, tvar za sprjeCavanje zgrudnjavanja silicijev dioksid

Uzorak 4
Naziv: sumecée tablete Zeljezo + Vitamin C
Proizvodac: Naturel

Sastojci: Secer, kiselina (limunska kiselina), regulator Kiselosti (natrijev-hodrogen-karbonat),
aroma (crvena naranca), L-askorbinska kiselina, sladila (natrijev ciklamat i natrijev saharinat),
zeljezo-pirofosfat, bojilo (crvena, natrijev riboflavin-5'-fosfat)

Uzorak 5
Naziv: tablete ABC Plus Ultra
Proizvodac: Natural Wealth

Sastojci: dikalcijev fostat, tvar za povec¢anje volumena - mikrokristalini¢na celuloza; magnezijev
oksid, kalijev citrat, L-askorbinska kiselina, stabilizator - umrezena natrijeva karboksimetil
celuloza; tvar protiv zgrudnjavanja - masne kiseline; bioflavonoidi iz ploda citrusa (Citrus spp.),
pivski kvasac, nikotinska kiselina, zeljezov fumarat, tvar protiv zgrudnjavanja - silicijev dioksid;
D-a-tokoferil sukcinat, kolin bitartarat, manganov glukonat, kalcijev D-pantotenat, cinkov oksid,
D-biotin, tvar protiv zgrudnjavanja — magnezijeve soli masnih kiselina; ucévrséiva¢ —
polivinilpirolidon; natrijev molibdat, beta-karoten, kvasac obogacen selenom, kromov klorid,
inozitol, plod Sipka (Rosa canina), celulozna ovojnica (natrijeva karboksimetil celuloza, glicerol,
natrijev citrat dihidrat, tvar za poliranje — karnauba vosak), kalijev jodid, piridoksin-hidroklorid,
pteroilmonoglutaminska (folna) Kkiselina, tiamin-hidroklorid, rutin iz japanske sofore (Sophora
japonica), pcelinji propolis, PABA, kolekalciferol, riboflavin, bakrov oksid, koncentrat mati¢ne
mlijeci (3,5:1), cijanokobalamin

IzraCunat je i infracrveni spektar molekule askorbinske kiseline u programskom paketu Gaussian
16, s funkcionalom gusto¢e B3LYP i baznim skupom funkcija 6-311G++(d,p).
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4. REZULTATI

Nakon nekoliko sekundi analize svakog uzorka na spektrometru (manje od 30 sekundi) dobiveni
su sljedec¢i graficki prikazi. Na x-osi prikazan je valni broj u cm™ dok se na y-osi nalazi

transmitacija u %.
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Slika 13. FTIR spektrogram uzorka 1.
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Slika 14. FTIR spektrogram uzorka 2.
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Slika 15. FTIR spektrogram uzorka 3.
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Slika 16. FTIR spektrogram uzorka 4.
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Slika 17. FTIR spektrogram uzorka 5.
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U programskom paketu Gaussian 16 dobiven je infracrveni spektar jedne molekule askorbinske
kiseline prikazan na slici 18. Na x-osi prikazan je valni broj u cm™, a na y-osi molarni apsorpcijski
koeficijent u Mt cm™ (intrinzi¢no svojstvo koliko jako kemijska vrsta apsorbira svjetlost na danoj
valnoj duljini) te dipolna snaga u 10*° esu? cm? (apsolutni kvadrat vektora momenta prijelaza
elektri¢nog dipola (p)).

Infracrveni spektar vitamina C
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Slika 18. Izra¢unati infracrveni spektar molekule askorbinske kiseline.
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5. RASPRAVA

Na grafickom prikazu FTIR spektrograma cistog uzorka vitamina C (slika 11) vide se sljedeci
karakteristi¢ni pikovi. U podrucju od oko 3525 do 3207 cm™ vide se 4 pika rastezanja O-H veza
od kojih prvi pik predstavlja primarni alkohol na C6. Siri pik pri 3000 cm™ nastaje zbog rastezanja
C-H skupine. Rastezanje karbonilne skupine, C=0, vidi se pri 1754 cm™ dok veéi pik pokraj pri
1658 cm™ predstavlja rastezanje dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma unutar prstena, C=C.
Skupina pikova s dva glavna pika pri 1447 i 1317 cm™ uzrok su svijanja C-H veza. Pik vidljiv pri
1112 cm™* pripada C-O-C rastezanju dok pik pri 1024 cm™ odgovara C-O-H svijanju. Rastezanje
izmedu ugljikovih atoma unutar prstena, C-C, vidljiva su pri 869 i 820 cm™. Pri 755 cm™ vide se
vibracije svijanja O-H veze. MozZemo primijetiti da je transmitancija vrlo visoka, iznad 90%.
Uzrok tome je $to je ovaj uzorak bio u praskastom obliku zbog ¢ega je analizirani sloj bio tanji od
ostalih uzoraka u obliku tableta, a apsorbancija je proporcionalna duljini puta kroz koji prolazi
zragenje; tanji sloj znaci manju apsorbanciju odnosno vecu transmitaciju.

U uzorku tablete Plivit C se uz askorbinsku sliku nalazi samo mala koli¢ina pomo¢nih tvari pa na
spektrogramu (slika 12) uocavamo iste karakteristicne pikove samo malo manje oStre.
Transmitancija je kod ovog uzorka manja.

Preostala tri uzorka, tablete C 500 + SR Rose Hips & Bioflavonoids, sumeée tablete Zeljezo +
Vitamin C te tablete ABC Plus Ultra sadrze veci broj sastojaka zbog ¢ega na spektrogramu (slika
13,14 1 15) vidimo 1 neke druge, nove pikove te se moze primijetiti i preklapanje/spajanje pikova
u jedan siri pik.

IzraCunate frekvencije su nesto vise od izmjerenih jer u stvarnom uzorku nema slobodne molekule,
zbog Cega se na izraCunatom infracrvenom spektru molekule askorbinske kiseline (slika 16) pikovi
javljaju pri nesto ve¢im valnim brojevima.
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6. ZAKLJUCAK

Vitamin C kao i svi ostali vitamini potreban nam je kao nutrijent za odrzavanje zdravlja. Naziva
se askorbinska kiselina jer nedostatak uzrokuje bolest skorbut kod ljudi, $to rezultira nizom
patoloskih simptoma. Slaba je dvoprotonska kiselina koja ima jaka reduciraju¢a svojstva.
Najvaznije kemijsko svojstvo vitamina C je reverzibilna oksidacija askorbinske kiseline u
dehidroaskorbinsku kiselinu koja zadrzava aktivnost vitamina. Ova mala molekula ima brojne
funkcije. Jedna je od najvaznijih redoks kofaktora u biljnim i zivotinjskim sustavima. Izvrstan je
antioksidans te olakSava redukcijsko-oksidacijske reakcije. Sudjeluje u zastiti drugih antioksidansa
i pomaze tijelu da apsorbira Zeljezo. Stiti lipide, DNK i proteine od oksidansa. Djeluje u mnogim
mono- i dioksigenazama za odrzavanje metala u reduciranom stanju. Ti enzimi su vazni za sintezu
norepinefrina, aktivaciju hormona, biosintezu karnitina te biosintezu kolagena, vezivnog tkiva i
proteinskih vlakana koja daju snagu naSim zubima i desnima, misi¢ima, krvnim zilama i kozi. Ima
sposobnost stvaranja relativno stabilnih slobodnih radikala te je glavna obrana stanice od
oksidativnih oStecenja jer djeluje kao sakuplja¢ slobodnih radikala. U visokim dozama kao i u
aerobnim uvjetima uz prisustvo metala sposobnih za redoks moze djelovati i prooksidativno. Ima
ulogu u imunoloSkom sustavu tako $to utjece na proizvodnju protutijela, povecava brzinu stvaranja
limfocita 1 poveéava mobilnost leukocita pa pomaze u borbi protiv infekcije. Takoder moze
inaktivirati i neutralizirati histamin koji aktivira upalni odgovor. U biljkama vitamin C je
neophodan je za ispravno odvijanje fotosinteze te je ukljucen u razliCite faze rasta i razvoja biljaka,
kao $to su sazrijevanje i klijanje sjemena, cvjetanje, sazrijevanje plodova i starenje. Zbog
navedenih funkcija vitamin C ima brojne primjene u medicini te prehrambenoj, kemijskoj i
kozmetickoj industriji. Primjer je hranjive tvari koju ljudi ne mogu proizvesti, ali mnoge druge
zivotinje mogu. Odraslim ljudima dnevno je potrebno 75-90 mg vitamina C, a mozemo ga unijeti
kroz razno voce 1 povrée. Glavna mjesta apsorpcije askorbinske kiseline su ileum 1 jejunum. Kod
doza od 500 mg i viSih ne dolazi do potpune apsorpcije, a velik dio apsorbirane doze se ne
metabolizira 1 izlu€uje urinom. Prenosi se u sve vrste stanica difuzijom i pomocu transportnih
proteina. Glavni metaboliti katabolizma askorbinske kiseline u organizmu su dehidroaskorbinska
kiselina, 2,3-diketo-gulonska kiselina i oksalna kiselina. Metabolizira se najveé¢im dijelom u jetri,
a metaboliti se izlu¢uju urinom. Pusaci, trudnice, alkoholi¢ari, 1 dr. imaju povecane potrebe za
vitaminom C koje mogu zadovoljiti dodacima prehrani. Reichsteinova metoda sinteze iz glukoze
jos uvijek predstavlja temelj procesa za proizvodnju, a u industriji se danas koristi biokemijski
proces fermentacije u dva koraka koji se i dalje nastoji unaprijediti. Vaznost vitamina C potvrduje
¢injenica da se godiSnje proizvodi priblizno 80.000 tona sa svjetskim trziStem vec¢im od 600
milijuna dolara. Dostupne su brojne analiticke metode za opis vitamina C od kojih je u ovom radu
koriStena infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom. FTIR spektrogram vitamina
C pokazuje karakteristicne pikove rastezanja O-H veza, C-H skupine, karbonilne skupine,
dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma unutar prstena, C-O-C veze i ugljikovih atoma unutar
prstena te svijanja C-H veza, C-O-H i O-H veza. Deblji sloj analiziranog uzorka rezultira veCom
apsorbancijom odnosno manjom transmitancijom. Sto je veéi broj drugih sastojaka u uzorku teze
je uociti karakteristi¢ne pikove za vitamin C. Unato€ brojnim spoznajama o askorbinskoj kiselini,
postoje funkcije i mehanizmi djelovanja, pogotovo u biljkama, koji jo§ uvijek nisu u potpunosti
objasnjeni zbog Cega je ovaj vitamin joS uvijek predmet raznih istrazivanja.
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7. POPIS SIMBOLA

H2Asc askorbinska kiselina

HAsc™ askorbatni monoanion (askorbat)
Asc? askorbatni dianion

HAsc" askorbil radikal

Asc™ askorbil radikal anion

DHA dehidroaskorbinska kiselina

BDHA dehidroaskorbinska kiselina dimer
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