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ABSTRAKT: W artykule przedstawiono mozliwo$¢ zastosowania miareczkowania spektrofotometrycznego do
oznaczania zawarto$ci witaminy C w wybranych owocach cytrusowych (mandarynkach). Witamina C, kluczowy
skladnik odzywczy, odgrywa znaczacg role w zywieniu czlowieka i analizie chemicznej zywno$ci. Zastosowana
metoda analityczna opiera sie na reakcji kwasu askorbinowego z 2,6-dichlorofenolinofenolem (DCPIP).
W artykule omoéwiono sposéb przygotowania probki, procedure analityczng i zastosowana aparature
spektrofotometryczng. Podkreslono réwniez zalety metody, w tym wysoka dokladnos¢ i czulo$é, a takze opisano
jej potencjalne zastosowania w analizie zywnosci. Celem artykulu jest zapoznanie czytelnikéw nie tylko
z technikg analityczna, ale takze z jej potencjalnymi zastosowaniami w badaniach nad jako$cia i warto$ciami
odzywczymi owocédw cytrusowych.

ABSTRACT: This article focuses on the application of the spectrophotometric titration method to determine the
vitamin C content in mandarins. Vitamin C, a key nutrient, plays a significant role in human nutrition and food
chemical analysis. The analytical method employed is based on the reaction of ascorbic acid with 2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP), enabling precise determination of its concentration. The article discusses
sample preparation, the analytical procedure, and the spectrophotometric tools used. It also highlights
the advantages of the method, including high accuracy and sensitivity, as well as its applications in food analysis.
The aim of this article is to introduce readers not only to the analytical technique but also to its potential
applications in research on the quality and nutritional value of citrus fruits.
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1. Wstep

Odkrycie witaminy C mialo kluczowe znaczenie w zrozumieniu przyczyn i leczenia szkorbutu,
choroby, ktdra przez wieki dziesigtkowala zalogi statkdw i populacje krajow o ograniczonym dostepie
do $wiezych produktéw. Juz w XVIII wieku szkocki lekarz James Lind udowodnil, ze spozywanie
cytruséw skutecznie zapobiega tej chorobie, co stanowilo pierwszy praktyczny dowod na role diety
w profilaktyce szkorbutu [1]. Witamina C, bedaca antyoksydantem, odgrywa takze istotng role
w syntezie kolagenu, wspieraniu odpornosci oraz wchlanianiu zelaza, co czyni ja niezbednym
skladnikiem diety [1]. Po wyizolowaniu witaminy przez Alberta Szent-Gorgyiego jej znaczenie
naukowe i medyczne szybko wzrosto, a odkrycie jej struktury umozliwilo rozwdj przemystowej
produkcji i szeroka dostepnosc suplementow witaminy C [1]. Wspolczesnie jest jednym z najczesciej
badanych i stosowanych zwigzkdéw w dietetyce oraz medycynie.

2. Budowa witaminy C i biogeneza

Zdolno$¢ do syntetyzowania w organizmie kwasu L-askorbinowego jest warunkowana przez
obecnos$¢ enzymu oksydazy L-gulono- y-laktonowej w watrobie, ktory posiada wiekszo$¢ gatunkow
zwierzat. Rosliny prawdopodobnie dzieki enzymowi dehydrogenazie galaktono-laktonowej rowniez
posiadaja zdolno$¢ do syntezy tego zwigzku. W przypadku czlowieka, ktdry nie posiada takich szlakéw
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prowadzacych do syntezy witaminy C konieczne jest jej dostarczanie wraz z pozywieniem [1].
Kwas askorbinowy bedacy pochodna sacharydéw w organizmach zwierzat jest tworzony z D-glukozy.
W przypadku roslin moze by¢ syntetyzowany z D-glukozy lub D-galaktozy. Kwas L-askorbinowy
o0 wzorze CsHgOs jest t y-laktonem kwasu 2,3-dehydro-L-gulonowego, ktérego wzor przedstawiono na
Rysunku 1. Rozerwanie pierscienia t y-laktonowego prowadzi do rozpadu kwasu na dwa zwiazki -
kwas szczawiowy i kwas L-treonowy [1].

Rysunek 1. Wzdr strukturalny kwasu L-askorbinowego [1].

3. Dzienne zapotrzebowanie na witamine C

Minimalne dzienne zapotrzebowanie na witamine C jest najwyzsze sposrod wszystkich witamin,
i wynosi okolo 1 mg na kilogram masy ciala u dorostych, 2 mg/kg u niemowlat i dzieci, oraz jeszcze
wiecej w szczeg6lnych okolicznosciach. U kobiet w cigzy oraz karmigcych zapotrzebowanie wzrasta
do okolo 1.5 mg/kg, co jest zwigzane z wiekszymi wymaganiami metabolicznymi organizmu oraz
koniecznos$cig wsparcia rozwoju dziecka. Wzrost zapotrzebowania obserwuje sie réwniez u oséb
zyjacych w przewleklym stresie, cierpigcych na choroby przewlekle, takie jak nadci$nienie tetnicze
czy cukrzyca, a takze u os6b palacych papierosy, gdyz palenie prowadzi do szybszego zuzycia
witaminy C w organizmie [1,2].

Ponadto, witamina C pelni funkcje antyoksydacyjne, co sprawia, ze zapotrzebowanie na nig
wzrasta w sytuacjach zwigzanych z nasilonym stresem oksydacyjnym, na przyklad w przypadku
ekspozycji na zanieczyszczenia sSrodowiskowe, intensywny wysitek fizyczny, infekcje czy urazy. Zbyt
niska podaz witaminy C w diecie moze prowadzi¢ do ostabienia ukladu odpornosciowego, probleméw
z gojeniem ran, a w skrajnych przypadkach - do rozwiniecia szkorbutu. Warto rowniez podkreslié, ze
chociaz organizm ludzki nie jest zdolny do syntezy witaminy C, jest ona latwo dostepna w wielu
produktach spozywczych, takich jak owoce cytrusowe, jagody, papryka, brokuly czy natka pietruszki.
W razie niedoboréw dietetycznych mozna ja suplementowad, jednak dawki powyzej 2 g dziennie
moga powodowac skutki uboczne, takie jak biegunka czy kamica nerkowa [1,2]. Przyklady owocédw
i warzyw zawierajacych witamine C przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Zawarto$¢ witaminy C w wybranych owocach i warzywach [1].

Zawartos¢ witaminy C Zawartos¢ witaminy C
Warzywa (mg/100 g Swiezej masy Owoce (mg/100 g Swiezej masy
produktu) produktu)
papryka 125-200 owoce dzikiej rézy 250-800
pietruszka -na¢ 269 czarne porzeczki 150-300
brukselka 65-145 kiwi 84
szpinak 40-84 grejpfruty 30-70
pomidor 5-33 cytryny 40-60
marchew 2 pomarancze 30-50
ziemniaki wiosenne 20-33 sliwki 5
ziemniaki zimowe 7-8 orzechy wloskie 3

4. Metody oznaczania witaminy C

4.1. Metody miareczkowe

Jedna z powszechnie stosowanych metod oznaczania zawarto$ci witaminy C w produktach bez
wyraznego zabarwienia jest miareczkowanie z uzyciem 2,6-dichlorofenoloindofenolu (DCPIP),
zgodnie z wytycznymi Miedzynarodowej Organizacji Standaryzacyjnej (ISO). Metoda ta opiera sie na
redukcji DCPIP przez kwas askorbinowy w $rodowisku kwasnym. Titrant pelni réwniez role
wskaznika punktu koricowego. Nalezy jednak unikac jej w prébkach zawierajacych jony metali, takie
jak zelazo (II), cynk (II) czy miedz (I), poniewaz moga one rowniez reagowac z DCPIP. Alternatywnie,
mozna stosowa¢ miareczkowanie roztworem EDTA, ktory dziala jako wskaznik Kkorca
miareczkowania oraz maskuje zanieczyszczenia metalami. Zmiana koloru na zé}ozloty sygnalizuje
osiggniecie punktu koncowego. Dodatkowo, do oznaczania kwasu askorbinowego wykorzystuje sie
rowniez inne metody redoksymetryczne, takie jak jodometria i bromianometria [3].

4.2. Metody spektrofotometryczne

Metody spektrofotometryczne sg wygodne do szybkiego oznaczania zawartos$ci witaminy C. Wiele
z nich opiera sie na redukcji jonédw zelaza(IlI) do zelaza(II) przez kwas askorbinowy, a nastepnie na
reakcji kompleksowania zelaza(II) z chelatorami, takimi jak 1,10-fenantrolina czy bipirydyna. Inng
metodg jest redukcja jonow miedzi(II) do miedzi(I) opracowana przez Kubilay i wspdlpracownikdéw.
Wystepuja rowniez metody posrednie, takie jak kompleksowanie zelaza(Ill) z tiocyjanianem lub
uzycie kompleksu ferrozynowego. Najbardziej popularna metoda spektrofotometryczna jest technika
opracowana przez Kyaw’a, wykorzystujaca kwas wolframowy jako reagent barwiacy,
z modyfikacjami wprowadzonymi przez Rutkowskiego i wspétpracownikéw [3].

4.3. Metody elektrochemiczne

W metodach elektrochemicznych, takich jak polarografia, wykorzystuje sie redukcje kwasu
dehydroaskorbinowego przez o-fenylodiamine. Inna metoda polega na utlenieniu kwasu L-
askorbinowego na kroplowej elektrodzie rteciowej, co sprawdza sie w analizie witaminy
C w zywnosci, przyprawach oraz odzywkach dla niemowlat. Woltametryczne metody analizy, choé
efektywne, moga by¢ ograniczone przez pokrywanie elektrod produktami utleniania. Ich zaleta jest
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mozliwo$¢ oznaczania kwasu askorbinowego w metnych sokach owocowych, co stanowi przewage
nad innymi technikami [3].

5. Metodyka badan

W badaniu oznaczano zawarto$¢ witaminy C w mandarynkach pochodzacych z roznych Zrddet:
z rynku lokalnego, ze sklepu Lidl, Biedronka i Carrefour. Analize przeprowadzono przy uzyciu metody
spektrofotometrycznego  miareczkowania redoks z  zastosowaniem  odczynnika @ 2,6-
dichlorofenoloindofenolowego (DCPIP).

Rysunek 2. Urzadzenie pomiarowe do spektrofotometrycznego miareczkowania z zastosowaniem
odczynnika DCPIP.

5.1. Sprzet i odczynniki

e Automatyczny titrator (sprzet laboratoryjny przeznaczony do przeprowadzenia analizy
miareczkowej) — Metrohm, Szwajcaria

e System do wytwarzania wody dejonizowanej Polwater, Polska

e Octan sodu 3 hydrat cz. (czysto$¢ 99-99,9%) firmy CHEMPUR, Polska

¢ Wodoroweglan sodu cz. (czysto$¢ 99-99,9%) firmy WarChem, Polska

e Kwas askorbinowy L(+)- CZDA, ACS, Ph. Eur. (czystos$¢ 99.9-99.99%) firmy POCH

e 2,6 — Dichlororfenoloindofenol (DCPIP) CZDA, ACS (czysto$¢ 99.9-99.99%) firmy Polska, POCH

o Kwas szczawiowy 2. Hydrat CZDA, ACS, ODCZ. (czysto$¢ 99.9-99.99%) firmy POCH, Polska

5.2. Przygotowanie roztworow
Roztwdr kwasu szczawiowego:

Roztwdr przygotowano w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml, odwazajac 0.3505 g kwasu
szczawiowego, ktéry rozpuszczono w niewielkiej iloSci wody destylowanej i nastepnie dopelniono
kolbe woda dejonizowana do kreski.
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Roztwdr DCPIP:

Roztwdr DCPIP przygotowano w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml, rozpuszczajac 0.0828 g
odczynnika 2,6-dichlorofenoloindofenolowego w wodzie dejonizowanej, po czym objeto$¢ kolby
dopelniono do kreski. Roztwor ten postuzy! do przeprowadzania miareczkowania.

Roztwdr 10% octanu sodu:

Roztwdr sporzadzono, rozpuszczajac 0.025 g wodoroweglanu sodu (NaHCO;) w niewielkiej ilosci
wody dejonizowanej, a nastepnie uzupeiniono objeto$¢ kolby do kreski.

Wykonanie oznaczenia:

Pierwszym etapem przeprowadzenia oznaczenia witaminy C w mandarynkach bylo wyznaczenia
stezenia roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu poprzez zmiareczkowanie roztworu wzorcowego
witaminy C przygotowanego poprzez rozpuszczenie 0.0126g witaminy C w 10 ml kwasu szczawiowego

Przebieg reakcji zilustrowano na Rysunku 3.
HO al N HO ; H
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Rysunek 3. Reakcja kwasu askorbinowego i 2,6-dichlorofenoloindofenolu (DCPIP) w wyniku ktdrej powstaje
kwas dehydroaskorbinowy i zredukowana forma DCPIP [4].

Pomiar powtdrzono 3-krotnie a przykladowa krzywg miareczkowania przedstawiono na wykresie
(Rysunek 4).
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Rysunek 4. Przykladowa krzywa miareczkowania roztworu wzorcowego witaminy C roztworem 2,6-
dichlorofenoloindofenolu.
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Na podstawie uzyskanych krzywych miareczkowania wyznaczono punkty konicowe (PK) metoda
dwoch stycznych do prostoliniowych odcinkéw wykresu. Na podstawie wyznaczonych objetosci
zuzytego w miareczkowaniu 2,6-dichlorofenoloindofenolu wyznaczono jego stezenie.

Nastepnie z otrzymanych wynikow wyciggnieto Srednia, ktérej wynik postuzyl do dalszych
obliczen, aby uzyskac¢ zawarto$¢ witaminy C.

VPKér: 2.9593+3.2:90+3.2789 — 318[ml] 1)

W 50 ml roztworu wzorcowego znajdowato sie¢ 1.42 - 10* mola witaminy C. W 1 ml roztworu
miareczkowanego znajdowalo sie 2.84 - 10~ mola witaminy C. Reakcja kwasu askorbinowego z DCPIP
przebiega w stosunku molowym wynoszacym 1:1, co oznacza, zZe na zmiareczkowanie jednego mola
witaminy C potrzeba 1 mol DCPIP. Wykorzystujac powyzszy stosunek, w jakim przebiega reakcja
i $rednig objetos$¢ titranta, obliczono stezenie DCPIP:

N 1.43%107° mol
CDCPIP — wit.Cwimlroztworu — =4.50* 107 [ﬁ] (2)

Xer 3.18

5.3. Przygotowanie probek do oznaczenia

Prébki do oznaczenia przygotowano z 3 réznych owocdw dla kazdego zrddla pochodzenia
mandarynek (zakupionych w Lidlu, Biedronce, Carrefourze i lokalnym bazarze), homogenizujac
miazsz i uzyskujac jednorodny sok.

Kazda probke do badan przygotowano odmierzajac kolejno do zlewki o pojemnosci 100 ml:

» 20 ml roztworu kwasu szczawiowego,

*» 50 ml wody dejonizowanej poddanej procesowi odtlenienia,

» 1 mlroztworu octanu sodu.

Do tak przygotowanego roztworu dodawano 1 ml soku z mandarynek, a nastepnie miareczkowano
roztworem DCPIP.

5.4. Obserwacje i przebieg reakcji

Zasada oznaczania witaminy C polega na redukcji barwnika DCPIP przez kwas askorbinowy.
W celu oznaczenie kwasu askorbinowego - miareczkujemy badany roztwdr soku w kwasnym
$rodowisku. Podczas miareczkowania obserwowano zmiane barwy roztworu. W miare dodawania
DCPIP roztwor zmienial barwe z niebieskiego na rézowy co wskazywalo na zakonczenie reakcji, czyli
przereagowanie calej witaminy C.

5.5. Analiza wynikoéw i obliczenia

Dla kazdego rodzaju mandarynek wykonano trzy miareczkowania, a na podstawie objetosci
zuzytego roztworu DCPIP obliczono stezenie witaminy C w probce. Wyniki umozliwily poréwnanie
zawartos$ci witaminy C w mandarynkach z réznych zrédel, a takze ocene powtarzalnosci zastosowane;j
metody.

Wartosci Srednie wyznaczonej zawarto$ci witaminy C w soku z mandarynek wraz z uzyskang
precyzja oznaczenia przedstawiono na wykresie (Rysunek 5).

38



K. Ortowska et al. / Analit 15 (2025) 3341

Zawartos¢ witaminy C w soku z mandarynek
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Rysunek 5. Wykres zawarto$ci Witaminy C w soku z mandarynek.

5.6. Dokladnos¢ oznaczenia

W celu zbadania dokladnos$ci oznaczenia do prébek soku uzyskanego z mandarynek zakupionych
w sklepie Lidl odmierzono dodatkowo 0.5 ml roztworu wzorcowego witaminy C. Roztwory poddano
miareczkowaniu a przykladowe zestawienie uzyskanej krzywej miareczkowania dla soku
mandarynek przed i po dodatku wzorca zestawiono na Rysunku 6 i 7. Wyznaczony odzysk wynosi}
107% co potwierdza przydatno$¢ metody do oznaczen witaminy C w sokach owocéw cytrusowych
technika spektrofotometrycznego miareczkowania.
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Rysunek 6. Krzywa miareczkowania roztworu zawierajacego sok z mandarynek ze sklepu ,Lidl”
z dodatkiem wzorca.
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Rysunek 7. Krzywa miareczkowania roztworu zawierajacego sok z mandarynek ze sklepu ,Lidl”.

5.7. Wnioski

Technika miareczkowania spektrofotometrycznego pozwolila na oznaczenie zawartosci witaminy
C w soku z mandarynek. Na podstawie uzyskanych wynikéw badan mozna stwierdzi¢, ze najwiecej
kwasu askorbinowego zawieral sok z mandarynek zakupionych w sklepie ,,Carrefour”, na nastepnym
miejscu znalaz! sie sok z mandarynek kupionych na , Rynku”. Najmniej witaminy C zawieral sok
zmandarynek zakupionych w ,Biedronce” i w ,Lidlu”. Precyzja oznaczenia, wspdlczynnik
zmiennos$ci mandarynek wynosita odpowiednio:

* 0.09% ze sklepu ,Biedronka”,

» 0.02% ze sklepu ,Carrefour”.

* 0.05% z ,Rynku”,

* 0.04% ze sklepu ,Lidl”.

Wszystkie warto$ci wspoélczynnika zmienno$ci wynosza ponizej 1%, co potwierdza wysoka
precyzje stosowanej metody analitycznej. Dokladno$¢ oznaczenia zostala zweryfikowana za pomoca
testu odzysku, w ktérym uzyskano warto$¢ na poziomie 107%. Wynik ten potwierdza, ze metoda
spektrofotometrycznego miareczkowania moze by¢é stosowana do oznaczenia witaminy C
w mandarynkach.

Optymalna dawka witaminy C zalezy od wieku i pici cztowieka, ale réwniez innych czynnikdéw, jak
stan zdrowia i narazenie na stres. U os6b dorostych dzienne zapotrzebowanie na kwas askorbinowy
to okolo 1 mg/kg masy ciala. W przypadku dzieci zaleca sie wyzsze dawki witaminy C - okolo 2 mg/kg
masy ciala na dobe [5]. Dlatego aby pokry¢ dzienne zapotrzebowanie na witamine C dla doroslej osoby
0 wadze okoto 60 kg nalezy wypic okoto 300 ml soku ze swiezo wycisnietych mandarynek.
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