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Uvod

L-askorbovd kyselina (AK, vitamin C) patii mezi
vitaminy rozpustné ve vodé. Zdravy organismus obsahuje
asi 1,5 g kyseliny L-askorbové. Denni dévka je odhadova-
na na 30-100 mg (cit."). Vitamin C se uZiva nejen pfi zota-
vovani organismu z nemoci, ale i pfi 1écbé otravy jedy,
které podporuji tvorbu methemoglobinu. Zpravy z nedavné
doby potvrzuji i pozitivni vliv vitaminu C na 1écbu AIDS
(cit."). L-askorbova kyselina chrani pred ndkterymi jedy
(nitrosaminy, dusitany)' a také reaguje s kyslikatymi radi-
kaly, které pfeméni na méné toxické ¢i netoxické slouceni-
ny. Kyselina L-askorbova se pouziva také jako redukéni
¢inidlo (Co(III)/Co(Il), Cr(VI)/Cr(Ill), atd.) a bylo ukaza-
no, Ze snizuje toxicitu selenu a vanadu'. Je zndma i aplika-
ce kyseliny L-askorbové jako titratniho cinidla
(askorbimetrie), kdy pfimou titraci 1ze stanovit napf. ionty
ve vy$§im oxidacnim stavu (Fe(IIl), Ag(I), Hg(Il), Ti(IIl),
Cu(Il), Ce(IV), CIO; ", BrO;, 1057, aj.l). Nekteré ionty
vSak nelze stanovit pfimou titraci vzhledem k pomalosti
redukéni reakce s kyselinou L-askorbovou, proto se prova-
di titrace zpétna (stanoveni Fe(IIl), Hg(II), Cu(Il), Cd(ID),
Cr(VI), chloraminu T, halogent, jodidi, kyanidd, sulfidd,
hydrazinu, formaldehydu, aj.").

Metody stanoveni kyseliny L-askorbové 1ze rozdélit
do n&kolika skupin®: titragni, spektrofotometrické (UV-
VIS spektrofotometrie, fluorimetrie a chemiluminiscen¢ni
metody), elektrochemické, kinetické, separacni (zejména
chromatografické), které maji vyhodu hlavné ve vysoké
citlivosti stanoveni’~. Nékteré z nich (zejména spektrofo-
tometrické, elektroanalytické, chemiluminiscenéni a fluo-
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rimetrické) se daji pouzit pro stanoveni kyseliny L-as-
korbové v sériové on-line analyze jako je napf. pritokova
injekéni analyza®.

Metody kinetické jsou zalozeny na sledovani prib¢hu
reduk¢éni reakce mezi AK a barevnym reaktantem za vzni-
ku produktu odliSnych spektralnich vlastnosti. Pfiklady
stanoveni jsou uvedeny v literatue®>. V posledni dobé&
bylo také popséno vyuziti oscilujicich reakci pro analytic-
ké uéely®. Oscilujici reakce (nejznaméijii je napt. B&louso-
vova-Zabotinského (BZ) reakce, systém BrO;-H'-
kyselina malonova-Ce(IV), event. ferroin) jsou chemické
reakce, u kterych se periodicky méni koncentrace mezipro-
dukti v ¢ase a tedy se méni periodicky reakéni rychlost’.
Charakteristickymi parametry téchto periodickych reakci
jsou indukéni perioda, perioda oscilace a amplituda oscila-
ce®’ a znich odvozené parametry chaotického rezimu
(napi. Ljapunoviv exponent®). Experimentalni data oscilu-
jicich systémti mohou byt analyzovéana také pokrocilymi
chemometrickymi technikami (napt. umélé neuronové sité,
ANN, cit.”!%). V ptitomnosti analytu redoxnich vlastnosti
se od zacatku reakce v roztoku méni chovani oscilujiciho
systému v dusledku jeho zapojeni do nékteré dil¢i chemic-
ké reakce, coZ se projevi zménou charakteristickych para-
metrt, které se pak daji vyuzit jako odezvové funkce
k analytickym Gcelim. Pfi tzv. analytové pulsni pertur-
bacni technice (APPT) se méfi okamzitd zména amplitudy
oscilace (vétSinou detegovand jako potencidl platinové
elektrody) po nastfiku analytu v prib&hu oscilace®®. Bylo
navrzeno stanoveni vyznamnych analyta®'', mj. i kyseliny
L-askorbové'> ™, s pouzitim obou technik.

V literatufe byly popséany tfi oscilujici systémy vhod-
né pro stanoveni kyseliny L-askorbové: H,0,-NaSCN-
CuSO0; (cit.'?), BrO; -H'-kyselina malonova-Ce(IV) (cit.")
a BrO; -H'-kyselina mlé&na-aceton-Mn(II) (cit."*). Prvni
je funk¢ni v alkalickém prostfedi, kdeZto ostatni funguji
v prostiedi silné kyseliny (H,SO4). VSechny vyuzivaji
kontinualné pritokovy michany tankovy reaktor (CSTR)
a detekci platinovou elektrodou. Stanoveni kyseliny L-as-
korbové v redlnych vzorcich (pomerancovy dzus, farma-
ceutické preparaty) je popsano pouze v systému H,O,-
NaSCN-CuSO, (cit.'?). Hlavnim cilem piedklidané prace
bylo zjednodusit a optimalizovat experimentalni podminky
pro stanoveni kyseliny L-askorbové s pouzitim chemické-
ho systému zaloZeného na BZ reakci'® se spektrofotomet-
rickou detekci, analyzovat realné vzorky a stanovit v nich
koncentraci kyseliny L-askorbové.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a ptistroje

Pro pfipravu vSech roztokt byla pouzita voda re-
destilovana v kfemenné aparatuie (Heraeus, Némecko),

ktera byla zbavena kysliku odsatim a pak sycena argonem.
Bromi¢nan draselny, kyselina sirovd, kyselina L-as-
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korbova, siran ceriCity, jodi¢nan draselny, jodid sodny
(v8echny cistoty p.a.) byly dodany firmou Lachema, Brno,
kyselina malonova byla zakoupena od firmy Sigma-
Aldrich. Vzorky Celaskonu™ 100 a Celaskonu™ 250
(Léciva-Zentiva, Praha) byly zakoupeny v Iékarné. Méfeni
byla provddéna v termostatované kyvet¢ (£0,1 °C)
o tloustce 1 cm na jednopaprskovém spektrofotometru HP
8453A (Hewlett-Packard, USA) s rozsahem vlnovych dé-
lek 190-1100 nm.

Ptiprava vzorku

Zasobni roztoky bromic¢nanu draselného, kyseliny ma-
lonové a siranu cericit¢ho v 0,8 M-H,SO,4 byly smichany
v takovych pomérech, aby jejich koncentrace v kyveté byly:
¢(BrO5") = 0,0625 mol I"'; ¢(malonova kyselina) = 0,1675
mol I'"; ¢(Ce(IV)) = 0,002 mol I''; ¢(H,SO,) = 0,8 mol I'';
koncentrace kyseliny L-askorbové v roztoku se obvykle
pohybovala v rozsahu 1,66-10™ az 8,33-10* mol I"". Absor-
bance roztoku oscilujiciho systému byla sledovana pfi
vlnové délce 320 nm, teploté¢ 30 °C a v asovém rozpéti
10 min s intervalem méfeni 2 s. Jodometrické titracni sta-
noveni L-kyseliny askorbové bylo prevzato z literatury'.
Vzorek Celaskonu™ pro kinetické stanoveni byl po roz-
pusténi tablety filtrovan pres 0,45 pm filtr, kdezto pii tit-
racnim stanoveni byl vzorek rozpustén pfimo v titracni
batice a pak analyzovan volumetricky'’. Stejny postup byl
zvolen pro vzorky ovoce (citron, pomeranc, kiwi), kdy
byla ovocna §t'ava taktéz filtrovana pres 0,45 pum filtr.

Vyhodnoceni vysledkt

Nameétend spektralni data byla exportovana do pro-
gramu Excel™ a po jejich zpracovani byla vyhodnocena
programem Trajan™ (StatSoft, UK) s pouzitim ANN.
Vystupni vrstvou neuronové sité byla vzdy koncentrace
kyseliny L-askorbové, kdezto pro vstupni vrstvu sité byly
pouzity hodnoty absorbanci v ur¢itém case nebo charakte-
ristické parametry oscilujiciho systému (zejména amplitu-
da a perioda oscilace) bud’ jako primérné hodnoty, nebo
jednotlivé hodnoty z opakovanych méfeni. Vétsina méteni
byla opakovana nejméné dvakrat z diivodu opakovatelnos-
ti vysledka.

Optimalni architektura ANN (pocet neuront v skryté
vrstvd) byla hledana programem Trajan™ s vyuZitim
6 roztoki (trénovaci soubor) a 3 roztoku (ovéfovaci, verifi-
kacni soubor). Parametry pro optimalizaci architektury
ANN byly: transferova funkce linedrni (pokud neni uvede-
no jinak), pocet ucicich epoch 10 000, rychlost uceni 0,6;
,momentum® 0,3. Optimalni architektura ANN byla pak
pouzita pro predpovéd koncentrace kyseliny L-askorbové
v neznamém vzorku z naméfenych hodnot charakteristic-
kych parametri oscilujiciho systému.
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Vysledky a diskuse

Optimalizace experimentalnich
podminek oscilujiciho systému

Jako nejvhodnéjsi byl pro stanoveni kyseliny L-as-
korbové vybran nejvice prozkoumany BZ oscilujici sys-
tém, kde absorbance métena ptfi vybrané vinové délce byla
pouzita jako analyticky signal. Optimalni podminky,
¢ (BrO;") = 0,2 mol I"'; ¢(malonové kyselina) = 0,5 mol I'";
¢(Ce(IV)) = 0,04 mol I'"; ¢(H,SO4) = 0,8 mol 1" (cit."),
musely byt modifikovany vzhledem k jinému zplsobu
detekce nasledovng: ¢(BrOs") = 0,0625 mol 1"'; ¢ (malo-
nova kyselina) = 0,1675 mol I"'; ¢(Ce(IV)) = 0,002 mol 1'';
¢(H,S0,) = 0,8 mol I"". Soucasné byla nalezena vhodna
vlnova délka 320 nm. Tento ukol je velmi slozity, nebot
i mala zména koncentrace jednoho z reaktanti mize vést
k potlageni oscilujiciho charakteru chemické reakce’.

Teplota byla optimalizovana v rozmezi 20-30 °C. Pfi
koncentraci kyseliny L-askorbové 6,67-107* mol I"" se in-
dukeni perioda a perioda oscilace zkracuji se zvySujici se
teplotou. Jestlize vyhodnotime reciproké hodnoty téchto
charakteristickych parametrti s pouzitim Arrheniovy rovni-
ce'®, obdrzime hodnoty aktivaénich energii (57,3 + 4,4
kJ mol ™ resp. 49,3 + 4,9 kJ mol™") pro oba fidici dgje,
které odpovidajici iniciacni (indukéni perioda, vznik mezi-
produktu zahajujici periodickou reakci) a propagacni reak-
ci (oscilaéni perioda, cyklicka regenerace meziprodukti),
coz bylo popséano riiznymi kinetickymi modely (napf. Bru-
selator, Oregonator”'’). Hodnoty aktivatnich energii pro
oba kroky ukazuji na podobny charakter obou chemickych
reakci. Z praktickych divodi zkraceni analyzy bylo jako
teplotni optimum zvoleno 30 °C.

Dalsim kritickym faktorem je pfitomnost rozpusténé-
ho kysliku ve vod¢, coZ ma za nasledek zkraceni celkové
doby oscilaci a snizeni jejich amplitudy, proto vSechny
roztoky byly pfipraveny z redestilované vody zbavené
kysliku. Jako katalyzator byl zvolen redoxni par Ce(IV)/
Ce(IIl), ktery je nejméné citlivy k pfitomnosti kysliku v
roztoku ve srovnani s jingmi pary (hlavng Fe(phen);*'/Fe
(phen);*" nebo Ru(phen);*"/Ru(phen)s**, cit.”). Rozpuste-
ny kyslik mize také reagovat s kyselinou L-askorbovou
s naslednou tvorbou radikald' a tak inhibovat nékterou
chemickou reakci vyznamnou pro oscilujici systém.

Testovanim opakovatelnosti méfeni pro stejné latkové
mnozstvi vzorku bylo prokazano, Ze pfi nastfiku vétsiho
objemu roztoku o nizs$i koncentraci analytu se dosdhne
opakovatelngjsich vysledkd nez pti nasttiku mensiho obje-
mu roztoku o vyssi koncentraci analytu pii zachovani kon-
stantniho celkového latkového mnozstvi v roztoku. Proto
byl v dalsi praci pouzit vétsi objem roztoku analytu o nizsi
koncentraci. Dale se ukéazalo, ze APPT neni vhodna pro
experimentalni usporadani pouzité v této praci.
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Obr. 1. Zaznam A = {(f) pro Bélousovoviiv-Zabotinského periodicky oscilujici systém (¢(BrO;") = 0,0625 mol I"'; ¢(malonova kyseli-
na) = 0,1675 mol I""; ¢(Ce(IV)) = 0,002 mol I""; ¢(H,SO04) = 0,8 mol 1I”'; A = 320 nm; ¢ = 30 °C) pro ¢(kyselina L-askorbova) v roztoku: /-

0mol I™'; 2- 4,17-10*mol I'"; 3- 8,33-107* mol I"!

Analyza vzorkt a pouziti ANN

Za optimalnich experimentalnich podminek byly za-
znamenany prubéhy oscilujicich systémi pro rizné kon-
centrace kyseliny L-askorbové (obr. 1). Amplituda oscilace
se snizuje se zvySujici koncentraci kyseliny L-askorbové,
ale oscilacni perioda se prodluzuje (obr. 1 a 2). Jak je patr-
né z obr. 2, méfeni je opakovatelné a relativné presné pro
experimenty provadéné v pribéhu jednoho mésice. Experi-
mentalni body pro zavislosti uvedené v obr. 2 byly prolo-
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zeny nelinearni nevazenou regresi a jejich parametry jsou
nasledujici:

AA = (247 £ 11) x ¢(AK) + (0,952 + 0,005)

At = (5703 + 386) x c(AK)+ (50,83 + 0,19)
které pak byly pouZzity pro stanoveni kyseliny L-askorbové
v modelovych vzorcich. Pro vzorky o koncentraci kyseliny
L-askorbové 4,17-10* a 6,25-10*mol 1" byly ziskany
z kalibraénich grafi (obr. 2) amplitudy oscilace hodnoty
4,60-10 resp. 6,60-10*mol I"" a periody oscilace hodno-
ty 3,80-107* resp. 6,41-10*mol 1"". Relativni chyba stano-

Aty s
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Obr. 2. Zavislost charakteristickych parametrii - (a) amplitudy oscilace, A4; (b) oscilaéni periody, At, Bélousovova-Zabotinského
oscilujiciho systému na koncentraci kyseliny L-askorbové; kazdy bod reprezentuje primérnou hodnotu ze 12 opakovanych méreni
ziskanych béhem 3 tydnii. Experimentalni body byly prolozeny linearni nevazenou regresi a jejich parametry jsou uvedeny v textu
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Obr. 3. Priklad optimalni architektury (5:3:1) umélé neurono-
vé sité (ANN) pouZité v praci; pct opakovanych méfeni amplitu-
dy oscilace pro jeden vzorek bylo pouzito jako hodnoty pro
vstupni vrstvu neuronti

veni neptesahuje 10 %. Tyto vysledky jsou bézn€¢ uvadény
i v literatute'> ™,

Déale jsme zkoumali, zda budou charakteristické
parametry oscilujiciho systému korelovat se zménou
koncentrace analytu a zda bude mozné vyuZzit této kore-
lace pro stanoveni metodou ANN. Jako modelovy vzorek
byl pouzit roztok kyseliny L-askorbové o koncentraci
7,50-10* mol 1"'. Nejdiive byla testovana amplituda osci-
lace jako hodnoty pro vstupni vrstvu neuronti (obr. 2a) pro
ruzné transferové funkce implementované v ANN (obr. 3).
Hodnoty koncentrace kyseliny L-askorbové predpovézené
metodou ANN s implementovanou transferovou funkeci jsou
nasledujici (v zavorce jsou uvedeny relativni chyby stanove-
ni): linedrni 7,19-10 mol I (—4,1), logisticka 7,24-107*
mol 1" (=3,5), hyperbolicka 7,30-10™ mol 1" (<2,7). Jak je

Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

snizi relativni chyba stanoveni koncentrace kyseliny L-as-
korbové nepatrné. Kdyz pouzijeme primérnou hodnotu
amplitudy oscilace (primérna hodnota ziskana z 5 opako-
vanych méfeni jako hodnota pro vrstvu vstupnich neuronit)
pro ANN s linearni transferovou funkci, pak byla vypocte-
na hodnota 7,64-10* mol 1"! pro koncentraci kyseliny L-as-
korbové. Jestlize pouzijeme cely zaznam 4 = f(¢) (200 hod-
not pro vrstvu vstupnich neuronil), pak pro rtizné transferové
funkce implementované v  ANN se ziskaji tyto vysledky:
linearni 8,12-107* mol 1", logisticka 7,13-10™* mol 1"' a hy-
perbolicka 8,32-10™* mol I"". V piipadé spojenych dat
(205 hodnot = 5 hodnot amplitud A4 a 200 hodnot absor-
bance v Case, A = f(¢)) pouZzitych pro vrstvu vstupnich neu-
rond ziskdme pro linedrni transferovou funkci vysledek
7,28-10™ mol I"'. Pouziti jinych charakteristickych para-
metri oscilujiciho systému (perioda oscilace, indukéni
perioda) ¢i jejich kombinaci pro vrstvu vstupnich neuront
nevedlo k lep$im vysledktim.

Realné vzorky (Celaskon™, ovoce) byly analyzovany
za navrzenych optimalnich experimentalnich podminek
a vypoctené vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Bohuzel
metoda standardniho pfidavku nemohla byt pouzita pro
znaéné zakfiveni kalibracnich zavislosti (zejména u vzorki
ovoce). Také proto nebyla k vyhodnoceni vysledkt pouzi-
ta analyza metodou ANN. Pro porovnani vysledkt ziska-
nych obéma metodami byla pouZita titracni jodometricka
metoda. Vysledky analyz pro Celaskon jsou ve shodé pro
ob¢ stanoveni (tabulka I), i kdyz nejspravnéjSich vysledkt
bylo dosazeno metodou ANN. Horsich vysledka bylo do-
sazeno u vzorkll ovoce kromé kiwi, kde je shoda v ramci
chyby méfeni. Tento systematicky rozdil ve vysledcich je
mozné vysvétlit bud’ zakiivenim kalibracni zavislosti nebo
tak, Ze ve vzorcich jsou pfitomny jesté jiné latky (napf.

Stanoveni kyseliny L-askorbové v redlnych vzorcich. V zavorkach jsou uvedeny relativni chyby stanoveni

Vzorek Kinetické stanoveni Titra¢ni stanoveni Deklarovany obsah
kalibrac¢ni kiivka ANN

Celaskon100 110,3 (10,3) 99,5 (-0,5) 99,1 (-0,9)* 100+ 3
mg/tableta 99,9 (-0,1)°

99,8 (-0,2)°
Celaskon250 264,2 (5,7) 248,7 (-0,5) 240,5 (-3,8) 250+3
mg/tableta 249.9 (0,0)°

249,8 (-0,1)°
Citron 37,6 +£5,0° - 16,8 -
mg/100 g
Pomerand 22,4+27° - 12,0 -
mg/100 g
Kiwi 56 +£12° - 57,5 -
mg/100 g

* Vstupni hodnoty 4, (zdznam oscilace), architektura ANN (200:2:1), ° vstupni hodnoty A4 (amplituda oscilace), architek-
tura ANN (5:3:1) — viz obr. 2a, © vstupni hodnoty Af (perioda oscilace), architektura ANN (4:2:1) — viz obr. 2b, ¢ primérna
hodnota zjisténa z vysledki osmi nezavislych analyz, © primérna hodnota zjisténa z vysledkl ¢tyf nezavislych analyz
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polyfenoly) podléhajici oxidaci BZ oscilujicim systémem,
ktery je silné€j$im oxidovadlem nez redoxni systém jod/
jodid.

Zavér

V této praci je navrzeno kinetické stanoveni kyseliny
L-askorbové s vyuzitim BZ oscilujiciho systému. Jako
nejcitlivéjsi charakteristicky parametr oscilujiciho systé-
mu vhodny pro kvantitativni analyzu kyseliny L-askor-
bové se jevi amplituda oscilace. Dynamicky pracovni
rozsah 1,67-10’4 az 8,33-10’4 mol ! pro stanoveni kyseli-
ny L-askorbové plati pro nalezené optimalni experimental-
ni podminky: ¢(BrO;") = 0,0625 mol I"'; ¢(malonova kyseli-
na) = 0,1675 mol I'"; ¢(Ce(IV)) = 0,002 mol I'"; ¢ (H,SOj) =
0,8 mol I'!, £ = 30 °C, absorbance mé&fena pfi 320 nm. Rela-
tivni chyba pro vysledky analyz ziskané metodou kalibrac-
ni kiivky pro modelové vzorky nebyla vyssi nez 10 %.
Taktéz bylo testovano pouziti metody ANN pro vyhodno-
ceni vysledkd, kdy byly pouzity hodnoty amplitudy oscila-
ci pro vstupni vrstvu neuronti a hodnoty koncentrace kyse-
liny L-askorbové jako vystupni vrstva neuronti. Dale bylo
ukézano, ze implementace linedrni transferové funkce
(relativni chyba —4,1 %) v ANN je dostatecna, kdyZ pouZzi-
ti jinych transferovych funkci v ANN vede pouze
k mirnému zlepSeni ziskanych vysledkd. Analyzou reél-
nych vzorki bylo ukazano, Ze navrzena metoda je vhodna
zejména pro analyzu farmaceutickych preparath
(Celaskon™), kde analyzu nerusi pfitomnost jinych oxido-
vatelnych latek (napf. polyfenold). Tyto latky mohou zpt-
sobovat systematickou chybu, jak bylo demonstrovano
analyzou vzorkid ovoce (zejména citrusovych plodi).

Tato prace byla podporovina grantem GA CR (grant
203/02/1103).
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L. Zadérova and P. Lubal (Department of Analyti-
cal Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University,
Brno): Kinetic Determination of L-Ascorbic Acid Using
an Oscillating Chemical System

A Kkinetic determination of L-ascorbic acid based on
the Belousov-Zhabotinskii oscillating system was pro-
posed. Optimal conditions are: [BrO; ] = 0.0625 mol 1!,
[malonic acid] = 0.1675 mol 1", [Ce(IV)] = 0.002 mol I,
[H,SO,] = 0.8 mol "', temperature 30 °C. Absorbance was
measured at 320 nm. For model samples, the calibration
curve method gives the values with relative error lower
than 10 %. The application of artificial neural networks
(ANN) for the calculation of results was demonstrated.
The best results were obtained for the optimal ANN archi-
tecture using the oscillation amplitude as the value for
layer of input neurons and L-ascorbic acid concentration as
the layer of output neuron (relative error < 5 %). The pro-
posed method is suitable for the analysis of pharmaceutical
preparations (Celaskon™) but not for analysis of citrus
fruits due to the presence of other oxidizable compounds.



