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Abstract: in aceasti lucrare sunt cercetate proprietatile antioxidante ale acidului ascorbic in prezenta
acidului hialuronic, utilizind metoda spectrofotometrica de analiza, bazata pe reactiile dintre acidul ascorbic
cu ionii Fe** si reactia ionilor Fe?* cu hexacianoferat (I11) de potasiu. S-a evaluat schimbarea proprietatilor
solutiilor cu continut de acid ascorbic si acid hialuronic sub influenta factorilor externi: timp, temperatura si
concentratie.

Cuvinte cheie: acid ascorbic, vitamina C, stabilitate, Fe**, complexare, acid hialuronic, analizd
spectrofotometrica, hexacianoferat (I1l) de potasiu.

Introducere

Acidul ascorbic numit vitamina C este un acid organic cu proprietati antioxidante, implicat in diverse
procese, care se desfasoara in celulele vii.

Acidul hialuronic, datorita proprietatilor sale unicale, poate fi utilizat ca medicament, ca substanta
farmaceutica auxiliard, ca ingredient sau compus de baza in produse cosmetice si in adaosuri alimentare, care
sunt utilizate pentru intarirea sistemului imun si prevenirea diferitor maladii inclusiv a cancerului.

Scopul lucrarii consta 1n cercetarea proprietatilor antioxidante ale acidului ascorbic sub influenta
factorilor externi in prezenta acidului hialuronic.

Caracteristica acidului ascorbic. Acidul ascorbic sau y-lactona acidului 2,3-dehidro-L-gulonic este
cristalin, de culoare alba, solubil in apa, fara miros, cu gust acriu. Punctul de
topire este +191°C, iar temperatura de descompunere +192°C. Densitatea 1,65
(25°C) g/cm?. Solubilitatea la 20°C constituie 33,3 g/100g H.O si 4,8 g/100g
CoHsOH. Solubil in acetond, putin solubil in glicerol, insolubil in benzen,
dietileter, cloroform. Solutia apoaséd a acidului ascorbic are pH 3. Reprezintd un
reducitor puternic care se oxideaza cu o multime de oxidanti [1].

Acidul ascorbic

Vitamina C prezinta o importantd deosebita pentru organismul viu:
- intervine in fenomenele de oxido-reducere, fiind cel mai puternic antioxidant;

- este antiinfectioasa, tonifianta, antitoxica;

- participa la asimilarea de catre organism a fierului;

- previne si vindeca scorbutul;

- mareste rezistenta vaselor sanguine.

In organismul uman vitamina C detine un rol complex si important; protejeazi compusii biologic
activi de degradari oxidative, intareste sistemul imunitar, stimuleazd procesele de biosintezd a colagenului,
hormonilor steroidici i a unor neurotransmitatori. Doza de 10 mg/zi previne avitaminoza C, 1nsa ratia zilnica
recomandatd pentru un adult este de 60 mg. Lipsa vitaminei C din organism conduce la scorbut, denumita si
boala marinarilor, caracterizatd prin gingivite (gingii cavernoase si inflamate), paradontoze, pierderea
dintilor, vase de sange fragile, neelastice, inflamarea articulatiilor si anemie.

Acidul ascorbic reprezintd un acid monobazic. El manifesta caracter acid datoritd hidrogenului de la
grupa hidroxi din pozitia Cs, la care si formeaza saruri:
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Proprietatile chimice si fiziologice se manifestd datoritd prezentei gruparii endiolice. Procesul de
oxidare a acidului ascorbic decurge in doua etape.

Etapa I. Este un proces de oxidare reversibil, in urma céruia acidul ascorbic se oxideaza pana la
acidul dehidroascorbic (y-lactona acidului 2,3-diceto-L-gulonic), care la randul siau se reduce la acid
ascorbic:
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Etapa II. In solutii apoase procesul de oxidare a acidului dehidroascorbic poate decurge mai departe
pani la descompunerea lui. In acest caz procesul de oxidare devine ireversibil si duce la pierderea
proprietatilor fiziologice ale acidului ascorbic.

Pentru ca preparatele farmaceutice si cosmetice pe baza de acid acsorbic sa fie stabile la ele se
adauga diferiti stabilizatori.

Verificarea valabilitatii acidului ascorbic din preparate se efectueaza prin introducerea lui in sisteme
de oxido-reducere. De exemplu, interactiunea cu nitratul de argint, duce la formarea sedimentului negru de
argint metalic:
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Este important ca preparatele pe baza de acid acsorbic sa fie stabile si sd-si manifeste proprietatile
farmaceutice la nivelul necesar [2].

Caracteristica acidului hialuronic. Acidul hialuronic reprezinta un biopolimer natural, molecula
caruia consta din resturile acidului B-glucuronic si N-acetil-p-D-glucozaminei unite prin legaturile
glicozidice B(1—3) si f(1—4), in lanturi lungi neramificate (Fig.1.):

Fig.1. Structura macromoleculei de acid hialuronic

Acidul hialuronic se obtine din mai multe surse de materie prima: cordon ombilical, lichid sinovial,
piele, creasta de cocosi si gdini, corp vitros bovin etc.



Masa moleculari a acidului hialuronic izolat din diverse surse variaza si este cuprinsa intre 7,7-10%-
28-10° D. Preparatele de acid hialuronic contin diferite cantititi de proteind asociatd, care variazd in limite
largi de la 0 la 38%. Acidul hialuronic cu masa moleculard mica, are macromolecula in forma de bastonas,
cu o lungime ce variaza intre 250-1000 A. Macromoleculele mai mari au o forma de spirald dezordonati, cu
raza de giratie de 540-4540 A. Cu cit este mai mare masa moleculard, cu atit asimetria moleculei si
véscozitatea solutiilor creste.

Structura chimica si spatiala a macromoleculei, masa moleculard mare, vAscozitatea inaltd a solutiei,
elasticitatea, hidrofilia, determina calitatile biologice importante ale acidului hialuronic.

Gratie acestor calitati acidul hialuronic are diverse functii biologice asa ca:

- participarea la procesele de embriogeneza si morfogeneza;

- rezistenta mecanica a tesuturilor;

- relatiile si comunicarea intercelulara;

- transportul si metabolismul substantelor;

- retinerea apei;

- micsorarea fortei de frecare in sistemele biomecanice;

- formarea si mentinerea structurilor transparente ale ochiului;

- permiabilitatea membranelor biologice inclusiv si a peretilor vasculari.

- formarea si functia cartilajelor [3-5].

Cercetarea activitatii biologice a demonstrat lipsa proprietatilor toxice, iritante, alergogene, pirogene,
flogogene etc. In cadrul Universitatii de Stat de Medicia si Farmacie s-a efectuat un studiu comparativ al
creasta de cocosi si corp vitros bovin [6, 7].

Acidul hialuronic gi-a gasit utilizare nu numai ca medicament, dar si in calitate de substantd
farmaceutica auxiliara. Datoritd masei moleculare mare si proprietatilor hidrofile acidul hialuronic devine un
vehicol de medicamente, care retine absorbtia acestora  la aplicarea  topica.
In asociatie cu alte medicamente, acidul hialuronic formeazi un depozit cu eliminarea lentd si dirijatd a
acestora [8-10].

Materiale si metode.

Pentru determinarea concentratiei acidului ascorbic s-a utilizat metoda spectrofotometrica de analiza
descrisa in patentul [11]. Aceasta metoda se bazeaza pe reducerea ionilor Fe®* cu acid ascorbic pana la Fe?*
si interactiunea echivalentd a Fe?* cu K3[Fe(CN)g]. Analiza se bazeaza pe legea de bazi a absorbtiei luminii
(Bauguer-Lambert-Beer). Spectrul de absorbtie s-a inregistrat la spectorfotometru Cd-46. Din spectru s-a
stabilit ca absorbanta este maxima Tn domeniul 670-700 nm. Toate solutiile au fost preparate cu apa distilata,
fiarta si apoi récita la temperatura camerei, pentru a Inlatura oxigenul dizolvat.

Determinarea curbei de calibrare in metoda spectrofotometrica de cercetare. Curba de calibrare
s-a construit dupa masurarea absorbantei solutiilor standarde de acid ascorbic preparate. Pentru analiza s-au
pipetat Tn balonul cotat de 100 ml cate 5 ml solutie acid ascorbic, s-a adaugat in fiecare 10 ml solutie 0,01N
HCI, apoi s-au adaugat cu pipeta Mohr cate 5 ml solutie FeClsz 0,01 mol/l si 5 ml solutie 0,01 mol/l
Ks[Fe(CN)g]. Solutia de comparare s-a preparat analogic inh balon cotat de 100 ml, unde in loc de acid
ascorbic s-a pipetat 5 ml apa distilatd preventiv fiartd apoi racita.

Prepararea solutiei de acid hialuronic. Pentru analiza s-a preparat o solutie de acid hialuronic de
0,2% m/v, in felul urmator: in balonul cotat de 500 ml s-a cantarit exact1,000 g acid hialuronic uscat,
maruntit, apoi s-a adaugat apa si s-a agitat pana la dizolvarea completa a acidului hialuronic, care a durat 24
ore.

Prepararea solutiilor de acid ascorbic. Pentru analiza s-au pregatit 4 solutii standarde de acid
ascorbic de urmétoarele concentratii (probele martor):

1. 3,1-10*% acid ascorbic. Caa Agi%rbanta
2. 6,2-:10"% acid ascorbic. < nm
3. 12,5-10" % acid ascorbic. 3'1'10_4 0,09
4. 25-10*% acid ascorbic. 6,2-10 0,16
12,5-10* 0,30
25.10* 0,59

S-au pregitit inca 4 solutii standarde de acid ascorbic cu concentratiile date, care suplimentar contin

2% acid hialuronic.

Pentru fiecare solutie de analizat s-au pregatit solutiile de comparare, 1n care s-a adaugat, respectiv,

apa distilata 1n locul solutiei de acid ascorbic.




Cercetarea stabilitatii solutiei de acid ascorbic in timp.

Pentru a cerceta stabilitatea acidului ascorbic in solutie, in prezenta acidului hialuronic in timp de 2,
8, si 24 ore, s-au pregatit trei seturi de solutii cu concentratiile nominalizate de acid ascorbic si acid ascorbic
cu acid hialuronic. Probele pregatite au fost analizate la temperatura camerei, 20°C. Dupa timpul indicat la
fiecare proba s-au addugat reagentii corespunzatori, in aceiasi ordine; 5 ml solutie FeCls; 0,01 mol/l si 5 ml
solutie 0,01 mol/l K3[Fe(CN)e] si s-a adus la cotd cu apa distilatd preventiv fiarta si racita la temperatura
camerei. Toate solutiile s-au fotometrat la 670 nm.

Absorbanta solutiilor cercetate sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1. Cercetarea stabilitatii acidului ascorbic (AA), in prezenta acidului hialuronic (AH), in
timp, la t°=20°C.

Con AA, | AA+AH, AA, AA+AH, | AA, | AA+AH,
2 ore 2 ore 8 ore 8 ore 24 ore 24 ore
3,1-10%% | 0,12 0 0,11 0 0,09 0
6,2- 10%% | 0,17 0,05 0,17 0,08 0,16 0,09
12,5-10%% | 0,31 0,10 0,30 0,12 0,28 0,15
25- 10%% | 0,61 0,15 0,60 0,20 0,59 0,35

Cercetarea stabilititii acidului ascorbic in functie de temperatura la diferite concentratii de
acid hialuronic. Pentru cercetare s-au pregitit 4 solutii de acid hialuronic in volum de 100 ml fiecare prin
metoda de dilutie de urmatoarele concentratii:

2:101%; 2-102%; 2-10°%; 2-10*%; 2-10°%;

S-a pregatit 500 ml solutie acid ascorbic de 12,5-10%.

Tn 4 baloane cotate de 50 ml s-au adaugat cite 10 ml solutie de acid ascorbic de concentratia 12,5-10°
49 n fiecare. In fiecare balon s-a adaugat cate 20 ml solutie de acid hialuronic de 0,2 %.

Probele cercetate s-au lasat pentru un timp anumit (8 ore) la temperatura corespunzitoare indicata in
Tabelul 2. Dupa 8 ore prebele s-au adus la temperatura camerei (25°C) si in fiecare din ele s-au adaugat
reagentii corespunzatori: 5 ml solutie FeClz 0,01 mol/l, 5 ml HC1 0,01N, 5 ml solutie 0,01 mol/l Ks[Fe(CN)g]
si cu apa distilata s-a adus la cota fiecare solutie. Solutiile de comparare s-a preparat astefel: in balonul cotat
de 50 ml s-a adaugat 10 ml H2O, 20 ml solutie acid hialuronic 0,2% si s-au lasat impreuna cu solutiile
cercetate 8 ore la temperatura corespunzatoare. Solutiile sau racit apoi s-au adaugat reagentii si continutul
baloanelor cotate s-a adus la cota cu apa distilata fiarta si racita, apoi s-au fotometrat. S-a masurat absorbanta
la 670 nm. Datele obtinute sunt prezentate in Tabelul 2.

In acelasi mod s-au mai pregtit 4 seturi de solutii cu diferite concentratii de acid hialuronic: 0,02%;
0,002%; 0,0002%; 0,00002% si solutiile lor, corespunzatoare, de comparare. Solutiile preparate au fost
tratate analogic primului set de solutii cu acid hialuronic de 0,2%. Masurarile efectuate au fost inregistrate in
tabelul 2.

Tabelul 2. Cercetarea stabilitatii acidului ascorbic (AA), in functie de temperaturd, cu continut
diferit de acid hialuronic (AH), timp de 8 ore

Can 02% | 0,02% | 0,002% | 0,0002% | 0,00002% | 0%

Caa Absorbanta
12,5-10%%  4-5°C 0,04 0,05 0,09 0,26 0,30 0,31
12,5-10%%  25°C 0,09 0,15 0,17 0,27 0,29 0,30
12,5-10%%  50°C 0,18 0,20 0,22 0,26 0,26 0,28
125-10%%  75°C 0,20 0,18 0,19 0,15 0,11 0,20

Din datele obtinute rezultd ca odatd cu cresterea temperaturii, acidul ascorbic in solutie, in lipsa
acidului hialuronic degradeaza, stabilitatea lui se micsoreaza. Acidul ascorbic in prezenta acidului hialuronic
la concentratii de 2:101-2-10"% si temperatura 5-25°C, in solutie, rimane stabil, practic nu este oxidat de
ionii Fe®. La cresterea temperaturii si micsorarea concentrafiei acidului hialuronic in solutie, stabilitatea
acidului ascorbic se micsoreaza. Acest comportament poate fi explicat prin faptul ca la adaugarea ionilor
Fe** are loc formarea compusilor complecsi cu acidul hialuronic si véscozitatea inaltd a solutiilor la
temperatura 5-25°C nu permit oxidarea acidului ascorbic de ionii Fe3*, in rezultat nu se formeaza ionii Fe?*
si nu decurge reactia cu Ks[Fe(CN)g].



Rezultatele obtinute vor fi luate in consideratie la cercetarile viitoare a proprietatilor fizico-chimice

ale acidului hialuronic.

Concluzii
In rezultatul cercetirilor s-a determinat ci stabilitatea acidului ascorbic in solutie, este influentata de

prezenta acidului hialuronic. Macromolecula acidului hialuronic contine un numir sporit de grupe
functionale capabile si complexeze cu ionii metalelor, in particular cu ionii Fe** , Fe?* | micsorind astfel
concentratia lor in solutie si capacitatea de a oxida moleculele acidului ascorbic.

Véscozitatea inalta a solutiilor de acid hialuronic micsoreaza difuzia oxigenului din aer in solutie,

astfel impiedica oxidarea acidului ascorbic, marind stabilitatea solutiilor.
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