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Abstrakt
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Kyselina askorbovd, vitamin C, je latka velmi polami, a je proto velmi obtiZne
analyzovatelna pomoci kapalinové chromatografie na reverznich fazich. Z tohoto duvodu
byla vyvinuta metoda HILIC (Hydrophilic interaction liquid chromatography) a
optimalizovany podminky pro analyzu. Analyza probihala na koloné ZIC-HILIC (150 x
2.1 mm, 3,5 pm), mobilni faze se skladala z acetonitrilu a 50 mM pufru octanu amonného
o pH 6,8. Za danych podminek trvala analyza asi 4 minuty. Ke kvantifikaci byla pouZita
kyselina chlorogenova. Metoda vyuZivd UV detekci pfi 268 nm. Byl sledovan vliv
jednotlivych faktory, jako je teplota, koncentrace, pfitomnost kysliku, pH vodné Casti
roztoku na stabilitu kyseliny askorbové a byl zkouman vliv stabiliza¢nich ¢inidel rizného
typu. Optimélnich podminek bylo dosaZeno sniZenim teploty na 4°C a pouZitim 10 mM
kyseliny 3tavelové jako stabilizaéniho &inidla. Dobrych vysledki bylo dosaZeno i pfi
pouziti 5 % kyseliny o-fosforeéné. Metoda byla validovana a vyhovovala poZadavkum

lékopisu.



Abstract

Author: Soria Pavlovi€ova
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Ascorbic acid, vitamin C, is a very polar compound, and i3 therefore difficult to be
analysed by RP-HPLC. For these reason HILIC method (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) was developed and the optimal conditions for the analysis were
determined. The analysis occured on the ZIC-HILIC column (150 x 2.1, 3.5 um), the
mobile phase consisted from acetonitrile and 50 mM ammonium acetate buffer pH 6.8.
The method used UV detection at 268 nm. Under these conditions the analysis take
approximately 4 minutes. Chlorogenic acid was used for quatification. Various stability
factors as temperature, concentration, the presence of oxygen and pH of the solution were
studied. This work also solved the troubles with stabilizating agents and their influence on
stability of ascorbic acid. Optimal conditions were obtained, when the temperature was
decreased to 4°C and 10 mM oxalic acid was used for stabilization. Good results were also
obtained with 5 % o-phosphoric acid as stabilizating agent. The method was validated and

it met pharmacopea requirements.
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1 Uvod

Kyselina askorbova, neboli vitamin C, patfi mezi vitaminy rozpustné ve vodé. Je to
ltka velmi rozdifena, nalézajici se pfirozené v riznych druzich ovoce a zeleniny. Jako
antioxidant je pouZivan k obohacovani ruznych druhi napoji a potravin, Této latce jsou
piikladéany rizné pozitivni u€inky na lidsky organismus.

Z analytického hlediska se jednd o latku srelativné malou molekulou, polarni,
pomémé nestabilni, ktera snadno oxiduje. Z uvedenych divodi neni jednoduché vyvinout
jednoduchou, citlivon a spolehlivou metodiku pro jeji stanoveni kapalinovou

chromatografii.



2 Cil

Cilem této prace je optimalizovat metodu HILIC pro analyzu vitaminu C, nalézt
vhodné podminky pro analyzu, jako je stacionérni faze, sloZeni a pH vodné slozky mobilni
faze, zpusob detekce, teplota. Hlavnim dilem préce je pak komplexné zjistit vliv raznych
faktorti na stabilitu vitaminu C, jedna se konkrétn€ o vliv teploty, pfitomnosti kysliku, pH
roztoku, koncentrace AA a vliv stabilizalnich &inidel riznych typti a v rdznych
koncentracich. Bylo provedeno mnoho praci, které se zabyvaji stabilitou AA, ale obvykle
zohlediiuji pouze vliv jednoho, dvou ¢&i nékolika maélo stabilitnich faktori. Tato prace se
zaméfuje na celkové posouzeni ruznych typu stabilizace vitaminu C, snahou je nalézt
optimdlni podminky pki kterych lze provadét analyzu redlnych vzorki, tak aby
nedochazelo k vyraznému sniZovani jeho obsahu béhem analyzy. Pfedpokladem pro

analyzu je aby metoda byla spolehliva, rychla, jednoducha, citliva a relativné levna.



F o wr

3 Teoreticka Cast

3.1 Kyselina askorbova

Chemicky je  Kkyselina  askorbovd  (5R)-5-[(15)-1,2-dihydroxyethyl]-3,4-
dihydroxyfuran-2-(5H)-on, struktura je na obrézku, Obr. 1.

Bily nebo téméf bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly. Pusobenim vzduchu
a vlhkosti méni barvu. Je snadno rozpustna ve vod&, dobie rozpustna v lihu 96% a
prakticky nerozpustna v etheru.

Taje pii asi 190 °C, za rozkladu. [1][2]

Obr. 1 - Chemicka struktura kyseliny askorbové

HO

HO

HO OH

Kyselina askorbova, vitamin C, je ve vodé& rozpustny vitamin, ktery je z t&la snadno
vylu€ovan a je nepostradatelnou slozkou nasi stravy pro zachovani zdravého Zivota.
Strukturdlné je to jeden z nejjednoduslich vitamini. Ackoli se jedna o jednoduchou
molekulu, dvojna vazba a hydroxylové skupiny zpusobuji, Ze se podili na redoxnich
chemickych reakcich. Je zndmo mnoho let, Ze kyselina askorbova je snadno oxidovana
rozpusténym kyslikem [3], pisobenim zvy3ené teploty, enzymii, nebo piitomnosti
dvojmocnych kationti kovit [4][5]. Prvnim degradagnim produktem je kyselina
dehydroaskorbova. Tato reakce miiZe byt zvracena silnymi redukénimi &inidly. Kyselina
dehydroaskorbova je degradovana hydrolyzou a oxidaci na 2,3-diketoglukonovou kyselinu,
Obr. 2. Obe, jak kyselina askorbové tak dehydroaskorbova jsou biologicky aktivni. Dalgi

degradaéni produkty postradajf biologickou aktivitu nezbytnou pro prevenci kurdji [3].
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Obr. 2 - Reak¥ni schéma oxidace kyseliny askorbové

ascorbate

-0 OH

ascorbyl - radica

Kyselina askorbova je silnym antioxidantem a vychytavacem volnych radikald [6}, je
to vitamin dilezity pro prevenci kurdgji, nezbytny pro syntézu kolagenu a v prevenci
krvaceni [7]. Ddle se podili na tvorb& karnitinu, tyrosinu a reakcich zavislych na
cytochromu P450 a na imunologickych reakcich [8]. Predpoklada se, e hraje dalezitou roli
v prevenci kardiovaskulamich chorob a rakoviny, pravdépodobné diky jeho schopnosti
sniZovat tvorbu nitrosaminu a interagovat s volnymi radikaly [9][10]f1 1[12].

Historicky byla znalost metabolismu kyseliny askorbové soustiedéna primarné€ na
prevenci onemocnéni z jeho nedostatku, kurd&je. Podvyziva spojena s chudobou nebo
zdravotnim stavem jako je kachexie spojena s rakovinou, malabsorpci, alkoholismem nebo
latkovou zavislosti mize n&kdy vyustit v kurdgje. Uplny nedostatek kyseliny askorbové se
stale vyskytuje ve Spojenych statech. Subklinicky nedostatek vitaminu C je mnohem
b&Zn&jsi nez zjevny nedostatek, protoZe znadnd d4st populace ji méné neZ jeden kus ovoce
nebo zeleniny denng. Sougasny vyzkum kyseliny askorbové je zaméfen na jeil optimalni

prijem [13].
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3.1.1 Metody stanoveni kyseliny askorbové

Metody pro kvantitativni stanoveni kyseliny askorbové a jeji oxidované formy,
kyseliny dehydroaskorbove, jsou nepostradatelné pii zkoumani funkei t&chto sloudenin.

Metody pro stanoveni vitaminu C jsou dostupné od jeho izolace, tedy 60 let, viz Tab.
1. S postupujicimi znalostmi stoupa potieba citlivéjSich a selektivngjdich metod. Mnoho
metod stanoveni Kyseliny askorbové je poznamendno ,,syndromem &ty S, ktery oznaduje
nedostatednou stabilitu, citlivost (sensitivity), specifitu a interferenci s dal§imi latkami

(substance interference).

Tab. 1 - Metody analyzy askorbové a dehydroaskorbové kyseliny [13]

Metoda Nejnizsi citlivost ~ Objem Princip metody
(pmol/nastfikovany nastfikovaného
vzorek) vzorku (pl)

Kolorimetrie / Spektrofotometrie

redukce askorbatu
2,6-DCPIP 34000 600-4000 2,6-
dichlorindofenolem

redukce askorbatu
chromogenni komplex 400 5-5000 Fe*" a aktivace
Zeleza barevnych chelati

tvorba bis-2,4-
2,4-DNPH 3000 500-4000 dinitrofenylhydrazonu

tvorba methanolem

fotochemiluminiscence 50 700 derivatizované
dehydroaskorbové
kyseliny

tvorba
Fluorimetrie 280 420-2000 chinozalinovych

derivati kyseliny

dehydroaskorbové

12
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méfeni trimethylsilyl

Plynové 17 0,1-50 eter derivfltﬁ kyseliny
chromatografie askorbové a
dehydroaskorbové
Enzymatické metody
specificka oxidace
Oxidasa kyseliny 3 10-400 askorbétu / pouZiti
askorbové s ostatnimi metodami
interference askorbatu
Peroxidasa 330 140 s peroxidasovou
aktivitou
Glutathion tvorba kyseliny
dehydrogenasa 1000 400 askorbové
z dehydroaskorbové
absorbance UV zafeni
Kapilarni 0,1 0,01-0,03 kyselinou askorbovou
elektroforéza
HPLC
absorbance UV zafeni
HPLC/UV 50 5-450 kyselinou askorbovou
fluorescenéni detekce
HPLC/fluorescenéni 50 5-50 derivatizované kys.
detekce dehydroaskorbové
HPLC/elekrochemicka
amperometricka 10 2-50 oxidace askorbatu na
detekce povrchu elektrody
HPLC/elektrochemicka oxidace askorbatu na
coulometricka detekce 0,1 5-100 povrchu elektrody

Analyza in vivo

Mikroelektrodova
analyza

Mikrodialyza

neni uréeno

neni uréeno

neni uréeno

neni uréeno

oxidace askorbatu na
povrchu elektrody

sbirani vzorkua
mikrodialyzou
nasledovano detekei
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Mnoho metod pro stanoveni kyseliny askorbové a dehydroaskorbové je zavislych na
interkonverzi téchto molekul. Kyselina askorbovd je fyziologické redukéni &inidlo.
Oxidace probihd na uhliku C2 a C3 a vede k tvorbe kyseliny dehydroaskorbové cestou pies
intermediat, volny radikal, semidehydroaskorbovou kyselinu, Obr. 2. Pro uéely stanoveni,
muze byt oxidace kyseliny askorbové dosaZena chemicky nebo enzymaticky. Kyselina
dehydroaskorbova muZe byt redukovana na kyselinu askorbovou mnoha redukénimi
ginidly, v€etné homocysteinu a ¢inidel se sulfhydrylovou skupinou. Kyselina
dehydroaskorbova také podléha ireversibilni spontanni hydrolyze na 2,3-diketoglukonovou
kyselinu. V nékterych metodach je méfena diketoglukonova kyselina nebo jeji derivaty
[13].

Bylo publikovano mnoho metod pro stanoveni AA a DHAA, a tyto metody mohou
byt rozdéleny do tfi hlavnich kategorii - enzymatické, spektrofotometrické a
chromatografické [6][8][14]. Objevuji se 1 metody titracni, fluorimetrické a
elektrochemické [8][15]. Lékopisné autority stile pouZiva)i metodu jodometrické titrace
pro stanoveni AA. Jednd se o titraci AA v kyselém prostiedi zfed&né kyseliny sirové
roztokem jodu. Dochazi k oxidaci AA na dehydroaskorbovou kyselinu a sou¢asné redukci
jodu na jodid. Indikace se provadi Skrobovym roztokem, reakci sjodem vzniké
modrofialové zbarveni stanovovaného roztoku [1][16]. Zlatym akceptovanym standardem
pro analyzu kyseliny askorbové v biologickém materialu je HPLC [7][14]. Pfehled HPLC
metod pouZivanych pro analyzu AA je uveden v tabulce Tab. 2.

Z chromatografickych metod se nejéastdji pouZivaji tii zpusoby analyzy-
chromatografie na obracenych fazich [7][17], iontové vyménna chromatografie [18][19] a
iontparova chromatografie [6][20]. Mobilni fize jsou sloZité, &asto obsahuji vice neZ dvé
sloZzky, nékdy s pfidavkem riznych é&inidel nebo meodifikatori. Pouziti iontparovych
&inidel navic piinddi urdité problémy. Nejsou doporutovana pro spojeni s MS, sniZuji
Zivotnost kolony a je moZné riziko precipitace,

AA muZe byt snadno detekovana vibec nejroziifengjdimi HPLC detektory, jako je
UV detektor, hmotnostni spektrometr, nebo elektrochemicky detektor [6].

14
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prvoim krokem v kazdé analyze je pfiprava vzorku. Na zalatku je klidové zajistit
stabilitu vzorku pro piesnou analyzu [13]. Nesmi byt Zadné prodleni mezi pfipravou
vzorku a jeho stabilizaci [6].

Extrak&ni ¢inidla jsou ur€ena k precipitaci proteintl, ke stabilizaci kyseliny askorbové
a k odstranéni interferujich soucasti. Mnoha z extrak&nich Cinidel jsou kyseliny, které
nejen precipituji proteiny ve vzorku, ale také pfedchazi hydrolyze laktonového kruhu a
inhibuji oxidaci. Volba extrakéniho ¢inidla pro danou metodu je zaloZena na tom, zda
vybrané extrakéni ¢inidlo neinterferuje s danou metodou. Casto kyseliny nebo extrakéni
ginidla pouzitd v jedné metode jsou nekompatibilni s jinymi metodami. B&Zn& uzivana
¢inidla zahrnuji kyselinu metafosforenou [6][14][28] a trichloroctovou kyselinu [34].
Sravelovd kyselina [35], ackoli slabé precipituje proteiny, se také uziva ke stabilizaci
kyseliny askorbové. Kyselina 3tavelovd vkombinaci s TCA stabilizuje kyselinu
askorbovou a precipituje proteiny. Také se pouZiva kyselina perchloroctova. Misto kyselin
Ize pouzit methanol nebo ethanol. Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)[28][36] se
pfidavd do mnoha extrak&nich rozpoustéde! k chelataci divaletnich kovovych kationti,
napt. Zeleza nebo médi, které urychluji oxidaci kyseliny askorbové a hydrolyzu kyseliny
dehydroaskorbové. Ostatni chelatory, jako diethylentriaminpentaoctova kyselina nebo
desferoxamin, mohou byt mnohem Géinnéjsi, ale nebyly intenzivng studovany. Extrakéni
¢inidla a cheldtory museji byt vybirany velmi obezfetng, protoze mohou interferovat

s metodou nebo detekénim systémem [13].

3.1.2 Kvantifikace, volba vnitfniho standardu

Jako vnitini standard jsou pouZivany latky podobné struktury, které proto vykazuji
podobné chovani pfi chromatografii a extrakci. Pouzivd se hydrochinon [37] nebo isomer
AA kyselina isoaskorbova [38]. BohuZel kyselina isoaskorbova miiZe byt soudasné
pfitomna v realnych vzorcich potravin nebo v biologickych tekutindch. Navic obg&
slouteniny mohou byt oxidovany béhem skladovani a pripravy vzorku. PH poutiti
redukénich ¢inidel (u nekterych elektrochemickych metod) je kvantifikace problematicka,
a také substrak&ni metody vyuZivané pro soudasné uréeni AA a DHAA nedovoluji pouziti
téchto vnitinich standardt [6]. Dal$i vnitini standardy pouZivané v HPLC analyze AA jsou
kyselina nikotinova [17], kyselina hippurova [8], kyselina moova [39] nebo 4-

hydroxyacetanilid [40].
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3.2 Stabilita kyseliny askorbové

P biologickém pH je hlavni formou vitaminu C askorbat (AA), ktery je rychle
oxidovan na dehydroaskorbat (DHAA) a vylouden do extracelularni tekutiny. Oxidace
kyseliny askorbové vroztoku zavisi na jeho koncentraci, teploté, ptistupu svétla, pH,
rozpusténém kysliku, rozpoustédle, iontové sile, a pkitomnosti Zelezitych iontd nebo
oxidaénich enzymi. DHAA je také nestabilni a muZe podiéhat irreverzibilni hydrolyze na
2,3-diketoglukonét (2,3-DKG). Dulezitost AA a DHAA jako antioxidaéni dvojice byla
uzndna a u zdravych dospélych je hodnota DHAA normalné pod 2 % z obsahu AA.

AA snadno oxiduje v pfitomnosti nékterych &inidel jako jsou halogeny [20], peroxid
vodiku, t€Zké kovy, hlavné méd’ a Zelezo, je také nestabilni v alkalickém pH [15][28], ve
vodé z vodovodu a pfi vyS8ich teplotich, v piitomnosti kysliku a svétla [15]. Z téchto
divodu je duleZité nalézt vhodné podminky pro provedeni HPLC analyzy, aby bylo
zabran€no pusobeni vyjmenovanych rozkladnych vlivi [28].

Dalsi opatfeni k minimalizaci degradace vzorku b&hem pfipravy zahrnuji &i$t&ni
vzorku inertnim plynem jako je dusik nebo argon, rychlé zmrazeni a skladovani vzorku pii
teplot€ -70°C a minimalizaci svételné expozice.

Stabilita vzorkii z riznych tkanich se maZe velmi ligit, jak b&hem skladovani tak
zvladte pii rozmrazeni vzorki. Kazdy analytik by mé&l znat stabilitni vlastnosti vzorku pii
dlouhodobém skladovani, ihned po rozmrazeni a také b&hem mé¥eni. V kontrastu
s kyselinou askorbovou v roztocich, kyselina askorbové ziskana komeréné (jako prasek) je
stabilni pfi pokojové teploté nejméné jeden rok, je-li uchovavana v suchu a chranéna pied

svétlem. [13]

3.2.1 Stabilita, citlivost, specifita a interference

Pfi vyvoji nové metody pro stanoveni AA musime vzit do uvahy Ctyfi S: stabilitu,
citlivost, specifitu a moznost interference (substance interference). Oxidace kyseliny
askorbové a hydrolyza kyseliny dehydroaskorbové jsou ovlivnény jejich koncentraci ve
vzorku, teplotou, svétlem, pH, rozpudténym kyslikem, rozpoustédlem, iontovou silou a

Phitomnosti oxidagnich enzymi a nikterych divalentnich kationtd, Tab. 3. Dal
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komplikace mohou nastat pfi vazbe stanovované latky na bilkoviny. Navic, protoZe vzorky
mohou soucasngé obsahovat kyselinu dehydroaskorbovou a askorbovou, mize v prub&hu
procesu nastat  interkonverze. Rovnovdha mezi kyselinou askorbovou a
dehydroaskorbovou zavisi na zdroji vzorku a vyskytuji se uréité variability. Analytickym

cilem je zméfit pivodni obsah bez umé&lé zmé&ny jejich relativniho zastoupeni.

Tab. 3 - Stabilita kyseliny askorbové a dehydroaskorbové [13]

Extrakéni Einidla Interferujici faktory Cheldtory

Kyselina metafosforena Teplota EDTA

TCA Svétlo Diethylentriaminpentaoctova
kyselina

Kyselina 3tavelova pH Desferoxamin

Kyselina $tavelova - TCA | Rozpustény kyslik

Kyselina perchloroctova Oxidaéni enzymy

Etanol Divalentni kationty

Metanol

3.2.2 Stabilita kyseliny askorbové za riiznych podminek

Stabilita kyseliny askorbové byla zkousena =za ruznych podminek s cilem

optimalizovat podminky pro HPLC analyzu a stabilizovat vzorek pfed a b&hem analyzy.

Vliv pH na stabilitu standardu kyseliny askorbové

Stabilita AA je siln& zavisla na pH pouZitého rozpoustédla a zarovefi i na teploté, pfi
které je roztok uchovavin Z hodnot uvedenych v tabulce, Tab. 4, vidime, Ze optimalni
prostfedim pro AA je v kyselé oblasti pH a pti niZ3i teploté [28].

Tab. 4 - Efekt pH na stabilitu standardu kyseliny askorbové skladované v hn&dé lahvi pFi teplotach
25°C a 40°C po jedné hoding skladoviani. (koncentrace standardu 2,51M; pufr 50mM fosfore¥nan

draselny)

Teplota pH

(°C) 3 4,5 6,0 6,8 7,4 8,5

25 98,2 95,6 84,5 12,7 7.4
_40 72,7 70,9 45,1 0 0
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Vliv svétla na stabilitu standardu kyseliny askorbové

[wase et al. [28] studovali vliv denniho svétla a UV zafeni (265 nm) na stabilitu
kyseliny askorbové s cilem zvolit vhodné laboratorni sklo pro pfipravu vzorku. Z pokusu
vyplyvé, Ze stabilita kyseliny askorbové je ovlivnéna jak dennim svétlem tak UV zafenim.
Koncentrace AA ve vodném roztoku, ktery byl skladovan v hnédé lahvi, klesla po jedné
hoding skladovani pii pokojové teploté na 95,6 % zatimco u roztoku skladovaného v &iré
sklendné lahvi klesla koncentrace na 84,2 % plvodniho obsahu. Pfi vystaveni roztoku UV
zateni poklesla koncentrace po jedné hoding na pouhych 79,7 %. Proto kyselina askorbova

skladovana v hnédé lahvi je mnohem stabilnéjsi [28].

Vliv teploty na stabilitu standardu kyseliny askorbové

vvvvvv

protoZe rozkladné reakce probihaji pfi vy3Sich teplotich podstatné rychleji. Studie
provedend Iwasem et al. [28] srovnava vliv teploty 25, 40, 60, 80 °C na stabilitu roztoku.
Pfi vy33ich teplotach, 60 a 80 °C, kles4 koncentrace po jedné hoding skladovani pod 20 %
pivodni koncentrace, pii 40 °C klesa koncentrace asi na 75 %. P¥i pokojové teploté je
roztok AA stabilni po dobu jedné hodiny.

Jiné studie prokazuji, Ze zvySeni teploty ze 4°C na pokojovou teplotu vede

k rychlému poklesu hodnot kyseliny askorbové v kratkém &asovém intervalu [3][6][7].

Vliv koncentrace kyseliny askorbové na jeji stabilitu

Iwase et al. [28] také studovali vliv koncentrace kyseliny askorbové na jeji stabilitu.
Bylo zjisténo, Ze kyselina askorbova je stabilng&jdi pfi vyssich koncentracich roztoku

vzorku.

Vliv kovovych ionti na stabilitu standardu kyseliny askorbové

Zeng et al. [15] a také Iwase et al. [28] zkouseli vliv médnatych a Zelezitych ionti na
stabilitu standardu. V t&chto pracech nebyl prokézan vliv téchto ionti na stabilitu AA, pH
roztoku bylo 2,1.

Naopak jina studie zabyvajici se vlivem stopovych prvkli na stabilitu kyseliny
askorbové potvrzuje nestabilitu AA v ptitomnosti m&di, pH roztoku se viak zde neudava.
Mueller et al. [20] sledovali vliv médi, Zeleza, hoiiku, vapniku, zinku a manganu na

VytéZnost vitaminu C, Tab. 5. Mnozstvi kazdého ptidavaného prvku koresponduje
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s hodnotami pouZivanymi v multivitaminovych a multimineralnich pfipravcich. Prvky byly
pfidavany k 60 mg kyseliny askorbové ve 100 ml vody. Pouze mé&d’ vyznamné ovliviiuje
obsah kyseliny askorbové. Koncentrace kyseliny askorbové ve vzorku, ktery obsahoval
yiechny prvky kromé médi nevykazuje zjevny rozklad. To ukazuje Ze stabilita kyseliny

askorbové v kontaktu s médi je pravdépodobné ovlivnéna celkovou koncentraci ionti ve

vzorku.

Tab. 5 - Vliv Cu’*, Fe*’, Mg, Ca™, Mn*, Zn®* na vytéZnost kyseliny askorbové

Cuw* Fe  Mg® Ca®  Mn®  Zn®  Obsah Obsah
AA

(mg) AA(mg) AA(%)
60 20 58,0 96,7
60 100 58,9 98,2
60 200 58,2 97,0
60 24 55,7 92.8
60 15 57.8 96,3
60 20 100 200 24 15 56,2 93,7
60 0,5 54.8 91,3
60 0,5 20 100 200 24 15 26,8 44,7
60 2,5 26,6 443
60 2,5 20 100 200 24 15 53 8.8
60 5,0 15,2 253

Vliv pouZitého rozpoustédla na stabilitu AA

Velky podil na stabilit¢ roztoku AA ma samotné rozpoustédlo. V pracech zabyvajich
se stabilitou AA jsou Easto pouZivéna tato rozpoustédla:
o kyselina m-fosfore¢na 2 % [6][14][28] nebo 10 % v kombinaci se EDTA
[7](41]
o kyselina trichloroctova [34], v kombinaci s EDTA [42]
o kyselina o-fosforeéna [43]
o kyselina citronova [43][44]
o kyselina §tavelova [35]
o aminokyseliny, napf. methionin [28] nebo cystein [45]
o EDTA [28][36]
o L-glutamat sodny [46]

o guanosin-5-monofosfat [46]
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V ptipadé aminokyselin pro stabilizaci AA jsou duleZité skupiny karboxylove,
aminové a thiolové, pfi jejich esterifikaci (karboxylovd) nebo acetylaci (aminové) nebo

karbomethylaci (thiolové skupina) je stabilizace AA nizsi.

Tab. 6 - Vliv vybranych stabiliza¢nich &inidel na stabilitu AA

Obsah AA (%), teplota 5°C
0 hod. 1 hod. 2 hod. 3 hod. 5 hod. 24 hod.

MPA 100 100 100 94,7 89,7 27,7
Cystein 100 100 100 100 100 87,4
Methionin 100 100 100 100 100 94,4
EDTA 100 100 100 100 100 83,5
Kys.citrénova 100 100 100 100 100 85,8

MPA 2 % v/v, ostatni v koncentraci 20 pM, MF dihydrogenfosfore¢nan draselny, pH
2,1 [46]

3.2.3 Shrnuti

Faktory jako denni svétlo, hodnota pH, koncentrace kyseliny askorbové a zejména
pak teplota ovliviiuji jeji stabilitu. K optimalizaci HPLC podminek a zvyseni stability musi
byt kyselina askorbovd ve vzorcich ptipravovana v kyselém prostiedi a skladovana
v hnéd¢ lahvi za sniZené teploty. Aminoskupina, karboxylova skupina a sira v molekule
mohou pfedchézet oxidaci kyseliny askorbové. Tyto vysiedky jsou také uZitetné pro

optimalizaci pfipravy vzorkd pfed HPLC analyzou kyseliny askorboveé.
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3.3 Metoda HILIC

3.3.1 Charakteristika metody HILIC

HILIC je metoda vhodné pro ziskani retence a separace velmi poldrnich latek a
hydrofilnich sloudenin. PfestoZe kapalinova chromatografie na reverznich fazich (RP-
HPLC) je nejcast&ji pouZivanou separatni technikou a miZe byt pouZita v raznych
aplikacich ve spojeni s béznymi typy detektort, jisté analyty, zvlasté polarni a hydrofilni
slouéeniny, nejsou jednoduchym zpiisobem zadrZitelné na koloné s nepolarni staciondrni
fazi [47]. Hydrofilni latky se vaZi polarnimi vazbami s mobilni fazi, nepolarni stacionarni
faze neni schopna je vazat, a proto jsou eliminovény v mrtvém objemu [48]. Po dlouho
dobu byla metodou volby kapalinova chromatografie na normalich fazich, s pouZitim
nevodné mobilni faze, coZ neni piiznivé pro Zivotni prostfedi a &asto je také obtiZné
rozpustit polarni a hydrofilni slouCeniny za t&chto experimentélnich podminek [47]. Pokud
se jedna o latku polami a nabitou, lze vyuZit metody ion parové a iontové vyménné
chromatografie. Pokud je vSak latka polarni a bez naboje, je vhodnou alternativou k RP-
HPLC metoda HILIC [48]. Pofadi eluovanych latek je &asto opatné nez pfi pouziti RP-
HPLC. Jinymi slovy, analyty, které maji malou retenci nebo nejsou vibec zadrZovény na
RP-HPLC, obvykle vykazuji silnou retenci na HILIC kolondch. Metoda HILIC nese
podobnost s tradiéni NP-HPLC, ale s jednim dileZitym rozdilem, a to %e HILIC vyzaduje
semipolarni mobilni fazi. Typicky eluent pro HILIC se sklada ze 40-97 % acetonitrilu ve
vodé nebo te€kavém pufru. Ztohoto divodu je HILIC velmi vhodna pro pouZiti
s hmotnostnim spektrometrem a zmé&na z RP-HPLC na HILIC je nasledovana 10-1000

nésobnym vzriistem citlivosti obvykle ziskané pro hydrofilni analyty [47].

3.3.2 Chromatograficky systém

Separalni systém HILIC je pfistrojové identicky systému RP-HPLC. Podobnost
s mobilni fazi RP-HPLC svadi k pouziti stejnych pravidel pro separaci také pro HILIC, to

ale vede k problémim pti chromatografii.
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Analyticka kolona

Analytické kolony HILIC obsahuji stacionarni fazi, ktera je hydrofilni a Casto je také
nabita, pfinejmenSim v urgitém rozmezi hodnot pH. Slouceniny separované na koloné
interaguji se stacionarni fazi, a jsou obvykle zadrzovany tim vice, ¢im vice jsou hydrofilni.
Na rozdil od ostatnich chromatografickych metod, vodna &4st mobilni faze je nedilnou
soucasti stacionarni faze, a proto je dulezité udrZovat procento vodné slozky v eluentu
v uréitém mnozstvi. Typicky ma vodna sloZka 3-60 % [47].

Stacionarni faze komeréné vyrabénych kolon pro HILIC mohou byt rizné. Jednd se o
silikagel, ktery muiZe byt chemicky modifikovany nebo modifikované polymery. Pfikladem
jsou chemicky vazané aminopropylové, amidové, diolové nebo sulfonové skupiny, nebo
chemicky vazany oligosacharid cyklodextrin, sulfoalkylbetainové, dihydroxypropylové
nebo polyamidové skupiny [48].

Kolona ZIC-HILIC mé stacionarni fazi se zwitteriontovymi skupinami, které jsou
kovalentné vazané na pérovity oxid kiemicity nebo na polymer. Stilost a zwitteriontova
funkéni skupina &ini kolonu vhodnou pro aplikaci na HILIC. Slabé elektrostatické
interakce mezi nabitymi analyty a na povrchu neutrdlni zwitteriontova stacionarni faze
vedou k jedineéné selektivité, zvlaste pro analyty, které jsou slabé zadrZzovany na kolonach
s reverznimi fazemi.

ZIC-HILIC kolona muZe byt pouZita jako nastroj pro zménu selektivity nebo ke
zlep3eni rozlieni pikh peptidd, sacharidd, travicich proteina a raznych polarnich slougenin
jako jsou aminokyseliny, zwitteriony, akrylamid, cytosin, uracil, moZovina, glykosylované
a glukuronované sloudeniny.

S kolonou na zakladé silikagelu se smi pracovat v rozsahu pH 2-8, silné alkalické

roztoky a promyvani hydroxidem sodnym neni dovoleno.

Princip retence v HILIC

Za HILIC podminek se na povrchu stacionarni faze ustali vodou obohacena vodna
vrstva. Separace je dosaZena rozdélovanim rozpudténé latky zeluentu do tohoto
hydrofilniho prosttedi, proces je typicky exotermni. Z tohoto ditvodu, jak vodikové vazby,
Jejichz sila zavisi na acidité nebo bazicit& rozpuiténé latky, tak i interakce typu dipél-dipol,
které z4visi na dipolovém momentu a polarizovatelnosti rozpusténych latek, jsou faktory

fidici retenci. Primami funkci stacionami faze HILIC je vazat vodu. Avsak u n&kterych
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dostupnych nabitych staciondrnich fazi bude retence také ovlivnéna elektrostatickymi
interakcemi (ptikladem je zwitteriontova stacionami faze), Obr. 3.

Vy&si koncentrace pufru, potfebna pro prekonani elektrostatickych interakei, mize
pegativné ovlivnit citlivost MS detektoru. U zwitteriontové staciondrni faze je efekt
clektrostatickych interakei slabsi, protoZe podil elektrostatickych sil kazdého naboje je
s4steéné vyvaZzen t€snou blizkosti iontu sopaénym nabojem. NiZ3i elektrostatické
interakce umoZituji pouZiti nizsi koncentrace pufru, coZ je ptiznivé pro citlivost MS
detektoru. Neutralni HILIC staciondrni faze typicky také vyZaduji nizké koncentrace pufru,
ale postradaji vyhody selektivity nabitych staciondrnich fazi.

Hustota né&boju slabych iontoméni¢i pouZivanych v HILIC stacionarnich fazich
(napt. silikagel nebo aminové fze) zavisi na pH. Z tohoto dlivodu, sila elektrostatickych
interakci rozpusténych latek s né€kterymi materialy bude zaviset na komplexu obou, jak na
ionizaci analytu tak na stacionarni fazi. U materiali nezavislych na pH, jako jsou

permanentni zwitteriontové staciondrni féze, je optimalizace pH mobilni fize urovana

pouze analytem [47].

Obr. 3 - Princip HILIC [50]
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3.3.3 Charakteristiky chromatografického procesu

Volba vhodné separaéni kolony je vysoce zavisld na separovaném analytu. Matrice
vzorku miize také hrat duleZitou roli pfi rozhodovani. PFi vyb&ru kolony jsou dileZitymi

vlastnostmi selektivita a kapacita a separaéni u¢innost kolony.

Separacni kapacita

Kapacita kolony je duleZity parametr, ktery uréuje retenéni &as a také pozadovanou
elu¢ni silu k eluci analytu z kolony. Jestlize je kapacita vysoka, je nezbytng vyZadovan
silngjsi eluent, jestlize je kapacita nizka, kolona je snadno pfetizena. V HILIC je kapacita
kolony ovlivnéna povrchovou plochou plniciho materialu a schopnosti stacionarni fize
vézat vodu. U nabitych staciondrnich fazi se na kapacit& kolony podili hustota naboji [47].

Retentni faktor & (také nazyvany kapacitni faktor £’) analytu popisuje relativni
rychlost priichodu kolonou a vypo¢ita se podle vzorce:

tﬂ

kde tr je retenéni &as rozpudténé latky a to je Sas ziskany pro mrtvy objem [51].

Separaéni selektivita

Selektivita kolony zivisi na n&kolika faktorech, naptiklad na nosném materialu a
chemické struktufe funk&nich skupin. Tedy selektivita je zaloZena na vzdjemném
ovliviovani mezi parametry kolony a vlastnostech separované rozpust&né latky. Faktor
selektivity, a, pro dv& rozpusténé latky A a B, které se eluuji blizko sebe, je métitkem toho,

jak dobie jsou latky separovany a vypocit se podle vzorce:

kde, k4 a kg jsou retenéni faktory pro prvni a posledni eluujici se slougeninu.

Separacni uginnost

V u¢inné kolon€ se viechny analyty uréitého druhu eluuji spoleéné v malém objemu.

Odpovidajici pik md malou $itku zény a je samoziejmé vyssi a lépe rozliSeny neZ pik
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eluujici se ve velkém objemu. Aby bylo moZné kolony srovndvat, musi byt také uvazen i

retenéni &as piku. Uginnost vyjadiena jako pocet teoretickych pater se vypoité [51]:

kde w, je ifka piku v jeho poloviéni vysce. Uréujicim faktorem pro u¢innost kolony
je »potet pfileZitosti®, kdy muze rozpusténa latka interagovat s separanim materidlem
behem pruchodu kolonou. Pocet interakci je nazyvan patrem, podle terminologie pievzaté
z teorie destilace. Vysoky polet pater je dosaZen, kdyZ je analyt transportovan pouze
kratkou vzdalenost mezi eluentem a nepohyblivou vodnou vrstvou stacionarni faze pro

kazdou nové& ustavenou distribu¢ni rovnovahu mezi mobilni a stacionarni fazi [47].

Snizovani uéinnosti pfi velkém mrtvém objemu

Prazdny objem, také oznacovany jako mrtvy objem, je celkovy objem kapaliny mezi
injektorem a detektorem. Hodnota mrtvého objemu uréuje éas (i) pro sloudeninu, ktera
neni zadrZovana separatnim materidlem, k dosaZeni detektoru. Mrtvy objem (Vp) je
souc¢tem objemu uvnitf a vné kolony:

Vy =V, +V,

olony extra

Objem kolony (Vioiny) je objem mezi a uvnitf pért jednotlivych &astic, které celkem
tvofi plnici material kolony. Pro stdlou velikost kolony, je mrtvy objem kolony prakticky
konstantni a nezdvisly na priméru plnicich &stic. DuleZitou pfi¢inou rozsitovani
chromatografického pasu je viak objem mimo kolonu (¥,), napfiklad objem davkovaci
smycky, spojovacich hadifek, a detektoru. Vechny hadi¢ky pouZivané pro spojovani
soucastek systému by mély byt kratké, mit co nejmensi moZny vnitini primér, aby byl
minimalizovan vliv na roz§ifovani chromatografické zény a nesniZovala se u&innost
ziskand vysokou kvalitou kolony. SniZovéani vnitiniho priméru haditek je samoziejmé
limitovano zp&tnym tlakem a rizikem nechténého ucpani, které stoupd Umérné se

sniZovanim praméru [47].
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3.3.4 SloZeni mobilni faze

Jak bylo uvedeno dfive, typicky eluent pro HILIC se sklada z 40-97 % acetonitrilu ve
vodé nebo t&kavém pufru. K ziskani reprodukovatelnych vysledka je nutné zachovat
alespoit 3 % vody v mobilni fazi. Toto mnoZstvi vody je nutné k zajidténi dostatetné
hydratace &astic stacionarni faze. Vy3si koncentrace organického rozpousiédla v mobilni
fazi zvy¥uje retenci.

Metoda HILIC dovoluje pouZit néktera polarni svodou misitelnd organicka
rozpoustédla, ale acetonitril je zdaleka nejoblibengjsi. Sila rozpoustédla je pfiblizné
opatnd, neZ pfi RP-HPLC separaci [48] a relativni sila rozpoustédla muze byt rozloZena asi
takto: tetrahydrofuran < aceton < acetonitril < iso-propanol < etanol < methanol < voda

Acetonitril je jedno ze slabdich rozpoustédel v HILIC poskytuje mnohem vy3$3i
retenci ve srovnani s methanolem. Methanol je vhodnou alternativou, muZe poskytnout
vétdi rozpustnost nékterych sloudenin, ackoli retence bude niz§i. Z hlediska uéinnosti je
acetonitril nejlepsi volbou.

Michéni organického rozpoustédla s vodnym pufrem b&hem pfipravy mobilni faze
mé &asto za nasledek zménu teploty roztoku. Je vhodné nechat teplotu temperovat na
laboratorni teplotu pfed pouzitim, zvlasté jestlize chromatograficky systém nema

termostatickou kontrolu.

Doporuéeni k pufram

Vhodné pufry pro HILIC jsou amonné soli octanu nebo mraven¢anu, ale rovné€Z jsou
doporudovany kyseliny octova a mravenéi, obé vzhledem k vyborné rozpustnosti i pfi
vysoké koncentraci organického rozpoustédla. Fosfatovy a jiné pufry s nizsi rozpustnosti
v organickych rozpoustédlech mohou byt pouZity s opatrnosti nebo je 1épe se jim vyhnout,
abychom piededli precipitaci, ackoli jejich pouZiti je spojeno s vys§i citlivosti UV
detektoru. Hydroxid amonny a uhligitan amonny jsou vhodnymi alternativami jestlize je
pozadovano vyssi pH. Koncentrace pufru 5-20 mM je dostatecna pro vétSinu rozpusténych
latek, horni limit je 200-300 mM v zavislosti na rozpustnosti eluentu. Negativné nebo
pozitivng nabité stacionérni faze typicky vyZaduji vy3si koncentraci pufiu nez neutralni
nebo zwitteriontové stacionarni faze. Triflouoroctova kyselina a jina ion parova ¢inidla by

neméla byt pouZivana, protoze mohou interferovat jak s HILIC mechanismem tak i snizuji
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MS signal. Vhodny rozsah pH je 3-8 pro v&tSinu kolon zaloZenych na bazi oxidu

kremicitého a 2-10 je interval obvykle doporugovany pro polymerni HILIC kolony [47].

Isokraticka a gradientova eluce

o s

V kapalinové chromatografii je nejb&éZnéj$im typem eluce isokratick4, to znamena, Ze
eluent ma konstantni koncentraci a sloZeni b&hem celého priib&hu,

Gradientova eluce v HILIC je zajidténa stoupajici polaritou mobilni faze, snizovanim
koncentrace organického rozpoudtédla, to jest opaénym smérem ne? p¥i RP-HPLC
separaci. U nabitych HILIC stacionarnich fazi je moZnost zvy$ovani koncentrace soli nebo
pufru béhem gradientu k pfekonani elektrostatickych interakei s rozpust&nou latkou.

Gradientova eluce se pouzivd kseparaci latek svelmi rozdilnymi retenénimi
(kapacitnimi) faktory. Po gradientové eluci musi byt kolona znovu ekvilibrovana po&atedni
koncentraci mobilni fize pied nastfiknutim dal$tho vzorku.

Nutno zduraznit, Ze HILIC staciondrni faze je méné tolerantni k rychlym gradientim
a kratkym ekvilibraénim &asiim ve srovnani s RP-HPLC chromatografii. Je to proto, Ze
vodna vrstva na stacionarni fazi pochazi z eluentu je proto zivisla na jeho sloZeni. Ze
stejného duvodu nemtze HILIC gradient b&Zet od 100 % organické faze ke 100% vodné
faze. Je také nutno zminit, Ze pfi gradientové eluci bude zpétny tlak na kolon& stoupat,
jestliZe je pouZito rozpoustédlo s nizkou viskozitou, jako je acetonitril.

Chyba pfi ustalovini rovnovahy HILIC kolony zplsobi posun retenénich &asi a
nizkou reprodukovatelnost. V nékterych piipadech je ale mozno dosdhnout dynamické
rovnovahy se stabilnimi reten¢nimi asy, jestliZe je pouZit rychly gradient a pribéh
opakovan po dlouhou dobu. Tato situace je ale obtiZn& dosazitelna a reprodukovatelna
[47].

Typicky doporu&ovany eluéni protokol

Podminky doporuované pro kolony se stacionarni fazi ZIC*-HILIC a ZIC®-pHILIC,
ale mohou byt stejn& dobfe aplikovany také na ostatni HILIC faze, nékdy s tpravami (jako
napf. vy$si koncentrace soli u nabitych fazi):

> isokratickd eluce: 80:20 (v/v) acetonitrilloctan amonny nebo kyselina

mravenéi (20 mM)
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» gradientova eluce: linedmi gradient od 90% do 40% acetonitrilu v pufru
octanu amonného (20 mM) ve 20 minutach (spad 3 %/min). Ekvilibraéni &as
je 10 minut [47].

3.3.5 Uprava vzorki

PfedbéZna Uprava vzorku je ovlivnéna matrici vzorku. Pro HILIC separaci je
dilezité, aby vzorek nebyl v prostfedi, které je pfili3 hydrofilni. Jestlize nastiikovany
vzorek obsahuje pfili¥ mnoho vody nebo jiného velmi hydrofilniho rozpoustédla, poklesne
rozd€lovani rozpusténé latky do stacionarni faze. To vede k niZi retenci, hor& uéinnosti,
niZi separaci, zvla$t€ pro nejméné zadrzovanou slouteninu a jestlize je nastfikovany
objem velky. Vodné vzorky proto obvykle nemohou byt nastfiknuty ptimo, ale radji
ztedény organickym rozpouStédlem, které by mélo tvofit alespoii 50 %. Je také
doporucovano vzorky pied nastiknutim zfiltrovat. Vhodnymi filtry jsou hydrofilni filtry
PTFE nebo PVDF s velikosti péri 0.45 um [47].

3.4 ZIC®-HILIC a ZIC®-pHILIC

Firma Sequant vyrébi ng€kolik HILIC produktii, v&etn& kolon s zwitteriontovou ZIC"-
HILIC a ZIC®-pHILIC stacionérni fazi.

ZIC®-HILIC stacionarni fize zalozené na oxidu kfemicitém nesou kovalentn® vézané
permanentni zwitteriontové funkéni skupiny sulfobetainového typu, Obr. 4. ZIC®-HILIC
je dostupna ve tiech velikostech &astic 3,5; 5, 10 um, v raznych rozmérech kolony, kde
material kolony je tvofen sklem vyloZenou nerezovou oceli pro kapilarni kolony, PEEK
materidlem a nerezovou oceli pro analytické kolony a nerezovou oceli pro preparativni
kolony.

Kolony ZIC®-pHILIC zaloZené na polymerech maji stejné sulfobetainové

zwitterionic funkéni skupiny a jsou dostupné ve velikosti polymernich &astic 5 pm.
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Obr. 4 - Zwitteriontova staciondarni fize s funk&nimi skupinami sulfobetainového typu

o

(=1 fon

CH,~N=CHzCHy CH5 SO,
CH,

Obé, jak ZIC®-HILIC tak i ZIC*-pHILIC stacionarni faze jsou navrZeny pro u¢innou

HILIC separaci kyselych, zasaditych a neutralnich hydrofilnich sloudenin.

Separaéni kolony.
Obg kolony ZIC®-HILIC a ZIC@:-pHILIC maji stejné funkéni skupiny, nehledé na

jadro Castic, poskytuji podobnou selektivitu. Polymerni kolony mohou byt pouZity pii

vy§Sim rozsahu pH, 2-10. Stacionarni féze zaloZena na oxidu kfemi¢itém jen v rozsahu pH
3-8.

Pritokova rychlost.

Parametry pritokovych rychlosti se u staciondrnich fazi ZIC®-HILIC a ZIC®-pHILIC
trochu lisi od RP-HPLC kolon. Optimalni prutokova rychlost je kolem 0,5 ml/min pro

kolonu s vnitinim promérem 4,6 mm [47].

3.4.1 Vyuziti metody HILIC

Jiang et al. [52] vyuZili metodu HILIC pro separaci jednoduchych peptidi,
bradykininu a neurotensinu a také k separaci jednotlivych angiotensint (latky peptidového
charakteru). Malé hydrofilni peptidy vykazuji nizkou retenci pti RP-HPLC.

Jiné studie vyuzivaji metodu HILIC pro analyzu latek jako je atenolol, timolol, cholin
a acetylcholin, mocovina, alantoin, indapamid, n&ktera antibiotika, jako jsou tetracykliny,
nebo néktera hydrofilni cytostatika [48].

Prikladem lze také uvést analyzu amoxicilinu v plazmé, travicich proteind, purini a
pyrimidind, nukleotidii, peptidi, alifatickych aminokyselin, akrylamid, kvarternich
aminu, kyseliny askorbové a dehydroaskorbové, kyseliny §tavelové, fumarové a citrénové,

morfinu a glukuronovanych metabolita, flavonoidi.
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Pouiité chemikalie

Kyselina citrénova bezvods, 99 %, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
D,L — methionin, >99 %, Fluka, Praha, Ceska Republika

D.L - homocystein, min. 95 %, Sigma-Aldrich, Praha, Cesk4 Republika
Kyselina L-askorbova, 99+ %, Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika
Hydroxid amonny, 10 %, p.a. HPLC, Fluka, Praha, Ceska Republika
Kyselina octové, >99 %, Fluka, Praha, Ceska Republika

Kyselina mravenéi, >99 %, Fluka, Praha, Ceska Republika

Octan amonny, p.a., Lachema Brno, Cesk4 Republika

Acetonitril, HPLC gradient grade, Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
Methanol, HPLC gradient grade, Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika
Edetan disodny, p.a. >99 %, Fluka, Praha, Ceska Republika

Kyselina §favelov4, p.a. >99 %, Fluka, Praha, Ceska Republika

Kyselina o-fosforeéna 85 % p.a., Merck, Némecko

Kyselina m-fosforeénd, 40-50 % (HPO;)n, 50-60 % (NaPO;)n, Riedel de Haen,
Némecko

Kyselina chlorogenova, > 95 %, Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika
Kyselina galové, > 95 %, Sigma Aldrich, Praha, Cesk4 Republika

Kyselina protokatechuova, > 95 %, Sigma Aldrich, Praha, Ceska Republika
Voda ultragista pro HPLC, Millipore
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4.2 Pouiité pfistroje

Mili-Q reverzni osméza Millipore, Bedford, MA, USA

Spektrofotometr Hewlett Packard 8453 se softwarem Chemstation

Shimadzu Prominence LC systém, Shimadzu, Kyoto, Japonsko, software Lab
Solution, kolona ZIC®-HILIC (150 x 2,1 mm, 3,5um)

Analytické véhy SARTORIUS 2004 MP

Filtraéni zafizeni Millipore, Bedford, MA, USA
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4.3 Poutité roztoky

+ Piiprava 50 mM pufru octanu amonného pH 6,8 pro mobilni f4zi

Do kadinky bylo navaZeno asi 1,9 g octanu amonného, ktery byl rozpu$tén v ultradisté
vodé. Roztok octanu amonného byl kvantitavné pieveden do odmérné baiiky o objemu 500
m! a doplnén vodou po znacku. Poté bylo zmé&feno pH roztoku, které bylo podle potieby
upraveno pomoci n€kolika kapek roztoku hydroxidu amonného nebo kyseliny octové.

Nakonec byl roztok zfiltrovan.

% Ptiprava mobilni faze
Mobilni faze byla pfipravena smisenim acetonitrilu a pufru octanu amonného v poméru
78:22. Smés byla pfipravena pomoci HPLC pumpy, aby bylo sloZeni co nejpresngjsi a

reprodukovatelné,

< Priprava vzorku pro hodnoceni vlivu teploty na stabilitu.
Do 100 m] odmé&mé batiky byl navéZzen 1,0 mg standardu kyseliny askorbové a rozpudtén

v mobilni fazi zchlazené na 4°C a objem doplnén mobilni fazi po znacku.

* Pfiprava rozpoustédla pro hodnoceni vlivu pfitomnosti kysliku na stabilitu.
Do Erlenmayerovy bariky bylo odméfeno asi 150 ml mobilni faze a byla probublavana

heliem po dobu 5, 10, 20 minut. Poté byla zchlazena na 4°C.

% Ptiprava vzork pro hodnoceni vlivu ptitomnosti kysliku na stabilitu.
Do 100 ml odmé&mé batiky byl odvazen 1,0 mg standardu kyseliny askorbové. Kyselina

byla rozpusténa v odplynéné a zchlazené mobiini fazi a objem dopln&n po znacku.

% Pfiprava vzorki pro hodnoceni vlivu koncentrace na stabilitu.
e 0,01 mg. Do odmémé bailky byl navazen 0,01 mg standardu kyseliny askorbové,
Kyselina byla rozpust€éna v mobilni fazi zchlazené na 4°C a objem byl doplnén

mobilni fazi po zna&ku.
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e 0,1 mg. Do odmérné baiiky byl navaZen 0,1 mg standardu kyseliny askorbové.
Kyselina byla rozpuSténa v mobilni fézi zchlazené na 4°C a objem byl doplnén
mobilni fazi po znacku.

e 1,0 mg. Do odmérné bariky byl navéaZen 1,0 mg standardu kyseliny askorbové.

’l Kyselina byla rozpudténa v mobilni fazi zchlazené na 4°C a objem byl doplnén
mobilni faz{ po znaéku.

¢ 10,0 mg. Do odmé&mé bariky bylo navaZeno 10,0 mg standardu kyseliny askorbové.
Kyselina byla rozpudténa v mobilni fazi zchlazené na 4°C a objem byl doplnén
mobilni fazi po znacku.

¢ 50,0 mg. Do odmé&mé batiky bylo navazeno 50,0 mg standardu kyseliny askorbové.
Kyselina byla rozpudténa v mobilni fazi zchlazené na 4°C a objem byl doplnén

mobilni fazi po znacku.

% Pfiprava pufri pro hodnoceni vlivu pH na stabilitu.

e pH 3.8. Bylo napipetovano 285,14 ul kyseliny octové k cca 50 ml vody. Bylo
zméfeno pH roztoku a déle pfidavan roztok amoniaku k Gipravé pH na pozadovanou
hodnotu. Poté byl obsah pfeveden do 100 ml odm&mé baitky a doplnén vodou po
znaCku. Pufr byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e pH 4_8. Bylo napipetovano 285,14 pl kyseliny octové k cca 50 ml vody. Bylo
zmefeno pH roztoku a déle pfidavan roztok amoniaku k tipravé pH na pozadovanou
hodnotu. Poté byl obsah preveden do 100 ml odmé&mé batiky a doplnén vodou po
znacku. Pufr byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e pH 58. Bylo napipetovano 285,14 pl kyseliny octové k cca 50 ml vody. Bylo
zméfeno pH roztoku a déle pfiddvan roztok amoniaku k Gpravé pH na poZadovanou
hodnotu. Poté byl obsah pfeveden do 100 ml odmé&rné batiky a doplnén vodou po
znacku. Pufr byl smichdn s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

¢ pH 6,8. Bylo pouZito 100 ml pufru octanu amonného, ktery je soudasti mobilni
faze. Pufr byl smichén s acetonitrilem v pomé&ru 22:78 a zchlazen na 4°C.

* pH 7,8. K 50 ml pufru pH 6,8 byl postupné po kapkach ptidavan roztok amoniaku
aZ po dosaZeni zvolené hodnoty pH. Poté byl obsah preveden do 100 ml odm&mé
baiiky a doplnén vodou po znatku. Pufr byl smichén s acetonitrilem v poméru
22:78 a zchlazen na 4°C,

* Voda. Voda byla smichdna s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazena na 4°C.
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& Ptiprava vzorki pro hodnoceni vlivu pH na stabilitu.

Do 100 ml odmémeé baiiky byl navazen 1,0 mg standardu kyseliny askorbové. Kyselina

byla rozpusténa v piipravené smési acetonitrilu a zvoleného pufru (vody) zchlazené na 4°C

a doplnéna po znacku.

< Pfiprava roztoku stabilizaénich ¢inidel

10 % kyselina m-fosfore¢né. Bylo navaZeno 20 g kyseliny m-fosforeéné a
rozpuSténo ve 200 ml odmérné bafice ve vodé. Poté bylo mnoZstvi doplnéno po
znaCku. Pfipraveny roztok byl smichéan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen
na 4°C.

5 % kyselina m-fosforeéné. Bylo odpipetovano 50 ml roztoku 10 % kyseliny m-
fosforetné a prevedeno do 100 ml odmérné batiky a dopln&no vodou po znadku.
Ptipraveny roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

1 % kyselina m-fosfore¢né. Bylo odpipetovano 10 ml 10 % kyseliny m-fosforené
do 100 ml odmé&mé baiky a doplngno vodou po znacku. Pfipraveny roztok byl
smichdn s acetonitrilem v pomé&ru 22:78 a zchlazen na 4°C,

5 mM EDTA. Do 100 ml odmérné baiiky bylo navaZeno 0,186 g EDTA. EDTA byl
rozpudtén ve vodé a objem doplnén vodou po znadku. Pfipraveny roztok byl
smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

1 mM EDTA. Do 100 ml odmé&rmné bariky bylo napipetovano 20 ml 5 mM roztoku
EDTA a dopln&€no vodou po znacku. Piipraveny roztok byl smichan s acetonitrilem
v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

50 mM kyselina 3tavelova. Do 100 ml odmémé batiky bylo navazeno 0,6303 g
kyseliny $favelové a rozpusténo ve vodé a doplnéno vodou po znakku, Pfipraveny
roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

10 mM kyselina $t'avelova. Do 100 ml odmémé batiky bylo napipetovano 20 ml 50
mM roztoku kyseliny $tavelové a doplnéno vodou po znacku. Pfipraveny roztok
byl smichén s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

1 mM kyselina §tavelova. Do 100 ml odmémé baiiky bylo napipetovédno 10 ml
roztoku 10 mM Kkyseliny $tavelové a doplnéno vodou po znagku. Pfipraveny roztok

byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.
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o 10 % kyselina o-fosfore¢na v/v. Do 100 ml odmé&rné batiky bylo napipetovano 11,7
ml kyseliny o-fosforeéné. Kyselina byla rozpusténa ve vodé a objem doplnén po
znafku. Pfipraveny roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen
na 4°C.

o 5 % kyselina o-fosfore¢na v/v. Do 100 ml odmémé baiiky bylo napipetovano 50 ml
roztoku 10 % kyseliny o-fosfore¢né a objem doplnén vodou po znacku. Pfipraveny
roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e 1 % kyselina o-fosfore¢na v/v. Do 100 ml odmé&rmné baiiky bylo napipetovano 10 ml
roztoku 10 % kyseliny o-fosfore¢né a doplnéno vodou po znacku. Piipraveny
roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

¢ 1 mM homocystein. Do 100 ml odmémé baiikky bylo navaZeno 0,0135 g
homocysteinu. Homocystein byl rozputén ve vodé a objem doplnén vodou po
znatku. Pfipraveny roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen
na 4°C.

e 0,1 mM homocystein. Do 100 ml odmérné baiiky bylo napipetovano 10 ml roztoku
1 mM homocysteinu a doplnéno vodou po znatku. Pfipraveny roztok byl smichan
s acetonitrilem v pomeéru 22:78 a zchlazen na 4°C.

¢ 1 mM methionin. Do 100 ml odmé&mé baiiky bylo navazeno 0,0075 g methioninu.
Methionin byl rozpuitén ve vodé a objem doplnén vodou po znacku. Pfipraveny
roztok byl smichén s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e 50 mM kyselina citrénova. Do 100 ml odmérné baiiky bylo navazeno 0,4803 g
kyseliny citronové. Kyselina byla rozpusténa ve vodé a objem doplnén vodou po
znaCku. Pfipraveny roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen
na 4°C.

¢ 10 mM kyselina citrénova. Do 100 ml odmé&rmé bariky bylo napipetovano 20 ml
roztoku 50 mM Kkyseliny citrénové a objem doplnén vodou po znacku. Pripraveny
roztok byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e 1 % kyselina octovd. Do 50 ml odmémé barky bylo napipetovano 0,5 ml
koncentrované kyseliny octové a doplnéno vodou po znacku. Pfipraveny roztok byl
smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

¢ 0,2 % kyselina octova. Do 50 ml odmé&mé baiiky bylo napipetovanc 10 ml roztoku
1 % kyseliny octové a dopinéno vodou po znacku. Pfipraveny roztok byl smichan

s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

39

—




e 1 % kyselina mraven¢i. Do 50 ml odmérné baikky bylo napipetovano 0,5 ml
koncentrované kyseliny mraven¢i a doplnéno vodou po znalku. Piipraveny roztok
byl smichan s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

e 0,2 % kyselina mravenéi. Do 50 ml odmé&rné bariky bylo napipetovano 10 ml
roztoku 1 % kyseliny mravenéi a dopln&no vodou po znacku. Pripraveny roztok byl

smichén s acetonitrilem v poméru 22:78 a zchlazen na 4°C.

% Pfiprava vzorkl pro hodnoceni vlivu stabilizaénich &inidel na stabilitu.
Do odmémé barky byl navaZen 1,0 mg standardu kyseliny askorbové. Kyselina byla
rozpudténa v pfipravené smeési acetonitrilu a zvoleného stabilizaéniho &inidla zchlazené na

4°C a doplnéna po znacku.

V8echny vzorky byly ihned po dokonalém rozpuiténi kyseliny askorbové pieneseny
do vialky a umistény do autosampleru temperovaného na 4°C a byla bezprostiedng

zahajena jejich analyza.

% Priprava standardnich roztoki a vzorki

e Roztok vnitiniho standardu. Do 100 ml odm&mé batiky bylo navéZeno 50 mg
kyseliny chlorogenové. Kyselina byla rozpuiténa ve smé&si sloZené z acetonitrilu a
vodného roztoku stabilizaéniho &inidla v poméru 78:22, Stabilizaénim &inidlem
muze byt 10 mM kyselina §t'avelova nebo 5 % kyselina o-fosforedna.

e Referenéni standardni roztok AA. Ve 100 ml odmé&rné batice bylo rozpusténo 25,0
mg kyseliny askorbové ve smési acetonitrilu a vodného roztoku stabilizaéniho
¢inidla v poméru 78:22, ochlazeného na teplotu 4°C. K roztoku AA byly pfidany
2,0 ml roztoku vnitfniho standardu kyseliny chlorogenové. Objem byl doplnén po
znacku a roztok zchlazen na teplotu 4°C.

Roztok musi byt uchovavan vtemnu, bez pfistupu kysliku, pfi teplot& 4°C. Takto

stabilizovany roztok lze pouZzit po dobu 72 hodin, v pfipadé stabilizace kyselinou

Stavelovou a vice neZz 59 hodin v ptipadé pouziti kyseliny o-fosfore&né v uvedenych

koncentracich. Bez pouZiti téchto &inidel je roztok stabilni jen 3-4 hodiny.
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4.4 Viiv jednotlivych faktorit na stabilitu

Vliv svétla na stabilitu.

Vliv svétla na stabilitu AA nebyl testovan, protoZe test neni moZné provést za nadich

laboratornich podminek. VSechny pokusy byly nadale provad&ny bez pistupu svétla.

Vliv teploty na stabilitu.

Jak jiz bylo zmiflovéno dfive, teplota m4 velky vliv na stabilitu AA v roztoku.
Byla sledovéna stabilita AA pfi teplot& 20°C, 10°C a 4°C, coZ je nejniZsi teplota na

kterou je moZno nastavit autosampler, po dobu 72 hodin.

Viiv koncentrace na stabilitu.

Koncentrace AA v roztoku je daldim faktorem, ktery také vyznamné& ovliviiuje

stabilitu. V této praci byla srovnavana koncentrace 0,01; 0,1; 1,0; 1,0; 50,0 mg/100 mi.

Vliv rozpusténého Kysliku na stabilitu.

Je znamo, Ze kyslik muZe urychlovat oxidagni reakce a proto je vhodné eliminovat
jeho pfitomnost. Byla srovnivana stabilita AA v mobilni fizi, ktera byla odplynéna

jemnym proudem helia po dobu 5, 10, 20 minut se stabilitou AA v neodplyn&ném roztoku.

Vliv hodnoty pH rozpoustédia na stabilitu.

Pfedpokladame Ze kyselina askorbova, jako latka kyselé povahy, bude stabilngjsi
v kyselém prostiedi. Kyselé pH zpomaluje oxidaci a hydrolyzu laktonového kruhu. Byl
zjidfovén vliv pH na stabilitu AA pfi pouziti pH 3,8; 4.8; 5,8; 6,8; 7.8 a také nahrazeni
pufru vodou.

Vliv stabiliza¢nich ¢inidel na stabilitu,

Jak jiZ bylo zmiilovano dfive, stabilitu AA lze pfiznivé ovlivnit vhodnou volbou
stabilizalniho ¢inidla. Pro hodnoceni bylo vybrano n&kolik b&Zn& pouZivanych
stabilizalnich ¢inidel a byl srovnévén jejich vliv na stabilizaci AA za HILIC podminek pfi

riznych koncentracich téchto &inidel. Jedna se konkrétng o kyselinu citrénovou, kyselinu
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gravelovou, kyselinu m-fosfore¢nou, o-fosfore¢nou, methionin, homocystein, edetan

disodny, kyselinu octovou a mravenéi.

42




S5 Vysledky a diskuse

5.1 Chromatografické podminky-optimalizace HILIC podminek

5.1.1 Vybér stacionarni faze

Byly zkouSeny rizné chemicky modifikované staciondrni faze na bazi silikagelu jako
je kolona Shield C8, C18 nebo i stfedng polarni kolona schemicky vazanymi CN
skupinami. ProtoZe na téchto kolonach byla retence AA vzhledem k jeji polarit a velikosti
molekuly Spatnd, byla zvolena kolona ZIC-HILIC. Stacionarni faze kolony je tvofena

silikagelem, ktery je chemicky modifikovan sulfobetainovymi skupinami.

Parametry analytické kolony

Délka (mm) 150

1.D. (mm) 2,1

Objem kolony (ml) 0,5

Plnici material ZIC-HILIC

Velikost &astic (um) 3,5
Velikost porti (A) 200 [49]

5.1.2 SloZeni mobilni faze

Typické HILIC podminky spojuji polarni staciondrni fizi a mobilni fazi sloZenou
z velké &asti z organického rozpoustédla, obvykle tvoii 40-97 %, v kombinaci s malym
procentem vodného podilu.

Byla sledovana zavislost sloZeni mobilni faze (poméru organické a vodné slozky)
spolu s vlivem pH pufiu a jeho koncentraci na retenci AA.

Nejvétsi vliv na retenci AA meéla zména pomeéru organické a vodné slozky. Jako
organické slozka byl zvolen acetonitril. Za HILIC podminek plati, Ze &m v&tsi koncentrace

acetonitrilu byla pouzita, tim bylo dosaZzeno vy33i retence AA.
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NiZ8i vliv na retenci AA byl pozorovan pfi zmé&nach koncentrace nebo pH pufru.
Funkei pufru plnil octan amonny. Plati, Ze &im vy33i koncentrace pufru byla pouzita, tim
bylo dosaZeno vy33i retence. Byl zkouSen pufr o koncentraci 10 mM, 50 mM a 100 mM.
Pro experiment byla vybrana koncentrace 50 mM, protoZe pii této koncentraci bylo
dosaZeno dostate¢né retence a navic je jeji pouZiti vhodn&jsi z hlediska Zivotnosti kolony.

S chledem na poZadavky na zachazeni a Zivotnost kolony, bylo zkouseno pH pufru
vrozmezi 3,8-7,8. V oblasti pH 5,8-7,8 byly rozdily v reten¢nich &asech zanedbatelné,
v této oblasti je tedy metoda vice robustni. To je divodem pro& bylo zvoleno pH 6,8, viz.
obrazek Obr. 5. V kyselé oblasti pH byl pozorovan vétsi vliv hodnoty pH roztoku na
retenci AA.

Poslednim ukolem bylo vhodné zvolit pomér organické a vodné slozky mobilni faze,
aby se retencni fas AA pohyboval kolem 5 minut, tak aby bylo mozné pouZit vnitini
standard, jehoZ eluce se ptedpoklada pied pikem AA.

Optimalni sloZeni mobilni faze bylo nésledujici:

o acetonitril/50 mM octan amonny pH 6,8, 78:22
o ziskany retencni ¢as byl 4,6 minut

Toto sloZzeni mobilni fize s vysokou tékavosti umoZiuje pozd&jsi pkipojeni MS

detektoru.

Obr. 5 - Graf zavislosti retence AA na koncentraci vodné slozky mobilni faze
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5.1.3 Rychlost priitoku mobilni fize

Pritokova rychlost mobilni faze byla zvolena s ohledem na retenci AA, jeji separaci
od vnitfniho standardu a také na zpé&tny tlak na kolon& a spotfebu rozpoustédla, Tab. 7.

Byl zvolen pratok 0,3 ml/min.

Tab. 7-Optimalizace pritokové rychlosti mobilni faze

prutok zpétny tlak na koloné ¢as analyzy spotieba
[ml/min] [MPa] [min] rozpou$tédla [ml]
0,2 10,0 8,0 1,60
0,3 12,3 5,5 1,65
0,5 16,8 3,5 1,75
0,7 21,0 2,25 1,58
0,9 25,6 2,0 1,80

5.1.4 UV detekce

AA vykazuje maximalni absorpci v rozmezi 244 a 265 nm, v zavislosti na sloZeni
pouZitého rozpoustédla [13]. B&hem zkoumani absorpénich spekter AA v mobilni fazi byl
pouZit jak DAD detektor, tak také nezavisly UV spektrofotometr. Navzdory udajtim
uvadénych v literatufe bylo v obou pfipadech absorpéni maximum AA ve smési

acetonitrilu a 50 mM octanu amonného pH 6,8 v pomé&ru 78:22 pii 268 nm.

5.1.5 Stabilita AA v mobilni fizi, nastaveni teploty kolony

Stabilita AA v mobilni fazi byla zji§t'ovana za laboratomi teploty, 25°C, bez ptistupu
svétla a za pouziti UV spektrofotometru. Roztok AA byl stabilni (nedochazi ke zméng
koncentrace o vice neZ 1%) po dobu 10 minut, proto mizZe byt teplota na koloné nastavena

na 23°C bez podstatného rozkladu AA b&hem analyzy.

5.1.6 Volba vnitiniho standardu

S ohledem na principy HILIC muZe byt zvolena pouze latka kysela a polarni. Proto

byly zkouSeny slouceniny ze skupiny fenolickych kyselin, jmenovité kyselina galova,




protokatechuova, chlorogenova a nékteré daldi, jejichz pfitomnost se v biologickém
materidlu nepfedpoklada. Jako vnitini standard byla zvolena kyselina chlorogenova,

jelikoZ se eluje pfed pikem AA a je dobfe separovana, Obr. 6.

Obr. 6 - Chromatograficky ziznam analyzy AA s pouZitim kyseliny chlorogenové jako IS, vietn¥ UV
spektra AA (spektrum bylo extrahovino z DAD zdznamu v priab&hu &asu eluce piku AA)
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Optimalnich chromatografickych podminek bylo dosazeno pfi pouZiti kolony ZIC-
HILIC se sulfobetainovou zwitteriontovou modifikaci, mobilni faze byla sloZena
z acetonitrilu a 50 mM octanu amonného pH 6,8 v poméru 78:22, pritokova rychlost byla

zvolena 0,3 ml/min a kolona byla temperovéana na 23°C, nastfikovany objem vzorku byl

nastaven na 5 pl.




5.2 Stabilitni testy — vliv stabilitnich faktori

Pojem ,,stabilni* béhem této studie znamen4, Ze zména aktualni koncentrace oproti
puvodni koncentraci roztoku AA neni v&t3i nez 1 %.

Roztoky standardu byly piipraveny pfi 4°C a ihned chromatografovany, tak aby bylo
moZné urit poatetni koncentraci kyseliny askorbové. Stabilita byla hodnocena b&hem 72

hodin, vzorek byl umistén v autosampleru temperovaném na 4°C, bez pifstupu svétla.

5.2.1 Zhodnoceni vlivu teploty na stabilitu

Byl zjitovan vliv teploty 20°C, 10°C a 4°C na stabilitu kyseliny askorbové. Teplota
4°C je nejnizsi teplota, kterou je za danych podminek moZno testovat, protoZe
autosampler neumoZiiuje niZ§i temperaci. Vysledky jsou shrnuty vtabulce Tab. 8 a

piehledné znazornény v grafu Obr. 7.

Obr. 7 — Viiv teploty na stabilitu kyseliny askorbové
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Nejvyssi stability bylo dosaZeno pii 4°C, kdy kyselina askorbova zastava stabilni po
dobu cca 4 hodiny, pfi 10°C je to pouze néco malo pies 2 hodiny, a u 20°C je stabilita
zachovana pouze 1 hodinu.

Zhodnotime-li obsah kyseliny askorbové po 72 hodinach, opét dosdhneme vyrazné
nejlepSich vysledki pti 4°C, kdy obsah poklesnul na 63,5 %, zatimco pii 10°C ziistava jen
52,7 % puvodni koncentrace a u 20°C je to dokonce pouze 15,2 %.

Teplota 4°C je tedy vyhodn4 jak z hlediska kratkodobeé stability tak i dlouhodobé.

Pro dal3i méfeni jiZ byla vZdy vyuZivana teplota 4°C. Pfiprava takovychto vzorki je
narofn&jii. Rozpoudtédla je nutno zchladit na teplotu 4°C, a ihned po rozpusténi kyseliny
askorbové je nutné vialku umistit do temperovaného autosampleru a bezprostiedné
davkovat vzorek na kolonu. Jakékoliv zmény teploty at’ uZ zvyseni teploty & podchlazeni

vzorku pfi pfipravé, ma za nasledek vyrazné zmény plochy piku,

3.2.2 Zhodnoceni vlivu koncentrace kyseliny askorbové na jeji stabilitu.

Koncentrace roztoku kyseliny askorbové ma také vyznamny vliv na stabilitu roztoku.
Byla zkouSena koncentrace 0,01; 0,1; 1,0; 10,0; 50,0 mg/100 ml. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce Tab. 8 znazornény v grafu Obr. 8. Bylo zjiténo Ze stabilita se zvy3uje s rostouci
koncentraci, aviak rozdily mezi 1,0; 10,0 a 50,0 mg nejsou nijak zisadni. Roztoky byly
v téchto pfipadech stabilni po dobu asi 3-4 hodin, po 72 hodinach poklesla koncentrace na
67.4 % ptvodni koncentrace pfi pouziti 50,0 mg, a na hodnoty kolem 60 % u 10,0 a 1,0
mg/100 ml. Pfi niZ8ich koncentracich jsou vysledky horsi, p¥i koncentraci 0,1 mg je
stabilita zachovana po dobu 2 hodin a po 72 hodindch dochazi k poklesu na 41,2 %
pavodni koncentrace, nejnizsi koncentrace roztoku zpusobuje, Ze AA neni stabilni ani po
dobu 1 hodiny a po 72 hodinach koncentrace klesa jen na 17,5 % puvodni koncentrace.

Pro dalsi experimenty byla zvolena koncentrace 1 mg/100 ml, kterd byla dostadujici a
rozpousténi tohoto mnoZstvi ve studené mobilni fazi je snadngjsi. Duvodem miZe byt také

niz§{ spotfeba standardu.
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Obr. 8 - Vliv koncentrace kyseliny askorbové na jeji stabilitu
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3.2.3 Zhodnoceni vlivu pH vodné ¢asti mobilni faze na stabilitu,

Kyselina askorbova je kyseld sloudenina, je tedy predpoklad, Ze bude stabiln&jsi
v kyselém prostfedi. Vy38i hodnoty pH negativné ovliviiuji stabilitu AA v roztoku, rozklad
AA na kyselinu dehydroaskorbovou.

Vliv pH na stabilitu byl zkouen vrozsahu pH 3,8-7,8 sohledem na moZnosti
stacionarni faze. Jako pufr byl pouZit octan amonny p¥i hodnots pH 3.8; 4.8; 5.8; 6,8; 7.8.
Byla také zkouSena Cistd voda misto pufru. Vysledky jsou shrnuty v tabulce Tab. 8 a
znézornény v grafu Obr. 9.

Nejlepsich vysledkl bylo dosaZeno pii pouziti pH 3,8 nebo vody, u které bylo
dokonce dosaZeno lepsich vysledki po 72 hodinach. Jak pti pH 3,8 tak pii pouziti vody
byla AA stabilni po dobu 3-4 hodin, li§i se viak vysledek po 72 hodinach, pii pH 3,8
pokles obsah AA na 69,9 % plivodni koncentrace, zatimco pii pouZiti vody na 74,6 %.
Vysledky stability pfi pH 5,8; 6,8; 7,8 se nijak vyrazn& od sebe nelisi, roztok je stabilni asi

2 hodiny a po 72 hodinach koncentrace poklesla na hodnotu kolem 60% vychozi

50

. —




koncentrace. Pfi pH 4,8 byly ziskdny o néco hor§i vysledky, pokles koncentrace byl

rychlej$i a po 72 hodinach koncentrace poklesla na 58,9 %.

Obr. 9 - Viiv pH na stabilitu kyseliny askorbové
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5.2.4 Zhodnoceni vlivu odplynéni rozpoustédla na stabilitu

Odplynénim smési pouZivané jako rozpoustédlo kyseliny askorbové eliminujeme
kyslik ptitomny v roztoku, ktery by mohl podporovat oxidaéni proces kyseliny askorbové.
Byla srovndvana stabilita kyseliny askorbové v neodplynéném roztoku se stabilitou
roztoku po odplynéni heliem po dobu 5, 10 a 20 minut. Vysledky jsou shrnuty v tabulce
Tab. 8 a znazornény v grafu na obrazku Obr. 10.

Pfekvapivé se vyznam odplynéni na stabilitu nepotvrdil, nejhorsich vysledkd bylo
dosazeno pfi odplynéni 5 minut, ale i po 20 minutach byly dosaZené vysledky horsi nez

v roztoku bez odplynéni. Pro tento jev nemame Z4dné logické vysvétleni.
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Obr. 10 - Vliv odplynéni rozpoust&dla na stabilitu
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5.2.5 Zhodnoceni vlivu stabilizaénich ¢inidel na stabilitu

Ptidavek riznych stabilizaénich €inidel ve vhodné koncentraci do rozpoustédla miuze
zvysit stabilitu kyseliny askorbové vroztoku. V této praci byla zkoudena nasledujici
¢inidla: kyselina citrénova, kyselina $t'avelova, methionin, homocystein, EDTA, kyselina
o-fosforeéna, kyselina m-fosforeéna, kyselina octova a mravenéi v riznych koncentracich.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce Tab. 9.

Nejvhodnéj$im stabilizaénim ¢&inidlem je kyselina $tavelova v koncentraci 10 mM,
pfi je)im pouZiti je kyselina askorbova stabilni po celych 72 hodin, Obr. 11. Je nutné pouZit
tuto koncentraci, protoZe pii pouZiti koncentrace 50 mM neni dosaZeno poZadovanych
vysledki. PouZitim slab3i koncentrace kyseliny §t'avelové, 1 mM, rovnéz nebylo dosaZeno
tak dobrych vysledku jako pii koncentraci 10 mM.

Se stejnym problémem se setkdvame i p¥i pouziti kyseliny citrénové. Ve srovnani
s kyselinou 3t'avelovou je viak 10 mM kyselina citronova hor§im stabilizadnim &inidlem,
Obr. 11.
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Obr. 11 - Srovnini stability pFi pouZiti kys. $avelové a citrénové
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Kyselina o-fosfore¢nd byla zkousena v koncentraci 1, 5, 10 %, Podobnych vysledki
jako pfi poutiti kyseliny $tavelové, bylo dosaZeno pii pouziti 5 % kyseliny o-fosfore¢né.
Pii koncentracich 1 a 10 % byla stabilita AA men3i neZ v pfipadé 5 % koncentrace
kyseliny o-fosforeéné, Obr. 12.

V pfipadé kyseliny o-fosforetné vSak symetrie pikd nevyhovuje ptisnym
poZadavkum I¢kopisu, narozdil od kyseliny 3tavelové. Z tohoto diivodu byla kyselina
Stavelova zvolena nejvhodnéj$im stabilizadnim &inidlem. Srovnani kyseliny $tavelové a o-

fosforeéné je v grafu na obrazku Obr. 13.
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Obr. 12 - Stabilizace kyselinou o-fosforeénou
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Obr. 13 - Srovnani stabilizace kyselinou §t’avelovou a o-fosforeénou

stabilita-Stavelova, fosfore&na kys.
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Obr. 14 - Stabilita AA p¥i pouziti EDTA
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Pii testovani EDTA byla hodnocena koncentrace 5 mM a 1 mM. V pfipadé 5 mM
koncentrace je AA stabilni téméf 10 hodin a po 72 hodinach poklesne koncentrace na 83,1
% plvodni hodnoty, u 1 mM EDTA klesne koncentrace pod 99 % prakticky okamzits po

davkovéni na kolonu, po 72 hodinach klesa koncentrace na 79,2 %, Obr. 14.

Byla zkou3ena i stabilita AA pfi pouZiti aminokyselin methioninu a homocysteinu
Jako stabilizaénich &inidel, Obr. 15. Homocystein byl testovan ve dvou koncentracich, 1 a
0,1 mM, methionin 1 mM. 1 mM homocystein je lep§im stabilizadnim &inidlem nez jeho
niZ8f koncentrace. Homocystein je lepsim stabilizadnim ¢&inidlem neZ methionin. Kyselina
askorbova zistdva stabilni po dobu 4 hodin, po 72 hodinach klesa obsah AA na 87,6 %
vpiipade 1 mM homocysteinu a na 84,4 % v pfipadé pouZiti methioninu. Lepsich
vysledki bylo dosaZeno pouZitim kyseliny $tavelové nebo o-fosforedné. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce, Tab. 9.
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Obr. 15 - Srovnéni stability AA pFi pouZiti methioninu a homocysteinu
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Dalsim zkouSenym &inidlem byla kyselina m-fosfore¢na. Stabilizaci pomoci kyseliny
m-fosfore¢né nebylo moZné prakticky zjistit, protoZze p¥i jejim smiseni s acetonitrilem
dochézi k oddéleni fazi a zakaleni roztoku. Pii nastfiku takového roztoku dochazi
k ucpavani kolony.

Prakticky nebylo mozZné hodnotit ani vliv kyseliny octové a mravenéi na stabilitu,

protoZe jednotlivé nastiiky se velmi lisily plochou piku.

Protoze HILIC je druh specidlni chromatografie, b&hem této prace bylo zjisténo, Ze
ne v3echna rozpoustédla lze pro metodu HILIC vyuZit. Rozpoustédlo vidy musi obsahovat
jak organickou tak i vodnou sloZku, pfi vynechéni organické faze vznikaji dvojité piky,
které nelze integrovat, dochazi k naruSeni tvorby obohacené vodné vrstvy a poruseni
HILIC rovnovahy, Obr. 16A). Pii nastfiknuti samotného methanolu se objevuje druhy pik,
stejné tak i pfi pouZiti samotného acetonitrilu. Pfi nastfiku jen vodného roztoku AA se

objevuje nékolik nesymetrickych pikia Obr. 16B).
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Obr. 16 - Vliv pouZitého rozpoultédla na vysledek stanoveni
A) nastfik AA v methanolu
B) ndstfik AA ve vodném prostiedi
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5.3 Test zpasobilosti systému a validace

53.1 SST

Test zpusobilosti systému je duleZitou sou4sti validace metody [51]. Byl stanoven
pocet teoretickych pater, symetrie piku, rozlifeni, retenéni &as, plocha piku a
opakovatelnost nastfiku referenéniho standardniho roztoku.

Test byl proveden opakovanym nastiikem, 10 krat, roztoku AA za optimalnich
stabilitnich podminek. Parametry jako je pocet teoretickych pater, symetrie piku, rozliden,
opakovatelnost nastfiku jsou uvedeny v tabulce Tab. 10. Opakovatelnost plochy a
retendnich ¢asi piku je vyjadiena jako procento relativni smérodatné odchylky.

ProtoZe bylo dobrych stabilitnich vysledki dosaZeno jak pfi pouZiti kyseliny o-
fosforecné tak i Stavelové, byl test zpisobilosti proveden u obou kyselin. PouZiti kyseliny
o-fosfore¢né negativng ovliviiuje tvar piku, symetrie pikt nevyhovuje striktnim
poZadavkim lékopisu, ktery pozaduje aby faktor symetrie nebyl vy$§i nez 2,0,

opakovatelnost je ale pfesto velmi dobra. Kyselina $tavelov4 vyhovuje viem poZadavkim.

5.3.2 Kalibrace

Byla zméfena kalibraéni kiivka kyseliny askorbové vrozsahu koncentraci 0,1-
0,0001 mg/ml. Pro kvantifikaci byla pouZita kyselina chlorogenova jako vniténi standard.
Vysledky jsou v tabulce, Tab. 10. V definovaném rozsahu byla kalibra¢ni k¥ivka linedrni,
proto byla metoda za pouzZiti kyseliny chlorogenové jako vnitfniho standardu zhodnocena

jako vhodna pro kvantitativni udely.

5.3.3 Analyza redlného vzorku kyseliny askorbové

Pouzitelnost metody byla ovéfena na redlnich vzorcich tablet obsahujicich kyselinu
askorbovou. Byly zkouSeny dva pfipravky, které jsou registrovanymi 1é&ivy, maji tedy

deklarovany obsah kyseliny askorbové: Celaskon 500 mg $umivé tablety a Celaskon 100
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mg tablety. Byla prokazina presnost a spravnost metody. Bylo testovano Sest vzorkil

kaZdého pripravku. V3echny vzorky obsahovaly 100 + 5 % kyseliny askorbové, Tab. 10.
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Byla vyvinuta metoda HILIC pro stanoveni kyseliny askorbové. Metoda vyuziva
jednoduchou mobilni fzi sloZenou z acetonitrilu a vody. Zmé&nou poméru slozek mobilni
faze, zménou koncentrace pufru nebo zménou pH lze ovlivnit retenéni &as kyseliny
askorbové. Vzhledem k tomu, Ze mobilni faze je t&kava a jednoduch4, neobsahuje Zadné
ionpdrové &inidla ani anorganické pufry, muZe byt metoda vyuZita i ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem. Pro kvantifikaci lze vyuzit jako vnitini standard kyselinu
chlorogenovou.

V této metodé byla pouZita mobilni faze sloZend z acetonitrilu a 50 mM octanu
amonného pH 6,8 v pomeéru 78:22, retenéni &as se pohyboval kolem 4,6 min.

Hlavni problém pfi analyze AA spogiva v nestabilit& jejiho roztoku. Tento problém
se podafilo vyfedit nalezenim vhodnych podminek, pti kterych je roztok stabilni. Jedna se
o vliv teploty, pH, koncentrace AA v roztoku, odplynéni, stabilizadnich &inidel.

Optimalni stability za HILIC podminek bylo dosaZeno pii:

o sniZeni teploty roztoku na 4°C

o pouZziti vy$§i koncentrace AA v roztoku

o kyselého pH nebo vodného roztoku

o stabilizaci 10 mM kyselinou 3t'avelovou nebo 5 % kyselinou o-fosforegnou

Obe¢ stabilizatni Cinidla poskytovala dobré vysledky, jak bylo ov&feno testem
zpusobilosti systému. Sledované parametry jako je uginnost, opakovatelnost retencniho
Casu a plochy, symetrie pikii a rozlifeni pfi pouziti kyseliny favelové vyhovuji
poZadavkim lékopisu. V piipadé kyseliny o-fosfore&né pouze symetrie piku nevyhovuje
poZadavkim lékopisu, aviak opakovatelnost je velmi dobra.

Metoda byla ovéfena analyzou redlnych vzorku lé&ivych piipravki obsahujicich
kyselinu askorbovou. Analyzou byl stanoven obsah AA, ktery odpovidal obsahu
uvadénému vyrobcem. Opakovatelnost vysledkil byla vyhovujici, relativni smérodatna

odchylka byla mensi nez 5 %,
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Abstract

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography (HILIC) method using internal
standard for the determination and stability study of ascorbic acid was developed. HILIC
method was very fast and simple using following analytical conditions: ZIC HILIC (150 x
2.1 mm, 3.5 um) chromatographic column and mobile phase composed of acetonitrile and
50 mM ammonium acetate buffer pH 6.8 (78:22 v/v). DAD detection was performed and
chromatograms were processed at 268 nm, the maximum wavelength of absorbance of
ascorbic acid.

An extensive stability study of ascorbic acid as a function of various factors
including temperature, stabilizing agents, oxygen presence and its concentration in the
solution was performed in order to get the information about quantitative influence of
individual stability factors. Low temperature and stabilizing agents (o-phosphoric acid and
oxalic acid) were found to be key factors enabling substantial enhancement of stability of

ascorbic acid.

Keywords: ascorbic acid, HILIC, vitamins, stability, oxalic acid, o-phosphoric acid




1. Introduction

Ascorbic acid (vitamin C) is widely distributed in plant material, with fruits and
vegetables being the major source in human diet. The biologically active isomer is L-
ascorbic acid (L-AA), however, there are also some discussions about the activity of L-
dehydroascorbic acid [1]. AA is rapidly oxidized to dehydroascorbic acid (DHA), Fig. 1,
when it is exposed to an oxidative stress, increased temperature, enzymes or transition of
divalent cations of metals [2]. Ascorbic acid is involved in many different biochemical
reactions and physiological processes like redox reactions, collagen synthesis, metabolism
of amino-acids, synthesis of adrenalin, synthesis of anti-inflammatory steroids, drug
detoxification, copper and iron metabolism. AA as antioxidant vitamin (together with A
and E) is often used for enriching beverages, foods and as a part of multi-component
vitamin preparations. Antioxidant vitamins could counteract the oxidizing effect of lipids
by scavenging free radicals which have been found to be major promoters of certain
diseases. Ascorbic acid is supposed to play certain role in the prevention of coronary heart
disease and cancer, probably due to its ability to prevent formation of nitrosamine and
interaction with free radicals [3-5]. Thus in clinical analysis AA could be an important
marker of oxidative status of organism. Its decreased levels could indicate some
connections with the occurrence of cardiovascular or cancer diseases and it could also play
an important role in prevention of many diseases. Therefore, there is a need to develop
reliable, fast, simple, sensitive and low cost analytical method convenient for all purposes
on various fields of applications (clinical analysis, food analysis or pharmaceutical
analysis).

Determination of AA could be performed by various methods. Enzymatic methods,
spectrophotometric methods, flow injection methods, electrochemical methods, HPLC and
GC methods were applied in the past [6]. Pharmacopoeial authorities describe still
iodimetric titration method [7,8] for the assay of AA substance. Enzymatic methods for
the determination of AA are based on action of plant peroxidase like peanut peroxidase [9],
horseradish peroxidase [10] or ascorbate oxidase enzyme electrode [11]. Electrochemical
methods for the determination of AA include voltammetry [12,13] and potentiometry [14].
Spectrophotometric methods employing CUPRAC (cupric reducing antioxidant capacity)
method with extractive separation of flavonoids-La complexes [15], using copper (II) —

neocuproine method [16], or iron (III)- 2,2'-dipyridyl reagent [17] were applied.
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Spectrophotometric method could be applied as well using flow injection [17], or SIA
(sequential injection analysis) for AA determination [18]. GC methods were applied in
connection with MS detection after derivatization by N-methyl-(tert-butyldimethylsilyl)
trifluoracetamide using isotope dilution assay [19-20].

HPLC methods are recently the most widely used methods for AA determination,
as would be discussed later. There are many problems to be overcome during analysis of
ascorbic acid: stability of AA in solutions, selectivity and sensitivity of the assay, the
choice of internal standard for the analysis, the choice of appropriate detection and
chromatographic approach, which is complicated by polarity of AA molecule.

Stability is a key problem of AA analysis, because the compound is known to be
very unstable in aqueous solution. There are lots of factors including the access of light,
increased temperature, increased pH, the presence of oxygen or metal ions, which
influence stability of AA in solutions. Thus it is necessary to decrease their impact to the
minimum [6]. A lot of studies were performed to find optimal conditions for AA analysis
however they are usually studying just some of stability influencing factors only. It is
necessary to take them into account as a complex to prevent AA degradation. Stabilizing
agents are used to improve stability of AA as well as some extractants have stabilizing
properties. Typically MPA (m-phosphoric acid) [21,22] which is the most widely used one.
Thereafter TCA (trichloroacetic acid) [23], o-phosphoric acid or citric acid [24],
homocysteine [25], oxalic acid [26], EDTA [27] or their combinations, often TCA -+
EDTA [28] or MPA + EDTA [29] were also proven to prolong the stability of AA in
solutions. Less common stabilizing agents were tested by Iwase and his research group
including eg. L-cysteine [30], L-methionine [31], monosodium L-glutamate (amino acid)
[32] and guanosine-5- monophosphate (nucleic acid) [33].

As ascorbic acid belongs to the group of very polar small molecules, it is difficult
to be retained in conventional RP-chromatographic systems and to be separated from the
dead volume. That is important especially in case of bio-analytical assay, where ballast
compounds from biological matrices are eluted together with dead volume or at the
beginning of chromatogram.

Three chromatographic modes are generally used for AA determination by HPLC —
reversed phase chromatography [29,34] ion exchange [35,36] and ion-pair chromatography
[37,38]. The mobile phases are often very complex, with more than two components

containing various modifiers or reagents. Reversed phased systems usually suffer from
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poor resolution from the dead retention volume. To get sufficient retention, very high
percentage of water content being usually inorganic buffer (sometimes even 100 %), must
be applied. It is very well known, that water mobile phases, which does not contain organic
modifier, could negatively influence separation efficiency on C18 stationary phase or they
can even cause so called “hydrophobic collapse of stationary phase” in case of long time
use [39].

Ion pairing reagents or inorganic buffers were often used as additives in analysis
of AA. Use of inorganic buffers however causes many difficulties. Moreover, inorganic
buffers are not compatible with mass spectrometry because they are not volatile and thus
should be avoided in LC/MS applications. They are also known to remain often inside of
the ion source and give false positive signal even long time after their use. In addition, they
also tend to cause instability in the chromatographic separation or gradual pressure
increase with each subsequent injection of sample. There is also a danger of possible
precipitation with other components of mobile phase [40].

No HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) method has been
employed so far for the determination of AA even if recently this methods gains high
attention [41]. HILIC is an alternative of conventional RP-HPLC or NP-HPLC and it is
very convenient for the analysis of small polar molecules being weakly retained or eluted
with dead volume in conventional RP-HPLC systems. Normal phase chromatography was
often replaced by this method because of bad reproducibility and great difficulties when
connection with MS detection was required.

Under the HILIC conditions, stationary phase is of polar character, containing
usually hydroxyl-ethyl or amino groups or it could be special kind of “zwitterionic”
stationary phase or others [41]. Mobile phase is composed of high percentage of an organic
solvent (typically acetonitrile} and it is complemented by small percentage of
water/volatile buffer part. Water-enriched liquid layer is established within stationary
phase, thus partitioning of solutes from mobile phase into the hydrophilic layer occurs.
Primary mechanism of separation is the partitioning based on hydrogen bonding,
secondary mechanism, which could influence the selectivity, is electrostatic interaction
with charged stationary phases. Elution is enabled by increasing of polarity of mobile
phase, thus the content of water content. The advantage of HILIC conditions is utilizing of

a high percentage of organic solvent which enables a possibility of hyphenation of LC with
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MS detection together with getting of high sensitivities [41,43]. Some interesting details
are given in an extensive recently published review on HILIC approach [41].

The aim of this work was to develop novel fast, simple and reliable method based
on HILIC approach for the determination of ascorbic acid. The method should be
applicable for stability study, real sample analysis and further for the applications using

mass-spectrometry detection.

2. Experimental

2.1 Chemicals and reagents

Working standards of ascorbic acid, gallic acid, protocatechuic acid and

chlorogenic acid were used for the purpose of this study. All compounds were obtained

from Sigma Aldrich (Prague, Czech Republic). Ammonium acetate, acetic acid,
ammonium, all of them reagent grade, were purchased by Sigma Aldrich as was HPLC
gradient grade acetonitrile. Stabilizing agents: m-phosphoric acid, o-phosphoric acid,
EDTA, homocysteine, methionine, citric acid, oxalic acid and formic acid reagent grade
were purchased by Sigma Aldrich . HPLC grade water was prepared by Milli-Q reverse
osmosis Millipore (Bedford, MA, USA) anditmeets European Pharmacopoeia

requirements.

2.2 Chromatography and UV spectra measurement

A Shimadzu Prominence LC 20 system (Shimadzu, Kyoto, Japan) was used to
perform all of the analyses. Detection of ascorbic acid was accomplished by diode array
detector SPD-M20A. The instrument was equipped with column oven SIL-20 AC enabling
temperature control. The built-in auto-sampler CTO-20 AC enables cooling as well.

Chromatographic software Lab Solution was used for data collection and processing.

Analytical conditions for HILIC determination of ascorbic acid employed ZIC-
HILIC (150x2.1 mm, 3.5 pm) analytical column (Sequant, Sweden) containing
zwitterionic stationary phase with sulfobetaine group (Fig. 2), which was kept in column
oven at 23 °C because of stability reasons. Binary mobile phase composed of acetonitrile
and 50 mM ammnonium acetate buffer pH 6.8 (78:22) was pumped at flow-rate 0.30

ml/min. DAD detection at 268 nm was performed. Injected volume was 5 pl, the
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autosampler was cooled at 4 °C. Stock solution of ascorbic acid had to be kept in dark and
cool ambient, without the access of oxygen.

UV spectra of tested compounds in mobile phase were measured by
spectrophotometer Hewlett Packard 8453 equipped with software Chemstation (UV-VIS
for biochemistry).

2.3 Preparation of standard solutions and samples

First the stock solution of internal standard was prepared by dissolving 50 mg
of chlorogenic acid working standard in 100 ml of dissolution medium (being ACN 78 %
together with 22 % of aqueous solution of stabilizing agent — 10 mM oxalic acid or o-
phosphoric acid 5 %). Reference standard solution of ascorbic acid was prepared in 100 ml
volumetric flask by dissolving of 25.0 mg of ascorbic acid in dissolution medium, 2.0 ml
of internal standard stock solution were added and the flask was made up to the volume
with dissolution medium at 4 °C.

Standards of ascorbic acid for stability measurements were prepared by direct

dissolution of ascorbic acid in tested dissolution medium at 4 °C. Samples of tablets were
prepared by their dissolution in dissolution medium and subsequent addition of internal
standard stock solution in order to get concentrations corresponding to the concentrations
in reference standard solution. Stock solution of ascorbic acid had to be kept in dark and
cool ambient (4 °C), without the access of oxygen. Ascorbic acid solution without
stabilization could be used up to 3-4 hours at maximum if above stated conditions are
carefully maintained. Thereafter significant decrease of concentration was observed. The
addition of stabilizing agents substantially increases the stability. Such a solution could be
used for more than 72 hours (stabilizing agent 10 mM oxalic acid) or up to 59 hours

(stabilizing agent o-phosphoric acid 5 %).

2.4 Stability study

Before starting the analytical procedure and method validation, ensuring of
compound stability in order to get reliable and repeatable results was necessary. Ascorbic
acid is known to be very unstable in solutions. The factors influencing the stability of AA

are: high temperature, presence of oxygen, light acess, high pH values, present metals or
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enzymes and the concentration of ascorbic acid in solutions. All these factors were subject
of preliminary stability study and optimization of handling with ascorbic acid in solution
with the regard to HILIC conditions. Standard solutions (no mobile phase composition
changes were done after the optimization of HILIC method) were prepared at various
conditions in order to determine the measure of influence of individual factors. They were
chromatographed immediately after preparation in order to determine initial
concentrations. Short term stability study was performed during 72 hours keeping samples

in darkness in autosampler at appropriate temperature.

The influence of light access. The influence of light access was not tested at this
study as the access of light could not be ensured at lower temperatures at our laboratory
equipment. All experiments were performed without the access of light. Dark glass

laboratory glassware and vials were used all over the study.

The influence of temperature. It is already known that lower temperature
improves stability of ascorbic acid in solution. Modern autosamplers enable sample
cooling during analysis up to 4 °C. As multiple sample analyses during quality control
need repeatable injection and long time, stability of ascorbic acid at 20, 10 and 4 °C (the
lowest temperature enabled by autosampler) was observed during three days in
autosampler in darkness. The samples were dissolved in mobile phase. All stability tests

were subsequently performed at low temperature of 4 °C.

The influence of dissolved oxygen. Mobile phase degassing is an important and
inherent step during preparation of chromatography. Dissolved oxygen could also
influence the stability of ascorbic acid in un-degassed solution. Therefore stability of
ascorbic acid in non-degassed solutions and solution degassed for 5, 10 and 20 min by

gentle stream of helium were compared. Sample dissolution media was still mobile phase.

The influence of pH value of dissolution medium. Ascorbic acid, as acidic
compound, exhibits higher stability in the solution at acidic conditions. The influence of

pH of the buffer employed in the preparation of dissolution medium was discovered in a

range 3.8 — 7.8 taking into account stability aspects of stationary phase. The pH values of




3.8, 4.8, 5.8, 6.8 and 7.8 were tested, pure water was tested as well by replacing buffer in
mobile phase.

The influence of stabilization. Ascorbic acid stability could be enhanced by the
addition of different agents as was described in literature and stated above. No study
however describes a comparison among various agents and their different concentrations.
Stabilizing agents as m-phosphoric acid, o-phosphoric acid, EDTA, citric acid, oxalic acid,
acetic acid, formic acid, methionine and homocysteine at different concentrations were

tested in this study.

The influence of concentration of ascorbic acid. Concentration of ascorbic acid
in solution could also influence its stability. The measure of the influence was also a

subject of this study. Concentrations of 0.1, 1.0, 10.0, 100.0 and 500.0 mg/l were tested.

2.5 System Suitability test and Validationt

An important part of method validation is SST (System Suitability Test), details of
which are usually given in Pharmacopoeias. SST was performed under the optimized
chromatographic and stability conditions. A number of theoretical plates, peak asymmetry,
resolution of individual compounds and repeatability of reference standard solution
injection (retentions times and peak areas were checked) have been established.

Calibration curve of AA in the concentration range 0.1 — 100 mg/l was measured
using chlorogenic acid as internal standard for quantitation. The applicability of the
method was verified on real samples of pharmaceutical tablets containing ascorbic acid.
Two preparations were involved in the test: Celaskon 500 mg effervescent tablets and
Celaskon 100 mg tablets, which are registered as drugs, and thus the content of ascorbic
acid is assured. Method accuracy and precision was established — six samples of tablets
were tested for each preparation at 100% level of AA content, which correspond to ICH

requirements.
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3. Results and discussion

3.1 Chromatographic conditions — optimization of HILIC conditions

Mobile phase compeosition

The retention of AA in a conventional RP-HPLC system could be very complicated
due to its high polarity. On the other hand, the problems like poor solubility of analytes and
irreproducible retention under NP-HPLC conditions are generally known. Using HILIC
chromatography approach, there is a possibility to adjust the retention of AA according to
the needs of particular analysis by moderate changes of mobile phase composition, buffer
pH or buffer concentration. A minimal water content of 3 percent is recommended in order
to assure HILIC conditions and thus enable to obtain reproducible results.

During this study the influence of the ratio of organic and water content of mobile
phase together with the influence of buffer pH and concentration on retention of AA was
studied.

The strongest impact on AA retention was caused by changing water/organic part
ratio (Fig. 3). Even using pure water without buffer provided quite a decent retention at
acetonitrile contents higher than 15%, which was impossible to observe testing
conventional RP HPLC systems, where AA always eluted with the dead volume.
Acetonitrile was chosen as organic part of mobile phase. Under HILIC conditions, the
higher percentage of acetonitrile was applied, the higher retention of AA was reached, thus
we could get up to 25 minutes retention using simple binary mobile phase consisted
of acetonitrile and ammonium acetate buffer without the need of application of ion-pairing
reagents.

The change of buffer concentration or pH caused lower influence to the retention of
AA (Fig. 2). Ammonium acetate was chosen as a buffer for this application. Tested
concentrations of buffer were as follows: 10 mM, 50 mM and 100 mM. 50 mM ammonium
acetate was chosen for further experiments, because it gave sufficient retention and it is
less stress from the point of view of column maintenance. The higher was the buffer
concentration, the stronger was the retention of AA. In chromatographic separations based
on ionic interactions, a decrease in retention is normally seen as the salt concentration in
the eluent is increased. However, as large amount of organic modifier (>40%) was used in

this study, the separation was probably affected by both ionic interaction and hydrophilic
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interaction. Sulfobetaine modified stationary phase, which we used for our experiments
contains zwitterionic moiety (contains quarternary ammonium and sulfonic acid group as
well), thus it has a nominal zero net charge. In fact, the stationary phase surface seems to
be, however, net negatively charged. Hence, repulsive electrostatic interactions may be
activated between the acidic ascorbic acid solute and stationary phase surface which are
weakened at high buffer concentrations. Consequently retention times are increased [44].

The pH of buffer was tested in the range of 3.8 — 7.8 (the column is silica based).
The influence of the buffer pH to AA retention was weaker at the lower pH values, thus
shorter retention times of AA were obtained at pH 3.8 than at 4.8. Maximal retention was
observed at pH 5.8 while it slightly decreased at higher and lower pH values. From the
only minor variation of retention in the pH range between 5.8 and 7.8 it could be
concluded that the method would be more robust in this pH range. That is why the pH
of 6.8 was chosen for further experiments.

Finally, the ratio of organic/water content was adjusted in order to get the retention
time of AA around 5 minutes, in order to enable the internal standard use (its elution was
supposed before the peak of AA). The optimized composition of mobile phase was as
follows: acetonitrile- 50 mM ammonium acetate buffer pH 6.8 (78:22), which enabled
retention time of AA at 4.7 min and it is compatible with mass spectrometry detection due
to its high volatility. According to the spectrum of DAD, the detection was performed at
268 nm. Optimal flow-rate was found to be 0.3 ml/min. The results of the optimization
procedure monitoring the influence of mobile phase composition to AA retention could be

seen in Fig. 2.

Internal standard choice

The choice of internal standard for AA analysis is often a great problem. Due to
HILIC principles only polar acidic compounds could be taken into the account. Thus,
reference standard compounds from the group of phenolic acids were tested as potential
internal standards, namely gallic acid, protocatechuic acid, chlorogenic acid and some
others. Finally, chlorogenic acid was chosen as internal standard for the determination of
AA under HILIC condition, because it was eluted before the peak of AA and it was well
separated as it could be seen in Fig. 3, which represents typical chromatogram of HILIC

analysis of AA using chlorogenic acid as internal standard.
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3.2 Stability testing — the influence of stability factors

During this study the term “stable” is defined as a change in original concentration
y g g

of AA solution lower than 1.00 %,

The influence of temperature. As it was supposed, temperature had a great impact
to stability of AA in solution. According to our possibilities, 4 °C was the lowest possible
temperature to test. At this temperature the best results were obtained. AA remained stable
in the solution of mobile phase up to3.5 hours without any further stabilization.
Comparing to other tested temperatures, at 20 °C AA remained stable only 1 hour, while at
10 °C it was only slightly more. Thus, setting up the temperature of 4 °C in the auto-
sampler and also during stock solution storage is very helpful to increase AA stability. The
relative percentage of final concentrations after 72 hours makes 63.5 % of initial
concentration (10 mg/1) at 4 °C, 49.1 % for the solution kept at 10 °C and only 15.2 % for
the solution kept at 20 °C. The comparison of the influence of individual temperature set
up could be seen in Table 2.

Great care must be taken during the preparation of solutions at decreased
temperature. The medium utilized for the dissolution of AA must be cooled to the
temperature of the auto-sampler and it must be injected directly. If the solution has no
appropriate temperature, substantial changes in peak area are observed. If long time period
elapses while sample cooling would be done in the auto-sampler, the initial concentration
of AA would be missed. Due to this strong influence of temperature, all stability tests were

subsequently performed at 4 °C.

The influence of pH value of dissolution medium.. Ascorbic acid exhibits higher
stability in solution at acidic conditions — see Fig. 1, the degradation pathway. Under acidic
conditions the formation of ascorbate is not favored. For HILIC chromatography it is
extremely important to keep the ratio and composition of dissolution media for standard or
sample at the same conditions as HILIC mobile phase, while the pH or concentration of
buffers could be changed. Acetonitrile can not be replaced by methanol in dissolution
media eg. for solubility reasons. The extremes after repeated injections of inconvenient
solution could make AA peak to spread into double-peak difficult to integrate. From above

stated information we can conclude, that the best dissolution medium was mobile phase,
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which was verified by the injection of AA in many different dissolution media as well as
by injection of tested mediums themselves.

The influence of pH of mobile phase was investigated in a range 3.8 — 7.8 taking
into account stability aspects of stationary phase. Ammonium acetate buffer (22 %
in mobile phase as was optimized during the study) at the pH values of 3.8, 4.8, 5.8, 6.8
and 7.8 was tested. Water was tested as well replacing buffer in mobile phase in
accordance with HILIC rules. The results could be seen in Table 2. The highest stability of
AA was observed in mobile phase containing ammonium buffer of pH 3.8 or water, which
gave surprisingly even better results. In both cases the solutions of AA were stable during
3-4 hours, somewhat better in stability was observed in case of buffer pH 3.8 during the
short time period. However, during longer-time, after 72 hours the relative percentage
of AA concentration using water without any buffer as a part of mobile phase was 74.5 %
of initial concentration while using buffer of pH 3.8 it was 69.9 %. Similar stability was
observed at pH of 7.8, 6.8 and 5.8 while the stability at pH 4.8 was somewhat worse. At all

conditions the solution was stable during first 2 hours,

The influence of solvent degassing. Mobile phase degassing is an important and
inherent step during preparation of chromatography. A lot of modern instruments utilize
in-line degasser, thus no prior degassing is necessary any more. Using in-line degasser the
influence of oxygen present in mobile phase should be excluded.

Dissolved oxygen could also influence the stability of ascorbic acid in un-degassed
dissolution medium. Therefore stability of ascorbic acid in non-degassed solutions
(dissolution medium) and solution degassed for 5, 10 and 20 min by gentle stream of
helium were compared. Surprisingly, short time (5 minutes) mobile phase degassing by
helium had negative impact for AA stability as it is seen in Table 2. Longer period of
degassing improved the stability of AA in the solution however it still did not reach the
values of un-degassed mobile phase — which ensured stability of AA during 3.5 hours and
approached a value of 61.2 % of initial concentration during 72 hours. Moreover, 20
minutes and more time needed for the degassing would be prolonging and complicating
analytical procedure, which is undesired, above all if no significant improvement in AA

stability was observed.
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The influence of concentration of ascorbic acid. Concentration of ascorbic acid
in solution could also influence its stability. The rate of its influence was tested at 0.1, 1.0,
10.0, 100.0 and 500.0 mg/l1 AA levels. The results show, that without any extra
stabilization the AA concentrations lower than 1.0 mg/] had significantly decreased
stability Table 2. The concentrations of 0.1 mg/ | had shown instability within 1 single
hour of experiments.. Concentrations higher than 1.0 mg/l allowed the analysis without
stabilization up to 2-3 hours or more with increasing concentrations. Slower degradation
was observed at the concentrations higher than 10.0 mg/l - about 60 % after three days of
stability study comparing to 41.2 % or 17.5 % for concentrations of 1.0 and 0.1 mg/1
respectively. As it figures out from this experiment, after 4 hours of experiments and more
fresh solutions of ascorbic acid must be prepared always, if no extra stabilization agent was
added. This is valid even for the concentrated stock solutions of AA kept in dark at low

temperature.

The influence of stabilization. Ascorbic acid stability could be enhanced by the
addition of various agents as was described in literature and stated above. In this study the
influence of stabilizing agents at different concentrations was tested taking into the account
HILIC conditions. Stabilizing agents as a part of dissolution medium of standards/samples
were, based on the discovery of solution compatibility with HILIC conditions, always
added instead of the water content of mobile phase, 78 % of acetonitrile was kept in all
solutions. Stabilizing agents including m-phosphoric o-phosphoric acid, EDTA disodium
dihydrate, citric acid, oxalic acid, acetic acid, formic acid, methionine and homocysteine
at different concentrations were tested across this study.

The most widely used stabilizing agent is typically m-phosphoric acid. It could not
be utilized as stabilizing agent under HILIC conditions, because at tested concentrations
(concentrations of 10, 5 and 1%) it precipitated with acetonitrile from mobile phase. As
under HILIC conditions it is necessary to keep high percentage of acetonitrile in mobile
phase, it was not possible to dissolve well m-phosphoric acid and after verification
experiments it was excluded from the study. Very bad compatibility of the stabilizing
agents with HILIC system was observed also in case of acetic and formic acid

(concentrations of 1.0 and 0.2 % for both). There was very bad repeatability of the peak
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area among the individual injections. Thus finally, selected following stabilizing agents
were completely evaluated with good repeatability: citric acid 10 and 50 mM, oxalic acid
10 and 50 mM, EDTA 1 and 5 mM, o-phosphoric acid 10, 5 and 1%, homocysteine 1 and
0.1 mM and methionine 1 mM - see Table 3. Except of citric acid in both concentration
all tested stabilizing agents showed a positive effect to AA stability and thus its
concentration after three days was still about 80 % or more of the original concentration.
The best results were obtained using o-phosphoric acid at the concentration 5 or 10
% as well as using oxalic acid at 10 mM concentration. In case of o-phosphoric acid 5 %
solution gave even better results than the 10 % one. On the other hand, the concentration of
1 % was not sufficient for the stabilization and much faster decrease in concentration was
observed after 8 hours of testing reaching a relative percentage of 89.5 % within 72 hours.
More concentrated solutions were able to stabilize AA within the period of 40 hours (10 %
solution) and 59 hours respectively (5% solution). 10 mM solution of oxalic acid was able
to stabilize AA in solution all over the stability study, which means 72 hours, where the

final concentration of AA in solution was still 99.4 %.

3.3 System Suitability test and validation

System suitability test was performed by 10 times injecting of AA solutions at
optimum found chromatography and stability conditions. The parameters of number of
theoretical plates, peak asymmetry, resolution of individual compounds and repeatability
of reference standard solution injection (retentions times and peak areas were checked, the
repeatability was expressed as RSD in %) were established. As very good results in
stability testing were obtained for two stabilizing agents, SST was performed for both
using 10 mM oxalic acid and 5 % o-phosphoric acid stabilized solutions of AA — Table 4.

Both measurements gave results, which met the requirements of appropriate
authorities (see the last column in Table 4) concerning resolution, efficiency and the
repeatability of experiment in terms of retention time and peak area. The addition of o-
phosphoric acid 5 % as stabilizing agent to the sample solution had slightly negative
impact on peak shape, which was expressed by asymmetry factor. Using of o-phosphoric
acid it was higher than 2.0 in case of AA and even more in case of internal standard
chlorogenic acid. If the requirement to asymmetry factor is not strict, o-phosphoric acid

could be used to stabilize AA in solution, because the analysis is well repeatable. Oxalic
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acid 10 mM could be used as the stabilizing agent in any case, because it has no negative

influence to peak shape and all SST parameters are fulfilled.

Calibration and Analysis of Tablets. Calibration curve of AA in the concentration
range 0.1 — 100 mg/l was measured using chlorogenic acid as internal standard for
quantitation and oxalic acid as stabilizing agent, results could be seen in Table 4. The
calibration curve was linear in defined range, thus it can be concluded, that the method

using internal standard chlorogenic acid is convenient for quantitative purposes.

Method accuracy and precision was verified by testing tablets containing ascorbic
acid (100 and 500 mg). The results could be seen in Tab. 4 and they are in the

correspondence with the requirements for method validation.

Inter-day precision and Batch to batch column repeatability. As the stability
study was very time demanding, the experiments were performed during three days each
stability influencing factor in different time periods. Thus Inter-day precisions for retention
times of AA and IS were also expressed as % of RSD — Table 4. The experiments were
performed during three following days, taking 10 injections of standard solutions into the
calculation. The results were excellently reproducible, inter-day repeatability for retention

times was not higher than 1 % RDS.

More columns of the same type of stationary phase, by the same supplier however,
from the different batch were tested. Batch to batch repeatability of columns for retention
times of AA was verified — Table 4. Columns from three different batches were compared.
10 measurements form each were taken into calculation. The batch-to-batch repeatability

was 0.53 % RSD for AA. This parameter was not established for IS chlorogenic acid.

Conclusion

A novel HILIC method for the determination of AA in solution and tablets using
simple binary mobile phase consisting of acetonitrile and ammonium acetate buffer was
developed. The main advantage of described HILIC method is that the retention time of
AA could be adjusted very easily according to the needs by simple changing of the ratio of
water content and organic part of the mobile phase, buffer concentration or pH. No
complicated mobile phase mixture using ion-pair reagents or inorganic buffers were

needed. This brings another advantage to the method — it could be easily used in
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connection with mass spectrometry, because a high volatility of mobile phase is ensured.
The method could be applied for quantitation purposes using chlorogenic acid as internal
standard during a reasonable time period. Application on real samples was verified.

The key problem of AA analysis is its instability in solutions. The influence of
individual factors decreasing AA stability (the influence of temperature, the influence of
pH, the influence of degassing of mobile phase, the influence of the mostly used stabilizing
agents and the influence of concentration of AA in the solution) taking into account HILIC
approach specifics was deeply studied and described. The optimum stability under HILIC
conditions could be ensured by decreasing of the autosampler temperature to 4 °C,
measuring of more concentrated solutions, if possible and by addition of either 10 mM
oxalic acid or 5 % o-phosphoric acid as stabilizing agents to samples/standards, both

reagents gave good results as was verified by SST measurements.
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