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POVZETEK

Askorbinska kislina je pomemben vodotopni antio&sigl ki ima v¢loveskem telesu
Stevilne vloge: powsa absorpcijo zeleza iz prebavnega trakta, lovitproadikale, kot
kofaktor encimov pa sodeluje pri sintezi kolagekarnitina in nekaterih kateholaminov.
Clovesko telo zaradi pomanjkanja encima v biosiritgmti ne more samo sintetizirati

askorbinske kisline, zato jo moramo zauziti s hraiasno tudi s prehranskimi dopolnili.

Namen nasSega dela je bil ptttuoksidativno stabilnost askorbinske kisline vostavnih
sistemih (raztopine askorbinske kisline) kot tudi v pretsl@h dopolnilih in nekaterih
zdravilih, ki so dosegljiva v lekarnama trgu je askorbinska kislina zaradi boljSe
obstojnosti predvsem v trdnih farmacevtskih oblikaendar se pred zauZzitjem nekatere
pripravijo tudi z raztapljanjem v vodi, kar bi lahkvplivalo na stabilnost askorbinske
kisline.

Za prokevanje stabilnosti askorbinske kisline v vodnihtegmah smo razvili in
optimizirali metodo HPLC. Analizno metodo smo natwrednotili po ICH smernicah in
dokazali, da je primerna za kvantitativno d@loje askorbinske kisline v stabilnostnih

Studijah.

Prouevali smo vpliv razlinih dejavnikov na stabilnost standarda askorbinskéne.
Ugotovili smo, da je askorbinska kislina bolj stahipri visjih koncentracijah. Vodikov
peroksid oksidira askorbinsko kislino, vendar ima yiSji koncentraciji askorbinske
kisline manjSi vpliv. Askorbinska kislina je najlpgtabilna v absoluthem etanolu, najmanj
pa v vodovodni vodi. EDTA bistveno izboljSa stab#h askorbinske kisline, razhie
koncentracije EDTA (0,1-3 mM) pa se v sposobnottbiizacije skoraj ne razlikujejo.
Stabilnost askorbinske kisline z viSanjem tempeeappada. Na njeno obstojnost vpliva
tudi pH: najbolj stabilna je pri pH 2, najmanj pa pH 8. Prisotnost kisika bistveno bolj

destabilizira askorbinsko kislino kot izpostavljshevetlobi.

V nadaljevanju smo pri nekaterih pripravkih (Sumdablete, prasek, zrnca) spremljali
obstojnost askorbinske kisline po ustrezni priprasi jemanje. Stabilnost askorbinske
kisline v pripravkih po raztapljanju v vodi se jgkazala kot neproblematia. Ugotovili

smo, da koncentracija askorbinske kisline ne vplnaastabilnost v pripravkih, kar je
najverjetneje posledica same sestave pripravkan ko smo opazili, da je askorbinska

kislina bolj stabilna v vodni raztopini pripravkatkpa standarda s gobno koncentracijo.



SEZNAM OKRAJSAV

AK: askorbinska kislina
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1 UVOD

1.1 Delovanje askorbinske kisline

1.1.1 Mehanizem delovanja

Askorbinska kislina (AK) v telesu deluje kot kofaktencimov tako, da reducira kovinske
ione, predvsem bakrove in Zelezove (1,2). AK kdaktor sodeluje pri sintezi kolagena, ki
gradi hrustanec, dentin, krvne Zile, vezi in kq3t4). Potreben je pri biosintezi karnitina,
adrenalina, kortikosteroidov, aldosterona incadi kislin. Sodeluje pri presnovi tirozina,
folata in pri delovanju levkocitov (1,2,5). Pomermobrlogo ima tudi pri izboljSanju
absorpcije Zeleza iz prebavnega trakta zaradi @igukeé” v F&€*, poleg tega pa AK in

Zelezo tvorita nizko molekularni kompleks, ki saptako lazje absorbira (3).

NajpomembnejSa vloga v telesu je vezana na njetiokaidativno delovanje. AK v telesu

&iti molekule (proteine, lipide, ogljikove hidratepred posSkodbami zaradi prostih
radikalov, ki nastajajo med presnovo ali pri izaegenosti toksinom (4). V nevtralnem in
bazinem pH je AK v obliki aniona (askorbat), saj jemgepKa 4,17. Askorbat lahko odda
elektron raziknim radikalom ali pa reducira reaktivne zvrsti kes(ROS) in duSika (RNS).

V reakciji radikala in askorbata nastane stabilnagkorbil radikal (Slika 1), le-ta se v
nadaljevanju pretvori nazaj v askorbat ali pa v gmmeaktivne molekule, ki se izl z

urinom (6).
QH OH
HO. 0 OH 0

—_— + R-H

Slika 1: Nastanek askorbil radikala (povzeto po 6)

AK lahko deluje tudi kot pro-oksidant zaradi njesposobnosti redukcije Fev F&*. F&*
v Fentonovi reakciji (Engbi 1 in 2) omogd@a nastajanje hidroksilnega radikala (HQi
sproza oksidativne procese (5,6).

2 F€" + askorbat> F&* + dehidroaskrobat (Esizal)
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2 Fé' + 2H,0, —» 2 Fé" + 2 HO + 2 OH (Enatba?)

AK se kot antioksidant uporablja v farmacevtskimkeni, kozmeténi in zivilski industriji
(7,8). Razlénim proizvodom se dodaja kot konzervans, za izhojgokusa in barve (7).

1.1.2 Askorbinska kislina v povezavi z nekaterimi blezenskimi staniji
- prehlad

Med ljudmi velja preptianje, da uzivanje visokih odmerkov AK preguge prehlad in
gripo, vendar Stevilne Klithe Studije tega zaenkrat ne potrjujejo (2). B. Dasigs
sodelavci (9) je pregledal rezultate priblizno 3lacpbo kontroliranih Studij, ki so
prouwtevale @inkovitost AK v odmerkih od 200 mg do 2 g na damotbvili so, da redno
uzivanje AK ni imelo dinka na pojavnost prehlada. Opazili so le raheiwph skrajSanje
trajanja prehlada in na zmanjSanje jakosti simptoaméemanje AK je prepolovilo
incidenco prehlada le pri skupini Sportnikov, ki &di izpostavljeni ekstremnemu
fizicnhemu stresu (maraton, stamje). Ugotovili so tudi, da jemanje AK po pojavivip
simptomov prehlada ni imelo nikakrSnega vpliva majahje prehlada ali na jakost

simptomov.
- bolezni srca in ozilja

Raziskave kazejo, da lahko pdae vnos AK zniza tveganje za nastanek boleznioki s
povezane z oksidativnim stresom, vkl s koronarno 8no boleznijo (10). Pri koronarni
sKni bolezni je motena oskrbac¢se miSice s krvjo, razlog pa je v dmei primerov
ateroskleroza koronarnih¢sih Zil (11). Raziskavo o vplivu AK na@ro Zilno bolezen so
izvedli na desetih zdravih prostovoljcih, ki so 28i zapored prejemali prehransko
dopolnilo z AK (1g/dan). V njihovi plazmi so pre@&®etkom in po koncu jemanja AK
izmerili koncentracijo holesterola, trigliceridosgtne kisline in AK. Rezultati so pokazali
zn&ilno povisanje koncentracije AK ter znizanje konicanije s€ne kisline in lipidov v
plazmi. S tem so dokazali, da pdaea vnos AK pripomore k znizevanju tveganja Zanef
zilno bolezen (10). V obsezni Studiji, v kateri poouwtevali povezavo med uzivanjem
vitaminov z antioksidativnim delovanjem in koronarsino boleznijo, so prav tako
dokazali, da je vnos wekot 700 mg AK na dan znizal tveganje za pojainarzilne
bolezni (12).
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V randomizirani, dvojno slepi kontrolirani Studgo progevali vpliv AK na visok krvni
tlak. Sodelovalo je 54 bolnikov, ki so jih nakdjwo razdelili v tri skupine. Vsaka skupina je
prejemala AK v raztinih odmerkih: 500, 1000 in 2000 mg na dan. Ugoi®al da se je v
prvem mesecu jemanja AK krvni tlak pri bolnikih zai (sistoléni za 4,5£1,8 mm Hg,
diastoleni pa za 2,8+1,2 mm Hg), naslednjih 7 mesecev pat@ na enakem nivoju. Med
skupinami ni bilo razlik v znizanju krvnega tlakar pomeni, da odmerki visji od 500 mg
niso winkovitejSi pri znizevanju krvnega tlaka. Razisklmvgredvidevajo, da je dinek

AK na zniZzanje krvnega tlaka le kratkdem (13).

V raziskavi na cedini liniji HEK293 in aorti kunca so raziskovali vgliAK na receptor za
angiotenzin Il (receptor AT1). Angiotenzin Il poaayi na receptor AT preko kaskade
reakcij poviSa krvni tlak. Raziskovalci so predposi, da lahko AK spremeni
farmakoloSke lastnosti AT1 za angiotenzin Il. Réatillso pokazali, da je AK zmanjSala
vezavno afiniteto receptorja AT1, ptiemer se maksimalna vezavna kapaciteta ni

spremenila. AK je tudi zmanjSala z angiotenzinompavzraeno keenje aorte (14).
- diabetes

Stevilne Studije so pokazale zmanjSano koncentradq in vitamina E v krvi sladkornih
bolnikov. V Studiji, kjer je sodelovalo 170 prostdjeev, so protevali vpliv AK ter
vitamina E na raven glukoze v krvi in na koncenjoaplazemskih lipidov pri bolnikih s
sladkorno boleznijo tipa 2. Prostovoljci so bilzdeljeni v Stiri skupine: placebo skupina,
skupina, ki je prejemala AK, skupina, ki je prejéanatamin E ter skupina, ki je prejemala
AK in vitamin E. Bolnikom so na zatku in na koncu testiranja délb naslednje
vrednosti: glukoza na t&s, trigliceridi, LDL, HDL, celotni holesterol terligoziliran
hemoglobin (HbAlc). Ugotovili so, da so se vrednhgsikoze na te%, HbAlc, LDL,
trigliceridov in celotnega holesterola statisth zn&ilno znizale pri skupinah, ki so
prejemale omenjena vitamina. Pri teh skupinah sengilno zvisal HDL. Studija je
pokazala, da so bolniki s sladkorno boleznijo gao treh mesecih uzivanja AK, vitamina
E ali AK in vitamina E skupaj imeli izboljSano dekmnje inzulina, zn&lno znizan krvni

tlak ter izboljSan lipidni profil (15).

V Studiji, ki je potekala na 427 bolnikih s sladkor boleznijo tipa 2, so ugotavljali
povezavo med plazemsko koncentracijo AK, konceitragiukoze na te®, HbAlc ter

poSkodbami DNA v limfocitih. Ugotovili so, da soldipoSkodbe DNA neposredno
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povezane s koncentracijo glukoze na&¢e# s HbAlc ter obratno sorazmerne s plazemsko
koncentracijo AK. Pri bolnikih z neurejenim krvnirsladkorjem in s plazemsko
koncentracijo AK pod povpigem so bile poSkodbe DNA z&itno visje kot pri bolnikih s
priblizno enako stopnjo hiperglikemije in koncewifa AK nad povpréem (16).

- rak

AK so v visokih odmerkih prejemali rakavi bolnikezv sedemdesetih letih prejSnjega
tisccletja. Raziskave, kjer so bolniki prejemali AK iawensko (i.v.) in peroralno, so
pokazale pozitivne dinke, medtem ko samo peroralno jemanje AK ni imetienega
vpliva. Ugotovili so, da lahko i.v. aplikacija AKodeze t. i. farmakoloSko koncentracijo
AK v plazmi (od 1 do 5 mM), peroralna aplikacijssokih odmerkov AK (3g w&krat na
dan) pa v plazmi doseze le 220 uM. Citotokest visokih koncentracij AK najverjetneje
temelji na pH odvisni avtooksidaciji AK, ptemer nastaja vodikov peroksid, ki prizadene
predvsem rakave celice. AK tako deluje kot predativa ki dostavi velike kokine
vodikovega peroksida v tumorske celice. Za ko uporabo AK so potrebne Se nadaljne

Studije, ki bi potrdile varnost incinkovitost AK (5).
- nevrodegenerativne bolezni (Alzheimerjeva in Padmova bolezen)

Ugotovili so, da je oksidativni stres v moZganihvepan z nevrodegenerativnimi
boleznimi kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonovadzein (17). Zandi in sodelavci (18) so
ugotavljali povezavo med jemanjem prehranskih daipal antioksidativnimi vitamini ter
zmanjSanim tveganjem za Alzheimerjevo bolezen (AB)otovili so, da je bila uporaba
prehranskih dopolnil z vitaminom E in AK povezanazmanjSano pojavnostjo AB,
jemanje same AK pa ni pripomogla k zmanj$anju pojati te bolezni. Studija kaze, da
lahko vitamin E in AK zmanjSata razSirjenost in ggjost AB,ce se sdasnho jemljeta v
visokih odmerkih (od 500 do 1000 mg AK ter 600 nigwina E).

AK naj bi poveala biolosko uporabnost levodope, ki je r&uovitejSe zdravilo za
Parkinsonovo bolezen. V raziskavi na 67ih stardp&mikih s Parkinsonovo boleznijo so
namre& ugotovili, da je dodatek 200 mg AK k tableti, l@ ysebovala levodopo in
karbidopo, povéala AUC in G,ax ter zmanjSalat,x levodope (19).
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1.2 Farmakokinetika askorbinske kisline

1.2.1 Absorpcija, metabolizem in izléanje

AK v tankem c¢revesju ionizira, nastane askorbat (7), ki se disorz aktivnim
transportom (1). BioloSka uporabnost AK je pri meSprehrani priblizno 80%¢e pa
zauzijemo manj kot 100 mg AK na t&5$ je njena bioloSka uporabnost 100% (2). 1z
enterocitov se askorbat z difuzijo absorbira v knabtok. Celice imajo dva tipa
transporterjev za AK: od natrija odvisna transpgatea askorbinsko kislino (SVCT) 1 in 2
za askorbat ter glukozne transporterje GLUT 1, 8 #a dehidroaskorbinsko kislino, ki se
v celicah reducira v askorbat (1). AK v telesu eap v jetrih, mozganih, nadledwi
Zlezi, nevtrofilcih, limfocitih, monocitih, eritroch ter v aesnem zrklu, kjer je
koncentracija AK priblizno tridesetkrat §@ kot v plazmi. Celokupna kdinha AK v
telesu je priblizno 3 grame. AK se v jetrih presmowioksoglukonsko in oksalno kislino,
zelo malo pa tudi v 2-sulfataskorbinsko kislino. §@ojine se iz telesa izligo z urinom.
Pri zauzitju odmerkov, ki so ¥g od dnevnih potreb organizma, se AK nespremenjena
izlo¢i z urinom in blatom. V dnevnih odmerkih od 1 dog3se AK izl@a predvsem z
urinom, v ve&jih odmerkih pa z blatom (20). AK se iz telesa &lskozi ledvica tudi kot
oksalat, ki nastane iz dehidroaskorbinske kisl{Dksalat lahko v ledvicah kristalizira kot
kalcijev oksalat, vendar se je izkazalo, da 200 zagzite AK dnevno ne predstavlja
dejavnik tveganja za nastanek leghih kamnov (2), saj so potrebne velikapekolicine
zauzite AK vé& mesecev oz. let zapored. Razgradni produkti deagkorbinske kisline v
telesu vstopajo v pentoza fosfatni cikel (5) inaaodelujejo pri katabolizmu energijsko
bogate hrane.

1.2.2 Priporo¢eni dnevni odmerki

RDA (Recommended dietary Allowange)povpre&na dnevna kotina esencialnih hranil,
ki zadoga za prehranske potrebe skoraj vseh zdravih oldraBbvpréen vnos blizu
dolotene RDA vrednosti pomeni, da je tveganje za ponaaupgkdol@enega hranila zelo
majhno (21). RDA za AK znaSa 80 mg na dan (22).

Priporateni dnevni odmerki AK so odvisni od starosti. Zao&e od enega do treh let
starosti je priporéen dnevni odmerek 15 mg/dan, za otroke od Stirihodmih let 25
mg/dan, za otroke med devetim in trinajstim letod whg/dan ter 75 mg/dan za

mladostnike stare od Stirinajst do osemnajst lat.odrasle Zenske je pripégem dnevni
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odmerek 75 mg/dan, za odrasle moske pa 90 mg/dzs&mce naj bi zauzile dodatnih 10
mg/dan, dojée matere pa 50 mg/dan. Za kadilce je pripenm uzivanje dodatnih 35 mg

askorbinske kisline dnevno (1,2,23).

1.2.3 Pomanjkanje askorbinske kisline

AK je vodotopni vitamin, zato v telesu zanj ne @b depoji kot za lipidotopne
vitamine. Zaradi tega lahko veliko hitreje pride pomanjkanja AK kot do pomanjkanja
katerega od lipidotopnih vitaminov (24). Skorbut J®lezen, ki nastane zaradi
pomanjkanja AK zaradi zmanjSanega vnosa svezega $adzelenjave s prehrano. V
preteklosti se je pogosto pojavljala pri mornaijihvojakih. Danes je ta bolezen redka,
vendar se Se pojavlja pri alkoholikih zaradi neemte prehrane, starejSih ljudeh in pri
bolnikih z malabsorpcijskim sindromom. Bolezenshaki skorbuta se pokazejo po osmih
do dvanajstih tednih neustrezne prehrane, ko teleatoge AK padejo na priblizno 350
mg. Najprej se pri bolniku pojavijo slabo quije, utrujenost in zaspanost. Simptomi in
znaki daljSega pomanjkanja AK so anemija, biole v miSicah in kosteh, modrice,
petehije, gingvitis, slabo celjenje ran, sprememtagpolozenja in depresije. Pri
ekstremnem pomanjkanju AK so simptomi celo Zivigho] ogrozajoi: pojavijo se lahko
generaliziran edem, huda zlatenica, hemoliza, akgpontana krvavitev, nevropatija,
poviSana telesna temperaturatikn smrt. NaSteti simptomi in znaki skorbuta nasia
zaradi pomanjkanja AK v biosintezi karnitina in @sterola (utrujenost, zaspanost) in
zaradi pomanjkanja kolagena v vezivnem tkivu v &stlesnih, kozi in zilah (balae v
kosteh, vnetje dlesni, modrice, krvavitve). Diagimsanje skorbuta je lahko zelo tezavno,
saj je bolezen redka, njeni simptomi pa so zelpeefcni. Zdravljenje je enostavno, saj
zadoga 200 mg AK na dan nekaj dni. AK lahko bolniki jgepd peroralno ali pa
parenteralno. Bolnike je hkrati potrebno pitiuo zdravi prehrani in jih spodbujati, da

vsakodnevno zauzijejm vet sadja in zelenjave (25).

1.2.4 Nezeleni &inki askorbinske kisline

Peroralno zauzitje wgh kolicin AK (od 2 do 4 g na dan) pri zdravih posameznikih
navadno nima nezeleniltinkov, lahko pa se pojavijo drazenje gastrointesdtiaga trakta,
napenjanje in driska. Drugi neZeleniinki so: tvorba ledvinih kamnov, zmanjSanje
koncentracije vitamina B12, potena absorpcija Zeleza, paradoksalno pa lahko pratle
do pojava skorbuta (1). Previdnost pri uzivanjdjiekoli¢in AK torej velja za bolnike z

ledvicnimi kamni, z odpovedjo ledvic, s hiperoksalurijari bolnikih s pomanjkanjem
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encima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze ter pri lanz motnjami v presnovi Zeleza
(hemokromatoza, talasemija, sideroblastna aneifiija)20,26).

1.3 Viri askorbinske kisline

Rastline in véina zivali lahko sami sintetizirajo AK iz D-glukozéjudje, ostali primati,
morski prasiki in nekateri netopirji pa jo zaradi pomanjkanjecienaa-glukonoy-lakton
oksidaze, ki katalizira zadnjo stopnjo v biosiniegati (Slika 2), ne morejo sintetizirati

sami (1,2,5,26,27). Zaradi tega je pomembno, dazalzijemo s hrano.

D-glukoza

glukoza-6-fosfat
uridin difosfat glukoza

uridin difosfat glukuronska kislina

D-glukuronska kislina

/ \

D-glukoronolakton pentoza fosfatna pot

glukono-y-lakton

O,
D a-glukono-y-lakton
H,0;

2-keto-glukono-y-lakton

L-askorbinska kislina

Slika 2: Biosinteza AK (povzeto po 28)

Glavna vira AK sta sveze sadje in zelenjava. Podakejo na velike razlike v vsebnosti
AK med posameznimi vrstami ter tudi znotraj vrateliko AK je v citrusih, kiviju,érnem
ribezu, Sipku, zeleno listnati zelenjavi, brokaligelju in papriki (1,2). Vsebnost AK je v
teh virih odvisna od lokacije pridelave, vrste iela rastline, stopnje zrelosti, metode
obiranja (28), transporta, ¢iaa shranjevanja in priprave hrane (2), pa tudiizdatane
analizne metode in detekcije AK. V Preglednici Irevedeni primeri z AK bogate hrane
in vsebnost. Kot je razvidno iz Preglednice | avahlem sadja in zelenjave ni teZko dose
priporatenega dnevnega odmerka (RDA) AK, ki znasa 80 mg. (Ri&ti, ki ne uZivajo

svezega sadja in zelenjave, lahko dnevne potreb&Kmadomestijo s prehranskimi
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dopolnili. Prehranska dopolnila sicer niso nadoiteesta uravnotezeno in raznovrstno

prehrano, primarno je pomembno uzivanje polnovrgaeérane.

Preglednica I: Viri askorbinske kisline (povzeto po2,23,29)

vir askorbinske kisling koli¢cina AK [mg/100 g]
Sipek 2000
¢rni ribez 200
Kivi 93
pomaraka 50
limona 55
brokoli 104
zelje 46

V lekarnah lahko najdemo Stevilne pripravke z AkKrazlicnih farmacevtskih oblikah:
prasek, pastile, tablete, Sutedablete, tablete s podaljSanim spesgem, prsilo, Zvéjive
tablete, sirup, peroralna raztopina. V teh farmesielr oblikah se nahaja sama askorbinska
kislina ali pa v kombinaciji z drugimi vitamini (@min E, vitamini B kompleksa), minerali
(zelezo, baker), dinkovinami (paracetamol, acetilsalicilna kislina. \)sebnost AK v teh
farmacevtskih oblikah se giblje od 25 mg do 1000 mg

Na nasem trgu je AK prisotna tudi v pripravkih ski registrirani kot zdravilo brez recepta:
Lekadol plus C, Daleron C, Daleron C za otroke, ildsplus C, Coldrex, Ca-C Calvive,
Plivamed in CalciumvitaC. V teh zdravilih so prigsettudi druge &inkovine, AK kot
samostojnadinkovina pa je prisotna le v zdravilu Plivit C (30)

V Preglednici Il so navedena nekatera prehranskaldia in zdravila, ki vsebujejo AK.
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Preglednica II: Askorbinska kislina v nekaterih prehranskih dopolnilih in zdravilih

Vitamin C, 180 / shranjevanje: v trdni
Kriger obliki, pred
FidiMag 300 plus 300 magnezij zauzitiem:
C, Fidimed raztapljanje v vodi
Vitamin C, 180 /
Sensilab
Ca-C Calvive, 1000 kalcij
Novartis
Plivamed, Pliva 60 paracetamol,
psevdoefedrin
CalciumvitaC, 500 kalcij
Krka
Plivit C, Pliva 500 / shranjevanije: v trdi
Coldrex, GSK 30 paracetamol, kofein obliki
fenilefrin, terpin
Vitamin C Pulver, 75 / shranjevanije: v trdni
Amos Vital obliki, pred
Imunogran, 300 aminokisline, zauZzitjem:
Fidimed vitamini, minerali raztapljanje v vodi
Imunostar, 300 aminokisline, shranjevanije: v trdni
Sensilab vitamini, minerali, obliki, pred
koencim Q10 zauzitiem:
Lekadol plus C, 300 paracetamol raztapljanje v vodi
Lek
Daleron C, Krka 20 paracetamol
Sambucol Extra| 150 mg v 10| cink, baker, selen, | shranjevanje: v tekd
Defence, mL vitamin B6, obliki
Sambucol betakaroten
Marsovci, 25mgv5 vitamini: A, Ds, B-
Walmark mL kompleksa,
betaglukan,
bioflavonoidi
Imnunofit, Valens| 75mgv5 | betaglukan, koencin
mL Q10
Floradix 10 mg v 10 Zelezo, vitamini | shranjevanje: v teko
Floravital, mL B1,B2, B6, B12 obliki, po odprtju
Fidimed shranjevati v
Floradix 12mgv5 | vitamini A, B1, B2, hladilniku
Kindervital, mL B6, B12, D, E, kalcij
Fidimed
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1.4 Stabilnost askorbinske kisline

Askorbinska kislina je v obliki belega kristaklmega praska, ki se razbarvee ga
izpostavimo svetlobi ali vlagi. Zelo dobro se toprodi (33 g v 100 ml vode), topna pa je
tudi v alkoholu (2 g v 100 ml alkohola) (6). Kenkigs je AK (5R)-5-[(1S)-2-
dihidroksietil]-3,4-dihidroksifuran-2-(5H)-on (31)zraz vitamin C se nanasSa na AK in
njeno oksidirano obliko, dehidroaskorbinsko kisli@ika 3) (1).

+2H" + 2¢”

Slika 3: Oksidacija L-askorbinske kisline v dehidraaskorbinsko kislino (povzeto po 27,33)

AK je zelo stabilna v trdnem stanju, v raztopinahje njena stabilnost dosti slabsa. Pri
25°C in relativni vlaznosti od 55 do 65% je AK i farmacevtski obliki obstojna 5 let.
Koncentracija AK v vodni raztopini z visoko konceadijo 10 mg/mL pri sobni
temperaturi ze v pol leta pade na 51%, po enem petwsa AK oksidira (32). Iz
Preglednice Il je razvidno, da je AK na trgu¢wema v trdni obliki, vendar se Suttee
tablete, praski in zrnca pred zauzitjem pripravijeaztapljanjem v vodi. Tukaj lahko pride
do zmanjSanja stabilnosti AK, zato Stevilni proijalai priporatajo zauzitje takoj po
pripravi. Zaradi dveh hidroksilnih skupin v struktuse AK hitro oksidira do
dehidroaskorbinske kisline (Slika 4). Ta reakcgargverzibilna, medtem ko je reakcija
nastanka biolosko neaktivne diketoglukonske kislireverzibilna. 1z diketoglukonske
kisline v aerobnih pogojih po vereakcijskih stopnjah oksidacije nastanejo 3 mdkeku
oksalne kisline, v anaerobnih pogojih pa nastafugtaral in ogljikov dioksid (32-34).

10
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Slika 4: Razgradnja askorbinske kisline (povzeto p&4)

Na stabilnost AK v raztopinah vplivajo predvsem pematura, kisik, svetloba, pH,
kovinski ioni in koncentracija AK (33,34). StabilstoAK v raztopinah se lahko izboljSa z
izbiro primernega topila, poleg tega pa je treb&atn tudi vpliv drugih, prej nastetih

destabilizatorjev (32).
- temperatura

PoviSanje temperature povZrgpoveanje hitrosti kemijskih in fizikalnih reakcij, zatma
vecino kemijskih procesov predvidevamo ¢ stabilnost pri nizkih temperaturah. Pri
oksidacijah znizanje hitrosti pri nizkih temperatrni tako zn&lno kot pri ostalih
reakcijah. Pri viSjih temperaturah je nattepnost kisika v raztopini manjsSa, ravno kisik
pa dol@a obseg oksidacije (35). Temperatura je edertiiljudejavnikov, ki vpliva na
stabilnost AK v raztopinah. Novakova s sodelav@)($ prodevala stabilnost AK v
raztopini s koncentracijo 10 mg/L pri temperatudatiO in 20°C. Ugotovili so, da je AK
najbolj stabilna pri 4°C, najmanj pa pri 20°C. Miake (36) je preverjal stabilnost AK pri
temperaturah od 25 do 80°C. Ugotovil je, da je bilaztopini AK z z&etno koncentracijo
10 mg/L po eni uri pri 25°C prisotnih Se 97%ceme koncentracije, medtem ko je

vsebnost AK pri 80°C v eni uri padla na 12%etae vsebnosti.

11
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- kisik

Oksidacije dinkovin najhitreje potekajo v raztopinah in so ahe od raztopljenega
kisika. AK se v prisotnosti kisika oksidira do détoaskorbinske kisline. Za
odstranjevanije kisika iz raztopin se napmat uporablja prepihovanje z inertnimi plini, kot
so dusik, argon ali helij (35). Novakova in sodeia{83) so prepihovali raztopine AK s
helijem 5, 10 in 20 minut. Dobili so zanimive re&té, in sicer se je izkazalo, da je 5
minutno prepihovanje z inertnim plinom celo zmalg&abilnost AK, daljSe prepihovanje
pa je pripomoglo k stabilizaciji AK. Kljub temu jeila AK Se vedno najbolj stabilna v

raztopini, ki je niso prepihovali s helijem.
- svetloba

Svetloba zaradi ionizirajega sevanja povzta nastanek prostih radikalov in r&griih
razpadnih produktov (35). Studija vpliva svetloba stabilnost AK v raztopinah je
pokazala, da na stabilnost AK vplivata tako vidnat KJV svetloba. Po eni uri
izpostavljenosti UV svetlobi (265 nm) je bilo v tagini prisotne nekaj manj kot 80%
za’etne koncentracije AK, v raztopini, ki je bila iztavljena vidni svetlobi pa 84%.
Najbolj stabilna je bila raztopina AK shranjenajavi bucki, saj je bilo po eni uri v tej
raztopini prisotnih Se 95% &etne koncentracije AK. Raziskovalci zato pript@o
shranjevanje vzorcev v rjavih &kah in vialah ali pa z&&o steklovine z alu folijo, da se
preprei izpostavljenost svetlobi (34,36).

- pH

pH vpliva na oksidacijo z neposrednim vplivom ndaies potencial oksidirajth snovi.
Vigji kot je pH raztopine, niZji je redoks potendia s tem veé&ja obiutljivost na oksidacijo.
Kisle winkovine (na primer AK) se zato hitreje oksidirajmevtralnih in bazinih pogojih
(35). V bazénem mediju iz AK nastaja askorbat (Slika 4), medtemije v kislem ta
reakcija manj verjetna, zato je AK najbolj stabilmakislem pH (33,34). H. lwase je
prouwteval stabilnost AK pri 25 in 40°C ter pri pH-jih &ldo 8,5. Ugotovil je, da je AK
najbolj stabilna pri temperaturi 25°C in pH 3, najmpa pri 40°C in pH 7,4 oziroma 8,5.
Pri 25°C in pH 3 je po eni uri v raztopini AK z&dno koncentracijo 10 mg/L prisotne Se
99,5% AK, pri pH 8,5 pa le 7,4%. Pri 40°C in pHe3go eni uri prisotne Se 94%cetne
koncentracije AK, pri pH 8,5 pa je vsa AK oksidadB6).

12



Tanja Del Fabro Diplomska naloga

- kovinski ioni

Kovinski ioni prehodnih elementov (W) so katalizatorji v reakcijah oksidacije, saj
omoga@ajo odcep elektrona iz molekule in s tem nastarskkala. V farmacevtskih
sistemih sta pomembna predvsem baker in Zelezqy kiajdemo v pomoznih snoveh,
pufrih, winkovinah naravnega izvora in v vodi (35). Tudi A& obiutljiva na prisotnost
kovinskih ionov, kar so dokazali v Stevilnih Stadij (32-34). Za zmanjSanje vpliva
kovinskih ionov se uporabljajo kelatorji, ki v rapini kelirajo kovinske ione in tako
prepr&ijo njihovo katalitsko aktivnost. Za stabilizacildK se najpogosteje uporabljajo
EDTA, 2-merkaptopropionska kislina (MPA), trikloretna kislina, citronska kislina ter o-
in m-fosforjeva kislina (33,34). V literaturi naja® tudi zanimiv podatek, da dodatek
EDTA ni vedno dinkovit pri stabilizaciji AK, saj naj bi kompleksETA — Fe v nekaterih

primerih m@&neje oksidiral AK kot pa prosto Zelezo (36).
- koncentracija AK

Stabilnost AK v raztopinah je odvisna tudi od nj&oacentracije. V razréeni raztopini
AK je sorazmerno wga kolicina destabilizirajéih dejavnikov glede na kdalino AK, kar
pomeni véjo hitrost reakcij (35). Vpliv koncentracije AK mgeno stabilnost so proavali

L. Novakova in sodelavci. Ugotovili so, da viSja nkentracija v raztopini pove
stabilnost AK. Stabilnost AK se je bistveno zmalgSpri raztopinah s koncentracijami
nizjimi od 0,1 mg/L, raztopine s koncentracijami Atad 10 mg/L pa so se izkazale kot
bolj stabilne. Po treh dneh je bilo v raztopinian&entracijo AK 10 mg/L prisotnih Se 60%
zaetne vsebnosti, medtem ko je v raztopini s koneeitr 0,1 mg/L vsa AK oksidirala ze
po eni uri (33).

1.5 Analitika askorbinske kisline

Za dolatanje AK v bioloskih sistemih in v stabilnostnih dijah se uporabljajo titracijske
reakcije, encimske, spektrofotomete, fluorometdne, elektrokentne in
kromatografske metode. Metode za dalge AK lahko razdelimo na klasie in na

sodobne metode (37).

13
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1.5.1 KlasEne metode
Redoks reakcije

Jodometréna titracija

Evropska farmakopeja za dodmje vsebnosti AK predpisuje jodometrd titracijo.
Vzorec je potrebno raztopiti v meSanici razmete zveplove kisline in vode brez
ogljikovega dioksida. Kot indikator se doda raztapiSkroba, nato pa sledi titracija z
jodom do pojava obstojne vijoho-modre barve (31). Jod se v reakciji reducira do
jodidnega iona, AK pa se oksidira do dehidroaskwke kisline (Enéga 3). Farmakopeja
Se navaja, da je 1 mL 0,05 M joda ekvivalentno 8g81AK (31).

CeHgOg + I, — CgHeOg + 21 +2H" (Enzéba3)

Dolocanje AK na takSen @ je preprosto, vendar ni selektivno in je priikein Stevilu

vzorcev tudi zamudno.
Titracija z 2,6-dikloroindofenolom

Pri tej metodi se raztopino AK titrira z modrim k#om 2,6-dikloroindofenolom, pri
cemer se barvilo razbarva, iz AK pa nastane dehsthardinska kislina. Ko se porabi vsa
prisotna AK, se prebitek barvila obarva roza. Kmwantatka titracije se dol& vizualno ali
pa spektrofotomettno pri 518 nm (37). Reakcijo titracije motijo Zetezin bakrovi ioni,
ki jih AK reducira, m@&no obarvani izvleki iz rastlin, ki prekrijejo kotino taiko titracije,
ter prisotni reducenti, ki dajejo lazno viSje rdate (7,37). Metoda je preprosta, hitra in ne
zahteva zahtevne opreme (37). Njene pomanjkljivesti slaba specifnost zaradi
interference z drugimi snovmi, slabSa natesst, pri obarvanih vzorcih pa je tezka

dolccitev korene take titracije.
Redukcija kovinskih ionov

AK reducira F&" v F&*. F&* tvori kompleks s ferozinom, 2,29-tripiridil-5-&zin ali 2,2'-
dipiridinom. Nastali kompleks se kvantificira kollmeticno (7,37).

14
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Derivatizacijske metode
Derivatizacija z o-fenilendiaminom (OPD)

AK se najprej oksidira do dehidroskorbinske kisjineato sledi derivatizacija z o-
fenilendiaminom. Pri tem nastane kinoksalin, kem#ivno fluorescira pri 430 nnde ga
ekscitiramo z UV svetlobo pri 350 nm. Detekcijo fjoobstale fluoresciraje snovi, ki so

prisotne v veini bioloSkih vzorcih (37).
Derivatizacija z 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)

AK se oksidira do dehidroaskorbinske kisline, nslemli derivatizacija z DNPH. V reakciji
nastane rd& obarvan osazon, ki se spektrofotondatsidetektira pri 520 nm. Reakcija je

nespeciitna, saj z DNPH reagirajo ogljikovi hidrati in dikei (7,37).
Encimske metode

Pri encimskih metodah se AK z encimoma askorbatdake ali askorbat peroksidazo
pretvori v dehidroaskorbinsko kislino. ®ai detekcije so razini: z direktno
spektrofotometrijo se detektira upad vsebnosti AKstalo dehidroaskorbinsko kislino se
po derivatizaciji z OPD detektira spektofotom@&tad, z elektrokentho detekcijo pa se
lahko spremlja poraba kisika. Encimske metode @ol@m AK so natatnejSe od

derivatizacijskih metod (37).

1.5.2 Sodobne metode
Spektroskopske metode

Spektroskopske metode za daoje AK izkori€ajo njene redoks lastnosti. AK reducira
kovinske ione (bakrove ali zelezove), reduciranvikeki ioni pa se nato kompleksirajo z
razlicnimi barvili. Pri kompleksaciji pride do obarvangskar se zazna vizualno ali
spektrofotometino. Barvila, ki se uporabljajo za déknje AK, so ferozin, resorcinol, 2,2'-
dipiridil, 1,10-fenantrolin in druga (37). Predniosipektroskopskih metod so: Siroka
uporabnost in dostopnost, enostavnost, hitrostiznah dobra otutljivost. Slabost

spektroskopskih metod je slaba selektivnost, zafmrimerna za stabilnostne Studije, kjer
nastajajo razpadni produkti s podobnimi lastnoskwmi izhodna snov. Spektroskopske

metode lahko motijo tudi druge komponente, predve&mmpleksnejSih vzorcih.

15
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Kapilarna elektroforeza (CE)

Lo¢ba analitov pri CE temelji na razmerju med nabojemelikostjo analitov. Analiti se
zaradi razkne hitrosti potovanja v elekéimem polju v kapilari I¢ijo med seboj (38). Ta
metoda se uporablja za déémje AK v sadju, zelenjavi in farmacevtskih izdalkNajve
se uporabljata CZE (kapilarna conska elektroforaz@y|ECC (micelarna elektrokekma
kapilarna kromatografija). Za detekcijo se ponauggbrablja UV-VIS detektor, valovna
dolzina detekcije je ponavadi 254 nm. Prednostitedinik so univerzalnost, kratelas
analize, majhna poraba vzorcev, moZna je avtonajizeer visoka tinkovitost glede na
tradicionalne metode. Slabost CE je majhn&udfvost v primerjavi s tek&insko

kromatografijo (37).
Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC)

Zlati standard za dotanje AK je HPLC, saj je metoda hitra, selektivna viisoko
obcutljiva (39). Dolatanje AK s tekoinsko kromatografijo je lahko osnovano na r&ah
separacijskih tehnikah: reverzno-fazna, ionsko mewalna, ionsko parna in HILIC
kromatografija (Hydrophilic interaction liquid chr@atography) (34). Med naStetimi se v

najvetji meri uporablja reverzno-fazna kromatografija.
- reverzno-fazna kromatografija

Reverzno-fazna HPLC (RP) zdruZuje nepolarno stacion fazo in zmerno polarno
mobilno fazo. Nepolarne molekule se zato d§ea zadrzujejo na koloni, polarne molekule
pa se zlahka eluirajo (40). Za analizo AK se znd®R kromatografije najweuporablja
C18 stacionarna faza. Pri reverzno-fazni kromafggse AK eluira zelo blizu mrtvega
volumna, za boljSo resolucijo pa je potrebno gatiedelez vodne faze v mobilni fazi in
znizZati pH na vrednost do minimalno 2. Pri dalj8otabi lahko 100% vodna mobilna faza
povzraii t.i. hidrofobni kolaps stacionarna faze, pravaga na stacionarno fazo negativno
vpliva zelo nizek pH. Z reverzno-fazno kromatogmfo dol@ali AK v oc¢esni tekaini,
plazmi, levkocitih, kozmetnih izdelkih, multivitaminih, hrani ter tudi v steéostnih
Studijah (vpliv vlage na AK) (34).

- ionsko parna kromatografija

Mobilna faza je zelo kompleksna, saj je sestavljenpetih ali celo v& komponent, ki

vkljucujejo reagente za ionsko parno kromatografijo imrganske pufre. Retencija je
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odvisna od tipa in koncentracije reagenta za iong&amo kromatografijo ter kolone.
Anorganski pufri lahko precipitirajo in tako zamaselemente HPLC sistema, reagenti pa
skrajSajo Zivljenjsko dobo kolone. lonsko parnankatografija zato ni priljubljena tehnika
za analizo AK v sodobnih laboratorijih. To tehniko uporabljali za dol@nje AK v
multivitaminskih tabletah, kozmenih produktih, krvi, plazmi ter farmacevtskih izkigl
(34).

- ionsko izmenjevalna kromatografija

Retencija pri ionsko izmenjevalni kromatografijirtelji na privia&nosti med raztopljenimi
ioni v vzorcu in med nabitimi molekulami vezanina stacionarno fazo (40). AK je Sibka
organska kislina, ki se dobro zadrZuje na SAX {amoanionski izmenjevalec) stacionarni
fazi. Za analizo AK se uporablja tudi modificiramaetoda, kjer so kot reverzna-faza
vezane amino skupine, ki sluzijo kot Sibek aniongkienjevalec. Za mobilno fazo se v
tem primeru uporablja anorganski pufer ali kislimanizkim pH. lonsko izmenjevalno

kromatografijo so uporabljali za daélanje AK v pijaah (34).
- HILIC kromatografija

HILIC je podskupina normalno-fazne kromatografile je zelo primerna za analizo
majhnih polarnih molekul, ki se slabo zadrZujejoreaerzno-faznih stacionarnih fazah.
Mobilna faza je sestavljena iz acetonitrila ter@4tvode, ki je prisotna tudi na povrSini
hidrofilne stacionarne faze (hidroksi etil, dioli @lmino skupine). L&ba temelji na
vodikovih vezeh in elektrostatskih interakcijahabito stacionarno fazo (34,40). HILIC je
novejsSa tehnika, ki je zlasti popularna zaradi nosZindetekcije z masnim spektrometrom.
Pri tej tehniki se namie uporablja mobilna faza z visokim delezem organakeg
modifikatorja, kar olajSa ionizacijo analita v MSc¢sner se posledno poveéa tudi
obdutljivost metode. HILIC so uporabljali za dékmje AK v hrani, pijdi in tabletah (34).

Detekcija askorbinske kisline

Za detekcijo AK pri HPLC metodah in tudi pri CE geedvsem uporabljajo UV,
elektrokeméni in fluorescenni detektorji, nekoliko manj pa detekcija z masnim
spektrometrom, ki je po drugi strani najbolj¢abljiva in selektivna med r#ni detekcije
(37).
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- UV detekcija

Pri analizi AK se najpogosteje uporablja UV detgkchK ima absorpcijske maksimume v
obmaju od 244 do 265 nm, odvisno od sestave in pH wstimobilne faze (34). Pri pH
2 je absorpcijski maksimun AK pri 245 nm, pri pHi@a pri 265 nm. UV detekcija je
najbolj uporabna za kvantifikacijo AK v multivitanskih pripravkih in sadnih sokovih,
kjer je koncentracija AK visoka. Za viSje koncegtf@a AK je ta n&in detekcije omejen

zaradi neselektivnosti, kar pride do izraza zlpstkompleksnejSih bioloSkih vzorcih (37).
HPLC sistem z UV detekcijo je najbolj primeren lantalitska podpora v stabilnostnih
Studijah, ker je HPLC po eni strani selektivertilmed analitom in njegovimi razpadnimi
produkti), po drugi strani pa je UV detekcija dgvolbcutljiva in univerzalana za analizo
AK. Za potrebe diplomske naloge smo tudi mi updr&ti?LC-UV metodo.

- Elektrokemina detekcija (ECD)

Druga najpogostejSa metoda za detekcijo AK je sdkimina detekcija. AK je
elektroaktivna, zato jo zlahka detektiramo s kulomeimi ali amperometenimi
detektorji. AK se oksidira Ze pri nizkih potenciglizaradicesar je manjSa verjetnost
interferenc z drugimi analiti, ki se prav tako aksijo in se eluirajo skupaj z AK. HPLC
metoda skupaj z elektroketnim detektorjem zagotavlja visoko aliljivost, specifénost
in selektivnost (34). Elektrokexna detekcija se uporablja za d&édoje AK v bioloSkih

vzorcih in hrani.
- Fluorescedna detekcija (FD)

Kemijska struktura AK nima fluorescé&mh lastnosti, zato je pred fluores¢an detekcijo
potrebna oksidacija AK do dehidroaskorbinske keslinato pa Se ustreza derivatizacija, ki
je lahko pred- ali post-kolonska. Detekcija s FIx@o zahtevna itasovno potratna in se
malo uporablja (34). Za kvantifikacijo AK se najmsfeje uporablja derivatizacija z o-

fenilendiaminom, ki zagotavlja dobro selektivnasbixutljivost (37).
- Detekcija z masnim spektrometrom (MS)

Detekcija z masnim spektrometrom se za kvantifiga8K manj uporablja zaradi visoke
cene, dostopnosti in zahtevnejSega rokovanja mum&ntom. Detekcija z MS je primerna
za reverzno-fazno kromatografijo in HILIC, medtero e mobilna faza pri ostalih

kromatografskih tehnikah nezdruZljiva z MS. Detgka MS je od vseh prej naStetih
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detekcij najbolj selektivha in @htljiva, zato se uporablja za analizo AK v vzorgiimizko
vsebnostjo AK in v kompleksnih vzorcih (kri, plaznsadje, zelenjava) (34). A. G. Franich
in sodelavci (41) so za detekcijo AK v sadju inexghvi uporabili elektrosprej ionizacijo
(ESI) v negativhem r&nu in AK dolcili kot [M-H] ™ = 175. Tekdinska kromatografija z
detekcijo z masnim spektrometrom omdgo hitro identifikacijo, potrditev in

kvantifikacijo analita z enim samim injiciranjem.
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2 NAMEN DELA

Namen diplomske naloge bo vrednotenje oksidativiabileosti askorbinske kisline v
vodnih raztopinah standarda in nato Se v izbramiprgvkih. Zaradi antioksidativnih
lastnosti askorbinske kisline je namzelo problematina njena stabilnost, zlasti v vodnih
raztopinah.Najprej bomo razvili primerncstabilnostno indikativno HPLGnetodo za

dolocanje AK in jo ustrezno ovrednotili.

Nato bomo protili stabilnost standarda askorbinske kisline v \vibdmaztopinah.
Ugotavljali bomo vpliv najpogostejSih dejavnikov,Mplivajo na reakcije oksidacij spojin.
Ovrednotili bomo vpliv naslednjin dejavnikov na lstaost askorbinske Kkisline:
koncentracija askorbinske kisline (v ob&uood 10 do 2500 mg/L), vodikov peroksid (3,
0,3 in 0,03% vodikov peroksid), raghi mediji (absolutni etanol, 50% etanol, destil@an
MiliQ ter vodovodna voda), EDTA (od 0,1 do 3 mM EBR)T temperatura (4, 25, 40 in
60°C), pH (v obmgu od 2 do 8), kisik, duSik in svetloba.

V nadaljevanju bomo pr@evali stabilnost askorbinske kisline v nekaterilerpanskih
dopolnilih in v zdravilu brez recepta z askorbinskslino, ki se pred zauzitjiem pripravijo
z raztapljanjem v vodi. Znano je naryela je askorbinska kislina v trdnem stabilna, v
raztopinah pa je njena stabilnost zelo probletnati Zanimala nas bo obstojnost
askorbinske kisline v realnih situacijah, kot nanar: ¢e Sumeéo tableto raztopimo v vodi
in jo dlje ¢casa pustimo, preden jo zauzijemo; & pripravek z askorbinsko kislino
pripravimo z vr@éim ¢ajem. V ta namen bomo izbrali eazlicnih Sumeih tablet in vsaj
dva pripravka, ki se lahko pripravita kot topel inek. Na osnovi stabilnosti askorbinske
kisline v izbranih pripravkih po raztapljanju v viodbomo ovrednotili potencialno
destabilizacijo askorbinske kisline pred samim jejman prehranskega dopolnila ali
zdravila. Med seboj bomo primerjali tudi rezultaséabilnosti askorbinske kisline v
pripravkih in vodnih standardih z enako oziroma gmwtb deklarirano koncentracijo.
Hkrati bomo z naSo analizno metodo ddliotudi dejansko koncentracijo askorbinske

kisline v izbranih pripravkih.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Reagenti, raztopine in substance

- L-askorbinska kislina, §HgOs, Mr = 176,1 g/mol, min. 99,0% (Sigma-Aldrich)

- MiliQ voda, Fakulteta za Farmacijo

- EDTA, CoH14NoNaOg * 2H,0, Mr = 372,24 g/mol, min. 99% (Merck)

- absolutni etanol, §4sOH, Mr = 46,07 g/mol, min. 99,8% (Panreac Quimica
S.AU.)

- acetonitril, GHsN, Chromasol¥, gradient grade, for HPLC, Mr = 41,05 g/mol
(Sigma-Aldrich)

- ortofosforjeva kislina 85 %, 0Oy, Mr = 98,00 g/mol; 11 = 1,71 kg (Merck)

- metanol, CHOH, Mr = 32,04 g/mol (Sigma-Aldrich)

- kisik, O,, Messer Slovenija d.o.o.

- dusik, N, Messer Slovenija d.o.o.

- kalijev dihidrogen fosfat, KkEPOy, Mr = 136,08 g/mol> 99,5% (Merck)

- pufrne raztopine: pH 3, pH 4, pH 7 (Merck)

- vodikov peroksid 30 %, ¥D,, Mr = 34,02 (Fluka)

- kalijev klorid, KCI, Mr = 74,55 g/mol, min. 99,5 ¥arlo Erba)

- dinatrijev hidrogenfosfat dihidrat, MdPO, x 2H,O, Mr = 177,99 g/mol, min.
99,5% (Merck)

- paracetamol, §HgNO,, Mr = 151,17 g/mol> 99,0 % (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Pripravki z askorbinsko kislino

1. PRIPRAVEK A: Vitamin C 180 mg, Sumenke z vitamin@rs sladili, prehransko
dopolnilo z okusom limone brez dodanega sladkd@iag (20 Sumenk po 4 Q),
Kruger,

2. PRIPRAVEK B: Vitamin C 180 mg, Surse tablete z okusom limone, s sladili, 80
g (20 Sumeih tablet po 49g), Sensilab,

3. PRIPRAVEK C: FidiMag 300 plus C, 300 mg magnezijd 20 mg vitamina C, 65
g (10 Sumeih tablet po 6,5 g), Fidimed,
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4. PRIPRAVEK C: Biofar naravni vitamin C, 120 mg vitamina C, okus
pomaraia/grenivka, s sladili, 90 g (20 Sudie tablet po 4,5 g), Biofar,

5. PRIPRAVEK D: Multibionta Plus Calcium + Magnesiui#§ mg vitamina C, 90 g
(20 Sumeih tablet po 4,5 g), Merck

6. PRIPRAVEK E: Vitamin C Pulver, 100 g, Amos Vital

7. PRIPRAVEK F: Daleron C, 500 mg paracetamola in 2§ askorbinske kisline,

zrnca za peroralno uporabo, (10dk@o 5 g), Krka

Pripravki od A do E so prehranska dopolnila, pvetaF pa je registriran kot zdravilo, ki

se v lekarnah izdaja brez recepta.

3.1.3 Naprave in pribor

- Digitalni tehtnici XP105 DeltaRange in Exacta 3@ ettler Toledo)

- Avtomatske pipete 20-2Q6L, 100-1000uL, 500-5000uL (Eppendorf)

- Stekleni inventartaSe, merilne bike, merilni valji, zamaski, teldi, viale, inserti

- Ostalo: spatule, plastie kapalke, epice, Parafilm®alu folija, $karje, digestorij

- Sistem za pripravo MiliQ vode 30L, Millipore Billiea

- Klimatska komora Votsch VC 4034 (Votsch Industrottieik GmbH)

- Hiadilnik LTH

- Vodni kopeli WB 1223 in WB — 30E (Kami)i

- Ultrazvaini kadicki Sonis 4 (Iskra) in Bandelin Sonorex (Brandeliecgronic)

- pH metra MA 5750 (Iskra) in MP 220 (Mettler Toledo)

- Magnetno mesalo HI 190M (Hanna Instruments)

- kolona Luna C18 (2), 100 x 4,6 um (Phenomenex)

- HPLC sistem 1100/1200 series (Agilent Techologieagpljinjevalec, kvarterna
¢rpalka, avtomatski vzoéevalnik, termostat za kolono, UV-VIS detektor,
programska oprema ChemStation

- kolona Luna NH 150 x 3,0 mm, 3im (Phenomenex)

- predkolona Luna NE#4 x 3,0 mm (Phenomenex)

- sistem za filtriranje (Sartorius)

- celulozno-acetatni filter z velikostjo por 0,4B (Sartorius)
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3.2 ANALIZNA METODA

3.2.1 Razvoj in optimizacija analizne metode

Pri razvoju analizne metode smo kot mobilno fazorapili 25 mM fosfatni pufer s pH=3
(vodna faza) in acetonitril (ACN, organska fazapxlicnih razmerjih. V Preglednici Ill so
prikazane analizne metode in kromatografski pogdkijismo jih uporabili pri razvoju

konéne metode.

Preglednica lll: Kromatografski pogoji metod, uporabljeni pri razvoju analizne metode

Luna C18 4( 1
Luna C18 90: 10 4( 1
Luna C18 95:5 4( 1

Luna C18 100:0 4( 1
Luna NH 80: 20 50, 0,8
Luna NH 90:10 50, 0,8
Luna NH 95:5 50| 0,8

MF (A : B) — sestava mobilne faze, fosfatni pufekCN (v %), T — temperatura kolone [°G), — pretok

mobilne faze [mL/min]

3.2.2 Koreni kromatografski pogoji HPLC za vrednotenje askorkinske
kisline

» Kolona: Luna NH 150 x 3,0 mm, 3m

» Temperatura kolone: 50°C

* Mobilna faza: fosfatni pufer : ACN = 95:5
* Pretok mobilne faze: 0,8 mL/min

* Volumen injiciranja: 1ul

* Valovna dolzina detekcije: 254 nm

+ Cas analize: 3 min

* Retencijskicas askorbinske kisline: 1,9 min

* Temperatura avtomatskega wewalnika: 15°C
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3.3 PRIPRAVA VZORCEV

3.3.1 Razvoj in optimizacija analizne metode

3.3.1.1 Priprava vodne mobilne faze

Pufer smo pripravili tako, da smo natehtali 3,4Q2&H,POy, ga kvantitativno prenesli v 1
L merilno buiko, ga raztopili v MiliQ vodi, dopolnili do oznaker dobro premesali.
Koncentracija tako pripravljene raztopine je biar@mol/L. pH meter smo s standardno
pufrno raztopino pH 3 umerili na vrednost 3. Natwosz uporabo 85% 4O, po kapljicah
uravnali pH mobilne faze na vrednost 3. Pufer siltaréli s pomajo vakuumskega
filtrirnega sistema preko celulozno-acetatnegaafit velikostjo por 0,4mum. Nato smo

pufer Se razplinili na ultrazvai kadiki.
3.3.1.2 Priprava standardne raztopine askorbinsiad

Natehtali smo 5 mg AK in dodali 1 mL destiliranedeo Tako pripravljeno raztopino smo
10 krat redili z destilirano vodo, da smo dobili kémo raztopino s koncentracijo 500

mg/L.

3.3.1.3 Priprava standarda cisteina

Natehtali smo 1 mg cisteina in ga raztopili v 1 ohkstilirane vode, tako da smo dobili

raztopino s koncentracijo 1000 mg/L.

3.3.2 Vrednotenje HPLC metode

3.3.2.1 Priprava standardnih raztopin za vrednetselektivnosti

Pripravili smo standardno raztopino AK s koncenjoa600 mg/L tako, da smo natar

natehtali 2,5 mg AK, jo raztopili v 5 mL bki z destilirano vodo in dopolnili do oznake.

Standardno raztopino pripravka smo pripravili takda smo eno Sumie tableto
Multibionta Plus Calcium + Magnesium raztopili v Ql3nL vodovodne vode, dobro
premesali ter ptakali, da so izhlapeli mehtki. Tako pripravljena raztopina je imela

deklarirano koncentracijo AK 500 mg/L.
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Standardno raztopino EDTA (1 mmol/L) smo pripratéko, da smo natehtali 18,612 mg
EDTA, jo kvantitativno prenesli v 50 mL bko, raztopili v destilirani vodi in dopolnili do

oznake.
3.3.2.2 Priprava standardnih raztopin askorbinsslenk za vrednotenje linearnosti

Za izdelavo umeritvene premice smo pripravili os@xtopin razknih koncentracij AK.
Osnovno raztopino s koncentracijo 2500 mg/L smerpuiili tako, da smo natehtali 125
mg AK, jo kvantitativno prenesli v 50 mL ko, raztopiliv 1 mM EDTA in nato dopolnili
do oznake. Iz osnovne raztopine smo Zeefem z 1 mM EDTA pripravili Se raztopine s
koncentracijami 1000, 500, 250, 100, 50, 25 in 1@LmTako pripravljene standardne
raztopine AK smo analizirali z metodo HPLC.

Na enak n&n smo pripravili tudi standardne raztopine AK sakentracijami 10, 25, 50,
100, 250, 500, 1000 in 2500 mg/L v destilirani vo@lako pripravljene raztopine smo
analizirali z metodo HPLC in izdelali umeritvenceprico.

3.3.2.3 Priprava standardnih raztopin askorbinskbnk za vrednotenje ponovljivosti in

to¢nosti

Za vrednotenje dnevne in meddnevne ponovljivostiolimosti smo pripravili tri vzorce
AK s koncentracijami 20, 200 in 2000 mg/L. Osnowaatopino s koncentracijo 2000
mg/L smo pripravili tako, da smo natehtali 10 mgnstarda AK, ga kvantitativho prenesli
v 5 mL buko, raztopili v 1 mM EDTA in z istim topilom dopdlh do oznake.
Koncentraciji 200 in 20 mg/L smo pripravili z fehjem osnovne raztopine z 1 mM

EDTA. Za vsako koncentracijo smo pripravili petglaik v istem dnevu.
3.3.2.4 Priprava standardnih raztopin askorbinsklienke za vrednotenje stabilnosti

Pripravili smo standardne raztopine AK s koncerimad 20, 200 in 2000 mg/L v 1 mM
EDTA. Raztopine smo nato analizirali 8asu O in 24 ur.
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3.3.3. Stabilnost standarda askorbinske kisline

3.3.3.1 Stabilnost askorbinske kisline pri ré&ziln koncentracijah

Za spremljanje stabilnosti AK pri raghih koncentracijah smo pripravili osnovno
raztopino AK s koncentracijo 2500 mg/L v destiliraodi. Osnovno raztopino smo nato
reciili z istim topilom, da smo dobili naslednje kontewije: 10, 50, 100, 200, 500 in
1000 mg/L. Za vsako koncentracijo smo pripravilitpgoaralelke, ki smo jih analizirali v

casovnih tékah 0, 1, 2, 4, 24, 48 in 120 ur. Vzorce smo slenaadj na 25°C.

3.3.3.2 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnestiikovega peroksida

30 % vodikov peroksid smo z destilirano vodocdikdako, da smo dobili 3% in 0,3%
vodikov peroksid. Pripravili smo tri raztopine AKdestilirani vodi s koncentracijami 11,
110 in 1100 mg/L, nato pa smo iz vsake raztopirgpadirali po 1000 pL v Stiri viale. Za
vsako koncentracijo AK smo tako imeli pripravljestai viale s 1000 pL raztopine. V prvo
vialo vsake koncentracije smo dodali 100 pL destie vode, v drugo 100 puL 30%
vodikovega peroksida, v tretjo 100 pL 3% inc¢etrto vialo 100 pL 0,3% vodikovega
peroksida. Tako pripravljene vzorce smo analizvalasovnih tékah 10, 20, 30, 60, 90 in

120 minut. Vzorce smo shranjevali na 25°C.
3.3.3.3 Stabilnost askorbinske kisline v ra&zilh medijin

Pripravili smo pet raztopin AK s koncentracijo 58@/L v razlgnih medijih: vodovodni,
destilirani in MiliQ vodi, 50% etanolu v destiliramodi ter absolutnem etanolu. Vzorce
smo shranjevali na 25°C in jih analiziraltasovnih tékah 0, 1, 2, 4, 24 in 48 ur. Za vsak

medij smo analizirali tri paralelke.
3.3.3.4 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnBSITA

Pripravili smo 3,3 mmol/L raztopino EDTA, tako das natehtali 30,71 mg EDTA v 25
mL buwko in z destilirano vodo dopolnili do oznake. Tahogno raztopino smo z istim
topilom redili, da smo dobili raztopine s koncentracijami ipinol/L, 0,55 mmol/L, 0,22
mmol/L in 0,11 mmol/L. Pripravili smo raztopino AK destilirani vodi s koncentracijo 5
mg/mL. Za pripravo vzorca s 500 mg/L AK in 0,1 mioEDTA smo zmesSali 1/10
raztopine AK s koncentracijo 5 mg/mL in 9/10 raztep EDTA s koncentracijo 0,11
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mmol/L. Na enak nan smo pripravili Se vzorce AK z 0,2, 0,5, 1 in 3nwl/L EDTA.
Tako pripravljene vzorce smo analiziraléasovnih tékah 0, 1, 2, 24 in 48 ur. Vzorce smo

shranjevali na 25°C.
3.3.3.5 Stabilnost askorbinske kisline pri r&ziln temperaturah

Pripravili smo raztopino AK v destilirani vodi s keentracijo 500 mg/L in jo enakomerno
razdelili v Stiri manjSe hike. Butke smo postavili v hladilnik (4°C), v komoro na 254
vodno kopel s 40°C ter v vodno kopel s 60°C. Vzae® analizirali wasovnih tékah O,

1, 2,4, 24 in 48 ur. Za vsakasovno toko smo iz posamezne &ke vzeli po tri vzorce.
3.3.3.6 Stabilnost askorbinske kisline pri ré&zin pH-jih

Pripravili smo osnovno raztopino AK v destiliranodi s koncentracijo 2500 mg/L.
Osnovno raztopino AK smo nato petkratdi@éd500 mg/L AK) s pufrnimi raztopinami s
pH-ji: 2, 3, 4, 5, 6, 7 in 8. Tako pripravljene vze smo analizirali ¥asovnih tékah 0, 1,
2,4,24in 48 ur.

Pufrne raztopine smo pripravili tako, da smo v iteeh razmerjih zmeSali 0,05 M
raztopini KHbPOy in NaHP Oy, ki smo ju pripravili v 500 mL ktkah z raztapljanjem soli v
destilirani vodi. Vse pufre smo uravnali na enagosko mé s KCI (u = 0,15 mol/l). 50
mL (s pH-ji 2, 3, 4) 0z. 100 mL (s pH-ji 5, 6, 7, Bufrne raztopine smo pripravili tako, da
smo z merilnim valjem odmerili predpisan volumemnztopine soli, kot je prikazano v
Preglednici IV, in ga prelili v btko. Dodali smo predpisano natehto KCI za uravnavan;
ionske m@i ter dobro premesali. S pH metrom smo pomeriliyykeldnosti raztopin in jih
uravnali z uporabo 85% 4RO, ki smo jo redili z destilirano vodo in dodajali po
kapljicah. pH meter smo predhodno umerili s stamidiani raztopinami pufrov na

vrednosti 3,4 in 7.
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Preglednica IV: Pregled sestave pufrnih raztopin

pH | NeeHPO, x 2H,O [mL] | KH,PO, [mL] | KCI [g]
2 / 50 0,361
3 / 50 0,362
4 / 50 0,3615
5 0,95 99,5 0,7159
6 12,1 87,9 0,6332
7 61,2 38,8 0,2674
8 96,9 3,1 /

3.3.3.7 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnkisika, duSika in svetlobe

Za prodevanje stabilnosti AK v prisotnosti kisika smo papili osnovno raztopino AK v
destilirani vodi s koncentracijo 2500 mg/L. Osnowvaatopino smo z istim topilom 5 krat
rectili, da smo dobili vzorec s koncentracijo 500 mgHAripravili smo tri paralelke. Vsak
vzorec smo najprej prepihali s kisikom in ga anedliz Nato smo ga ponovno prepihali s
kisikom. Vzorce smo nato analizirali S&asovnih tékah 1, 2, 4, 24 in 48 ur. Po vsakem
vzoréenju smo vzorce ponovno prepihali s kisikom. Izaxsre raztopine smo pripravili Se
tri paralelke s koncentracijo 500 mg/L, ki so natazsgi kot kontrola, in jih nismo
prepihovali s kisikom. Vse vzorce smo shranjevabuzkah, jin zasitili z alu folijo in

ovili s Parafilmom M.

Za prokevanje stabilnosti AK v prisotnosti duSika smo papli vzorce po istem
postopku kot za pragvanje stabilnosti AK v prisotnosti kisika. Razlij@bila le ta, da
smo vzorce in kontrolne vzorce shranjevali v ptasth epicah, saj prepihovanje raztopine
v bweki ni bilo izvedljivo. Epice smo prav tako ovili Barafilmom M in zaitili z alu

folijo.

Za proudevanje stabilnosti AK izpostavljene svetlobi smopmvili tri vzorce AK v
destilirani vodi s koncentracijo 500 mg/L v 5 mLc¢kah. Butke smo ovili s Parafilmom
M® in jih pustili na okenski polici, da so bili izp@s/ljeni svetlobi. Vzorce smo analizirali
v ¢asovnih tékah 0, 1, 2, 4, 24 ter 48 ur.
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3.3.4 Stabilnost askorbinske kisline v pripravkih

Za prougevanje stabilnosti AK v pripravkin smo pripraviledem razlinih pripravkov.
Vsakega smo pripravili po navodilu na ovojnini, pemer smo kot 'velik kozarec vode'
uposStevali 200 mL vodovodne vode. Vodo smo odmeritierilnim valjem waso, v njej
raztopili pripravek, dobro premesSali ter gasali, da so izhlapeli morebitni meltit.
Pripravki A, B, C,C in D so Sume&e tablete. Pri teh pripravkih smo vzeli eno Stme
tableto in jo raztopili v ustreznem volumnu vodepRavek E je v obliki praska, zato smo
ga po navodilu na ovojnini odmerili s prilozeno aehmo zltko in prelili z ustreznim
volumnom vode. Pripravek F je v obliki zrnc, venglavsak odmerek posebej pakiran v
vrecko. Za pripravo pripravka F smo eno &ke zrnc raztopili v ustreznem volumnu vode.
V Preglednici V so navedeni pripravki, volumen vpg@etreben za pripravo posamezne
raztopine pripravka, ter deklarirana koncentrach&. Del vsakega pripravljenega
pripravka smo nato prenesli v vialo in analizialnetodo HPLC asovnih tékah 0, 1,
2,4,24in 48 ur.

Pripravka E in F smo pripravili tudi v vreli vodsaj je navodilo na ovojnini dovoljevalo
pripravo hladnega ali toplega napitka. Vodovodnaloreamo zavreli, odmerili ustrezen
volumen z merilnim valjem ter prelili pripravek. téasmo vzotili ob ¢asu 10, 20 in 30

minut ter analizirali z metodo HPLC.

Preglednica V: Potreben volumen vode za pripravo ratopin pripravkov in deklarirana koncentracija
askorbinske kisline

pripravek| volumen vode [mL] deklarirana koncentracija AK [mg/L]
A 200 900
B 200 900
C 200 600
C 200 600
D 150 500
E 200 600
F 150 133

Za dola@anje vsebnosti AK v pripravkih smo pripravili prguke le v hladni vodovodni
vodi. Iz vsakega pripravka smo nato odvzeli p@zorce in jih analizirali z metodo HPLC.
Vsak vzorec smo dvakrat injicirali. Pripravili smiodi standardne raztopine AK s

koncentracijami 200, 400, 600, 800 in 1000 mg/Ljiteranalizirali. 1z dobljenih podatkov
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smo izdelali umeritveno premico in iZumali pripadajéoo ena&bo. Vsebnost AK v

pripravkih smo doldili na osnovi izrgéunane enge umeritvene premice.
3.4 VREDNOTENJE HPLC METODE

HPLC metodo smo validirali v skladu z ICH smernicg@R). Validirali smo naslednje
parametre: selektivnhost, linearnost, oldfgo linearnosti, ponovljivost, tmost, meja

zaznavnosti, meja daldve in stabilnost vzorcev.
3.4.1 Selektivnost

Za vrednotenje selektivnosti smo najprej analiziraktopine medijev, v katerih so bili
pripravljeni vzorci: destilirana voda in 1 mM EDTAato smo analizirali standard AK in
pripravek Multibionta Plus Calcium + Magnesium. gPavek smo analizirali tudi po
devetih dneh. Vzorce smo pripravili po postopku.&83B Priprava standardnih raztopin za

vrednotenje selektivnosti.
3.4.2 Linearnost in obmdje linearnosti

Vsak dan, tri dni zapored, smo analizirali raztep#K, ki smo jih za vsak dan posebej
pripravili po postopku 3.3.2.2 Priprava standardmédztopin askorbinske Kkisline za
vrednotenje linearnosti. Vsako koncentracijo smiinali dvakrat in dol@ili povpresje
dveh odzivov. Nato smo z metodo najmanjSih kvadrata podlagi povpkga povrsin
kromatografskih vrhov iz osmih ¢k v obmaju od 10 do 2500 mg/L za vsak dan izdelal
umeritveno premico za celotho koncentracijsko ofjmoZa nizko koncentracijsko
obmaje smo uposStevali koncentracije od 10 do 100 megflptav tako izdelali umeritveno
premico. Dolgili smo pripadajoée eng&be vseh umeritvenih premic in determinacijske
koeficiente (R). Kot spodnjo mejo sprejemljivosti smo d&loR? > 0,9990.

3.4.3 Ponovljivost

Za vrednotenje dnevne ponovljivosti smo priprastindardne raztopine AK po postopku
3.3.2.3. Za vsako od koncentracij (20, 200 in 26@fL) smo tako imeli pripravljenih pet
paralelk. Vsako paralelko smo dvakrat injiciraliazen prvo paralelko od vsake

koncentracije, kjer smo vzorec injicirali Sestk(abnovljivost injiciranja). Za posamezno
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koncentracijo standardne raztopine AK smo primegébpnjo ujemanja odzivov petih
paralelk v enem dnevu in tako ugotavljali dnevna@djivost. Ponovljivost injiciranja
smo vrednotili pri vseh treh koncentracijah, inesi@ri paralelki, ki smo jo Sestkrat

injicirali. Rezultat smo podali kot RSD v %. Mejarsjemljivosti RSD je 5%.

Za dolaitev meddnevne ponovljivosti smo zgornji postopekqvili Se drugi in tretji dan

ter primerjali stopnjo ujemanja med tremi zaporedrdnevi.
3.4.4 Ta&nost

Za vrednotenje tmosti smo uporabili iste kontrolne vzorce kot prednotenju
ponovljivosti. 1z ensbe umeritvene premice za nizko koncentracijsko afpenemo
izratunali koncentracijo standardne raztopine AK s kotraeijo 20 mg/L, tako da smo v
enabo vstavili izmerjen odziv. Za koncentraciji 2002000 mg/L smo uporabili etlao
umeritvene premice za celotno koncentracijsko afeoracnost smo nato iztanali s
pomaijo enabe 4, kjer je G dejanska, Cpa izr&unana koncentracija (42). Kot mejo

sprejemljivosti smo dotali interval [95-105].
tocnost (%) = ¢/ G x 100 (Enébad)
3.4.5 Meja zaznavnosti

Mejo zaznavnosti smo iztanali iz Enabe 5, kjer je o standardni odklon vrednosti

odsekov na ordinati in S povgre vrednost naklonov umeritvenih premic (42).
LOD=(3,3x0)/S (Enébab)
3.4.6 Meja dola@itve

Mejo zaznavnosti smo iztanali iz Enabe6 (42).

LOQ = (10 xo) / S (Enéba)
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3.4.7 Stabilnost vzorcev

Stabilnost v avtomatskem vzewvalniku smo vrednotili v dveh zaporednih dnehdedije.
Vzorce AK s koncentracijami 20, 200 in 2000 mg/Losamalizirali véasu 0, nato pa Se po
24 urah. Vsak vzorec smo injicirali dvakrat. Reatdtsmo podali kot razmerje odzivov po
24 urah glede na odzivaasu 0. Doleili smo, da upad ali porast ne sme bitéjyed 5%

glede na z&tno vrednost odziva AK pri posamezni koncentraciji
3.5 ODELAVA PODATKQOV

Rezultate, ki smo jih dobili z metodo HPLC, smo eladl s pom&jo programske opreme
Excel. S pomgo Excela smo dolli enatbe umeritvenih premic, izéanali povpreja
meritev, standardne odklone, determinacijske kimfte (F), hitrostne konstante ter
izrisali grafe. Excel je del programskega paketarbBoft Office 2007.
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4 REZULTATI

4.1 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA ANALIZNE METODE

Slika 5 prikazuje kromatograme AK, ki so bili poiremetodami 3, 5, 6 in 7.

Morm.

1.293
1.809
1.860
1.905

2500 —
2000 —|

1500 —|

o 0!5 1I 1!5 2| 2!5 minI
Slika 5: Kromatogrami posneti z metodo 3 (modra), rde¢a), 6 (zelena) in 7 (roza)

4.2 VREDNOTENJE HPLC METODE
4.2.1 Selektivhost

Selektivnost smo opredelili v skladu z metodo 3.45like od 6 do 10 prikazujejo
kromatograme destilirane vode, 1 mM EDTA, standa&Kla500 mg/L) ter pripravka D v
casovnih tékah 0 in 9 dni. Iz dobljenih kromatogramov smo ratilselektivnost metode,
saj na Sliki 9 pri 1,9 minute vidimo kromatografskih AK, medtem ko je pri topilih
odsoten (Sliki 6 in 7). Na Sliki 10 pri retencijsh€asu AK ni vrha, kar je ptakovano, saj
je v roku devetih dni Ze vsa AK v pripravku oksada. S tem smo potrdili selektivhost
metode za spremljanje pripravkov z AK, ker ni ptinglo interferenc pri retencijskedasu
AK.
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mAl
400 —
300 —
200 —

100 —|

1.940

Slika 8: Kromatogram standarda askorbinske kisline (5(0 mg/L), retencijski ¢as je 1,9 minu
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Slika 10: Kromatogram pripravka D v ¢asovni tagki 9 dni

4.2.2 Linearnost in obmdje linearnosti

Iz pridobljenih odzivov standardnih raztopin AK sm@omgjo linearne regresije doddi
umeritveno premico in determinacijski koeficientrdglednica \). Glede na vredno:
determinacijskega koeficienta lahko potrdimo, dazjgrana metoda linearna v ob&no
med 10 mg/L in 2500 mg/

Preglednica VI. Ena¢be umeritvenih premic za askorbinsko kislino s primdajo¢imi determinacijskimi
koeficienti (R?)

dan enaba premice R®
1 y = 3.0562x - 4.2145 1
2 y =2.9718x - 18.788 1
3 y = 3.0688x - 8.8077 1
skupnc y = 3.0323x - 10.6034 1

Slika 11prikazuje umeritveno premico AK v 1 mM EDTA, ki je bila narejena drugi di

validacije. Enaba te umeritvene premice in pripadajR? sta navedena v Preglednicl.
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Slika 11: Umeritvena premica za askorbinsko kislinos 1 mM EDTA v drugem dnevu validacije

Z linearno regresijo smo za vsak dan validacijeslialil umeritveno premico tudi za nizko

koncentracijsko obnige. UpoStevali smo odzive vzorcev AK s koncentiauaij od 10 do
100 mg/L. V Preglednici VII so navedene &pa teh premic, na Sliki 12 pa je prikazana

umeritvena premica za nizko koncentracijsko ofjmaa drugi dan validacije.

Preglednica VII: Ena¢be umeritvenih premic za askorbinsko kislino v.1 mM EDTA za nizko

koncentracijsko obmatje s pripadajogimi determinacijskimi koeficienti (R?)

dan enaba premice R®
1 y = 3.1659x - 2.8093 0.999
2 y = 2.8057x - 4.515 0.999
3 y =2.9911x - 2.7151 0.99¢9
skupno y = 2.9876x -3.3465 0.999
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Slika 12: Umeritvena premica za askorbinsko kislinos 1 mM EDTA za nizko koncentracijsko obmdje

v drugem dnevu validacije

Slika 13 prikazuje umeritveno premico za raztopidK v destilirani vodi za

koncentracijsko obmige 10-2500 mg/L. V Preglednici VIII pa je prikazanatnost

analizne metode za raztopine AK pripravljene branM EDTA. Dobra ténost potrjuje

linearnost metode.
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Slika 13: Umeritvena premica za raztopino askorbinke kisline brez EDTA
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Preglednica VIII: To&nost HPLC metode za raztopino askorbinske kisline destilirani vodi

10.22 102.16
24.92 99.70
48.39 96.77
99.25 99.25
238.13 95.25
487.35 97.47
983.83 98.38
2510.62 100.42
98.68+2.19

4.2.3 Ta&nost in ponovljivost

4.2.3.1 Dnevna tmost in ponovljivost

Pri vseh treh koncentracijah kontrolnih vzorcewjeRSD odziva nizji od 5%, zato smo
lahko potrdili ponovljivost metode (Preglednica IX)aSa metoda je zagotavlja tudéne
rezultate, saj je bila povpnea vrednost ttnosti v dovoljenih mejah [95% - 105%]. Tudi
ponovljivost injiciranja je bila dobra, saj je BRSD pri vseh treh koncentracijah nizji od
5% (Preglednica IX).

Preglednica IX: Ponovljivost in toénost HPLC metode znotraj enega dneva

1.79

20.69

103.47

2.42

594.4 0.89 205.87 102.94 041
6137.0 0.29 2071.64 103.58 0.40
0.99+0.75 103.33+0.34 1.08+1.16
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4.2.3.2 Meddnevna toost in ponovljivost

Pri dolatanju meddnevne ponovljivosti je bil pri kontrolmizorcih RSD najve 2,33%
(Preglednica X), zato smo lahko potrdili meddnepooovljivost. NaSa metoda zagotavlja
tudi meddnevno tnost (Preglednica X), saj je povpna vrednost znotraj dovoljenega
intervala [95% - 105%].

Preglednica X: Meddnevna ponovljivost in ténost HPLC metode

dejanska povpreje odstopanje izratunana to¢nost [%]
koncentracija odziva odziva izrazeng koncentracija
[mg/L] z RSD [%)] [mg/L]
20 52.28 2.33 20.24 101.20
200 589.45 0.73 204.67 102.34
2000 6043.34 1.38 2039.88 102.00
povpr&na 1.48+0.80 101.85+0.59
vrednost

4.2.5 Meja zaznavnosti in meja dolétve

Iz podatkov, ki so prikazani v Preglednici VII, smpratunali povpréno vrednost
naklonov umeritvenih premic (S = 2,9876) ter staddaodklon vrednosti odsekov na
ordinati © = 1,0131).

LOQ = (10 xo)/S = (10 x 1,0131)/2,9876 = 3,39 mg/L
LOD = (3,3 x0)/S = (3,3 x 1,0131)/2,9876 =1,12 mg/L

Pri izbranih pogojih HPLC metode je meja zaznavindkt 1,12 mg/L, meja dolditve pa
3,39 mg/L.
4.2.6 Stabilnost vzorcev

V Preglednici Xl je prikazana stabilnost kontrolniborcev s koncentracijami 20, 200 in
2000 mg/L vcasu 0 in 24 ur. Stabilnost vzorcev je ustrezna,upaid oziroma porast

koncentracije AK glede na &eatno vrednost ni nikjer ¥g od 5%.
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Preglednica XI: Prikaz stabilnosti kontrolnih vzorcev

98.87
100.00 103.11
100.00 100.80
100.93+2.12

4.3 STABILNOST STANDARDA ASKORBINSKE KISLINE

4.3.1 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih koncentracijah

Na Sliki 14 je predstavljena stabilnost raztopin¢ gri koncentracijah 10, 50, 100, 200,

500, 100 in 2500 mg/L. Raztopine AK so bile prigfave v destilirani vodi in shranjene
na 25°C.

120

100
S 80 ——10 mg/L
Y
< —8—50 mg/L
©
? 60 =100 mg/L
% \ =>¢=200 mg/L
§ 40 =500 mg/L
= —8—1000 mg/L

20 \‘; ~+=2500 mg/L

0 T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
¢as [h]

Slika 14: Upad vsebnosti askorbinske kisline pri raliénih koncentracijah glede na¢as
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DOLOCITEV REDA REAKCIJE

Slika 15 prikazuje izraun konstante reakcijske hitrosti 1. reda v primiavacentracij 200

mg/L in 2500 mg/L.

T,

\ y = -0.0089x + 4.5724
3

R?=0.9826
: \

In (c [%])

\ y =-0.2143x + 4.6068
1 R2=1

J N\

) 10 20\ 30 40 50

¢as [h]

€200 mg/l
m2500 mg/l

Slika 15: Premici za 1. red za koncentraciji 200 i2500 mg/L

V Preglednici Xll so navedene konstante reakcijbiteosti za vse koncentracije AK

dolotene v skladu s kinetiko 1. reda.

Preglednica XIl: Enatbe premic za 1. red s pripadajéimi determinacijskimi koeficienti (R?) in

konstantami reakcijske hitrosti

koncentracijd enaba premice za 1.rd R’ | konstanta reakcijske hitrostith

10 y =-1.9349x + 4.6052 1 1.9349

50 y = -0.6835x + 4.5741]  0.9867 0.6835

100 y =-0.1572x + 4.1864  0.989 0.1572

200 y =-0.2143x + 4.6068 1 0.2143

500 y =-0.0282x + 4.4797, 0.9691 0.0282

1000 y =-0.0181x + 4.5365 0.9789 0.0181

2500 y =-0.0089x + 4.5724 0.9826 0.0089

Slika 16 prikazuje izraun konstante reakcijske hitrosti 0. reda v primiavacentracij 200
mg/L in 2500 mg/L.
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Slika 16: Premici za 0. red za koncentraciji 200 ir2500 mg/L

V Preglednici XIIl so navedene konstante reakcijskeosti dol@ene v skladu s kinetiko

0. reda.

Preglednica Xlll: Ena¢be premic za 0. red s pripadajéimi determinacijskimi koeficienti (R?) in

konstantami reakcijske hitrosti

koncentracijg enatba premice za 0. ré R® | konstanta reakcijske hitrostith

10 y = -50x + 88.148 0.8557 50.000

50 y=-22.27x +84.143| 0.8391 22.270

100 y =-18.355x + 91.018 0.9069 18.355

200 y =-23.868x + 104.71 0.9821 23.868

500 y =-2.1783x + 90.009 0.8980 2.1783
1000 y =-1.1699x + 92.474 0.93}1 1.1699
2500 y=-0.7119x + 96.489 0.9665 0.7119

Na osnovi determinacijskih koeficientov (R?) zairl 0. red smo se odidi, da bomo za

opis hitrosti reakcije AK uporabili konstanto reggke hitrosti 1. reda.

4.3.2 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnostrodikovega peroksida

Stabilnost AK v prisotnosti vodikovega peroksidaosprowevali pri koncentracijah AK
10, 100 in 1000 mg/L. Raztopine AK smo pripravilidestilirani vodi, prav tako smo z
destilirano vodo retlli vodikov peroksid. Vse pripravljene raztopine grshranjevali pri
25°C. Pri koncentraciji AK 10 mg/L je vsa AK okgidia Ze po desetih minutah pri vseh

treh koncentracijah vodikovega peroksida. Na Slikah in 18 pa je prikazan upad
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vsebnosti AK v raztopinah s koncentracijama 1000080 mg/L v prisotnosti 0,03%, 0,3%
ter 3% vodikovega peroksida.

120

100 I}

80 i

60 -

=4—0,03% vodikov peroksid
=—0,3% vodikov peroksid

3% vodikov peroksid

40 -

koncentracija AK [%]

20

¢as [min]

Slika 17: Upad vsebnosti askorbinske kisline v rappini s koncentracijo 100 mg/L pri razliénih
koncentracijah vodikovega peroksida
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Slika 18: Upad vsebnosti askorbinske kisline v rampini s koncentracijo 1000 mg/L pri razl€nih
koncentracijah vodikovega peroksida
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4.3.3 Stabilnost askorbinske kisline v razéinih medijih

Na Sliki 19 je predstavljena stabilnost AK (500 bjgraztopljene v naslednjih medijih: v
vodovodni vodi, destilirani vodi, MiliQ vodi, 50%tanolu ter v absoluthem etanolu.
Raztopine AK smo shranjevali pri 25°C.

120
100
+ ,
80 .

S
¥
< 7\)< =o—vodovodna voda
o
:g? 60 K =—destilirana voda
S 40 MiliQ
g \\ =>e=FEtOH + dest. voda
o
x 20
==ie=EtOH
0 T :

0 10 20 30 40 50 60
¢as [h]

Slika 19: Upad vsebnosti askorbinske kisline (500 giL) v razliénih medijih glede naéas

4.3.4 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnosteDTA

Slika 20 prikazuje stabilnost raztopine AK (500 jgv prisotnosti razlinih koncentracij

EDTA in stabilnost raztopine brez dodatka EDTA. Rpame AK smo shranjevali pri
25°C.
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— 100
S
¥ g0 - ——0,1 MM EDTA
<
S, ==0,2 MM EDTA
‘s 60
g =#=0,5mM EDTA
c
g 40 =1 mM EDTA
c
S 20 =¥=3 mM EDTA

0 =0=brez EDTA
0 10 20 30 40 50 60
¢as [h]

Slika 20: Stabilnost askorbinske kisline (500 mg/Ly prisotnosti EDTA in brez EDTA
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4.3.5 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih temperaturah

Dolocili smo vpliv temperature na stabilnost AK v dastihi vodi (Slika 21) in izraunali
Arrheniusovo odvisnost hitrosti oksidacije od temgpere (Preglednica XIV in Slika 22).
Ugotovili smo, da je aktivacijska energija oksigad\K ~ 41 kJ/mol.

120
100
S,
¥ 80 -
<
g \ \ _._40C
‘s 60 -
g \\ —8-25°C
c
o 40 =fe=40°C
= 20 \\/\‘: =>=60°C

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
¢as [h]

Slika 21: Vpliv temperature na stabilnost askorbinge kisline (500 mg/L) v vodni raztopini

Preglednica XIV: Podatki za izdelavo Arrheniusovegagrafa odvisnosti kinetike hitrosti oksidacije od

reciproéne absolutne temperature

0.003610 y =-0.0101x + 4.5933
0.003356 y =-0.0497x + 4.5661 0.9959  0.0497 .003
0.003195 y =-0.0761x + 4.4713 0.9967 0.0761 572
0.003003 y =-0.2239x + 4.5970 0.9997  0.2239 .494
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1000/T [1/K]
0 T T T T T T

053 3.1 3.2 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7

15 y = -4.9592x + 13.403
' \ R? = 0.9832
2

45 \

Slika 22: Arrheniusov graf vpliva temperature na hirost oksidacije askorbinske kisline

4.3.6 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih pH-jih

Spremljali smo upad AK v raztopinah z r&riimi pH vrednostmi wasovnih tékah 0, 1,
2,4, 24 in 48 ur (Slika 23). Iz podatkov, ki snilo globili z analizo vzorcev, smo dgib
premice s pripadagami enabami in determinacijskimi koeficienti za prvi redakcije
(Preglednica XV). Na Sliki 24 je prikazan pH pro&K pri 25°C.

120
100
g =4—pH=2
v 80
S -
§ 60 \ =de=pH=4
Y +pH=5
S 40 -
S =3i=pH=6
= 20 N ~@®=pH=7
\ —t=pH=8
0 T T T 1 T 1
0 10 20 30 40 50 60
¢as [h]

Slika 23: Vpliv pH na hitrost oksidacije askorbinske kisline (500 mg/L)
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Preglednica XV: Izraéunane en&be premic ter hitrostne konstante 1. reda oksidac§ askorbinske

kisline pri razli &nih pH-jih

pH enaba premice R’ ki [h7] In ks
2 y =-0.0131x + 4.6173 0.9987 0,0131 -4.33514
3 y =-0.0308x + 4.6251 0.9973 0.0308 -3.48024
4 y = -0.0288x + 4.6564 0.9847 0.0288 -3.54738
5 y = -0.0255x + 4.6086 0.9996 0.0255 -3.66908
6 y =-0.0398x + 4.5916 0.999 0.0398 -3.22389
7 y =-0.1749x + 4.6284 0.9976 0.1749 -1.74354
8 y =-0.2107x + 4.6975 0.9969 0.2107 -1.55732

0 .

059 1 2 3 4 5 6 7 gpH 9
-1

In k,
N
(631
N

Slika 24: pH profil askorbinske kisline pri 25°C

4.3.7 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnostikisika, duSika in

svetlobe

Na Sliki 25 je predstavljen upad vsebnosti AK vtogni prepihani s kisikom, v raztopini
prepihani z dusikom, v raztopini izpostavljeni $obt ter v kontrolnem vzorcu, ki je bil

zagiten pred svetlobo in ga nismo prepihovali. Vzoso® shranjevali pri 25°C.
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Slika 25: Upad vsebnosti askorbinske kisline (500 giL) v raztopini prepihani s kisikom, v raztopini
prepihani z dusSikom, v raztopini izpostavljeni svelobi ter v kontrolni raztopini

4.4 STABILNOST ASKORBINSKE KISLINE V PRIPRAVKIH

Na Sliki 26 je predstavljena stabilnost AK v prafskih dopolnilih od A do E ter v

zdravilu F. Raztopine pripravkov smo shranjevailia&°C, pripravili pa smo jih v skladu s
postopkom 3.3.4.
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100
S 80 —&—Pripravek A
4
< =#—Pripravek B
©
:§ 60 ~ == Pripravek C
% ‘\\‘ =>e=PripravekC
) ] .
§ 40 < =¥é=Pripravek D

=@—Pripravek E
20

\ === Pripravek F
0 T T T 4

¢as [h]

Slika 26: Stabilnost askorbinske kisline v vodnih aztopinah pripravkih
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Na Sliki 27 je predstavljena primerjava stabiln@s v pripravkih B, E in F s standardi
AK s koncentracijami 100, 500 in 1000 mg/L.

120

100
g 80
<x( =¢=—Pripravek B (900 mg/L)
o 60 == Standard AK (1000 mg/L)
5 ]
g == Pripravek F (133 mg/L)
§ =>=Standard AK (100 mg/L)
c 40 '
2 Y == Pripravek E (600 mg/L)

20 =0-Standard AK (500 mg/L)

O T T 4* 1
0 20 40 60
¢as [h]

Slika 27: Stabilnost askorbinske kisline v pripravkh B, E in F ter standardov AK s koncentracijami
100, 500 in 1000 mg/L

V Preglednici XVI so navedene deklarirane in delee koncentracije AK v posameznih
pripravkih. Koncentracijo AK smo izéanali iz engbe umeritvene premice, ki smo jo
izdelali kot je opisano v poglavju 3.3.4.

Preglednica XVI: Deklarirane in dolo¢ene koncentracije pripravkov

pripravek| deklarirana koncentracija [mg/lj dolocena koncentracija [mg/L]
A 900 926
B 900 843
C 600 696
C 600 653
D 500 596
E 600 631
F 133 152

Na Sliki 28 je predstavljen upad vsebnosti AK ppavkih E in F, ki sta bila pripravljena z

vrelo vodo, saj je za ta dva pripravka navodiloovajnini dovoljevalo pripravo toplega
napitka.
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Slika 28: Stabilnost askorbinske kisline v pripravkh E in F, ki sta bila pripravljena z vrelo vodo
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5 RAZPRAVA

AK je zelo nestabilna v vodnih raztopinah, medtem je stabilnost AK v trdnih
farmacevtskih oblikah zelo dobra (32-34). AK v mgahi hitro oksidira do
dehidroaskorbinske kisline in naprej do diketoghuice kisline, ki pa ni bioloSko aktivna.
Oksidacijo lahko sprozijo poviSana temperaturapkipH, svetloba, kisik ter prisotnost
kovinskih ionov (33,34). Na stabilnost AK vplivajodi koncentracija AK v raztopini,

morebitni prisotni oksidanti ter medij, v katereenAK raztopljena.

V okviru diplomske naloge smo najprej razvili HPb@&todo za dokanje vsebnosti AK v

stabilnostnih Studijah. HPLC metodo smo nato vedidpo ICH smernicah in jo uporabili
za vrednotenje stabilnosti AK. Raziskovali smo vptigoraj omenjenih dejavnikov na
stabilnost standarda AK v vodni raztopini, prevestho stabilnost AK v pripravkih, ki se

pred uporabo raztapljajo v vodi, ter dé@lotudi vsebnost AK v teh pripravkih.

5.1 RAZVOJ IN OPTIMIZACIJA HPLC METODE

AK je majhna polarna molekula, zaratesar se slabSe zadrzuje na reverzno-faznih
kolonah (33). V okviru razvoja metode smo najpiepmabili reverzno-fazno kolono Luna
C18(2). Volumen injiciranja (10 uL), pretok (1 mLfhter valovna dolzina detekcije (254
nm) so bili enaki pri metodah 1, 2, 3 in 4. Prikisad metod smo spreminjali le delez
organske faze v mobilni fazi (Preglednica lll),sicer od 20 do 0%, saj smo s tem zeleli
poveati zadrzevanje AK na koloni. Kljub temu da so eencijski¢asi (t) AK od metode

1 proti metodi 3 nekoliko podaljSevali, je bilalipvost med AK in topilom zelo slaba. Pri
metodi 4 smo delez organske faze zmanjSali na 086ili3smo zadovoljiv t AK in dobro
lo¢ljivost, vendar takSna sestava mobilne faze prjSdalporabi unii stacionarno fazo
kolone.

Zato smo se odtdli, da preizkusimo Se kolono z bolj polarno sta@mo fazo. TakSna
kolona je Luna NH kjer so amino skupine vezane na slikagel in glut Sibki anionski
izmenjevalec. Zaradi polarnih amino skupin se polanaliti dlje ¢asa zadrzujejo na
koloni (43). Pri metodah 5, 6 in 7 smo zmanjSedaleZ organske faze od 20 do 5%, da bi

poveali zadrzevanje AK na koloni. Glede na prvotno rdetemo prilagodili nekatere
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parametre, in sicer: temperaturo kolone smo ndstevb0°C, pretok mobilne faze znizali
na 0,8 mL/min ter zmanjSali volumen injiciranja dapuL. NaStete parametre smo
spremenili zaradi visokega tlaka na tej koloni, j&i posledica zelo majhnih delcev
stacionarne faze (3um). Retencijskis se je povweval od metode 5 proti metodi 7. Pri
metodi 7 je bil t AK 1,9 minute (Slika 5). Elucijo topila na izbrénikolonah smo
vrednotili preko cisteina, ki se zaradi velike palasti ne zadrzi na koloni in ima 1,1
minute pri metodah 5-7. Metoda 7 je tako zagot&viebro I@ljivost fronte topila in AK,

zato smo jo v nadaljevanju uporabili za vrednotétife.C metode.

5.2 VREDNOTENJE HPLC METODE

V skladu z ICH smernicami za validacijo analiznetode smo preverjali primernost
analizne metode za d¢lanje AK v stabilnostnih Studijah. Priprava vzorav validacijo

je opisana v poglavju 3.3.2, parametri validacgevgpoglavju 3.4.

Validacija je dokumentiran postopek dokazovanjaz keliko stopnjo zaupanja zagotavlja
ustreznost metode, da ta daje zanesljive rezuN&kdacijo moramo izvesti v celoti oz.
delno ob vsaki spremembi analizne metode. Obseigacie je odvisen od kategorije
analizne metode in je podan v smernicah ICH (42)okviru diplomske naloge smo
izvajali validacijo razvite HPLC metode v treh zapdnih dneh. Opredelili smo
selektivnost, linearnost, obrije linearnosti, tdnost in ponovljivost, mejo zaznavnosti,

mejo dola@itev ter stabilnost vzorcev.

Z namenom ustreznega vrednotenja analizne metodevsaice za validacijo pripravljali
v 1 mM EDTA, ki kompleksira kovinske ione. Kovinskbni so namr& znani
destabilizator AK.

Selektivnost analizne metode je njena sposobnastrdlizira tono doladen analit ob
prisotnosti ostalih komponent v vzorcu. Metoda géektivna, kadar so kromatografski
vrhovi na kromatogramu analiziranega vzorca jasiderli in se ne prekrivajo med seboj
(42). Selektivnost analizne metode smo preverndrimerjavo kromatogramov destilirane
vode, 1 mM EDTA, standarda AK ter pripravka Dé¢asu O in 9 dni (Slike 6-10). 1z
kromatograma standarda AK (Slika 8) lahko vidima,icha nas analit pri 1,9 minute.

Ugotovili smo, da se prj haSega analita ne eluira nobena druga komponS8hkag in 7).
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Na kromatogramu pripravka D &su O dni je lepo viden vrh AK (Slika 9), ki pa po
devetih dneh izgine (Slika 10), saj v teéasu vsa AK oksidira. S tem se je naSa metoda
izkazala tudi kot stabilnostno indikativna za vretémje vsebnosti AK v pripravkih, ki so

bili predmet naSe stabilnostne Studije.

Linearnost analizne metode je njena sposobnognaizaj doldgenega obmia zagotavlja
rezultate, ki so neposredno ali posredno (prekoemséga matemghega modela)
premosorazmerni s koncentracijo analita v vzorcineérnost razmerja med obema
spremenljivkama preverimo s potfjo regresijske premice, ki jo dalommo z metodo
najmanjSih kvadratov. Rezultat regresijske angbzemeritvena premica z &t y = bx

+ a (y = odziv, b = naklon premice, x = koncentea&nalita, a = odsek na ordinati).
Korelacijo med odzivom in koncentracijo podajamdeterminacijskim koeficientom €%

ki ima pri popolni linearni povezavi vrednost 1 J42inearnost analizne metode smo
potrdili na osnovi R umeritvenih premic za raztopino AK v 1 mM EDTA. &be
umeritvenih premic in pripadaje koeficiente korelacije smo déib za obmaje od 10
mg/L do 2500 mg/L (Preglednica VI, Slika 11). Zdraostokega razpona koncentracij bi
bila toznost pri nizkih koncentracijah slab3a, zato smoritwene premice ter Rdolozili
tudi za obmdje od 10 mg/L do 100 mg/L (Preglednica VII, Slik&)1Ker je bil R povsod
vedji od 0,999, lahko potrdimo linearnost metode. lam®st smo nato preverili Se za
raztopino AK v destilirani vodi (Slika 13). Dob#imo primerljive rezultate s predhodnimi
z EDTA. Hkrati je tudi tonost metode skozi celotno koncentracijsko ofjealobra
(Preglednica VIII), kar pomeni, da je naSa metodangrna za spremljanje AK v

stabilnostnih Studijah.

Obmaje linearnosti analizne metode je interval med spmdn zgornjo koncentracijo,
znotraj katerega analizna metoda zagotavlja reeutaistrezno natanostjo, t@&nostjo in
linearnostjo. Oliajno se obmige dolcii iz linearnosti in je odvisno od namena metode
(42). Glede na vrednosti determinacijskih koefitoen ki smo jih dolgili, lahko potrdimo
linearnost metode v obmjo med 10 mg/L in 2500 mg/L.

Ponovljivost ali natatnost analizne metode pomeni stopnjo razprSenaatiteeov med
serijo analiz istega homogenega vzorca pod predipisaeksperimentalnimi pogoiji.
Merilo za natatinost sta standardni odmik (SD) in relativha staddardeviacija (RSD).
Tocnost analizne metode izraza ujemanje izmerjenenasdz dejansko vrednostjo (42).
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Za vrednotenje dnevne ponovljivosti irttmsti (Preglednica 1X) smo izbrali tri kontrolne
vzorce AK s koncentracijami 20, 200 in 2000 mg/Lte8i izbranimi koncentracijami smo
pokrili celotho delovno obmige analizne metode. Dnevno ponovljivost metode smo
dolccili s primerjavo stopnje ujemanja odzivov petih gdalk iste koncentracije v enem
dnevu. RSD med odzivi znotraj dneva je znaSal rRalyé9%, kar je Se znotraj dovoljenih
5%. Dolaili smo tudi ponovljivost injiciranja, ki je bilagvpreino 1,08%. Tudi ta rezultat
je ustrezen, saj je manjSi od postavljene zgormggemetih procentov. Povpirea dnevno

to¢nost je bila 103,33+0,34, kar ustreza postavljekinerijem sprejemljivosti (100+5%).

Pri vrednotenju meddnevne ponovljivosti irtriosti (Preglednica X) smo analizirali tri
kontrolne vzorce, pripravljene vsakodnevno tri zapoe dni. Potrdimo lahko meddnevno
ponovljivost, saj najwgi RSD znaSa 2,33%, kar je manj od postavljenegéerija
sprejemljivost. Za naso analizno metodo lahko patodtudi meddnevno tmost, saj je
povpré&na vrednost znaSala 101,85+0,59 in v nobenem puimerpresega postavljenega
kriterija 95-105%.

Meja zaznavnosti je najnizja koncentracija analitpreiskovanem vzorcu, ki jo lahko
zanesljivo zaznamo ¢eno od ozadja pri predpisanih eksperimentalnih plogeendar je

ne moremo tudi kvantitativno ovrednotiti. Meja diitee je najmanjSa koncentracija
analita v preiskovanem vzorcu, ki jo pod predpisaneksperimentalnimi pogoji lahko
kvantitativno ovrednotimo z ustrezncctmstjo in nataénostjo (42). Mejo zaznavnosti in
mejo dol@itve analizne metode smo iztaali iz Engbe5 oziroma iz En&be 6. Ugotovili

smo, da je meja zaznavnosti 1,12 mg/L, meja ddle pa 3,39 mg/L in je niZja od

izbranega delovnega obija metode.

Potrdili smo tudi stabilnost vzorcev med analiz,se koncentracija kontrolnih vzorcev ni
spremenila za wekot 5%. NajviSje odstopanje je bilo pri koncenijig200 mg/L za 3,11%
(Preglednica XI). Ugotovili smo tudi, da je 24 @ @imerertas za shranjevanje raztopine
AK.

Ker so vsi validacijski parametri znotraj postamlfe kriterijev, je metoda primerna za

spremljanje stabilnosti AK, tudi v pripravkih.
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5.3 STABILNOST STANDARDA ASKORBINSKE KISLINE

5.3.1 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih koncentracijah

V literaturi smo zasledili, da je AK v raztopiniasilnejSa pri visjih koncentracijah (33,34).
Da bi preverili to trditev, smo pripravili in anairali sedem raztopin kot je opisano v
poglavju 3.3.3.1 Stabilnost askorbinske kislinerpdlicnin koncentracijah. 1z Slike 14 je

razvidno, da stabilnost AK z nizanjem koncentrapgela. Ugotovili smo, da vsebnost AK
v raztopini s koncentracijo 10 mg/L Ze po eni wdp na 14% zetne vsebnosti, po dveh

urah pa ze vsa AK oksidira. Do koncentracije 200Lnagsidira vsa AK Ze po 24ih urah, v

vzorcih s koncentracijami od 500 mg/L naprej pal€ prisotna Se po petih dneh. Edini

rezultat, ki ni bil v skladu s prakovanji, je koncentracija 200 mg/L po Stirih urah.
Pricakovali smo namgg da bo vsebnost AK glede na’etno vsebnost ¥ga kot je vzorcu

s koncentracijo 100 mg/L.

Za lazjo ponazoritev stabilnosti se uporablja kekaj kinetika. Na osnovi znanega reda
reakcije se dokd konstanta reakcijske hitrosti, ki je merilo stabsti spojine v
obravnavanem sistemu. Za détev reda reakcije oksidacije AK smo iZtmali engbe
premic za 1. in 0. red (Sliki 15 in 16) ter prippd@ determinacijske koeficiente
(Preglednici XII in XII). 1z izra&unanih B je razvidno, da 1. red bolje opisuje kinetiko
oksidacije AK kot 0. red, zato smo se ailip da bomo konstanto reakcijske hitrosti
dolccali po 1. redu. Konstanta reakcijske hitrosti omi@gdkvantitativno vrednotenje
stabilnosti, tako je na primer pri koncentracijiO2smg/L konstanta reakcijske hitrosti 275
krat nizja kot pri koncentraciji 10 mg/L (razvidnp Preglednice XllI), kar pomeni, da

oksidacija AK pri visji koncentraciji poteka pasneje.

5.3.2 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnostrodikovega peroksida

Vodikov peroksid v nasih poskusih ponazarja okdielaki so lahko prisotni v pripravkih z

AK. V prisotnosti oksidantov se AK hitro oksidira diehidroaskorbinske kisline in naprej
do biolosko neaktivne diketoglukonske kisline (33,3Da bi preverili vpliv vodikovega

peroksida na stabilnost AK smo pripravili in analii vzorce, kot je opisano v poglavju
3.3.3.2 Stabilnost askorbinske kisline v prisotneetlikovega peroksida. Ugotovili smo,
da AK v vzorcu s koncentracijo 10 mg/L ter v prismiti 3, 0,3% o0z. 0,03% vodikovega
peroksida ze po desetih minutah popolnoma oksitlr&lik 17 in 18 je razvidno, da je
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viSja koncentracija AK odpornejSa na vodikov perdk¥ raztopini AK s koncentracijo
100 mg/L je v prisotnosti najnizje koncentracijedikmvega peroksida po eni uri prisotnih
Se 15% ze&etne vsebnosti AK, v raztopini s koncentracijo ABOD mg/L pa kar 90%. V
prisotnosti 3% vodikovega peroksida je v raztogikioncentracijo AK 1000 mg/L po eni
uri prisotnih Se 14% zatne vsebnosti AK, pri koncentraciji 100 mg/L pa ZK po 20ih
minutah popolnoma oksidira. Rezultati kazejo, da ssepoviSanjem koncentracije
vodikovega peroksida po¥e tudi hitrost oksidacije AK. Prav tako pa lahkmtayimo, da

nizja koncentracija AK pospesi oksidacijo pri isbncentraciji vodikovega peroksida.

V nadaljevanju diplomskega dela smo se odillloda za prodevanje stabilnosti AK
uporabimo koncentracijo 500 mg/L, saj je AK prijitiZkoncentracijah zelo nestabilna in
oksidira Ze v enem dnevu (Slika 14). Poleg tegaojpre&na koncentracija AK v izbranih

pripravkih, ki smo jih protevali v nadaljevanju, okrog 500 mg/L.

5.3.3 Stabilnost askorbinske kisline v razéinih medijih

Za progevanje stabilnosti AK v razihih medijih smo pripravili in analizirali vzorce po
postopku 3.3.3.3 Stabilnost askorbinske kislin@zlitnih medijih. Rezultati so prikazani
na Sliki 19. Ugotovili smo, da je AK najbolj statél v etanolu. MoZen vzrok za dobro
stabilnost v etanolu bi lahko bila odsotnost kokihdonov, ki katalizirajo oksidacijo AK
(14). Dobra stabilnost AK je tudi v 50% etanolu. @atinih medijev je AK najbolj stabilna
v MiliQ vodi, najmanj pa v vodovodni vodi, saj j@jmerjetneje v vodovodni vodi prisotnih
najvet kovinskih ionov. Po 24ih urah je vsa AK v vodovodnodi Ze oksidirala, medtem
ko je v destilirani vodi prisotnih Se 3%, v MiliQodi pa kar 35% zstne koncentracije
AK. V absolutnem etanolu je v téasovni t@ki prisotnih Se 92% AK, v 50% etanolu pa

80% z&etne koncentracije AK.

5.3.4 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnosteDTA

Zato smo Vv naslednjem koraku preverili stabilnokt AEDTA, ki kompleksira kovinske
ione. Literaturni viri navajajo, da se AK hitrej&sadira v prisotnosti kovinskih ionov, Se
posebej v prisotnosti Gliin F€* (34,36). Dodatek EDTA v raztopino AK povzio
nastanek kelatov med EDTA in kovinskimi ioni, kangjuje oksidacijo AK. V literaturi
najdemo tudi zanimiv podatek, da dodatek EDTA nine winkovit. H. Iwase (36)
navaja, da kompleks EDTA — Fe tmeje oksidira AK kot pa prosto zelezo. Stabilnokt A
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v prisotnosti EDTA smo praevali v skladu s postopkom 3.3.3.4. Na Sliki 2pij&azana

stabilnost AK v prisotnosti EDTA in brez EDTA. Akejzelo dobro stabilizirana ze z
najnizjo koncentracijo EDTA (0,1 mM), saj je po tiveneh v raztopini prisotnih Se
priblizno 98% z&etne vsebnosti AK. V raztopini brez EDTA je v teémmasu ostalo le Se
24% z&@etne vsebnosti AK. Med razhimi koncentracijami EDTA ni bistvene razlike —
vse testirane koncentracije EDTA (0,1 mM, 0,2 mNg &hM, 1 in 3 mM) zelo dobro
stabilizirajo AK. Na osnovi tega lahko zakljmo, da kovinski ioni zelo destabilizirajo AK
in da je Ze najnizja koncentracija EDTA sposobnanfieksirati v mediju prisotne

kovinske ione.

5.3.5 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih temperaturah

Temperatura je eden kinih dejavnikov, ki vpliva na stabilnost AK v raziop(34,36).
Da bi preverili temperaturni vpliv smo pripravih ianalizirali vzorce po postopku 3.3.3.5
Stabilnost askorbinske kisline pri razlih temperaturah. NaSi rezultati so bili v skladu s
pricakovanji: z viSanjem temperature stabilnost AK pd&sika 21). Pri 4°C poteka
oksidacija 4 krat ptasneje kot pri 25°C, medtem ko je pri 40°C hitlstidacije priblizno

2 krat viSja kot pri 25°C (Preglednica XIV). Arrhasova en&ba podaja odnos med
temperaturo in hitrostjo kedmne reakcije in je osnova pospeSenih testov stadiilng®
poma:jo ekstrapolacije Arrheniusove premice lahko kierei eksperimente pri povisSani
temperaturi prenesemo na niZje temperature, karabpamo pri metodi umetnega
staranja. Tudi nas je zanimala Arrheniusova odwsinitrosti oksidacije od reciptne
absolutne temperature, zato smo darali konstante hitrosti oksidacije za 1. red rgakc
za posamezne temperature, njihove naravne logar(tPneglednica XIV) in narisali
Arrhrniusov graf (Slika 22). 1z naklona premice smdolcili aktivacijsko energijo
oksidacije, ki za AK znaSa 41 kJ/mol. Ta rezuletugema s podatki iz literature (32). Iz
Slike 22 je razvidno, da je med temperaturo inostip oksidacije AK relativno dobra
korelacija, saj je Rblizu vrednosti 1.

5.3.6 Stabilnost askorbinske kisline pri razknih pH-jih

.....

namré nastaja askorbat, iz njega pa dehidroaskorbinskaliketoglukonska Kkislina
(34,36). Poleg tega pH vpliva na oksidacijo z nepdsim vplivom na redoks potencial

oksidirajaiih snovi. Pri viSjem pH je niZji redoks potencial $ tem véja okZutljivost na
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oksidacijo (35). Za praievanje stabilnosti AK pri razinih pH-jih smo pripravili vzorce
kot je opisano v poglavju 3.3.3.6. NaSi rezultatbgdi v skladu z literaturnimi podatki, kar
je razvidno iz Slike 23, kjer lahko vidimo, da stabst AK z nizanjem pH naraa.
Kvantitativno smo ovrednotili stabilnost AK pri d&nih pH-jih s poméjo konstant
reakcijske hitrosti, ki so podane v pH profilu (&li24). Stabilnost AK se po¥gie v
naslednjem vrstnem redu: pH 8 <pH 7 <pH 6 <pHdBH 4 <pH 5 < pH 2. AK je
najbolj stabilna pri pH 2, kar se ujema tudi zrhtiirnimi podatki (36).

5.3.7 Stabilnost askorbinske kisline v prisotnostikisika, duSika in

svetlobe

Pri oksidacijah sta pomembna dejavnika destabijeandi kisik in svetloba. AK je
dovzetna za razgradnj®e jo izpostavimo dnevni ali UV svetlobi. AK se priaako hitro
oksidira v prisotnosti kisika (34,36). DusSik iz tegine in atmosfere nad njo izpodrine
kisik in tako prepré& oksidacijo. Za protevanje vpliva kisika, duSika in svetlobe na
stabilnost AK smo pripravili vzorce kot je opisan@oglavju 3.3.3.7. NaSi rezultati (Slika
25) so bili v skladu s pfakovanji in so pokazali, da prisotnost kisika znsangtabilnost
AK v raztopini, prav tako se stabilnost AK v razitipzmanjSa,ce je izpostaviljena
svetlobi. 1z Slike 25 je razvidno, da ima svetlahanjSi vpliv na stabilnost AK kot kisik.
Po enem dnewvu je bilo v raztopini AK, ki je bilgpastavljena svetlobi, prisotnih Se 52%
zaetne vsebnosti AK, v raztopini prepihani s kisikpanle 5%. Raztopina AK, ki smo jo
prepihovali z duSikom, je bila po pakovanjih bolje stabilna kot raztopina prepihana s
kisikom. Ugotovili smo tudi, da sta kontrolna rgaitta in raztopina prepihana z dusikom
podobno stabilni. Ptakovali smo, da bo raztopina prepihana z duSikom giabilna.
Izvedba eksperimenta s prepihovanjem z duSikafith@ ni bila optimalna, saj je

najverjetneje prislo do vdora kisika v epico z ogaho AK.

5.4 STABILNOST ASKORBINSKE KISLINE V PRIPRAVKIH

Znano je, da je AK zelo dobro stabilna v trdnempdnih raztopinah pa je njena stabilnost
slabsa (35). AK je v pripravkih na trgudmeoma v trdni obliki (tablete, Sume tablete,
praski), vendar je potrebno nekatere pripravke maudim zauZzitiem raztopiti v vodi. V
nasi diplomski nalogi smo Zeleli preveriti ali piapa raztopin za jemanje teh pripravkov
vpliva na stabilnost AK. Zanimala nas je stabiln@kt v pripravkih, ki jih po navodilu na

ovojnini pripravimo pred jemanjem (na primer: Swméableto raztopimo v kozarcu vode),
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in jih nekaj¢asa pustimo stati (pripravka ne popijemo takoj)nekaterih pripravkih z AK
je na ovojnini navedeno, da se lahko pripravijo kt#tden ali topel napitek, zato smo
simulirali tudi te pogoje in preveriti ali poviSat@mperatura vpliva na stabilnost AK v teh
pripravkih. Ker zakonodaja na podjo prehranskih dopolnil (pripravki od A do E so
prehranska dopolnila) ne zahteva ustreznega nadzakavosti in vsebnosti, nas je
zanimala tudi vsebnost AK v izbranih izdelkih. Veebt smo dolali z metodo, ki smo jo

razvili in validirali v okviru diplomske naloge.

Stabilnost AK v pripravkih smo spremljali kot jeisano v poglavju 3.3.4. Na Sliki 26 so
prikazani rezultati stabilnostne Studije. Ugotogiino, da je AK najstabilnejSa v pripravku
B z deklarirano koncentracijo AK 900 mg/L. Po dwlieh je bilo v pripravku B prisotnih
Se 83% z&etne vsebnosti AK. AK je dobro stabilna tudi v pagkih C in C s
koncentracijo AK 600 mg/L. Né&etrtem mestu po stabilnosti AK je pripravek D, kjer
deklarirana koncentracija AK 500 mg/L. AK v pripkavA s koncentracijo AK 900 mg/L
je docasovne toke 24 ur stabilnejSi od AK v pripravku D, po enenedu pa vsebnost AK
v pripravku A hitro pade. Po 48ih urah je tako ippavku D prisotnih Se 60%, v pripravku
A pa le 46% z&etne vsebnosti AK. Najnizja deklarirana koncenjea8K (133 mg/L) je v
pripravku F, kjer je AK presenetljivo stabilna, gajpo enem dnevu vsebnost AK Se vedno
dobrih 58% z&etne vsebnosti. Najslabsa stabilnost AK je v prikwa E, kjer je
deklarirana koncentracija AK 600 mg/L. [@asovne tdke 4 ure vsebnost AK hitro pada
do 40% za&etne vsebnosti, nato pa v naslednjih dvajsetih yratle na 1% zatne
vsebnosti. Na Sliki 26 lahko wasovnih tékah 1 in 2 uri opazimo, da pri nekaterih
pripravkih pride do porasta vsebnosti AK. Najvergge gre tukaj za izhlapevanije topila ali

pa za eksperimentalno napako.

Zgornji rezultati kazejo, da stabilnost AK v prigkéh po raztapljanju v vodi v sploSnem ni
problematina. Vsebnost AK v pripravkih, ki so bili pripravijeza jemanje, je bila tudi po
Stirih urah Se vedno zelo visoka. V povfjteje bila vsebnost AK v tajasovni t@ki 95%
glede na z&tno vsebnostie izvzamemo pripravek E, ki po stabilnosti AK edidistopa,
kar je razvidno tudi iz Slike 26. Zakfjimo lahko, da je AK v izbranih pripravkih po

ustrezni pripravi za jemanje zelo stabilna tddipripravka ne zauzijemo takoj po pripravi.
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Ce primerjamo stabilnost AK in deklarirano konceoij@ AK v pripravkih, lahko
ugotovimo, da pripravki z isto deklarirano koncewstjo nimajo enake stabilnosti. TakSen
primer sta pripravka A in B, s koncentracijo AK 96®)/L. Vsebnost AK je d@asovne
tocke 4 ure primerljiva, ¥asovnih tékah 24 in 48 ur pa se vsebnost AK bistveno raztikuj
— AK v pripravku B je stabilnej3a. Pripravki C,in E imajo deklarirano koncentracijo AK
600 mg/L. Vsebnost AK v pripravkih C i@ je skozi celotnotasovno obmge zelo
podobna, medtem ko je vsebnost AK v pripravku Egimpma drugéna, ¢eprav bi zaradi
iste koncentracije prfakovali podobno vsebnost. Najverjetneje je vzrokezeazlike sama

sestava pripravkov, ki vpliva na stabilizacijo a@nra destabilizacijo AK.

Na Sliki 27 je prikazana Se primerjava med priprd&kE, F in standardi AK s podobnimi
koncentracijami, kot so v pripravkih. Opazimo lahkda je AK v pripravku B s
koncentracijo AK 900 mg/L stabilnejSa od standaAia s koncentracijo 1000 mg/L.
Pripravek F (133 mg/L) ima sicer nekoliko viSjo kentracijo AK kot standard AK (100
mg/L), vendar je AK veliko bolj stabilna v priprawvlk~. Pri pripravku E (600 mg/L) in
standardu s koncentracijo 500 mg/L bi zaradi podokoncentracije AK piakovali
podobno stabilnost, vendar je AK v pripravku E mstgbilna kot standard. Zanimivo je,
da je pripravek E deklariran kdétsta askorbinska kislina, brez drugih dodatkov, jear
verjetno tudi razlog, da po stabilnosti AK odstopd drugih pripravkov (Slika 26).
Ugotovili smo, da je AK v pripravkih (z izjemo prgvka E) bolj stabilna kot pa standard
AK. Vzrok je sestava pripravkov, saj nekateri polel§ vsebujejo Se druge vitamine,

minerale in ostale snovi, ki lahko stabilizirajo AK

Za konec smo pripravka E in F pripravili z vrelodeo saj navodilo na teh dveh izdelkih
dovoljuje pripravo hladnega ali toplega napitkamperatura vode za pripravo v navodilu
ni bila definirana, zato smo se odlg da bomo uporabili vrelo vodo. S tem smo Zeleli
simulirati realno situacijo, ko si na primer prieptadu in gripi pripravimaaj in van;
umeSamo viEko pripravka F. Slika 28 prikazuje stabilnost Apupravkih E in F, ki sta
bila pripravljena z vrelo vodo. Ugotovili smo, daAK v teh dveh pripravkih tudi v vreli
vodi relativno dobro stabilna, predvsem v pripravky ki ima sicer zelo nizko

koncentracijo AK (133 mg/L). Po tridesetih minutéb, sta se viéa napitka shladila do te
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mere, da bi ju lahko popili, je bilo v pripravku pFisotnih Se 99% zatne vsebnosti AK, v
pripravku E (600 mg/L) pa 90%. Vsebnost AK v priykin E in F se torej tudi v vio

vodi ne zniza bistveno, medtem ko pri standardu $\Koncentracijo 500 mg/L in pri
temperaturi 60°C vsebnost AK po eni uri pade na z486tne vsebnosti (Slika 21). Tudi

ta rezultat kaze, da ima sestava pripravkov pomemingo pri stabilizaciji AK.
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6 SKLEP

V okviru diplomske naloge smo razvili analizno nap ki je primerna za vrednotenje
askorbinske kisline, tudi v pripravkih. To smo mhlirz vrednotenjem metode, kjer smo
dokazali, da je metoda selektivha, linearna v ajmod 10 do 2500 mg/L, daje natae
in to¢ne rezultate. Meja zaznavnosti metode je 1,12 mgkja dolgitve pa 3,39 mg/L in

je nizja od izbranega delovnega ohfjaometode.

Ugotovili smo, da lahko hitrost oksidacije askodka kisline v raztopini zelo dobro
opiSemo s 1. redom reakcije. Z redom reakcije ktatitno ovrednotimo stabilnost AK.
Stabilnost askorbinske kisline v raztopini se poye s poviSanjem koncentracije.
NajstabilnejSa je bila raztopina s koncentracijld@5mg/L, najmanj pa raztopina s
koncentracijo 10 mg/L. Zanimivo bi bilo préti, ¢e obstaja zgornja koncentracija

askorbinske kisline, nad katero se stabilnostneepovéuije.

Rezultati kazejo, da se s poviSanjem koncentrampikovega peroksida pov& hitrost
oksidacije askorbinske kisline. Prav tako pa smmtangli, da nizja koncentracija

askorbinske kisline pospesi oksidacijo pri isti &entraciji vodikovega peroksida.

Stabilnost askorbinske kisline je odvisna tudi odter medija, v katerem je raztopljena.
Najbolj je stabilna v absolutnem etanolu, nekolkanj v 50% etanolu. V vodnih medijev
je najbolj stabilna v MiliQ vodi, manj v destilirawodi, najmanj pa v vodovodni vodi.

Ugotovili smo, da ze nizke koncentracije EDTA (Gvimol/L) zelo dobro stabilizirajo
askorbinsko kislino v raztopini. Med ragiimi testiranimi koncentracijami EDTA (do 3

mmol/L) ni bistvene razlike v stabilizaciji.

Askorbinska kislina je najbolj stabilna pri 4°C jmanj pa pri 60°C. Aktivacijska energija
oksidacije askorbinske kisline je 41 kJ/mol. Stabét askorbinske kisline je v skladu z
Arrheniusovo engo, kar pomeni, da velja premosorazmernost meddtytr oksidacije in

temperaturo.

pH vrednost medija vpliva na stabilnost askorbindkisline. Najveja stabilnost

askorbinske kisline je pri pH 2, najmanjSa pa ptig
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Kisik ima veji vpliv na destabilizacijo askorbinske kisline kstetloba. Prepihovanje
raztopine z dusikom ni povalo stabilnosti askorbinske kisline v primerjavkantrolnim

vzorcem.

Stabilnost askorbinske kisline v pripravkin po egdjanju v vodi ni problematna.
Askorbinska kislina je v testiranih pripravkih, &0 pripravljeni za jemanje, bolj stabilna
kot v raztopinah standarda s podobnimi koncentxagij Askorbinska kislina v pripravkih
z isto deklarirano koncentracijo ne izkazuje enakabilnosti. Stabilnost askorbinske
kisline v raztopinah pripravkov ni odvisna od koniracije askorbinske kisline, ampak
najverjetneje od sestave. Vsebnost askorbinska&iske v pripravkih E (600 mg/L) in F
(133 mg/L) po pripravi z vrelo vodo po tridesetilinotah spremeni le za 10 oziroma 1%
glede na z&tno vsebnost, kar je bistveno manj kot v oblikztopine standarda s
koncentracijo 500 mg/L (znizanje na 74%eame AK pri 60°C v eni uri).
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