Oznaczanie kwasu askorbinowego w preparacie farmaceutycznym
Instrukcja opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska
1. Wstep

Elektroforeza kapilarna (CE) charakteryzuje si¢ wysoka sprawnoscig rozdzielania
zwigzkow obdarzonych tadunkiem w bardzo matej objetosci probki, w stosunkowo krotkim
czasie analizy, przy wykorzystaniu minimalnej iloéci odczynnikéw. Niestety technika ta nie

znajduje zastosowania do rozdzielania czastek obojetnych, co jest jej pewnym ograniczeniem.

Rozwigzaniem okazala si¢ opracowana w 1984 roku przez prof. Terabe micelarna
elektrokinetyczna chromatografia (MEKC). Zasada tej techniki opiera si¢ na zyskaniu
pozornej ruchliwosci elektroforetycznej przez obojetny analit w trakcie oddzialywania
z micelg. Czasteczki takie migruja w polu elektrycznym z takg sama jak micela predkoscia,
ktora jest determinowana przez wspoOlczynnik podzialu analitu migdzy faze micelarng
1 otaczajaca faze wodna. W praktyce oznacza to niewielkg modyfikacje metody w poréwnaniu
do Kkapilarnej elektroforezy strefowej (CZE). Do elektrolitu podstawowego (BGE)
stosowanego w CZE wystarczy doda¢ substancji  powierzchniowo  czynnej,
a najpowszechniejszym zwigzkiem stosowanym w tym celu jest dodecylosiarczan sodu
(SDS). Utworzone micele mozna poréwna¢ do fazy stacjonarnej w chromatografii, dlatego
nazywa si¢ je faza pseudostacjonarng. Hydrofilowe fragmenty miceli, utworzonych przez
wprowadzenie do wody odpowiedniej ilosci substancji powierzchniowo czynnych,
zorientowane s3 na zewnatrz do $rodowiska wodnego. Micele SDS poprzez swoj duzy
tadunek ujemny wykazujg odpowiednig do posiadanego tadunku ruchliwo$¢ w kierunku
przeciwnym do przeptywu elektroosmotycznego (EOF), a wigc do anody. Micele oddziatujac
z analitami hydrofobowo oraz elektrostatycznie wedruja do katody z predkosciag mniejsza niz
EOF, gdyz migracja miceli jest mniejsza niz EOF w alkaliczym 1 obojetnym Srodowisku.
Czas migracji analitu jest tym dluzszy im silniej oddzialuje on z micela, gdyz hamuje ona
jego wedrowke z EOF, natomiast anality nieoddzialujace z micelami migruja razem z EOF.

Schemat takiej separacji sktadnikow probki przedstawiono na ponizszym rysunku.
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Separacja sktadnikow probki za pomocg MEKC z wykorzystaniem anionowych srodkow
powierzchniowo czynnych [1]

Powyzsze rozwazania wskazuja na fakt, iz MEKC jest technika pozwalajacg na rozdzielenie
obojetnych sktadnikéw probki, jednak umozliwia ona tez selektywna separacje zwigzkow
jonowych. Na migracjc w MEKC wplyw ma gléwnie hydrofobowos¢, ale na rozdzielenie
analitow w tej technice wpltyw majg takze stosunek ladunku do masy oraz oddzialywania

migdzy tadunkami.

Waznym terminem, ktory nie pojawia si¢ w CZE, jest tak zwane okno czasowe
(to — time)- Czas migracji oddzialujacego z micelg analitu (t,) znajduje si¢ pomigdzy czasem
migracji zwigzku, ktory nie oddziatuje z micelg lub oddzialuje w bardzo nieznaczny sposéb
(na przyktad metanol) a czasem migracji zwigzku, ktory oddziatuje z micela catkowicie (t,,.)
(moze by¢ to Sudan III, Sudan IV lub siarczan chininy). Opisane okno czasowe przedstawia

elektroforegram na rysunku ponizej.
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Elektroforegram przedstawiajacy okno czasowe w MEKC [1]

MEKC jest narzedziem analitycznym pozwalajacym na oznaczanie witaminy C
rozpuszczonej w wodzie. Gtownym biologicznie aktywnym zwigzkiem witaminy C jest kwas
askorbinowy (AA), ktorego nazwa pochodzi od jego wtasciwosci zapobiegania szkorbutowi,
ktéry w historii byt bardzo powszechnie spotykang chorobg u 0s6b z niedoborem witaminy C.
Obecnie nie notuje si¢ czestych przypadkow zachorowania na tg przypadios¢ ze wzgledu na
szeroki dostgp do Swiezych owocow 1 warzyw. AA jest zwigzanym 2z glukoza
szescioweglowym zwigzkiem. W stanie suchym jest bezwonnym, krystalicznym cialem
statym w postaci ptytek lub igiet, o kwasnym smaku i barwie od bialej do bladozottej
(ciemnieje stopniowo pod wptywem $wiatla). Jego czgsteczka jest hydrofilowa, ze wzgledu
na wystepujace w strukturze ugrupowania hydroksylowe, przez co dobrze rozpuszcza si¢
w wodzie, jak i rozcienczonych alkoholach. Wartos¢ pH 2% roztworu wodnego AA miesci
si¢ w przedziale od 2,4 do 2,8. Na kwasowy charakter tego zwigzku ma wptyw obecnos¢
ugrupowania endiolowego pomiedzy atomami wegla C-2 i C-3, co mozna zauwazyé we

wzorze tego zwigzku przedstawionym na ponizszym rysunku.
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Kwas L-askorbinowy- wzoér strukturalny

Wsrdd funkeji biologicznych witaminy C mozna wyr6zni¢ potencjal w zapobieganiu
zachorowan na nowotwory i leczeniu ich, korzystny wplyw na uktad odpornosciowy
i oddechowy, wspomaganie procesu uczenia i pamieCi 0raz pozytywny wplyw na stan
psychiczny. AA uczestniczy takze w syntezie kolagenu, czy pomaga podczas zabiegdéw
kardiologicznych. Witamina C bierze tez udziat w przemianach niektoérych lekoéw, na
przyktad zwigzkéw aromatycznych, steroidoéw, thuszczow, miedzy innymi wspomaga
powstawanie kwasow zofciowych z cholesterolu, wspomaga réwniez gojenie si¢ ran,
utrzymanie ci$nienia tetniczego na prawidlowym poziomie i higien¢ dzigset. Bardzo wazna
funkcja witaminy C jest tez obnizenie poziomu cukru w stanach hiperglikemii, czy na czczo

u 0sob chorych na cukrzyceg.

Powszechnie wiadomo, ze witamina C wystgpuje w owocach, warzywach oraz
ziotach, jednak mozna ja tez znalez¢ w migsie oraz nabiale. Zawarto§¢ AA moze rozni¢ si¢
w tych produktach w zaleznosci od gatunku, pochodzenia, pory roku, warunkéw
meteorologicznych, sposobu przygotowania, czy nawet warunkéw przechowywania. AA
charakteryzuje si¢ niskg trwatoscia w podwyzszonej temperaturze, stad nalezy zwrdcié
szczegblng uwage na sposob przygotowania potraw, aby unikng¢ strat witaminy C podczas

obrobki termiczne;.
2. Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest sporzadzenie krzywej kalibracyjnej dla kwasu askorbinowego
oraz analiza ilo$ciowa probki preparatu farmaceutycznego za pomoca MEKC z detekcja
UV-Vis oraz poréwnanie otrzymanej zawartosci witaminy C z wartoscia deklarowang przez

producenta.



3. Odczynniki i aparatura

- aparat do elektroforezy kapilarnej HP*°CE z detektorem DAD,

- pipety automatyczne,

- probdéwki polipropylenowe o pojemnosci 1,5 ml,

- SDS o stezeniu 0,2 mol/l w buforze boranowym o stezeniu 0,03 mol/l oraz pH 8,25,

- roztwor standardowy kwasu L-askorbinowego o stezeniu 3 mg/ml,

- preparat farmaceutyczny zawierajagcy witaming C,

- woda dejonizowana.

4. Wymagane SrodKi ostroznosci:

v
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W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.
Roztwordw nie nalezy wdychac i pipetowaé ustami.

Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):

Dodecylosiarczan sodu: - F Produkt wysoce tatwopalny R11, Xi Produkt draznigcy;
R37/38/41, Xn Produkt szkodliwy; R22.

Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skora: spluka¢ duza iloscig wody z mydtem.

- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duzg iloscig wody, przy szeroko otwartej
powiece.

- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

w przypadku potknigcia NIE prowokowaé wymiotéw. Nieprzytomnej osobie nigdy

nie podawac nic doustnie. Wypluka¢ usta wodg. Zasiggna¢ porady medyczne;.



5. Wykonanie ¢wiczenia:

1. Sporzadzenie krzywej kalibracyjnej:

W probdéwkach polipropylenowych przygotowaé roztwory kwasu L-askorbinowego
o stezeniach 0,035, 0,12, 0,18, 0,25 oraz 0,35 mg/ml w objetosci 1 ml, wykonujac
odpowiednie rozcienczenia roztworu Standardowego kwasu L-askorbinowego o st¢zeniu

3 mg/ml.

Podda¢ analizie -elektroforetycznej roztwory krzywej kalibracyjnej wykorzystujac

zoptymalizowane warunki elektroforetyczne:
- kapilara krzemionkowa o wymiarach 64,5 cm x 75 pm,
- 0,03 mol/l bufor boranowy o pH 8,25 z dodatkiem 0,2 mol/l SDS,

- hydrodynamiczne wprowadzenie probki poprzez przylozenie ci$nienia 16 mbar przez

10 sekund,

- przyktadane napigcie w celu rozdzielenia 25 kV,
- temperatura kapilary 22°C,

- analityczna dlugo$¢ fali podczas detekcji 266 nm.

Z otrzymanych elektroforegramow odczyta¢ wysokosci 1 pola powierzchni sygnatow

analitycznych (pikow).

2. Przygotowanie probki preparatu farmaceutycznego:

Zwazy¢ 3 tabletki preparatu z witaming C, kazdg z nich rozetrze¢ w mozdzierzu, a nastgpnie
odwazy¢ trzykrotnie po 1 mg powstalego proszku. Proszek rozpuscic w 1 ml wody
dejonizowanej oraz odwirowac¢ przy 11000 obrotdw/min, pobra¢ ciecz znad osadu i1 przenies$¢

do probowki polipropylenowej. Tak przygotowane probki rozcienczy¢ trzykrotnie.

Probki suplementu podda¢ analizie elektroforetycznej w wyzej opisanych warunkach.

Odczyta¢ wysokosci i pola powierzchni otrzymanych pikow.



6. Opracowanie wynikow

a) Metoda najmniejszych kwadratoéw wykresli¢ krzywa kalibracyjng, wyznaczy¢ jej rownanie

oraz wspotezynnik korelacji R,

b) Wyliczy¢ dokladno$¢ (wyrazong odzyskiem) dla poszczegélnych stezen krzywej
kalibracyjnej.

c) Oznaczy¢ zawartos¢ kwasu L-askorbinowego w probce preparatu farmaceutycznego oraz
po przeliczeniu na zawartos¢ w 1 tabletce porownaé¢ z wartoScig deklarowang przez

producenta.
d) Skomentowa¢ uzyskane wyniki.
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