Cwiczenie

Oceny poziomu czystosci kofeiny - zanieczyszczenie teobroming, teofiling oraz
zanieczyszczeniami indywidualnie nieokreslonymi (substancje pokrewne)

Cwiczenie polega zbadaniu substancji pokrewnych
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Badanie wykonuje sie metoda HPLC, stosujagc podane ponizej parametry
rozdzielenia:

Roztwdr badany. Rozpusci¢ 0,100 g substancji badanej w fazie ruchomej i uzupemic faza
ruchoma do 50,0 ml. Uzupeini¢ 1,0 ml tego roztworu fazg ruchomg do 10,0 ml.

Roztwdr poréwnawczy. Uzupemic 2,0 ml roztworu badanego faza ruchomg do 100,0 ml.

Uzupetni¢ 1,0 ml tego roztworu faza ruchomg do 10,0 ml.

Kolumna:

- wymiary: dtugos$¢ 0,25 m, Srednica wewnetrzna 4 mm,

- faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
zwigzany na koncu OD (5 pm).

Faza ruchoma: zmiesza¢ 17 objetoSci acetonitrylu do chromatografii OD i 83 objetosci

wody OD.

Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min.

Detekcja: spektrofotometr przy 275 nm.

Wprowadzenie: 10 pl.




OKkreslic poziom zanieczyszczenia Kkofeiny teobroming i teofiling oraz
Zanieczyszczeniami indywidualnie okreslanymi lub indywidualnie
nieokreslanymi

Oznaczenie poziomu zanieczyszczen w badanych seriach (1-3).

Wykona¢ chromatogramy:
e proby Slepej - rozpuszczalnikow
¢ po 1roztworze badanym (seria 1-3)
¢ 3 roztwory poréwnawcze
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Rycina 1. Chromatogram $lepej proby - fazy ruchome;.



Wyniki analizy serii
SERIA 1

Rycina 2. Chi‘omatogram Badénej serii 1.

Tabela 1. Wyniki oznaczania serii 1

Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height | Amount
Min mAU*min mAU % % n.a.

1 X 0,593 0,053 0,562 0,06 0,07 n.a.

2 y 1,217 0,016 0,198 0,02 0,03 n.a.

3 Z 1,400 0,018 0,405 0,02 0,05 n.a.

4 teobromina 2,570 0,224 2,948 0,24 0,39 n.a.

5 teofilina 2,983 0,090 1,002 0,10 0,13 n.a.

6 kofein 4,133 94,694 756,020 99,58 99,33 n.a.

Total: 95,096 761,135 100,00 100,00

SERIA 2

Rycina 3. Chromatogram badanej serii 2.

Tabela 2. Wyniki oznaczania serii 2

Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height | Relative Area | Relative Height | Amount

Min mAU*min| mAU % % n.a.

1 zZ 1,400 0,025 0,551 0,03 0,07 n.a.

2 teobromina 2,567 0,150 1,845 0,16 0,25 n.a.

3 teofilina 2,983 0,119 1,251 0,13 0,17 n.a.

4 kofein 4,130 94,672 | 732,580 99,69 99,50 n.a.

Total: 94,967 736,227 100,00 100,00
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SERIA 3

Rycina 4. Ch-romatogram Badanej serii 3.

Tabela 3. Wyniki oznaczania serii 3

Integration Results

No. Peak Name Retention Time Area Height | Relative Area | Relative Height | Amount
Min mAU*min | mAU % % n.a.

1 y 1,180 0,153 1,539 0,16 0,21 n.a.

2 zZ 1,403 0,031 0,479 0,03 0,07 n.a.

3 teobromina 2,517 0,061 0,903 0,06 0,13 n.a.

4 teofilina 2,980 0,043 0,431 0,04 0,06 n.a.

5 kofein 4,130 97,169 | 713,164 99,70 99,53 n.a.

Total: 97,458 716,516 100,00 100,00

Zadanie 1.

Obejrze¢ chromatogramy roztwordw badanych, odczyta¢ wartosci czasOw retencji
substancji badanej (kofeiny) i zanieczyszczen (teobrominy i teofiliny oraz
zanieczyszczen indywidualnie nieokreSlanych); obliczy¢ retencje  wzgledna
w odniesieniu do kofeiny.

Wyjasni¢ znaczenie wyznaczania retencji wzglednej, jakie parametry moga miec
wplyw na wartosci retencji wzglednej?

Tabela 4.

Czasy retencji oraz retencja wzgledna substancji badanej i zanieczyszczen

Nazwa zwigzku tr [min] Retencja wzgledna

Kofeina

Teofilina

Teobromina

Zanieczyszczenie X

Zanieczyszczenie Y

Zanieczyszczenie Z




Zadanie 2.
Obliczy¢ stezenie kofeiny w roztworze poréwnawczym, przygotowanym z roztworu

badanego (warto$¢ nominalna 100%).

Roztwdr badany. Rozpusci¢ 0,100 g substancji badanej w fazie ruchomej i uzupemhic faza

ruchoma do 50,0 ml. Uzupetni¢ 1,0 ml tego roztworu fazg ruchoma do 10,0 ml.

Roztwdr poréwnawczy. Uzupethic 2,0 ml roztworu badanego fazg ruchomg do 100,0 ml.

Uzupetni¢ 1,0 ml tego roztworu faza ruchoma do 10,0 ml.

Odpowiedz: ............ %
Zadanie 3.
e Obejrze¢ chromatogramy roztworéw poréwnawczych, odczytac pole powierzchni
i piku kofeiny i wyliczy¢ warto$¢ Srednia

e (Chromatogram roztworu poréwnawczego — wazne aby wykona¢ 3 oznaczenia
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Rycina 5. Chromatogram roztworu poréwnawczego (1); pole powierzchni kofeiny wynosi

0,200.
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Rycina 7. Chromatogram roztworu poréwnawczego (3); pole powierzchni kofeiny wynosi

0,204

Pole powierzchni piku kofeiny o stezeniu ...... wartos¢ $rednia .......



Zadanie 4.
Obliczy¢ zawarto$¢ teobrominy i teofiliny w badanych seriach kofeiny oraz
zaproponowac limity zanieczyszczen.

Wyniki badania serii 1-3

Nr Teobromina Teofilina Suma
serii zanieczyszczen
Pole Zawarto$¢ Pole Zawarto$¢ [%]
powierzchni [%] powierzchni [%]

1 0,224 0,090

2 0,150 0,119

3 0,061 0,043
Zanieczyszczenia indywidualnie nieokreslane seria 1

X 0,053 - - -

Y 0,016 - - -

Z 0,018 - - -
Zanieczyszczenia indywidualnie nieokreslane seria 2

X - - - - -

Y - - - - -

Z 0,025
Zanieczyszczenia indywidualnie nieokreslane seria 3

X - - - - -

Y 0,153

Z 0,031

Ktére z zanieczyszczen indywidualnie nieokre$lanych nalezy uwzgledni¢ w badaniu

profilu zanieczyszczen i dlaczego?, a ktére mozna poming¢?

Wartosci graniczne:

- teofilina: nie wiecej niz powierzchnia piku gtéwnego na chromatogramie roztworu
poréwnawczego (0,2%)

—teobromina: nie wiecej niz powierzchnia piku gtdbwnego na chromatogramie roztworu
poréwnawczego (0,2%)

—zanieczyszczenia indywidualnie nieokreslane: dla kazdego zanieczyszczenia, nie wiecej
niz 0,5-krotnosci powierzchni piku gléwnego na chromatogramie roztworu
poréwnawczego (a) (0,10%),

- suma zanieczyszczen: nie wiecej niz 1,5-krotnosci powierzchni piku gtéwnego
na chromatogramie roztworu poréwnawczego (a) (0,3%),

- wartos¢ 0,25-krotno$¢ powierzchni piku gtéwnego

graniczna  pominiecia:

na chromatogramie roztworu poréwnawczego (a) (0,05%).



Zadanie 5.

Sprawdzenie wspoétczynnikéw odpowiedzi detektora

W oznaczaniu stosowano detektor spektrofotometryczny, a wyniki odnoszono do
piku kofeiny, zatem konieczne jest sprawdzenie czy wspotczynnik odpowiedzi
detektora miesci sie w granicach 0,8 do 1,2 dla teobrominy i teofiliny
w odniesieniu do kofeiny.

Dlaczego takie badanie sie wykonuje, czy mozna przeprowadzi¢ analize w inny
sposdb?

Jezeli dla danego zanieczyszczenia przygotujemy roztwor porownawczy
zawierajacy dane zanieczyszczenie, w tym przypadku teobromine i teofiline.

Jezeli nie, nalezy sprawdzi¢ czy odpowiedzi detektora s3 takie same, mozemy
to zrobi¢ w dwojaki sposob, albo przygotowa¢ krzywe wzorcowe w zakresie
stezen roztworu porownawczego albo przygotowa¢ roztwory zanieczyszczen
i substancji badanej o nominalnym stezeniu 0k.0,2% w odniesieniu do roztworu

badanego i takie roztwory nastrzykna¢ 6 razy.

Przygotowac¢ roztwory do krzywej wzorcowej w zakresie od 10% do 150%

wartosci nominalnej (0,2%).



Zadanie 6.

Wyznaczy¢ krzywe wzorcowe dla substancji badanej i zanieczyszczen indywidualnie

okreslanych w zakresie stezen 10-150% roztworu poréwnawczego (0,2% = 0,0004

mg/ml).

Wykonanie oznaczenia.

Rozpusci¢ ok. 0,060 g substancji badanej (kofeiny, teobrominy, teofiliny) w fazie

ruchomej i uzupetni¢ fazg ruchoma do 100,0 ml. Uzupemic¢ 1,0 ml tego roztworu faza

ruchoma do 100,0 ml (roztwér A).

Odmierzy¢ kolejno:

1.1,0 ml roztworu A + 0,0 ml wody
2.0,8 ml roztworu A + 0,2 ml wody
3.0,67 ml roztworu A + 0,33 ml wody
4.0,6 ml roztworu A + 0,4 ml wody
5.0,53 ml roztworu A + 0,47 ml wody
6.0,47 ml roztworu A + 0,53 ml wody
7.0,40 ml roztworu A + 0,60 ml wody
8.0,33 ml roztworu A + 0,67 ml wody
9.0,27 ml roztworu A + 0,33 ml wody
10. 0,20 ml roztworu A + 0,8 ml wody
11.0,13 ml roztworu A + 0,87 ml wody
12.0,07 ml roztworu A + 0,93 ml wody

Obliczy¢ zawarto$¢ danej substancji w pg/ml przy danym rozcieiczeniu roztworu,

przyjmujac, ze odwazono:
¢ 63,3 mg kofeiny
¢ 66,0 mg teobrominy
¢ 60,9 mg teofiliny

Nr roztworu Stezenie w pg/ml

Kofeina Teobromina

Teofilina

(NN [UT DW=




Zadanie 7.

Odczyta¢ z chromatograméw wielkosci pdl powierzchni dla poszczegélnych substancji
oraz stezen, wyniki podano w tabelach. Obliczy¢ dla kazdej substancji metoda
najmniejszych kwadratéw parametry prostej y=ax + b iy=ax

Nr Stezenie kofeiny Pole
roztworu [ng/ml] powierzchni y=ax+b y=ax
1 03807 | a a
2 0.3042 btad btad
3 0.2501 b sa
4 0.2269 btad 4
sa r
5 0.1983 N
S
6 0.1862
7 >
. 0.1569 ta
0.1215 tb
9 0.1166 .
10 0.0836
11 0.0427
12 0.025
Nr Stezenie Pole
roztwor teobrominy powierzchni y=ax+b y=ax
u [ug/ml]
1
0.061 a a
2
3
0.045 b sa
4 0,039 btad sy
5 sa r
0.035
6 sb
0.031
7 sy
0.026
8 ta
0.021
tb
9
0.015 r
10
0.009
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Nr SteZenie teofiliny Pole y=ax+b y=ax

roztworu [ug/ml] powierzchni

1 0.436 . .

2 03386 | piad blad

3 0.264 b sa

4 0.241 btad sy

5 0.22 sa r

6 0.1983 sb

7 0.1699 sy

8 0.1407 ta

9 0.1083 tb

10 0.0773 '

11 0.0515

12 0.0249

Zadanie 8.
e Sporzadzi¢ wykres zaleznosci P = f(c) i wyznaczy¢ parametry proste;j.
e Zbadac¢ istotnos¢ wspotczynnika b, (jeZeli tv < to,05 (n-2) to b = 0).
e Odczyta¢ wartos¢ wspotczynnika kierunkowego prostych a i porowna¢é
e Sporzadzi¢ wykres zaleznos$ci wielkosci piku kofeiny, teobrominy i teofiliny
od stezenia danej substancji w pg/ml
Zadanie 9.

Sprawdzenie wspotczynnikow odpowiedzi detektora

Nazwa zwigzku a CF = ak/ai
kofeina 1
teofilina

teobromina

- wspotczynnik korekcyjny (0,8-1,2)
istotny jest tylko dla teobrominy pole powierzchni piku nalezy pomnozy¢ przez

wspotczynnik Cf
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Zadanie 10.
e Obliczy¢ zawarto$¢ zanieczyszczen indywidualnie okreslanych oraz

zaproponowac¢ wartosci graniczne dla analizowanych serii

Nr Teobromina Teofilina Suma
serii zanieczyszczen
Pole Zawartos¢ Pole Zawartos¢ [%]
powierzchni [%] powierzchni [%]

1 0,090 0,089

2 0,119 0,117

3 0,043 0,042

. Zaproponowac¢ nowe wartos$ci graniczne:

Wartosci graniczne:

- teofilina: nie wiecej niz powierzchnia piku gtéwnego na chromatogramie roztworu
poréwnawczego (0,2%)

—teobromina: nie wiecej 4-krotnos$¢ powierzchni piku gtéwnego na chromatogramie
roztworu porownawczego (0,8%)

—zanieczyszczenia indywidualnie nieokreslane: dla kazdego zanieczyszczenia, nie wiecej
niz 0,5-krotno$ci powierzchni piku gtéwnego na chromatogramie roztworu
poréwnawczego (a) (0,10%),

-suma zanieczyszczen: nie wiecej niz 5-krotno$¢ powierzchni piku gléwnego
na chromatogramie roztworu poréwnawczego (a) (1,0%),

- wartos¢ graniczna pominiecia: 0,25-krotno$¢ powierzchni piku gltéwnego
na chromatogramie roztworu poréwnawczego (a) (0,05%).

WhiosKi jakie nasuwaja sie po przeanalizowaniu poziomow zanieczyszczen

e (Czy mozliwe jest, ze badane serie kofeiny pochodza od tego samego
producenta?
e Jezeli od tego samego producenta, wyprodukowane w tym samym czasie
o czy byty przechowywane w takich samych warunkach?
e C(Czy mozliwe jest przypadkowe zanieczyszczenie kofeiny teobroming
i teofiling?
Zadania koncowe (11):
o Sprawdzi¢ warunki przechowywania kofeiny wg FPX?
o Podaj mechanizm dziatania oraz zastosowanie kofeiny, teobrominy i teofiliny

o Podaj preparaty, w ktérych znajduja sie powyzsze substancje
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