CH 12.13.a. Stanovenie chininu v napojoch metédou HPLC

1. Povod metédy
Metodika bola vzpracovana a upravena podl'a aplikacnych listov firmy Macherez Nagel a
Baker Bond.

2. Princip metody
Stanovenie HPLC.

3. Pouzité pristroje a spotrebny material
kvapalinovy chromatograf s detektorom DAD

4. Zoznam chemikalii

Voda

Metanol, p.a.
Dihydrogénfosfore¢nan sodny p.a
Kyselina fosfore¢na

5. Priprava Standardov
Standarné roztoky

Zasobny roztok : Sa pripravi rozpustenim chininu v metanole na
koncentraciu 1 mg/ml. Pracovné roztoky: Zo zadsobného roztoku sa pripravia roztoky
s vyslednou koncentraciou 10 ug/l, 30 ug/l, 90 ug/l.

6. Priprava vzoriek
5ml vzorky sa odplyni v ultrazvukovom kupeli a vzorka sa priamo injektuje do HPLC
Systému.

7. Podmienky stanovenia

Kolo6na: LICrosher 60, RP Select B, 250 x 4 mm, 5 um

Mobilna faza: acetonitril: 0,02M dihydrogenfosforecnan sodny pH=3 v pomere 60:40, v/v
Prietok mobilnej fazy: Iml/min

Detekcia: DAD 240mm, 100 nm

Teplota: 40 °C

Injektovany objem: 20ul



CH 12.20.

Stanovenie chininu metédou HPLC/FLD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa nariedi vodou a aplikuje na chromatograficka kolonu. Po rozdeleni sa deteguje na
fluorescen¢nom detektore. Kvantifikéacia sa prevadza metdodou externej kalibracie.

2  POUZITEENOST METODY

Metoda je vhodna na stanovenie chininu v napojoch s obsahom chininu.

Rozsah metody je uvedeny vo validacnom liste.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril , gradient grade
3.1.2 deionizovana voda

3.1.3 metanol, gradient grade
3.1.4 uhli¢itan aménny p.a.
3.1.5 quinine sulfate

3.1.6 destilovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 uhli¢itan amoénny, 1 % vodny roztok (navézit' 1g uhli¢itanu aménneho( 3.1.4) do 100
ml odmernej banky, rozpustit’ v deionizovanej vode a doplnit’ po rysku deionizovanou
vodou (3.1.6)), pripravovat’ Cerstvy.

3.2.2 Mobilna faza: acetonitril-metanol-voda-1%uhli¢itan aménny (33:15:48:4) (do 500ml
odmernej banky preniest 165 ml acetonitrilu (3.1.1), 75 ml metanolu (3.1.3), 20ml
1%uhli¢itanu amonneho (3.2.1) a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou). Expiracia 1
mesilac.

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobny roztok Standardu chininu ZR1 (1000 mg/l v metanole)

Navazit presne 60 mg chininsulfatu (3.1.5) do 50 ml odmernej banky a doplnit’” po znacku
s metanolom (3.1.3). Tento roztok obsahuje presne 1000 mg/l bazického chininu. Tento
roztok je vhodné skladovat na tmavom mieste v chladnicke pri teplote do 8°C. Takto
uskladneny roztok mé dobu expiracie 2 mesiace.

3.3.2 Kalibra¢né roztoky




Napipetovat’ objemy uvedené v tabul’ke 1 do 100 ml odmernych baniek a doplnit’ po rysku
deionizovanou vodou (3.1.2).
Kalibracné roztoky pripravovat’ ¢erstvé pred kazdym meranim

Tabulka 1 Kalibra¢né roztoky chininu

Koncentracia chininu Oznacenie Pridavok zasobného
v roztoku (mg/l) roztoku roztoku ZR1 (ml)
1 CH1 0,1
2,5 CH2 0,25
5 CH3 0,5
75 CH4 0,75
10 CH5 1

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 alebo kvapalinovy chromatograf s fluorescenénym detektorom
4.2 kolona C18

4.3 filtrany papier

4.4 automatické a/alebo sklenené kalibrované pipety

4.5 laboratorne sklo

4.6 ultrazvukovy kuapel

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzorky

Vzorky limonad sytené s CO; je potrebné najskor odplynit’ na ultrazvukovom kupeli. Potom
nariedit’ deionizovanou vodou (3.1.2) podla predpokladaného obsahu chininu (tak, aby
koncentracia chininu vo vzorke spadala do rozsahu kalibra¢nej Kkrivky) aaplikovat na
chromatografickl kolonu.

Poznamka: Chinin je vel'mi citlivi na svetlo a jeho posobenim l'ahko degraduje, preto sa
snazime ¢o najviac zabrdnit' pdsobeniu svetla tak, Ze pracujeme s tmavym sklom a/alebo
banky zabalime do nepriesvitnej folie. TaktieZ pouzivame tmavé vialky a chladenie vzoriek .

5.2 Chromatograficka analyza

Koléna: C18, 150 x 4,6mm, 5um
Teplota: 30°C
mobilnd faza - acetonitril : metanol : voda : 1%uhli¢itan amoénny (33:15:48:4)(3.2.2)
prietok MF - 1.2 ml/min.
detekcia fluorescenéna : excitaéna vinova dizka 251 nm
emisna vlnova dizka 365 nm
nastrek - 20 pl

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA



Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.

Cy= Cs.R  (mg/kg)

Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu urcend z kalibracnej krivky (mg/1)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf / kvapalinova chromatografia/
LOD - limit detekcie

LOQ - limit kvantifikacie

FLD — fluorescencny detektor
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