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A tonik tipusu iiditSitalok keserd izét kinintartalmuk biztositja. A
megfeleld i{zérzet kialakitdsdhoz a kininnek bizonyos minimalis
koncentrdciot a termékben meg kell haladnia. Ez a gyartmany jellegétdl,
egyéb izkomponenseitsl fiiggéen természetesen valtozik, de 4ltaldban a
néhdnyszor 10 mg/l nagysdgrenddel jellemezhets. Ugyanakkor a kinin és
s6i biolégiailag hatékonyak. Evszdzadok 6ta ismertek és hasznéltak
maldria-ellenes szerként, de kisebb adagokban 1s kifejezett az
uterotonikus hatasuk, azaz elsGsorban a terhes méh izomzatanak tonusat
képesek egészen a gorcsos dllapotig, illetve a vetélésig fokozni. A
nemkivanatos tiladagolds elkeriilésére az {iidit6ital kininkoncentra-
ciojdnak maximumdt 1s el6 kell {irni. Az élelmiszer-adalékokra
vonatkoz6 MSZ 14476 szabvany szerint a gyartok kotelessége, hogy
feltiintessék, deklardljdk a kiszerelési egységen a termék Kinin
(kininszulfdt) koncentraci6jit, aminek értéke nem haladhatja meg a 60,
illetve kiilonleges esetekben a 80 mg/litert. 1 liter tonik elfogyasztasat
feltételezve viszont a felvett kinin mennyisége mar Osszemérhetd az
egyszeri minimdlis dézissal. Erre tekintettel tobb orszdgban a kinint
tartalmaz¢ iiditditalokon a mennyiség mellett azt is kotelez§ feltiintetni,
hogy terhes nd6k szdmdra napi 3000 ml-nél tobbnek a fogyasztdsa nem
ajanlott. Mindezek rédvildgitanak a hatdsdgi ellendrzés fontossagéra,
illetve  kell6éen  érzékeny és  pontos  kinin-mérési  moddszer
sziikségességére.

P

Hatdlyos elGirdsaink koziil a tonik-félék kinintartalmaval a mar emlitett
adalékanyagokat szabdlyozon feliil a alkoholmentes iidit6italok fizikai
€s kémiai vizsgalati moddszereit targyalo MSZ 213338/3 szabvany
foglalkozik. Ennek spektrofotometrids moddszere két extrakcids 1épést
tartalmaz: el6sz6r a minta ldgositdsa utdn kloroformba hédromszoros
kivonast kell végezni, majd onnan hig kénsav oldatba kininszulfdtként
visszaextrahdlni. A kalibrdcié kininszulfdt koncentracid-sorozattal kell
végezni, amikor 250 nm hulldmhosszon spektrofotometrdlva dllapithaté
meg a savas abszorbancidja. Annak ellenére, hogy analitikai
szempontb6l makromennyiséget kell meghatdrozni, a tobbszoros
extrakci0 nagy hibidt eredményezhet a bels§ standard hidnya és a
kivondsi viszonyok nehezen megismételhet§ volta miatt.
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A gydgyszeranalitikai moédszerek az utébbi évtizedekben igen sokat
fejlddtek, amit a gydgyszerszint monitorozds igénye kényszeritett ki. A
kinin esetében azonban mégsem = probdlkoztak mas  mérési
megkozelitéssel. Ez a szer ugyanis az orvosi terdpidbdél kiszoruléban
van, ezért ha gydgyszerészeti mérésének sziikségessége egydltaldn
felmeriil, még ma is Brodie és Udenfriend (1943) extrakcids eljarasaval
végzik.

Mododszeriik szerint a bioldgiai folyadékmintdt megligositjdk €s a kinint
benzolba extrahaljak. Az elkiilonitett benzolos fazishoz
izopentilalkoholt adnak és hig kénsavoldatba vonjdk vissza a kinint
szulfat formdjdban. Az extraktumot spektrofluorimetraljak 350 nm
gerjesztési €s 450 nm emisszids hullamhosszon. Ezzel az eljardssal a

22

hibéjat ebben az esetben is az extrakcié okozhatja.

A fenti ismeretek alapjan célul tdztiik ki a kinin meghatdrozésat
tiditéitalokbol kozvetlen spektrofluorimetridval, majd annak hibadit
kikiiszobdlendd nagy hatékonysagu folyadékkromatografidval.

Tekintettel arra, hogy a kinint tartalmazd tonik-félék koziil sok az
optikailag tiszta megjelenésli, megkiséreltiik a higitds utdni kozvetlen
spektrofluorimetrédldst. Ez a vizsgdalati lehet6ség azonban nem bizonyult
elfogadhatéonak, aminek okat abban latjuk, hogy a kinint kisérd
Osszetev8k koncentrdcidoja nem lehet garantdltan minden mintdban
azonos. Mivel azok koncentrdcidja is szérdst mutat, a quenching hatds
miatt a kinin mérésében hatvadnyozott pontatlansdgok keletkeznek. A
kinin meghatdrozdasdnak 1s legcélravezet6bb moddja a folyadékkro-
matografia. Erre nézve viszont elérhetd irodalmi utaldast - nyilvdnvaldan
a terdpidbodl tortént kiszorulds miatt és a kinidinnel ellentétben - nem
talaltunk. Ennek ellenére megkiséreltik (a klasszikus eljarasok
ismeretében) a folyadékkromatografids meghatdrozist, aminek lényege,
hogy vizes kénsavas metanollal eludlunk, és az alkalmazott kolonnét
(C,5-as szilika oszlopot) megoszldsos extraktornak értelmezziik.

Kisérleti rész
Felhasznalt anyagok:
— Metanol, HPLC mind&ségt, Cod. no. 412532, Carlo Erba
— Kénsav, 96 %-os analitikai min6éségd, Cod. no. 410301, Carlo Erba
— Kinin bazis standard, Cod. no. 1878, Sigma

— Kétszer desztillalt viz
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Késziilékek:

Waters folyadékkromatogrdafids rendszer, amely W-501 tipusu
nagynyomdsu pumpabol, W-490E tipusu fluorimetrids detektorbol és a
Baseline 810 jelzetd kiértékel6 szoftver-rendszer mikodtetését végzd
NEC PowerMate SX/16 tipusi PC-bdl, valamint a csatlakoztatott NEC
P6200 printerbdl all.

Modszer

Kinin bazis standard oldat készitése

Kristdlyos kinin bdzisb6él 1,0 mg/ml koncentriaciéji torzsoldatot
készitiink, azaz 100,0 mg mennyiségét mér6lombikban metanollal 100
ml térfogatura oldjuk. Az oldat honapokig bomlés nélkiil jégszekrényben
tarolhato.

Mintaelokészités

Ultrahanggal széndioxid-mentesitett iditéital 5,0 ml mennyiségét
kromatografids eluensével mér6lombikban 50 ml-re (tizszeresére)
higitjuk. A  higitmanyt kozvetleniil injektdljuk kromatografias
rendszeriinkbe.

Folyadékkromatografia (HPLC)

— Oszlop: Radial-Pak SNVCI18 4 cartridge (Waters)
— Mobil fazis (eluens): 0,16 M vizes kénsav és metanol (50:50) (A
vizes kénsav Osszetevd ugy késziil, hogy 2,25 ml 96 %-os
kénsavat kétszer desztillalt vizzel 1 literre higitjuk.) Az eluenst
szobahdmérsékletiire kondiciondljuk és felhasznélds elott
ultrahanggal buborékmentesitjiik.
— Aramlési sebesség: 1,0 ml/perc (pumpanyomds 3000 PSI)
— A fluorimetrias detektor
— nem valtoztatott paraméterei:
attenuation: 1
gerjesztési hulldmhossz: 350 nm
emisszios hulldamhossz: 450 nm

— valtoztatott paramétere (a mérendd tartomanytol fiiggden)
40-200 mg/l koncentrdcié tartomdnyban: X = 1-szeres
5- 40 mg/l koncentrdci6 tartomdnyban: X = 10-szeres
I- 5 mg/l koncentraci6 tartomédnyban: X = 100-szoros

(ahol az X = az erGsitési tényez0)

— Computer integrator paraméterei:
szlirGablak pontokban = 13; durva és finom érzékenység = 500

— Injektalt térfogat: 20 pl
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Eredmények és értékelésiik
Kalibracio
Tekintettel arra, hogy a fluorimetria csak viszonylag kis koncentrdcio-

tartomanyokat képes adott miszerbedllitdis mellett értékelni, a
kalibrdaciot harom koncentrédcio-tartomanyban vettiik fel.

Ezekben az O0sszefliggések egyenessel jellemezhetdk.

A meghatarozdsokhoz a standardb6l harom-hdrom péirhuzamos
sorozatban 40; 80; 120; 160; és 200 mg/liter, 5; 10; 20; 30 és 40
mg/liter, valamint 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 és 5,0 mg/liter kinin bdzis
koncentrdcidokat allitottunk el6, és a sorozat minden tagjéat
kromatografaltuk. Célszerden adott térfogatu (kininmentes) iiditditalba
kevertiik kinin bdzis standardunk aliquot mennyiségét. A hdrom
parhuzamos higitdsi sorozat kromatografids mérési eredményeinek
alapsokasdgdt matematikai-statisztikai moddszerekkel elemeztiik. A
kiilonb6z6 koncentracidokhoz tartozd kalibrdcids regresszids egyenesek
egyenlete mellett feltiintetett szordsértékek ismeretében interpretdlhattuk
eredményeinket.

A kalibrdcié sordn a standard kinin bdzis koncentrdciotol fiiggd
kromatografids integratorjeleit (Vsec) értékeltiik. A regresszids
Osszefliggéseket személyi szamitogéppel analizaltuk.

A csucsteriilet 4dtlagokbol szerkesztett regresszidos (kalibrdcids)
egyeneseket az 1., a 2. és a 3. 4brdn mutatjuk be.

A 4. é4bran példaként bemutatjuk az 1,0 mg/liter koncentrdciéji
(tizszeres higitdsd kininmentes {iditditalban oldott) kinin bézis
kromatogramjét, amelynek paraméterei:

— kromatografalas ideje = 3,0 perc
— kromatografdlds hdmérséklete = 26 °C
— t (retencids 1d6) = 1,5 perc
— t, (sdvszélesedés ideje) = 1,2 perc
— k (nem fluorimetridsan mért kapacitédsi tényezd) = 1,1
— N (elméleti tdnyérszdm) = 36
— N (effektiv tdnyérszdm) = 9,87
Adatok a modszer validalasahoz
Specificitas
A 4. abran lathat6é, hogy az {dit6italban nem fordul el6 olyan

komponens vagy szennyezés, amely a kinin bézis (az eludtumban
kininszulfat) fluorimetrdlhat6 jelét zavarna.
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Linearitas

Az alkalmazott eluenssel 10-szeresére higitott iiditditalbol a kinin-bdazis
a 0,5 - 5,0 mg/liter, az 5,0 - 40,0 mg/liter és a 40,0 - 200,0 mg/liter
koncentréacio tartomédnyban (a kalibraciok alapjan) linedris
Osszefliggésekkel hatdrozhaté meg. Az Osszefiiggések korreldcids
koefficiensei az eldbbi sorrendben: r = 0,997; r = 0,994 és r = 0,999.
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3. abra: Kinin-bdzis kalibrdcios 4. abra: Kinin-bdzist 1,0 mg/liter
egyenese higitott iiditGitalbol magas koncentrdcidoban tartalmazo higitott
koncentrdcié tartomanyban tiditdital kromatogramja
A kalibrédcids regresszids egyenesek egyenletei:
Y =5,15X-0,91 0,5 mg/l £ X < 5,0 mg/l
Y =0,40 X + 0,25 5,0 mg/l £ X < 40,0 mg/l
Y =0,04 X -0,41 40,0 mg/1 < X <200,0 mg/l

ahol: Y = az integrdtor csucsteriilet jele (Vsec)
X = a kinin-bdazis koncentrdcidja (mg/liter)
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Pontossag és ismételhetdoség

A pontossdg, az ismételhetdség és a visszanyerés adatait a 1. tdblazatban
foglaltuk 0ssze. Méréseink alapjdn a varidcids koefficiensek jellemzden
15 % alatt maradnak.

1. tablazat: Kinin-bazis mérések pontossaganak és
ismételhetoségének statisztikai értékelése 6 parhuzamos esetén

Kinin koncentraci6ja Erésités a
Tényleges Mért Széras |Ismételhe- | Pontossag | miiszernél
mg/liter | mg/liter toség % %
0,500 0,537 0,001 0,17 7,40 100
2,000 1,97 0,002 0,11 -1,60 100
5,000 5,13 0,013 0,26 2,52 100
5,000 4,90 0,257 5,23 -1,98 10
20,00 20,5 0,878 4,28 2,57 10
40,00 41,5 6,51 15,7 3,84 10
40,00 40,3 2,84 7,03 0,83 1
120,0 118,2 8,54 7,22 1,53 1
200,0 200,6 6,69 3,33 0,30 1
Ismételhetdség % = sz0rds x 100

vérhat6 érték
mért koncentraciod - tényleges koncentricio

Pontossdg % = - — x 100
tényleges koncentraciod

Erzékenységi hatar

A validalasi eljardas nemzetkdzi gyakorlatdbol ismert, hogy érzékenységi
hatdrnak azt a koncentrdcidt kell tekinteniink, amelynél a bekevert és a
mérésébll a kalibrdacié alapjdn szédmitott (visszanyert) szubsztancia
mennyiségek varidcids koefficiense 20 %-ot mutat. Természetesen ebben
az esetben legaldbb hat parhuzamos mérés értékelésér6l van sz06.
Kalibrdaciéos mérési tartomanyainkban joval az igy szdmitott érzékenységi
hatdr f616tt dolgozunk.

ponyd

Az érzékenységi hatar a novekvd fluoriméter erGsitéseknél: X = 1-sze-
resnél 0,4 mg/liter, X = 10-szeresnél 0,05 mg/liter, illetve X = 100-szo-
rosnal 0,005 mg/liter.

Itt kell megjegyezniink, hogy a mérési tartomdanyok elhagydsa esetén a
varidciés koefficiensek rohamos novekedése miatt az érzékenység
drasztikus romldsa varhatd!
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Néhany gyakorlati vizsgalati eredmény

Kiilonb6z6 eredetd tonik mintdkat vizsgdltunk, azok esetenkénti harom
parhuzamosb6l szamitott kinin koncentrdci6é dtlagat és szorasi
eredményét foglaltuk 0ssze a 2. tabldzatban. Feltlind, hogy a viszonylag
kis mintaszdmud vizsgdlati anyagban hat esetben taldltunk a
megengedettet elérd vagy meghaladé kinin-koncentréciot.

2. tablazat: Tonik mintakban mért kinin-bazis koncentraciok

Kinin-bazis Kinin-bazis
koncentraciéo (mg/l) | széoras (%) || koncentracié (mg/l) | széras (%)
57,8 3,1 60,7 4,7
59,4 4,3 49,9 10,6
42,7 7,6 55,6 9,5
72,5 11,4 71,1 12,1
75,3 8,2 65,6 7,4

A modszer értékelése

Az altalunk kifejlesztett folyadékkromatografias moddszer alkalmas a
kinin iidit6italokb6l torténd meghatdrozdsdra. A minta egyszerd
el6készitést, csupdn higitdst igényel, igy nincs sziikség a veszteséges
extrakcids eljardsokra. A mérési eredmények jol ismételhetSek, a
variacios koefficiensek joval 20 % alattiak. A kalibracids tartomanyok
és Osszefliggések lehet6vé teszik a kinin tdg koncentrdcié hatdrok
kozotti mérését.

IRODALOM

MSZ 21338/3-80 Alkoholmentes tiditdital. Fizikai és kémiai vizsgdlati
modszerek

Brodie, B. B. and Udenfriend, S.: The estimation of quinine in human plasma
with a note on the estimation of quinidine;
J. Pharmacol. Exp. Ther. 78 (1943), 154-160
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Kinin folyadékkromatografias meghatarozasa
iiditoitalokbol
Csiba A. és Lombai Gy.

Ezideig nem ismertetett modszert dolgoztak ki a kinin
folyadékkromatografids meghatdrozdsdra. A moddszer 1ényege, hogy a
kinintartalmd  oldatot kénsavval savanyitott metanol eluenssel
kromatografdljak Nucleosil tipusi Cig oszlopon. Spektrofluorimetridsan
350 nm-es gerjesztés és 450 nm emisszio mellett mérnek kiilonbozo
miszererdsitésekhez tartozo (viszonylag szik) koncentréaciod
tartomédnyokban. Adatokat szolgdltatnak mddszeriik validdldsdhoz.

Liquid Chromatographic Determination of Quinine in
Soft Drinks
Csiba, A. and Lombai, Gy.

A method not described till now has been developed for the liquid
chromatographic determination of quinine. The basis of the method is
chromatography of the quinine-containing solution on a Nucleosil type
C,s column using methyl alcohol eluent acidified with sulphuric acid.
The measurement is carried out by spectrofluorometry with an excitation
at 350 nm and emission at 450 nm, in a relatively narrow concentration
range, belonging to different amplifications of the instrument. Data are
published for the validation of the given method.

Fliissigkeitschromatographische Bestimmung von

Chinin in Erfrischungsgetrinken
Csiba, A. und Lombai, Gy.

Es wurde ein bisher nicht beschriebenes Verfahren zur
flissigkeitschromatographischen Bestimmung von Chinin ausgearbeitet.
Das Prinzip der Methode besteht darin, dafl die chininhaltige Losung an
einer C,g Sdule vom Typ Nucleosil mit einem durch Schwefelsédure
gesduerten Methanoleluent chromatographiert wird. Die
spektrofluorimetrischen Messungen wurden mit einer Induktion 350 nm
und einer Emission von 450 nm in zu verschiedenen
Instrumentenverstirkungen  gehdrenden  (verhdlnismédfBig  kleinen)
Konzentrationsbereichen durchgefiihrt. Daten zur Validierung ihrer
Methode wurden zur Verfiigung gestellt.
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