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Dokonano doboru warunkéw rozdzielania i oznaczania teobrominy w wybra-
nych suplementach diety z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej w ukiadzie faz odwréconych.
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Teobromina jest 3,7-dimetyloksantyna, alkaloidem purynowym wystepujacym
w wielu produktach zywnosciowych, m.in. w kakao, czekoladzie i jej przetworach
oraz herbacie. Jest ona jednym z najczesciej spozywanych alkaloidow na swiecie
(1, 2). Jednoczesnie nieswiadomie dostarczamy ja naszemu organizmowi, gdyz
jest gtéwnym produktem przemiany kofeiny, stad tez produkty bogate w kofeing sa
réowniez znaczacym zroédlem teobrominy. Nie jest ona substancja obojg¢tng dla orga-
nizmu, ale wykazuje szereg dziatan farmakologicznych. Farmakopea Polska (VI)
(3) zalicza teobroming do wykazu B — substanc;ji silnie dziatajacych. Maksymalna
doustna dawka jednorazowa wynosi 0,75 g, natomiast maksymalna doustna dawka
dobowa to 3 g. Z tego tez wzgledu nalezy zwraca¢ uwage na ilos¢ kofeiny dostar-
czonej w ciagu dnia, uwzgledniajac jej obecno$¢ w pozywieniu, napojach, a takze
suplementach diety.

W celu wywotania dziatania moczopgdnego rekomendowana dawka tego zwiazku
wynosi 300-500 mg, co odpowiada jego zawartosci w 150-300 filizankach herbaty,
2-3 filizankach kakao, 60—100 g gorzkiej czekolady lub 170-340 g mlecznej czeko-
lady. Jak wykazano, biodostgpnos¢ teobrominy z produktéw spozywczych takich,
jak czekolada czy herbata jest znacznie mniejsza niz czystej substancji, co prawdo-
podobnie jest zwigzane z obecnoscia w nich taniny i thuszczu (1, 4).

Celem pracy byta optymalizacja warunkéw oznaczania teobrominy w wybranych
suplementach diety z wykorzystaniem HPLC i detekcja UV-DAD.

MATERIAL I METODY

Material badany stanowito 6 suplementow diety ogdlnie dostepnych w sprzedazy,
tj. Sesja, System Slim Figura 3. Stabilizacja, Teramax — Ginseng Exclusive Energy,
Enerbox, Guarana Forte oraz Zielona Herbata.
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Badane produkty poddano homogenizacji, ktora polegata na doktadnym roztarciu
w mozdzierzu wczesniej zwazonych tabletek, kapsutek (bez otoczek) badz prosz-
ku. Z kazdego suplementu diety pobierano po trzy 1 g odwazki, ktére przenoszono
ilosciowo do kolby miarowej poj. 100 cm® za pomoca 50 cm® porcji wody dejoni-
zowanej. Kolby wraz zawartoscia ogrzewano w goracej tazni wodnej przez ok. 3-5
min., a nastepnie chtodzono w strumieniu zimnej wody. Zawarto$¢ kolb uzupet-
niano woda dejonizowang do kreski i mieszano. Tak przygotowane proby zostaty
przesaczone przez saczki bibutowe MN 615'/, (@ 110 mm), a nastepnie przez saczki
Titan 2 HPLC Filter LT, o $rednicy 0,45 pm (RC Membrane).

Analiz dokonano za pomoca chromatografu UltiMate 3000 (Dionex, ESA) z de-
tektorem UltiMate 3000 Photodiode Array Detector UV. Zadowalajacy rozdziat
chromatograficzny uzyskano przy zastosowaniu fazy ruchome;j o sktadzie woda/me-
tanol w proporcjach 80/20 v/v w przebiegu izokratycznym przy predkosci przepty-
wu 1 cm’/min. Analize przeprowadzono na kolumnie Thermo Hypersil Green ENV
5 um (250 x 4,6 mm), a nastrzyk wynosit 20 um. Wszystkie oznaczenia prowadzono
w temp. optymalnej dla rozdziatu chromatograficznego, wynoszacej 25°C oraz dla
dl. fali 272 nm. Calkowity czas analizy dla teobrominy wyniost 8 min, a czas reten-
cji 5,1 min.

W celu potwierdzenia uzyskanych wynikéw dokonano walidacji zastosowanej
metodyki, tj. okreslono jej doktadnos¢, precyzje, powtarzalnosé, liniowosc, zakres
pomiarowy, granice wykrywalnos$ci i oznaczalnosci (5).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Przed przystapieniem do analizy suplementdéw diety sporzadzono szes$¢ krzywych
kalibracyjnych dla teobrominy. Mialo to na celu sprawdzenie powtarzalnosci wska-
zan aparatu oraz umozliwienie wyznaczenia parametrow walidacyjnych takich, jak
granica wykrywalnosci i oznaczalno$ci. Parametry analityczne usrednionych krzy-
wych kalibracji oraz granice wykrywalnosci i oznaczalnosci dla zastosowanej me-
tody analitycznej przedstawiono w tab. I.

Tabela |. Parametry analityczne usrednionych krzywych kalibracji (n = 6)
teobrominy oraz granica wykrywalnosci i oznaczalnosci metody

Table I. Analytical data of the averaged calibration curves (n = 6) and the
limits of detection and quantification of theobromine

Parametr analityczny Teobromina
Zakres oznaczalnosci (ug/cm?®) 0,25-20
Wyraz wolny 0,0326
Wspétczynnik kierunkowy prostej 1,1959
Wspotczynnik korelaciji 0,9999
Granica wykrywalnosci (ng/cm?) 48
Granica oznaczalnosci (ng/cm?) 145
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Uzyskany wysoki wspdtczynnik korelacji pozwala stwierdzié, ze istnieje liniowa
zaleznos$¢ pomigdzy oznaczong zawartoscig teobrominy, a otrzymang powierzchnia
piku w szerokim zakresie pomiarowym. Na podstawie przeprowadzonych analiz
stwierdzono, ze precyzja zastosowanej metody wynosita od 0,20 do 1,64%. Do-
ktadno$¢ metody zostala zweryfikowana za pomoca metody dodawania wzorca.
Analizowany material wzbogacono teobroming w zakresie pomiarowym krzywe;j
wzorcowej (tab. II). Wybrany suplement diety, Guarang Forte, wzbogacano kolejno
5, 10 1 20 mg teobrominy. Odzysk wynosit odpowiednio 99%, 93,6% i1 96% (sred-
nio 96,2%), co jest zgodne z kryterium akceptacji odpowiadajacym przedzialowi
95-105% (6).

Tabela Il. Oszacowany odzysk teobrominy dla wybranego suplementu diety
Table Il. Estimated recovery of theobromine in the chosen diet supplement

Nazwa Liczba wyk'o- Srednla}’ Wzbo_ga- Odzysk RSD Btad
suplementu nanych prob | zawartosé cenie (%) (%) wzgledny
n mg/tabletka (mg) (%)
12 5 99 2,69 -1,0
?uarana 12 4,82 10 93,6 0,20 6,4
orte
8 20 96,0 2,09 -4,0

Sposrdd szesciu badanych suplementéw diety jedynie Guarana Forte odznacza-
la sie zawartoscig teobrominy w zakresie pomiarowym zaproponowanej metody.
Srednie stezenie teobrominy w 1 kapsulce (masa kapsutki 0,55 g) Guarany Forte
wynosila 4,82 mg (ryc. 1). W trzech suplementach, tj. Sesji, System Slim Figurze
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Ryc. 1. Chromatogram probki badanego suplementu Guarana Forte, t,= 5,1 min.
Ryc. 1. Chromatogram of sample of Guarana Forte dietary supplement, t;= 5,1 min.
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oraz Enerboxie zawarto$¢ tego zwiazku byla ponizej LOD. Natomiast w Zielonej
Herbacie oraz Ginseng Exclusive Energy stezenie teobrominy znajdowato si¢ po-
wyzej granicy wykrywalnosci, jednak ponizej zakresu oznaczalnosci.

Marchei 1 wspolpr. (7), ktorzy podjeli si¢ badan suplementéw diety na obecnos¢
metyloksantyn przyjeli zakres pomiarowy dla teobrominy od 0,06 do 100 pg/cm’.
Stwierdzili brak tego zwiazku w trzech suplementach diety, natomiast w pozosta-
lych osiemnastu zakres wahatl si¢ w przedziale od 12,1 do 193 pg/g, dajac $redni
wynik 84 nug/g. Produkty te odznaczaty si¢ znacznie wigksza zawartoscia teobromi-
ny niz Guarana Forte, jedynego sposrdd szesciu suplementow, w ktérym oznaczono
teobroming na poziomie 8,83 ug/g.

Zaréwno w przypadku niniejszych badan, jak rowniez tych przeprowadzonych
przez Marchei i wspdtpr. (7) zaden z badanych produktoéw nie posiadat na etykiecie
informacji dotyczacej zawartosci teobrominy. W zwiazku z tym jedynym zrédiem
odniesienia mogg by¢ dane podawane przez Farmakope¢ Polska VI (6). Wedlug
tego zrodta maksymalna dawka dobowa to 3 g. W przypadku Guarany Forte zaleca-
ne przez producenta dzienne spozycie to 2 kapsulki, tacznie 9,64 mg teobrominy, co
daje w przeliczeniu na dobowa dawke farmakopealng zaledwie 0,3% jej wartosci.
Biorac pod uwage fakt, ze przecigtny Polak spozywa dziennie 62 g czekolady (8), co
odpowiada ok. 100-300 mg teobrominy (4), to w potaczeniu z dwiema kapsutkami
suplementu nie stanowi to nawet réwnowartosci jednorazowej maksymalnej dawki
farmakopealnej, wynoszacej 0,75 g.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz u osoby przyjmujace;j
analizowane suplementy diety wg wskazan producenta, nie ma mozliwosci przekro-
czenia dawki zalecanej dla teobrominy.

M. Grembecka, M. Szpryngier, B. Zabielska, P. Szefer

SELECTION OF CHROMATOGRAPHIC CONDITIONS FOR SEPARATION AND ANALY SIS
OF THEOBROMINE IN DIETARY SUPPLEMENTS

Summary

The aim of the present work was to select optimal conditions for separation and determination of
theobromine in selected diet supplements by HPLC with UV-DAD detection. The analysis was performed
on a 5 um particle Thermo Hypersil Green ENV column (250x4.6 mm) and the UltiMate 3000 (Dionex,
ESA) HPLC system provided with an UltiMate 3000 Photodiode Array UV Detector. Satisfactory separa-
tion was achieved with 20/80 v/v methanol/water mobile phase isocratic elution at 1 ml/min flow rate. The
method described in this study was found suitable to determine concentrations of theobromine in the range
0.25-20 pg/ml, and the detection limit was found to be 145 ng/ml.
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