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Nazev: Stanoveni kofeinu v ¢aji a kavé metodou HPLC-UV

Navod na praci

Zadani:

1. Metodou HPLC-UV gzjistéte ptitomnost kofeinu ve vzorcich kavy nebo ¢aje na zékladé
srovnani chromatografickych eluénich charakteristik slozek vzorku a referen¢ni latky.
2. Metodou kalibra¢ni kiivky urcité koncentraci kofeinu.

Teorie

Kofein je alkaloid ze semen kdvovniku, av§ak nachdzi se i v jinych rostlinach. M4 povzbuzujici
ucinky na centralni nervovou soustavu a pouziva se jako souc¢ast mnoha povzbuzujicich napoja
(napf. v kolovych napojich). Odvar z prazenych semen kavovniku — kéva — je oblibenym
napojem po celém svété, zejména diky obsahu kofeinu. Je to navykova latka.

Cilem prace je stanoveni kofeinu v napojich. Kofein se ze vzorku extrahuje metodou extrakce
na tuhé fazi (SPE) a naslednd analyza se provede pomoci metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) na obracenych fazich s mobilni fazi methanol:voda. K detekci kofeinu
se pouzije spektrofotometricky detektor pii vinové délce 270 nm. Analyza se provede pomoci
syst¢tmu HPLC, ktery se sklada z nékolika moduli:

Odplyriovac Kvartérni Davkovac
mobilni (davkovaci Termostat Kolona UV detektor
P HPLC pumpa .
faze smycka)

Pomiicky: HPLC zafizeni, zafizeni na extrakci na tuhé fazi, analytické vahy, navaZzovaci
lodicka, kadinka (100 ml), odmérny vélec, tyCinka, filtracni papir, filtra¢ni nalevka, laboratorni
stojan, odmérna barka (250 ml), odmérné banky (25 ml, 6 ks), Pasteurova pipeta, automatické
pipety, vialka na zachytavani extraktu, SPE kolonky (C18-oktadecyl), mikrostiikacka

Chemikalie: standardni roztok kofeinu ve vodé (98 %), chemikalie pro pfipravu mobilni faze
a extrakci (acetonitril, methanol), vzorek (€aj, instantni kava), roztok NaNO» k ur¢eni mrtvého
elucniho ¢asu (¢ = 0,1 mg/ml), deionizovana voda, roztok pro promyvani davkovaci smycky
(methanol)
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Postup

Pripravte extrakt vzorku

1.

Diferencialn¢ navazte maximalné 0,1 g instantni kdvy nebo caje (pfi diferencidlnim
vazeni si zaznamenate hmotnost vzorku navazeného na lodicce a hmotnost lodicky po
vysypani vzorku do kéadinky, z rozdilu zjistite pfesnou hmotnost vzorku), zalijte v
kadince ptiblizné¢ 70 ml horké deionizované vody a 5 min louhovat za obcasného
promichéni. Prefiltrujte a filtrat dopliite ve 100 ml odmérné baiice deionizovanou vodou
po znacku.

1 ml extraktu procistéte extrakci na tuhé fazi (SPE). Pfedseparaci proved'te prosatim
extraktu vzorku kavy nebo Caje pies sorpcni kolonku (sorbent kolonky je chemicky
vazany oktadecylsilan). V prvnim kroku pfipravte SPE kolonku na extrakci. Promyjte
ji 2 ml methanolu a poté 2 ml deionizované vody (pozor, povrch sorbentu se mezi
promyvanimi nesmi vysusit).

Nasledné proved’te ptfedseparaci vzorku na kolonce: prutokem asi 1 ml/min pfesejte
zvolené mnozstvi vzorku (1 ml) pies kolonku.

Dale kolonku promyjte 2 ml deionizované vody a nasledn¢ vysuste vakuem po dobu 10
minut.

V poslednim kroku SPE proved’te eluci kofeinu z kolonky: kofein vymyjte z kolonky 1
ml acetonitrilu.

Vysledny roztok (extrakt) ve vialce dopliite do 1 ml acetonitrilem a poté analyzujte
vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii.

Ptipravte srovnavaci zasobni roztok kofeinu do deionizované vody (10 mg/ml).

Ze zasobniho roztoku nejprve piipravte roztok o koncentraci 1 mg/ml (do 25 ml
odmérné banky fedéni smési methanol:voda v poméru 50:50 (v:v)).

Z roztoku s ¢ = 1 mg/ml pfipravte 5 kalibracnich roztokl kofeinu v rozsahu koncentraci
od 0,01 do 0,1 mg/ml (do 25 ml odmérnych bané€k, fedéni smési methanol:voda v
pomeéru 50:50 (v:v)) .

Analyza referencnich latek a vzorku

1.

K urceni mrtvého eluéniho ¢asu se pouzije roztok NaNO: pfipraveny v methanolu (0,1
mg/ml).

Pro déavkovani referen¢ni latky a vzorkl do davkovaci smycky pouzijte mikrostiikacku,
kterou je tieba pted pouzitim ditkladné proplachnout promyvacim roztokem (methanol).
Za stejnych podminek postupné davkujte roztok referen¢ni latky, roztok NaNO> a
roztok napoje precistény na SPE. Kazdé méteni je tieba zopakovat 3krat.

Pomoci ptipraveného srovnavaciho roztoku kofeinu se analyzou zjisti piislusné elu¢ni
charakteristiky potfebné pro kvalitativni analyzu. Na chromatogramu z analyzy
upraveného vzorku zjistéte ptitomnost kofeinu.

Pro kvantitativni analyzu kofeinu metodou kalibra¢ni ktivky se metodou HPLC
analyzuje sada ptipravenych kalibracnich roztoki.
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Nakladani s chemickymi latkami
Chemikalie Forma H-véty P-véty
Methanol (CH30H) | Kapalina H225, H301, H311, | P210, P260, P280,
H331, H370 P301 +P310, P311
Acetonitril (CH3CN) | Kapalina H225, H302 + H312 | P210, P280, P305 +
+ H332, H319 P351 + P338, P403 +
235
NaNO; Pevna H272, H301, H319, | P210, P220, P264,
H400 P273, P301 + P310,
P305 + P351 +P338

Zdroje rizik a vyhodnoceni zavazZnosti rizika

Metanol je hotlava kapalina. Je toxicky pfi poziti, pii styku s kzi, pii vdechovani. Zptsobuje
poskozeni organtl. Zaci dostavaji mobilni fazi pfedem pfipravenou v zasobniku mobilni faze.
Pracuji pod odbornym dohledem vyucujiciho a pouzivaji osobni ochranné prostredky.
Ptijatelné riziko.

Acetonitril je hoflava kapalina. Je zdravi Skodlivy pii poziti, styku s kizi a vdechovani.
Zpusobuje vazné podrazdéni oéi. Zaci pracuji pod odbornym dohledem vyudujiciho. Pracuji s
malymi objemy a pfi praci pouZzivaji osobni ochranné prostiedky. Pfijatelné riziko.

Dusitan sodny je toxicka latka pii poziti. Zptisobuje vazné podrazdéni oci. Je toxicky pro vodni
organismy. Miize piispét k rozvoji pozaru, protoZe je oxidaénim ¢inidlem. Zaci nepfichazeji do
kontaktu s tuhou latkou, dostavaji piipraveny roztok NaNO: o koncentraci
¢ = 0,1 mg/ml. Béhem prace v laboratofi se nepracuje s otevienym ohném. Piijatelné riziko.

Zpisob nakladani s odpady

Zbytky roztokl vylijte do nadoby urcené ke sbéru nechlorovaného organického odpadu.

Opatieni k omezeni rizika

Vyhnéte se piimé expozici, pouzivejte ochranné prostfedky. Nevystavujte se dlouhodobé nebo
opakované expozici. V piipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, okamzité informujte
vyucujiciho. Tyto latky nebo jejich obaly musi byt likvidovany jako nebezpecny odpad.
Nejezte, nepijte, nekuite v laboratofi. Po praci nebo pii pferuseni prace si umyjte ruce teplou
vodou a mydlem.
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Pracovni list
Experimentalni udaje

1. Ptiprava zésobniho roztoku vzorku (diferen¢né 0,1 g do 100 ml banky)

Hmotnost [g]

Lodicka s navazkem

Lodicka po vysypani

Hmotnost vzorky

2. Kolik pl je tteba odpipetovat ze zasobniho roztoku kofeinu o koncentraci 1 mg/ml pro
ptipravu 25 ml roztokii o koncentraci 0,01; 0,03; 0,05; 0,07 mg/ml?

0,01 mg/ml | 0,03 mg/ml | 0,05 mg/ml | 0,07 mg/ml

Objem roztoku
kofeinu s
koncentraci 1
mg/ml [ul]

3. Z analyzy standardli zaznamenejte elucni ¢asy NaNO; a kofeinu.

tr (NaNO») [min] | tr (kofein) [min]

—

Vypoéty

1. Do excelovské tabulky zaznamenejte hodnoty elu¢niho ¢asu kofeinu, plochy a vysky
pikli namétfenych pro standardni roztoky kofeinu.

roztok 0,01 mg/ml | 0,03 mg/ml | 0,05 mg/ml | 0,07 mg/ml | 0,01 mg/ml

Eluéni cas
[min]

Plocha piku

Vyska piku
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2. Do excelovské tabulky zaznamenejte hodnoty elu¢niho ¢asu kofeinu, plochy a vysky
pikti ve vzorku.

Vzorek Eluéni ¢as [min] Plocha piku Vyska piku
1.
2.
3.

3. Do kalibra¢niho grafu vyneste zavislost A (plocha piku) na c (koncentrace standardu).
Vyhodnot'te jej metodou nejmensich Ctvercii a zapiste rovnici kalibracni kiivky a
koeficient korelace.

4. Pomoci plochy piku kofeinu naméfeného ve vzorku odectéte koncentraci kofeinu.

5. Vypocitejte mnozstvi kofeinu v kdveé nebo caji a vyjadiete jeho obsah na 100 g.

6. Do kalibra¢niho grafu vyneste zavislost V (vyska piku) na c¢ (koncentrace standardu).
Vyhodnotte jej metodou nejmensSich ¢tvercti a zapiSte rovnici kalibracni kiivky a
koeficient korelace.

7. Pomoci vysky piku kofeinu naméfeného ve vzorku odectéte koncentraci kofeinu.

8. Vypocitejte mnozstvi kofeinu v kave nebo ¢aji a vyjadrete jeho obsah na 100 g.
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Otazky

1.

Vysvétlete, pro¢ nemiizeme piimo analyzovat kavu nebo ¢aj, ale potiebujeme pouzit
SPE k tpravé vzorku kavy nebo Caje.

Vysvétlete, jak funguje UV/VIS detektor. Pro¢ mizeme ke stanoveni kofeinu pouzivat
UV/VIS detektor.

Popiste, jak zména koncentrace latky ve vzorku ovliviiuje elu¢ni Cas, vysku a plochu
pikt.

Jaky typ staciondrni a mobilni faze a pouziva pii HPLC stanoveni kofeinu.

Uved’te chyby a jejich zdroje pii stanoveni kofeinu v kdveé nebo ¢aji. Navrhnéte mozna
feSenti.
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6. Napiste z jakych ¢asti/modulti se sklada HPLC zatizeni.

7. Definujte a popiste kroky extrakce na tuhé fazi (SPE).

Zavér

Shriite struéné cil experimentu, hlavni vysledky a porovnejte je s ocekavanymi hodnotami.



Nazev Digitalizace chemickych experimenti pro zlepSeni kvality a ol
projektu: podporu vyuky chemie na stiednich Skolach a.TBCHEmID
Akronym: ChemIQSoc » SOC

Cislo projektu:  2021-1-SK01-KA220-VET-000027995

Co-funded by the
Erasmus+ Programme
of the European Union

Prohlaseni o vylouceni odpovédnosti

Financovano Evropskou unii. Vyjadifené ndzory a postoje jsou nazory a prohlaSenimi autora(l)
a nemusi nutné¢ odrazet ndzory a stanoviska Evropské unie nebo Slovenské akademické
asociace pro mezindrodni spolupraci, Narodni agentury programu Erasmus+ pro vzdélavani a
odbornou pfipravu. Evropska unie ani organizace udélujici grant za né nepfebiraji zadnou
odpovédnost.



	Název: Stanovení kofeinu v čaji a kávě metodou HPLC-UV
	Pracovní list

