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Nazov: Stanovenie kofeinu v ¢aji a kave metédou HPLC-UV

Navod na pracu

Zadanie:

1. Metodou HPLC-UYV zistite pritomnost’ kofeinu vo vzorkach kavy alebo ¢aju na zéklade
porovnania chromatografickych eluénych charakteristik zloziek vzorky a referencnej
latky.

2. Metddou kalibracnej krivky urcite koncentraciu kofeinu.

Teoria

Kofein je alkaloid zo semien kdvovnika, avSak nachadza sa aj vinych rastlindich. Ma
povzbudzujuce ucinky na centrdlnu nervovu ststavu a pouziva sa ako sucast mnohych
povzbudzujucich napojov (napr. v kolovych napojoch). Odvar z prazenych semien kavovnika

— kava — je obl'ibenym népojom na celom svete, najmi vd’aka obsahu kofeinu. Je to navykova
latka.

Cielom prace je stanovenie kofeinu v napojoch. Kofein sa zo vzorky extrahuje metodou
extrakcie na tuhej faze (SPE) a naslednd analyza sa uskutocni pomocou metody vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC) na obratenych fazach s mobilnou fazou metanol:voda. Na
detekciu kofeinu sa pouzije spektrofotometricky detektor pri vinovej dizke 270 nm. Analyza sa
vykona pomocou systému HPLC, ktory sa sklada z niekol’kych modulov:

Odplynovac Kvartérna Davkovac
mobilnej (davkovacia Termostat Koléna UV detektor
p HPLC pumpa Y
fazy slucka)

Pomocky: HPLC zariadenie, zariadenie na extrakciu na tuhej faze, analytické vahy,
navazovacia lodicka, kadi¢ka (100 ml), odmerny valec, tyCinka, filtracny papier, filtracny
lievik, laboratorny stojan, odmerna banka (250 ml), odmerné banky (25 ml, 6 ks), Pasteurova
pipeta, automatické pipety, vialka na zachytavanie extraktu, SPE kolonky (C18-oktadecyl),
mikrostriekacka

Chemikalie: Standardny roztok kofeinu vo vode (98 %), chemikalie na pripravu mobilnej fazy
a extrakciu (acetonitril, metanol), vzorka (Caj, instantnd kava), roztok NaNO> na urcenie
mitveho elu¢ného ¢asu (¢ = 0,1 mg/ml), deionizovana voda, roztok na premyvanie davkovace;j
slucky (metanol)
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Pripravte extrakt vzorky

1.

Diferencidlne navazte maximalne 0,1 g instantnej kavy alebo ¢aju (pri diferencidlnom
vazeni si zaznamenate hmotnost’ vzorky navazenej na lodicke a hmotnost’ lodi¢ky po
vysypani vzorky do kadiCky, zrozdielu zistite presni hmotnost’ vzorky), zalejte
v kadicke priblizne 70 ml hortucej deionizovanej vody a nechajte 5 min lthovat za
obCasného premieSania. Prefiltrujte a filtrdt dopliite v 100 ml odmernej banke
deionizovanou vodou po znacku.

I ml extraktu precistite extrakciou na tuhej faze (SPE). Predseparaciu uskutoCnite
presatim extraktu vzorky kavy alebo ¢aju cez sorpcnu koldnku (sorbent kolonky je
chemicky viazany oktadecylsilan). V prvom kroku pripravte SPE koldnku na extrakciu.
Premyte ju 2 ml metanolu a potom 2 ml deionizovanej vody (pozor, povrch sorbentu sa
medzi premyvaniami nesmie vysusit).

Nasledne uskutocnite predseparaciu vzorky na kolonke: prietokom asi 1 ml/min presajte
zvolené mnozstvo vzorky (1 ml) cez kolonku.

Dalej kolonku premyte 2 ml deionizovanej vody a nasledne vysuste vakuom po dobu
10 minut.

V poslednom kroku SPE uskuto¢nite eliciu kofeinu z kolonky: kofein vymyte
z kolonky 1 ml acetonitrilu.

Vysledny roztok (extrakt) vo vialke dopliite do 1 ml acetonitrilom a potom analyzujte
vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou.

Pripravte porovnavaci zdsobny roztok kofeinu do deionizovanej vody (10 mg/ml).

Zo zasobného roztoku najskor pripravte roztok s koncentraciou 1 mg/ml (do 25 ml
odmernej banky riedenie zmesou metanol:voda v pomere 50:50 (v:v)).

Zroztoku sc = 1 mg/ml pripravte 5 kalibratnych roztokov kofeinu v rozsahu
koncentracii od 0,01 do 0,1 mg/ml (do 25 ml odmernych baniek, riedenie
zmesou metanol:voda v pomere 50:50 (v:v)).

Analyza referencnych latok a vzorky

1.

Na ur¢enie mrtveho elu¢ného Casu sa pouzije roztok NaNO; pripraveny v metanole (0,1
mg/ml).

Na davkovanie referencnej latky avzorieck do davkovacej slucky pouzite
mikrostriekacku, ktorl je potrebné pred pouzitim dokladne preplachnut’ premyvacim
roztokom (metanol).

Za rovnakych podmienok postupne davkujte roztok referencnej latky, roztok NaNO;
a roztok napoja precisteny na SPE. Kazdé meranie je potrebné zopakovat’ 3-krat.
Pomocou pripraveného porovnavacieho roztoku kofeinu sa analyzou zistia prislusné
eluéné charakteristiky potrebné na kvalitativau analyzu. Na chromatograme z analyzy
upravenej vzorky zistite pritomnost’ kofeinu.

Pre kvantitativhu analyzu kofeinu metédou kalibracnej krivky sa metédou HPLC
analyzuje sada pripravenych kalibracnych roztokov.
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Nakladanie s chemickymi latkami

Chemikalia Forma H-vety P-vety
Metanol (CH3OH) Kvapalina H225, H301, H311, | P210, P260, P280,
H331, H370 P301 +P310, P311
Acetonitril (CH3CN) | Kvapalina H225, H302 + H312 | P210, P280, P305 +
+ H332, H319 P351 + P338, P403 +
235
NaNO» Tuha H272, H301, H319, | P210, P220, P264,
H400 P273, P301 + P310,
P305 + P351 + P338

Zdroje rizik a vyhodnotenie zavaZnosti rizika

Metanol je horlava kvapalina. Je toxicky pri poziti, pri styku s koZou, pri vdychovani.
Spdsobuje poskodenie organov. Ziaci dostavaju mobilnt fizu vopred pripraventi v zasobniku
mobilnej fazy. Pracuju pod odbornym dohladom vyucujiceho a pouzivaji osobné ochranné
prostriedky. Prijatel'né riziko.

Acetonitril je horlava kvapalina. Je zdraviu Skodlivy pri poziti, styku s kozou a vdychovani.
Sposobuje vazne podrazdenie o&i. Ziaci pracuju pod odbornym dohladom vyudujuceho.
Pracujii s malymi objemami a pri praci pouzivaji osobné ochranné prostriedky. PrijateI'né
riziko.

Dusitan sodny je toxicka latka pri poziti. Sposobuje vazne podrazdenie oc¢i. Je toxicky pre vodné
organizmy. Moze prispiet krozvoju poziaru, pretoze je oxidaénym &inidlom. Ziaci
neprichadzaju do kontaktu s tuhou latkou, dostavaju pripraveny roztok NaNO- s koncentraciou
¢ = 0,1 mg/ml. V priebehu prace v laboratériu sa nepracuje s otvorenym ohnom. Prijatel'né
riziko.

Sposob nakladania s odpadmi

Zvysky roztokov vylejte do nadoby urcenej na zber nechlérovaného organického odpadu.

Opatrenia k obmedzeniu rizika

Vyhnite sa priamej expozicii, pouzivajte ochranné¢ prostriedky. Nevystavujte sa dlhodobe;j
alebo opakovanej expozicii. V pripade nehody alebo ak sa necitite dobre, okamzite informujte
vyucujuceho. Tieto latky alebo ich obaly sa musia likvidovat’ ako nebezpe¢ny odpad. Nejedzte,
nepite, nefajcite v laboratoriu. Po praci alebo pri preruseni prace si umyte ruky teplou vodou a
mydlom.
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Pracovny list

Experimentalne udaje

1. Priprava zasobného roztoku vzorky (diferencne 0,1 g do 100 ml banky)

Hmotnost’ [g]

Lodicka s navazkom

Lodicka po vysypani

Hmotnost’ vzorky

2. Korlko pl je potrebné odpipetovat’ zo zasobného roztoku kofeinu s koncentraciou 1
mg/ml na pripravu 25 ml roztokov s koncentraciou 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
koncentraciou 1
mg/ml [ul]

3. Z analyzy Standardov zaznamenajte elu¢né casy NaNO; a kofeinu.

tr (NaNO») [min] | tr (kofein) [min]

Vypoéty

1. Do excelovskej tabul’ky zaznamenajte hodnoty elu¢ného ¢asu kofeinu, plochy a vysky
pikov nameranych pre Standardné roztoky kofeinu.

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

Eluény cas
[min]

Plocha piku

Vyska piku
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2. Do excelovskej tabulky zaznamenajte hodnoty elu¢ného ¢asu kofeinu, plochy a vysky
pikov vo vzorke.

Vzorka Elu¢ny cas [min] | Plocha piku | Vyska piku

3. Do kalibraéného grafu vyneste zavislost’ 4 (plocha piku) od ¢ (koncentracie Standardu).
Vyhodnotte ho metdodou najmensich Stvorcov a zapiSte rovnicu kalibracnej krivky
a koeficient korelacie.

4. Pomocou plochy piku kofeinu nameraného vo vzorke odcitajte koncentraciu kofeinu.

5. Vypocitajte mnozstvo kofeinu v kéve alebo ¢aji a vyjadrite jeho obsah na 100 g.

6. Do kalibracného grafu vyneste zavislost’ A (vyska piku) od ¢ (koncentracie Standardu).
Vyhodnot'te ho metdodou najmensich Stvorcov a zapiSte rovnicu kalibracnej krivky
a koeficient korelacie.

7. Pomocou vysky piku kofeinu nameraného vo vzorke od¢itajte koncentraciu kofeinu.

8. Vypocitajte mnozstvo kofeinu v kdve alebo ¢aji a vyjadrite jeho obsah na 100 g.
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Otazky

1.

Vysvetlite, preCo nemdzeme priamo analyzovat’ kdvu alebo €aj ale potrebujeme pouzit
SPE na tpravu vzorky kavy alebo ¢aju.

Vysvetlite, ako funguje UV/VIS detektor. PreCco moézeme na stanovenie kofeinu
pouzivat UV/VIS detektor.

Opiste, ako zmena koncentracie zlicenin vo vzorke ovplyviiuje eluény cas, vysku
a plochu pikov.

Aky typ stacionarnej a mobilnej fazy a pouziva pri HPLC stanoveni kofeinu.

Uved’te chyby a ich zdroje pri stanoveni kofeinu v kave alebo ¢aji. Navrhnite mozné
rieSenia.
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6. Napiste z akych casti/modulov sa skladd HPLC zariadenie.

7. Zadefinujte a popiSte kroky extrakcie na tuhej faze (SPE).

Zaver
Zhriite strucne ciel prace a experimentalne vysledky. Zhodnot'te presnost’ merania, identifikujte
mozné chyby a navrhnite sposoby ich eliminacie.
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Vyhlasenie o vyluceni zodpovednosti

Financované Eur6pskou uniou. Vyjadrené nazory a postoje st nazormi a vyhlaseniami autora(-
ov) a nemusia nevyhnutne odrdzat nazory a stanoviskd Eurdpskej unie alebo Slovenskej
akademickej asocidcie pre medzindrodnu spolupracu, Narodnej agentiry programu Erasmus+
pre vzdeldvanie a odbornu pripravu. Eurdpska unia ani organizacia udel'ujica grant za ne
nepreberaju ziadnu zodpovednost'.
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