Analyza kofeinu v kavé pomoci kapalinové chromatografie

Kofein (obr.1) se jako ptirodni alkaloid vyskytuje v mnoha rostlinach (napft. fazolich,
kakaovych bobech, ¢erném caji apod.) avSak nejvice je spojovan s kavovymi boby
ais kavou.

Kofein je bild krystalickd latka patfici do skupiny, methylovanych derivati xantinu.
Do této skupiny patii také teobromin a teofylin. V lidském téle pusobi kofein pfevazné na

centralni nervovou soustavu a potlacuje tnavu.

Obrazek 1: Struktura kofeinu
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Jedna z technik umoznujici analyzu kofeinu je kapalinovd chromatografie s reverzni
stacionarni fazi. Kapalinova chromatografie je separacni metoda, vyuZzivajici déleni smési
latek mezi 2 faze (staciondrni a mobilni). Molekula analytu (A) je opakované transportovana
do staciondrni fdze a zpét do mobilni. D¢ je moZné popsat distribucni (rozdélovaci
konstantou) (rovnice 1). Cim véti jsou rozdily v hodnoté Kp(A) jednotlivych separovanych

latek, tim vyssi je selektivita chromatografické separace.

Rovnice 1: Distribuéni konstanta
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Kp(a) — ditribu¢ni konstanta, [A]s a [A]v - rovnovaZné koncentrace slozky A ve stacionarni a mobilni fazi, (na) S
a (na) M — latkova mnozstvi sloZzky A ve stacionarni a mobilni fazi,

Vs a Vy — objemy stacionarni a mobilni faze v chromatografickém systému.



Zaklady kapalinové chromatografie polozil po¢atkem minulého stoleti rusky botanik
Cvét, kterému se podatilo separovat smés listovych barviv. V tuto dobu ovSem nebyla tato
metoda dostatecné docenéna. Teprve aZz koncem Sedesatych let doSlo k rychlému vyvoji
moderni vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Mezi piedni osobnosti, kterym vdécime za
soucasnou podobu chromatografie patii Horvath, Kirkland, Huber, Martin a Synge. V roce
1952 ziskali Martin a Synge Nobelovu cenu za objasnéni pochodd v koloné a jejich
souvislosti s u¢innosti chromatografického procesu. Pii zavedeni naplni kolon s chemicky
vazanymi fazemi doslo k vyraznému zlepSeni separace s dobrou reprodukovatelnosti.

Na obrazku 2 je zobrazeno schéma kapalinového chromatografu: (a) zasobniky
mobilni faze, (b) programovani gradientu, (c) sméSovaC¢ mobilni faze, (d) vysokotlaké
cerpadlo, (e) davkovaci zatizeni, (f) chromatografickd kolona, (g) detektor, (h) pocitac.
V piipadé¢ potieby, miizou byt pfipojeny dals$i zafizeni: odplynova¢ mobilni faze,

pfedkolonka, frakéni kolektor.

Obrazek 2: Schéma kapalinového chromatografu
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Separace v chromatografick¢é kolon¢ probihd raznymi mechanismy. Zakladni
mechanismy jsou adsorpce, rozdélovani, chemisorpce a sitovy efekt.

Kolony s reverzni fazi separuji na zakladé rozd€lovani a jsou v dneSni dobé&
nejpouzivanéj$im typem stacionarni faze pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii. Lze
je s uspéchem aplikovat ptiblizn€ na 80- 90% separacnich tloh. Jako mobilni faze je pouzito
polarni rozpoustédlo, nejCastéji voda s piimési organického rozpoustédla (methanol,
acetonitril, tetrahydrofuran, dioxan). Stacionarni faze je tvofena chemicky vazanymi
nepolarnimi skupinami na silikagelu jako nosi¢i. Ve vyjimecnych ptipadech se pouziva uhlik

nebo organické polymery.



Chromatografické podminky:

Kolona: 4x250 mm; 5 um; Tessek Separon SGX C18
Mobilni faze: CH;0H:H,O:CH3;COOH (70:29:1)

Detekce: UV absorpce pii 280 nm

Nastiik: davkovani 100 pl davkovaci stiikackou (Hamilton) do 20 pl davkovaci

smycky (ptepliovani smycky; technika ,,full loop*)

Priitokova rychlost: 0,35 ml/min.

Pracovni postup:

1) Pfipravime si 100 ml MF o poméru slozek CH3;0OH:H,O:CH3;COOH 70:29:1.

2) Piipravime si vychozi vzorek kavy, ze kterého odebereme 1 ml, ktery ziedime 10x
do 10 ml odmérné banky mobilni fiazi a pfed vlastni analyzou zfiltrujeme pies
diskovy mikrofiltr (0,22 um).

3) Pro kvantifikaci si pfipravime roztok kofeinu rozpusténim 1 mg standardni latky
v 10 ml mobilni faze (roztok o koncentraci 100mg/1).

4) Redénim roztoku pfipraveného v bodé 3) ptipravime kalibradni fadu o koncentraci
1, 5, 10, 50, 100 mg/1

5) Prométime vzorek kavy a kalibra¢ni fadu.

6) Navazime si 1 mg standardni latky teofylinu rozpustime ji v1 ml MF. Takto
pfipraveny standart zfedime 100x na poZadovanou koncentraci 10 mg/1.

7) 0,5 ml vzorku kdvy smichdme s 0,5 ml standardniho roztoku latky teofylinu
(roztok zfiltrujeme pies diskovy mikrofiltr). Vzniklou smés analyzujeme.

Vyhodnoceni:

Pik kofeinu ve vzorku se zintegruje a jeho koncentrace se stanovi s vyuzitim

prométené kalibraéni kiivky.

Do protokolu uved'te mnozstvi kofeinu ve vzorku kavy v mg/l.

I'Jkoly:

1) Stanovte mnozstvi kofeinu v kavée.

2) Jak se nazyvéa metoda popsana v bod¢ 7)

3) Identifikujte pik teofylinu v chromatografu.
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Ptiloha 1: Ukazka chromatogramu vzorku kavy
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Pfiloha 2: Kalibraéni zavislost standardu kofeinu
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