3. Analiza kofeiny w produktach spozywczych lub pochodzenia naturalnego metoda

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Odczynniki i sprzet laboratoryjny:

1. Materiat analizowany: kawa, herbata, Pepsi, Coca-Cola, napdj wysokoenergetyczny lub inne
produkty zawierajace kofeine
Szkto laboratoryjne: rozdzielacz, cylindry miarowe, pipety miarowe, kolby ptaskodenne, kolba
okragtodenna, lejek zwykty, mate zlewki, strzykawka Hamiltona
Probéwki Eppendorfa
Bibuta filtracyjna
Bezwodny NaxSO4
Roztwory wzorcowe zawierajacy kofeing rozpuszczong w wodzie, o stezeniu 0,5 mg/mL, 0,25
mg/mL, 0,1 mg/mc, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mc, 0,01 mg/mL
Kontrolny roztwér wzorcowy kofeiny o stezeniu 0,1 mg/mL
0,2 M wodny roztwor NaOH
Dichlorometan
0. Roztwory do wysokosprawnej chromatografii cieczowej:
roztwor A: metanol
roztwor B: 0,08% wodny roztwor kwasu trifluorooctowego (TFA)
roztwor C: 0,08% roztwdr TFA w acetonitrylu (ACN)
11. Wyparka rotacyjna préozniowa
12. Zestaw do wysokosprawnej chromatografii cieczowej skladajacy si¢ z degazera, pompy,
detektora UV oraz komputera wraz z oprogramowaniem
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Wykonanie doswiadczenia:
A. l1zolacja kofeiny

Odpowiednig ilos¢ ptynu (20 mL) zawierajgcego kofeing umiesci¢ w kolbie ptaskodennej i dodac
15 mL dichlorometanu (DCM) oraz 15 mL 0,2 M roztworu NaOH. Tak przygotowang mieszaning
wytrzasa¢ przez 5 minut. Nastepnie mieszaning przenie$¢ do rozdzielacza i wytrzasaé przez kolejne
5 min. Oddzieli¢ warstwe organiczng i przenie$¢ do uprzednio przygotowanego naczynia (kolba
ptaskodenna). Do warstwy wodnej w rozdzielaczu doda¢ 20 mL DCM i ponownie ekstrahowac.
Warstwy organiczne potaczy¢ i osuszy¢ nad Na2SOs. Po 15 minutach roztwor przesaczyé¢ do kolby
okragtodennej oraz usuna¢ rozpuszczalnik pod obnizonym ci$nieniem, a otrzymany osad rozpusci¢
w 20 mL dejonizowanej wody. Do czasu wykonania analizy HPLC probke przechowywaé w
temperaturze +4°C.

B. Sporzadzenie krzywej wzorcowe;j

W celu sporzadzenia krzywej wzorcowej przeprowadzi¢ analizy HPLC roztworéw wzorcowych
kofeiny otrzymanych przez odpowiednie rozcienczenie roztworu wzorcowego kofeiny o stezeniu 1
mg/mL do nastepujacych stezen: 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,1 mm/mL, 0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL,
0,025 mg/mL oraz 0,01 mg/mL. Na podstawie analizy pol powierzchni pikow w otrzymanych
chromatogramach wykresli¢ krzywag wzorcowa przedstawiajacg zalezno$¢ powierzchni piku od
stezenia wzorca. Otrzymana warto§¢ wspotczynnika korelacji powinna by¢ wigksza lub rowna
0,995.



Warunki analizy:

= wysokosprawny chromatograf cieczowy firmy Shimadzu sktadajacy si¢ z degazera, pompy
(czterokanatowa) i detektora UV

= Kkolumna Phenomenex PhenoSphere-Next C18 (5 um), o wymiarach 4,6x150 mm

= objetos¢ dozowania: 10 pL

= temperatura kolumny: 25°C

= faza ruchoma: gradient 10-60% roztworu C

» nate¢zenie przeplywu fazy ruchomej: 1 mL/min

= czas analizy: 15 min

= warunki detekcji: A =272 nm

C. Analiza chromatograficzna kofeiny w wybranych produktach spozywczych lub pochodzenia
naturalnego

Przed rozpoczeciem wlasciwej analizy badanej probki nalezy wykona¢ analize chromatograficzng
roztworu kontrolnego kofeiny o stezeniu 0,1 mg/mL i porownaé zgodno$¢ wyniku z krzywa
wzorcowg. Otrzymany wWynik powinien miesci¢ si¢ w zakresie stezenia teoretycznego £20%. W
wypadku braku zgodno$ci wyniku nalezy przygotowaé nowe roztwory wzorcowe kofeiny oraz
sporzadzi¢ nowa krzywa wzorcowa. Jesli roztwor kontrolny spetnia powyzsze kryterium wykonaé
analize probki postugujac sie ta samg metoda chromatograficzng jak dla roztwordw wzorcowych i
mieszaniny kontrolnej.

D. Przedstawienie wynikéw koncowych

Na podstawie czasoéw retencji zidentyfikowac kofeing w badanej probce, a jej zawarto$¢ wyznaczy¢
na podstawie powierzchni pikdéw, postugujac sie krzywa wzorcowa. Wynik koncowy oznaczenia
przedstawi¢ w mg/L oraz w mg/wielkos¢ porcji z doktadnoscia do 0,1.

Zakres materiatu:

Podstawy teoretyczne chromatografii cieczowej, zasada rozdzialu w wykorzystaniem

wysokosprawnej chromatografii cieczowej, klasyfikacja, wystgpowanie, wlasciwosci alkaloidow,
struktura 1 wlasciwosci kofeiny.



