Priloha €. 1: chromatogramy vzorkid obsahujicich 3 odliSné koncentrace kofeinu




Priloha €. 2: kone¢ny navrh navodu k laboratorni Gloze vyuzivajici princip HPLC

HPLC chromatografie

Princip:

HPLC (High Perfomance Liquid Chromatography)
je typickym pFikladem chromatografie jakozto
separacni metody. | zde dochazi k analyze pomoci
principu odliSného zadrzovani analytl ve dvou
nemisitelnych fazich: MOBILNi a STACIONARNI.

PC for Dat;
Acquisition
V pfipadé HPLC je mobilni faze v kapalném
skupenstvi. Je pfivadéna na kolonu pod vysokym P
tlakem, ktery v sestavé vznika pomoci vysokotlaké -
pumpy. Vyhodou tohoto uspofadani je, Ze
chromatograficka kolona maze byt pomérné -
kratka, ale diky vysokému tlaku v ni analyzovana Satent RUmE Hefeetr  Weale
latka prochazi dostateéné dlouho, aby mohla byt
analyzovana.
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Soucasti sestavy pro HPLC je v prvni fadé zasobnik mobilni faze (MF). Ta je pomoci vysokotlaké pumpy pfivadéna
na chromatografickou kolonu, ovSem pfed vlastnim vstupem je do ni vpraven analyzovany vzorek. Po prichodu
kolonou pokrac&uje vzorek na detektor, ktery pfevadi signaly do datové stanice (pocitace) a umoziuje tak praci se
ziskanymi udaji. VeSkeré zbytky ze stanovovani se sbiraji na konci sestavy, do sbé&rné nadoby.

HPLC stanoveni kofeinu:

Kofein patfi (stejné jako napf. theobromin) mezi derivaty xantinu (ten patfi mezi

puriny). T /CHs
P , . ... , . , HSC\N N
ro stanoveni kofeinu pouzijeme HPLC systém HP 1050 series, sestaveny
z Autosampleru (automaticky davkovac vzorku), vysokotlaké pumpy, )\ | />
chromatografické kolony (GraceSmart C1s) a spektrofotometrického detektoru. 0 N N

|

Stacionarni faze: C1s, ukotveno v silikagelu CHs

Mobilni faze: METHANOL:VODA (1:1)

Tato konkrétni analyza patfi mezi RP-HPLC (,reverzni“; mobilni faze polarni, stacionarni faze nepolarni). Provadét
budeme zaroven kvalitativni mé&feni (je-li kofein pfitomen ve vzorku) i kvantitativni méfeni (kolik je kofeinu ve vzorku,
resp. jaka je jeho koncentrace ve vzorku).

Ukoly:
1. Provedte kalibraci pomoci sestaveni kalibraéni kfivky z vami pfipravenych roztoki kofeinu.
2. Zméite koncentraci kofeinu v neznamém vzorku.

Chemikalie:
e KOFEIN (krystalicka latka, Cisty)
o Pripraven roztok o koncentraci 100 mg/l a roztok o neznamé koncentraci.
e VODA, METHANOL (v HPLC kvalité)
o Mobilni faze pro analyzu

Pomlcky a pristrojové vybaveni:

e HPLC systém HP 1050 series
Kolona GraceSmart™
o Féaze C1s, ukotveno v silikagelu; velikost port 120A, délka kolony 150 mm
o Sériove Cislo 209110317
Automaticka pipeta (nastavena na objem 200 ml) s jednorazovymi nasavacimi Spickami
Injekéni lahvicky (,vialky“) s filtry
5x kadinka



PRACOVNIi POSTUP:
1. Seznamte se s instrumentaci a softwarem pro HPLC analyzu a jeji vyhodnoceni.

= Seznameni se software nasleduje po pfedstaveni sestavy pro HPLC.
= 3 podokna (1= METHOD AND RUN CONTROL; 2 = DATA ANALYZIS; 3 = REPORT LAYOUT)
»  Soucasti pribéhu: DEFINOVAT METODU, KALIBRACE, INTEGRACE
= Pfednastavena metoda a jeji aspekty, moznosti do ni zasahnout.
2. Ulozte do systému predem svoji metodu prace jako novou metodu.
= 1->METHOD -> SAVE METHOD AS

> Vyberte v dialogovém okné metodu pojmenovanou ,kofein“ a pfi otazce na pfemazani
vyberte, Ze chcete pfemazat stavajici metodu.

3. Provedte méieni pro kalibraci (= pfipravte kalibra¢ni krivku).

= Pripravte si 5 vzork(l o rizné koncentraci kofeinu nafedénim zasobniho roztoku o koncentraci 100
mg/l. V8echny vzorky pfevedte do injek&nich lahvicek (= ,vialek®) a opatfete filtry.

> Veskeré fedéni se provadi mobilni fazi, nikdy ne destilovanou vodou nebo jinym
rozpoustédlem!

> Pouzijte jako krajni meze koncentrace roztoku s koncentraci (0 mg/l a 100 mg/l).

» Razné koncentrace roztoku ve vialkach dosahnete vhodnym podilem roztoku kofeinu (100
mg/l) a mobilni faze. Pouzijte k fedéni automatickou pipetu, davejte si zaroven pozor na
Spicky, pouzivané pro jednotlivé souéasti vzorku a vzajemné je nezamériite.

» Nezapomerite na kazdou z vialek po zavedeni roztoku nasadit filtr.
= Vzorky pfipravte k analyze: vloZte je do autosampleru.

> Pohlidejte si, ve které pfrihradce mate ktery vzorek. Nejlépe si na papir poznamenejte
Cislo vzorku (vialky) a koncentraci kofeinu v ném.

= Pomoci software nastavte parametry pro analyzovani skupiny vzorku
> 1- SEQUENCE —> SEQUENCE PARAMETRES
o Zadejte jméno jednoho z vas (Operator name)

o Je dulezité zejména nastavit pro vasi skupinu vzork( novy podadresar (Data file ->
Subdirectory), s preddefinovanym nazvem vzorka a pocitadlem neni tfeba nic délat.

> 1- SEQUENCE —> SEQUENCE TABLE

o V této tabulce se nastavuje poradi jednotlivych vialek + pocet nabrani vzorku a jeho
mnozstvi.

o Je potfeba pro kazdou vialku nastavit jedno nabrani vzorku o objemu 20 ml.
s Pomoci INSERT navolit pét fadka.

« V kazdém fadku ve sloupci Vial napsat Cislo vialky, odpovidajici jejimu €islu
v Autosampleru.

% Ve sloupci Method name vyberte z nabizeného seznamu vasi metodu
(KOFEIN).

Ve sloupci Inj/Vial nastavit hodnotu ,1“ (jedno nabrani).
% Ve sloupci Inj volume nastavte hodnotu ,20“ (20 mikrolitrd).
= Provedte vlastni analyzu.
> 1 - RUN CONTROL -> RUN SEQUENCE

» Analyza potrva zhruba 15 minut. BEhem ni systém zpracuje vSechny vzorky automaticky,
neni potfeba do prace zasahovat. Po ukonéeni analyzy systém oznami, Ze analyza dobéhla.

= Zobrazte si data vznikla méfenim u jednotlivych vzorku, u kazdého samostatné.
> 2 ->LOAD SIGNAL
o Vyberte z vadeho podadresére jednotlivé vase vzorky.

o Po natteni jakéhokoli vzorku vam systém rovnou ukaze i report s vysledky.



o Pridejte data vznikla u jednotlivych vzork(i do kalibrac¢ni tabulky a zobrazte si
kalibracni kfivku.

% 2- CALIBRATE/RECALIBRATE
v CALIBRATION — zaskrtnéte ADD LEVEL
v LEVEL — vypiste Cislo. Za¢néte od jednicky. Pokud bude systém
hlasit, Ze &islo uz je pouzito, pouzijte nasledujici €islici (pfipadné
Cislo).

v'Pro kazdy level je potfeba systému zadat, jaka je koncentrace
kofeinu v roztoku. Toto &islo (viz report jednotlivych vzork() vepiste
do buniky Amt mg/l. Potvrdte data stisknutim Enter.

<% 2- CALIBRATION COURVE
v Zadanim tohoto pfikazu zobrazite kalibraé¢ni kfivku.

v’ Zkontrolujte si, Ze mate vybrany linearni typ kfivky (Curve type —
LINEAR)

o Timto postupem jste si pripravili kalibraéni tabulku pro méfeni koncentrace kofeinu
v neznadmém roztoku.

= Zobrazte data vznikla mé&fenim do jednoho grafu.
»2->LOAD SIGNAL
o Vyberte z vaSeho podadreséfe jeden libovolny signal
> 2->0OVERLAY SIGNAL
o Vyberte postupné v8echny zbyvajici vzorky.
o Postupné se vam budou pfidavat do grafu.
» 2 ->INTEGRATION -> INTEGRATION RESULTS

o Zobrazite data z analyzy v§ech vzork(. Pro pfipadné pozdéjsi pouziti si je mlzete
vyfotit.

= Po skonc&eni prace znovu ulozte vasi metodu.
»2->FILE -> SAVE AS -> METHOD
o Opét ukladate metodu jako ,kofein®.
4. Provedte méieni vzorku s neznamu koncentraci kofeinu.

= Z pfipraveného roztoku s neznamu koncentraci odeberte vzorek do vialky, opatfete ji filtrem a vioZte
do autosampleru.

» Nastavte nové parametry pro prabé&h chromatografického stanoveni
> 1- SEQUENCE —> SEQUENCE PARAMETRES
> 1- SEQUENCE -> SEQUENCE TABLE
» Pouzijte stejné parametry jako pfi pfipravé kalibracni tabulky.
= Provedte vlastni analyzu
» Potrva cca 3 minuty.

= Zreportu, ktery vam systém nabidne, si poznamenejte koncentraci kofeinu v analyzovaném
roztoku!

5. Z vaseho méreni zpracujte prehledny protokol, ve kterém uvedete vSechny dulezité udaje
= Zakladni informace o HPLC analyze a konkrétné o kofeinu.
= Pracovni postup, pouzité nastroje a chemikalie.

= Vysledky vaseho méreni



