Vyuziti  kapalinove  chromatografie
s hmotnostni detekci pro identifikaci
a kvantifikaci latek

Cile ulohy
stanovit mnoZstvi kofeinu ve vzorku ndpoje obsahujiciho kofein
identifikovat nezndmou latku na zakladé hmotnostniho spektra

Pozadavky na studenta
Znalost metodiky kapalinové chromatografie po strance schematické a ¢astecné fyzikalné-chemické.
Znalost zakladnich principl hmotnostni spektrometrie.

Laboratorni vybaveni

Kapalinovy chromatograf Thermo Surveyor, sestavajici z automatického davkovace vzork( Surveyor
Autosampler Plus, kvartérni pumpy s odplyfiovaci jednotkou Surveyor MS Pump Plus, UV-VIS
spektrofotometrického detektoru s diodovym polem Surveyor PDA Plus a hmotnostnim detektorem
LCQ FLEET vybaveného iontovou pasti. Ovladani pristroje a vyhodnocovani vysledk(l programem
Xcalibur v 2.5.0 (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). Dale chromatograficka kolona Zorbax Eclipse
XDB-C18 (4,6 x 250 mm; 5 um), minishaker, mikropipety, odmérné bariky, stfikacky, filtry, vialky 1,8
ml.

Chemikalie
Deionizovana voda, standard kofeinu, nezndmé a zndmé latky pro méfeni hmotnostnich spekter,
kyselina octovd, metanol.

Postup

Upozornéni: P¥i praci zdsadné neotaéime mikropipety vzhiru $pickou, nebot pak dojde ke vniknuti
chemickych latek ¢i jejich roztokli do mechanismu pipet a kjejich zni¢eni. Veskera cinnost
v laboratofti bude provadéla pouze se souhlasem vyucujiciho a pouze pod jeho dohledem.

Kvantifikace kofeinu

Pro kvantifikaci kofeinu ve vzorcich napojli bude pouZita metoda publikovand Beltranem a
kolektivem v roce 2006".

Pfipravte mobilni fazi pro chromatografické stanoveni kofeinu smichanim 80 dilG 1% vodného
roztoku kyseliny octové a 20 dili metanolu (v/v). Nechte promyvat (kondiciovat) chromatografickou
kolonu mobilni fazi o pratoku 1 ml/min.

! J.G. Beltran et al., Biochem. Eng. J. 31 (2006) 8-13.




V literature si doma nastudujte, jaky je obsah kofeinu v rliznych druzich napoji a dle toho pak
navrhnéte rozpéti kalibracni kfivky. Zkonzultujte Vas navrh s vyudujicim a na zakladé jeho pokynl
pfipravte péti bodovou kalibraéni kfivku za pouZiti standardu Cistého kofeinu do odmérnych banék.
Nasledné prevedte 1 ml z kazdého kalibra¢niho roztoku zvlast do vialek a vloZte je do automatického
zasobniku vzorkl. Do Sesté vialky dejte Cistou vodu, do sedmé prefiltrovany a naleZité zfedény
vzorek.

Zmérte UV-VIS absorpéni spektrum kofeinu a zvolte nejvhodnéjsi vinovou délku k jeho detekci
(273 nm). Pro méreni a vyhodnoceni chromatogram(l pouZijte metod pfipravenych v ovladacim
softwaru. Zkonstruujte kalibrac¢ni kfivku a zhodnotte, kolik kofeinu je ve Vami analyzovaném vzorku.
Nezapomerite pocitat i s eventuelnim fedénim vzorku pred analyzou.

Identifikace neznamé latky pomoci MS

Vyucujici Vas sezndmi se stavajici instrumentaci pro hmotnostni spektrometrii, jejimi pfednostmi a
mozZnostmi. PFipravte si roztoky zndmych latek, které ve své molekule obsahuji atom bromu,
respektive tvofi jednou a vicekrat nabité ionty. Pod vedenim vyucujiciho provedte méfeni,
identifikujte molekulovy ion a nasledné provedte jeho fragmentaci a pokuste se o identifikaci
vyznamnéjsich fragmentd véetné jejich naboje. Zmérte roztok nezndmé latky a identifikujte, ktery
z Vami analyzovanych vzorkd to byl a Vasi odpovéd oddvodnéte.

Ukoly do protokolu
Jak se pfi konstantnim pritoku zméni tlak na vstupu chromatografické kolony, pokud pouZijeme
kolonu s mensim primérem ¢astic?

Vyhledejte hodnoty obsahu kofeinu v deseti rliznych napojich obsahujicich kofein.
Jak se zjistuje kvantitativni obsah latky v kapalinové chromatografii?

Vypoctéte hodnotu obsahu kofeinu ve Vami pfineseném napoji.

Jaké jsou vyhody hmotnostniho detektoru oproti UV-VIS detektoru?

Z jakych ¢asti se obecné sklada hmotnostni detektor?

Co je to MS",jak se tato spektra méfi a k ¢emu slouZi?

Jak rozezndme jednou a vicekrat nabité ionty v hmotnostnim spektru?



