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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Stanoveni kofeinu v extraktu kavy metodou SPE

(vypracovaly: Mgr. Romana Kostrhounova, Ph.D., RNDr. Ivana Borkovcova, Ph.D.)

1. Princip

Metoda SPE je zalozena na rovnovazné distribuci analytu mezi vodnou a tuhou fazi, pficemz
rovnovaha je posunuta ve prospéch tuhé faze.

Roztok analytu je pfiveden do kontaktu s tuhym aktivovanym sorbentem, ktery sorbuje analyt
a pouze vV minimalni mife ostatni slozky vzorku. Zachyceny analyt je nasledné uvolnén eluci
vhodnym eluénim ¢inidlem a analyticky stanoven.

Provedeni SPE

1.

Kondicionace — ptiprava kolonky na reprodukovatelnou interakci slozek vzorku
s pevnou fazi. Kolonka se proplachne predepsanym rozpoustédlem — aktivace pevné
faze pro interakci se vzorkem. Nasledné je promyta rozpoustédlem podobnym vzorku
— Uprava prostiedi pro vlastni vzorek.

Aplikace vzorku — podle druhu pevné faze a vzorku dochazi ke specifickym reakcim
latek s pevnou fazi.

Uprava vzorku — vhodné pH, iontova sila, fedéni

Objem vzorku - 1 objem odstrani kondicionované rozpoustédlo, ale klesa G¢innost a
vytéznost, analyty mohou byt vymyvany jiz pii aplikaci vzorku. PouZzity objem vzorku
je ovlivnén velikosti a typem kolonky, koncentraci analytu, mnozstvim interferenci,
zadrZi analytu sorbentem.

Pratok — musi byt zajistén dostateény kontakt vzorku s pevnou fazi.

Promyti - proplachnuti kolonky vhodnym rozpoustédlem, odstranéni kontraktd,
analyty zlstavaji sorbovany na pevné fazi.

Suseni — pokud se elu¢ni rozpoustédlo vyrazné 1isi od promyvaciho roztoku, kolonku
je tteba vysusit proudem vzduchu ¢i inertniho plynu, napt. dusiku

Eluce — kolonka se promyva eluénim rozpoustédlem, dochazi k selektivni desorpci
analytll z pevné faze a k jejich vymyti z kolonky.

Volba rozpoustédla — podobné v podobném se rozpousti, snadno odpafitelné.

Eluat je déale jiman a upravovan, napt. pro chromatografickou analyzu.

2. Material

Extrakt rozpustné kavy

Destilovana voda

Methanol

SPE aparatura Baker

SPE kolonky Oasis HLB 3cc, 60 mg
Rotaéni vakuova odparka

Odmérné banky — 100 ml

Varné banky — 50 ml

Analytické vahy

Automatické pipety
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3. Pracovni postup

» 1 g vzorku obsahujici kofein + 100 ml destilované vody
» Filtrace pfes filtracni papir do 100 ml odmérné banky
» alikvot 5 ml vzorku na SPE

» SPE sorbent : Oasis HLB 3cc, 60 mg

Kondicionace

10 ml methanol

A 4

Promyti
10 ml destilovana H,O

\ 4

Naneseni vzorku

5 ml vzorku

\ 4

promyti

5 ml destilovana H,O

\ 4
Eluce

10 ml methanol

» Odpafreni vzorku na RVO do posledni kapky + 1 ml MetOH



