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metodou HPLC

STANOVENI OBSAHU THEOBROMINU A KOFEINU
METODOU HPLC

1 U¢el a rozsah

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni theobrominu a kofeinu v krmivech metodou
HPLC.

Theobromin a kofein patfi do skupiny rostlinnych alkaloidii. Theobromin v krmivech
se hodnoti jako skodliva piimés a jeho obsah v kompletnim krmivu je limitovan. Kofein
se fadi mezi pfirodni toxiny a je nezadouci latkou v krmivech.

2 Princip

Obsah theobrominu a kofeinu se stanovi po extrakci vzorku smési rozpoustédel chloroform —
amoniak metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi
s pouzitim UV detekce.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Chloroform.

Moftsky pisek.

Amoniak, NHs, 25% vodny roztok.

Amoniak, NHs, 20% vodny roztok.
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Piiprava: 400 ml amoniaku (3) se smicha se 100 ml vody (6) a promicha.
Acetonitril, CH3CN, pro HPLC.

Voda (deionizovana nebo demineralizovana).

Octan sodny, CH3COONa, > 98%.

Octan sodny, CH3COONa, roztok, ¢ = 0,01 mol/l.

Piiprava: 0,8203 g pevného octanu sodného (7) se rozpusti ve vodé (6) v 1000ml
odmérné bance a doplni po znacku.
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9 Theobromin, min 99%, napt. Sigma Aldrich.
10 Kofein, min 99%, napi. Sigma Aldrich.
11  Mobilni faze, pH (4,0 £ 0,1), octan sodny + acetonitril.

Ptiprava: Octan sodny (8) a acetonitril (5) se smichaji v poméru 9 + 1 (V/V). Hodnota

pH se zkontroluje na pH metru. Pokud pH neodpovida pozadované hodnoté, upravi se
pomoci kyseliny octové (14).
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12 Theobromin, zakladni standardni roztok, ¢ = 0,1 g/I.
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Piiprava: 100 mg theobrominu (9) se rozpusti v 1000ml odmérné bance v asi 500 ml
vody (6) za pouziti ultrazvukové lazn€. Po rozpusténi a vytemperovani Se doplni
po znacku vodou (6).

Kofein, zédkladni standardni roztok, ¢ = 0,1 g/l.

Piprava: 100 mg kofeinu (10) se rozpusti v 1000ml odmérné bance v asi 500 ml vody

(6) za pouziti ultrazvukové lazn€. Po rozpusténi a vytemperovani se doplni po znacku
vodou (6).

Kyselina octova, CH3COOH, 99%.
Dusik, ¢istota 4.0.

Pristroje a pomiicky

Ultrazvukova lazen.

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detektorem.
Extrakéni zatfizeni podle Soxhleta nebo Twisselmanna.
Zmydelnovaci bariky, 250 ml.

Extrakéni patrony, asi (30 x 90) mm.

Nasttikovy filtr Nylon, 0,45 pum.

Postup

5.1 Extrakce

Krmné suroviny

Do nizké 150ml kadinky se navazi asi 30 g motského pisku (2) a 1 g zhomogenizovaného
vzorku. Obsah kadinky se dobfe promicha a ptevede do extrakéni patrony. Zbytky na sténach
kadinky se dikladné setfou vatou, kterd se poté pouzije na uzavieni extrak¢ni patrony. Obsah
patrony se pied uzavienim zvlh¢i 5 ml roztoku amoniaku (4) a patrona se poneché v uzaviené
nadobé pres noc pii laboratorni teploté.

Patrona se vlozi do extrakéniho zafizeni a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu 7 h.
Poté se rozpoustédlo odpafi do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku (15). Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (11) v ultrazvukové lazni pii 60 °C a zfiltruje ptes husty
filtr. Pfed nastiikem na kolonu se jesté podle potieby nafedi a pak prefiltruje pres nastiikovy

filtr.
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Krmné smési

Do extrakcni patrony se navazi 5 g az 10 g zhomogenizovaného vzorku. Zvlh¢éi se 10 ml
roztoku amoniaku (4) a uzavie vatovou zatkou. Patrona se ponechd v uzaviené nadobé pres
noc pii laboratorni teplot¢.

Patrona se vlozi do extrak¢niho zafizeni a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu 7 h.
Poté se rozpoustédlo odpafi do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku (15). Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (11) v ultrazvukové 1azni pii 60 °C a zfiltruje ptes husty
filtr. Pfed nastfikem na kolonu se jesté podle potieby nafedi a pak piefiltruje pies nastiikovy
filtr.

5.2 Chromatografické stanoveni

Kalibrace

Do sady 100ml odmérnych ban€k se pipetuje (2,5; 5; 10; 20; 30; 40) ml zakladniho
standardniho roztoku theobrominu (12) a (2,5; 5; 10; 20; 30; 40) ml zakladniho standardniho
roztoku kofeinu (13), doplni se vodou (6) po znaku a promicha. Sada kalibra¢nich roztokd
odpovida koncentraci theobrominu resp. kofeinu (2,5; 5; 10; 20; 30; 40) mg/l. Takto
pfipravené roztoky se nastfikuji na kolonu HPLC. Primérné hodnoty jim odpovidajicich
ploch pikt slouZzi k sestrojeni kalibraéni kiivky.

Separaéni podminky HPLC

Kalibrac¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkd se méfi za nasledujicich separacnich
podminek chromatografického systému (tabulka 1). Uvedené podminky jsou doporucené,
mohou byt pouZity 1 jiné podminky za pfedpokladu, Ze poskytnou rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. P¥iklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona Cis-reverzni faze, Nucleodur PolarTec,
5 um, (150 x 3,0) mm nebo obdobna

Mobilni faze (12)

Pratok mobilni faze 0,8 ml/min

Teplota kolony Laboratorni teplota

Detektor UV 280 nm

Objem néstiiku Sul

Retencni Cas pfi laboratorni teploté Theobromin 2,9 min., kofein 6,9 min.
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Pro separaci na analytické kolon¢ se pozaduji valida¢ni parametry uvedené v tabulce 2.

Tabulka 2. Valida¢ni parametry pro separaci na analytické koloné.

Kapacitni faktor k>25

Tailing faktor ta<1,35

6 Vypocet
Obsah theobrominu resp. kofeinu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu
XV xR
y o CXV xR
m

C koncentrace theobrominu (kofeinu) ve zkusebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu
(mg/l),
VV  objem mobilni faze, ve kterém je rozpustén odparek (ml),

3

hmotnost zkusebniho vzorku (g),

R fedéni.
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