IDENTYFIKACJA | OZNACZANIE KWASOW ORGANICZNYCH
W SOKACH OWOCOWYCH

Celem ¢wiczenia jest praktyczne zapoznanie studentéw z metodg identyfikacji i oznaczania zwigzkow z
uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

Pierwsza czes$¢ ¢wiczenia poswiecona jest identyfikacji 5 kwasow organicznych, tj. kwasu jabtkowego (ang.
malic acid), mlekowego (ang. lactic acid), winowego (ang. tartaric acid), cytrynowego (ang. citric acid) oraz
askorbowego (ang. ascorbic acid). W drugiej czesci ¢wiczenia dla 4 wybranych kwaséw zostang wykonane

krzywe kalibracyjne, ktére postuzg do oznaczenia tych kwaséw w soku owocowym.

ODCZYNNIKI I APARATURA

A) ODCZYNNIKI
1) Roztwory wodne kwaséw organicznych
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2) Prébka — sok owocowy przefiltrowany przez filtr strzykawkowy 0,45 um
3) Eluent —50mM kwas fosforowy + 10 mM NaH,PO,, pH 1.9

B) STOSOWANA APARATURA, WARUNKI PROWADZENIA ANALIZY
- zestaw HPLC z detektorem spektrofotometrycznym UV-VIS

C) OBStUGA APARATU

1) Wtaczy¢ pompe. Sprawdzic¢ czy w eluencie znajduje sie filtr A.

2) W celu wyptukania z pompy ewentualnych pecherzykdéw powietrza odkreci¢ zawér na
pompie i ustawi¢ program 7 (przeptyw 3 mL-min™).

3) Ustawi¢ program 1 (przeptyw 0,7 mL-min*) i zamkna¢ zawér.

4) Poczekac az cisnienie na kolumnie ustabilizuje sie na poziomie okoto 1400 psi.

5) Przed nastrzykiem strzykawke, a nastepnie petle, przeptukac trzykrotnie roztworem, ktéry
bedzie nastrzykiwany. Zawdr w czasie ptukania powinien znajdowac sie w pozycji LOAD.

6) Wyzerowac detektor spektrofotometryczny poprzez nacisniecie niebieskiego przycisku A/Z.

7) Napetnié¢ petle dozownika badanym roztworem (NIE WYJMOWAC STRZYKAWKI!) i podac¢ go
na kolumne energiczne przekrecajgc zawor dozownika w pozycje INJECT i jednoczesnie na
ekranie w programie CHROMAX naciskajgc przycisk START (o ile program nie uruchomi sie
automatycznie). Wyja¢ strzykawke z dozownika.

8) Po zakonczonej analizie w programie CHROMAX nacisng¢ przycisk STOP i zapisaé
chromatogram we wskazanym miejscu ( C/Chroma/¢wiczenia/HPLC/aktualna data)

uzywajgc maksymalnie 8 znakow.

1) IDENTYFIKACIA

Kolumna chromatograficzne C18 SB-AQ Cisnienie na kolumnie Okoto 1400 psi
Objetos¢ nastrzyku 20 uL Przeptyw eluenta 0,7 mL-min™
Dtugos fali detektora 214 nm




A) PRZYGOTOWANIE PROBEK
1) Przygotowac 5 prébek kwasdéw poprzez 10-krotne rozcienczenie eluentem kazdego
roztworu wyjsciowego do objetosci koncowej 1mL.

B) WYKONANIE ANALIZ
1) Kolejno zarejestrowaé chromatogramy rozciennczonych kwaséw organicznych zgodnie z
instrukcjg opisang w punkcie ,,Obstuga aparatu”.
2) Dla kazdego z roztwordw obliczy¢ stezenie kwasu w prébce oraz odczytacd i zanotowaé w
sprawozdaniu czas retencji i symetrie piku.
3) Na podstawie czasow retencji wybrac¢ 4 kwasy, ktore beda uzyte do sporzadzania
roztwordw kalibracyjnych.

1) KRZYWA KALIBRACYJNA
A) PRZYGOTOWANIE PROB

1) Przygotowac mieszanine wyjsciowg (1) kwaséw (w objetosci 4 mL), w ktérej stezenia
kazdego z nich bedzie zgodne z t3 umieszczong w tabeli ponizej. Wpisaé do tabeli objetosci
roztwordw wyjsciowych kwaséw oraz eluenta (uL) jakie zostaty uzyte.

2) Sporzadzi¢ mieszaniny 2, 3 i 4 o objetosci koricowej 2 mL przez odpowiednie rozciericzenie
eluentem kolejnej mieszaniny. Stezenia kwaséw w poszczegdlnych mieszaninach sg
umieszczone w tabeli ponizej. Wpisa¢ do tabeli pobrang objeto$¢ mieszaniny oraz eluenta
do sporzadzenia kolejnych rozcienczen. UWAGA! Rozcienczenia nalezy wykonywac do
takiej objetosci aby kazdej mieszaniny (wyjsciowa, 2, 3, 4 ) zostat min. 1 mL do nastrzyku.

Nr mieszaniny
Kwas 1(mifesz. wyj.) . 2 . 3 . 4
Stez. ppm* Stez. ppm* Stez. ppm* Stez. ppm*

Kwas winowy 800 400 200 100
Kwas jabtkowy 800 400 200 100
Kwas mlekowy 1600 800 400 200
Kwas askorbinowy 200 100 50 25
Kwas cytrynowy 800 400 200 100
+eluent

*ppm=1 pg-mL" =1 pg-g”

B) WYKONANIE ANALIZY

1) Mieszaniny: wyjsciowq (1), 2, 3 oraz 4 wprowadzi¢ do kolumny zgodnie z instrukcja
przedstawiong w punkcie ,, Obstuga aparatu”. Roztwory powinny byé podawane w
kolejnosci od najmniejszych stezen kwaséw do najwiekszych.

2) Na podstawie czasow retencji zidentyfikowaé wszystkie piki na chromatogramach, dokona¢
ich integracji i okresli¢ pola powierzchni, a takze inne parametry pikéw (zgodnie z tabelg w
sprawozdaniu).

3) Korzystajac z arkusza kalkulacyjnego Excel sporzadzi¢ krzywa kalibracyjng, wyznaczy¢
rownanie krzywej oraz wspétczynnik regresji.

1[)] PROBKA RZECZYWISTA
A) PRZYGOTOWANIE PROBKI
1) Sok owocowy przesgczy¢ przez filtr 0,45um.
2) Przesaczony sok rozciericzy¢ 50-krotnie eluentem. Rociericzenie wykonaé w dwéch
etapach: najpierw w stosunku 1:1 a nastepnie 1:9 do objetosci koricowej 4 mL.

B) WYKONANIE ANALIZY
1) Nastrzykngé prébe soku zgodnie z instrukcjg opisang w punkcie ,,Obstuga aparatu”.
2) Zidentyfikowa¢ sygnaty pochodzgce od badanych kwaséw organicznych i okresli¢ ich pola
powierzchni.
3) Obliczy¢ stezenie molowe poszczegdlnych kwaséw w soku.




SPRAWOZDANIE Z CWICZENIA Z CHROMATOGRAFII CIECZOWE)

Imie i nazwisko

1. IDENTYFIKACJA - wzorce:

Kwas

Stezenie kwasu, ppm

Czas retencji, min

Symetria piku

Kwas jabtkowy

Kwas mlekowy

Kwas cytrynowy

Kwas winowy

Kwas askorbinowy

2. KRZYWA KALIBRACYINE - przygotowanie:

Rodzaj SOKU OWOCOWEEO: .....cevvveeeeecece et
Nr mieszaniny
Kwas (*niewybrany 1 (miesz. wyj.) 2(0bj .cverererinene ) 3 (obj. «ceeeeed) 4 (obj. wceeeereeeneee )
kwas wykreslic) Stez. ppm | pL kwasu |Stez. ppm| pL miesz. 1 | Stez. ppm | plL miesz. 2 | Stez. ppm | pL miesz. 3
Kwas winowy* 800 400 200 100
Kwas jabtkowy* 800 400 200 100
Kwas mlekowy* 1600 800 400 200
Kwas askorbinowy* 200 100 50 25
Kwas cytrynowy* 800 400 200 100
eluent
Kwas Stez., ppm Pole pow. Wysokos¢ Rownanie R’

krzywej




3. PROBA RZECZYWISTA = SOK ....ovurrrrrnenreusnsssssssssssssssssssssssssssssssassens

Oblicz stezenia molowe zidentyfikowanych kwaséw organicznych w soku na podstawie sporzgdzonych
krzywych kalibracyjnych.

Zidentyfikowany Czas retencji Pole powierzchni Stezenie, ppm Stezenie molowe w 1mL
kwas soku
OBLICZENIA:

4. PODSUMOWANIE



