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Spektrofotometryczne oznaczanie zawartosci kofeiny w naparach i napojach

Oznaczanie kofeiny

Kofeina (3,7-dihydro-1,3,7-trimetylo-1H-puryno-2,6-dion) znana réwniez pod nazwa
1,3,7-trimetyloksantyna jest alkaloidem purynowym o wzorze CgH1oN4O2 1 masie molowej
194,19 g/mol. W stanie czystym wystepuje w postaci biatego proszku o temperaturze topnienia
237°C. Dobrze rozpuszcza si¢ w goracej wodzie, chloroformie i benzenie. Jest gorzka w smaku.

W budowie jest zblizona do dwoch innych alkaloidéw purynowych: teobrominy i teofiliny.
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Kofeina zbudowana jest z dwoch pierscieni: pierwszym szesciowgglowym, drugim natomiast
pigcioweglowym, w ktorych po dwa atomy wegla zastapione zostaty atomami azotu. Kazdy
atom azotu w pierscieniu szescioweglowym potaczony jest wigzaniem pojedynczym z grupa
metylowa —CHs, pozostate wolne atomy wegla potaczone sa wigzaniem podwojnym z atomem
tlenu. W drugim pierscieniu natomiast tylko jeden z atoméw azotu potagczony jest wigzaniem
pojedynczym z grupa metylowg — CHs.

Kofeina jest alkaloidem, czyli zwigzkiem organicznym pochodzenia roslinnego, zawierajacym
uktad cykliczny z atomami azotu w pierscieniu. Alkaloidy wykazuja silne dziatanie
fizjologiczne na organizm cztowieka, niejednokrotnie toksyczne.

Wystepuje w wielu roslinach, m.in. w herbacie, kawie, guaranie, orzeszkach cola. Kofeina jest
silnym stymulatorem centralnego uktadu nerwowego, przyspiesza przemiang¢ materii, pobudza
wydzielanie soku zotadkowego, zwigksza sprawno$¢” myS$lenia, zmniejsza zmeczenie
psychiczne i fizyczne oraz wykazuje stabe dzialanie moczopgdne. Kofeina stosowana jest w
lecznictwie, glownie w postaci fatwo rozpuszczalnych soli. Stosowana jest m.in. w przypadku
ostrych zatru¢” alkoholem, w zapas$ciach, przy chorobach zakaznych oraz niedocisnieniu.

Stezenie kofeiny w filizance kawy moze wynosi¢” od 2 do 115 mg, w zaleznosci od sposobu

Opracowanie: dr hab. inz. Joanna Zembrzuska


Wlodas
Tekst maszynowy
JZ


Opis ¢wiczenia
Obieralna Analiza Instrumentalna

przygotowania. Maksymalna, doustna dawka kofeiny wynosi 1,5 g, a dawka $miertelna 10-12

g.

Celami ¢wiczenia sg:

1. poznanie podstawowych technik przygotowania probek do analizy chromatograficzne;j:
ekstrakcji w uktadzie ciecz- ciecz (LLE- Liquid Liquid Extraction) oraz ekstrakcji do
ciata statego (SPE — Solid Phase Extraction)

2. oznaczenie st¢zenia kofeiny w ekstraktach wybranych kaw, herbat i innych naparéw

badz napojoéw zawierajacych kofeing
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2. Przygotowanie roztworow roboczych
Roztwor przemywajacy: woda amoniakalna (0,3 mol/l) / metanol , 90+10 mieszanina
objetosciowa:

11 ml (2 ml 25%NH3 x H20 + 8ml H20 + 1ml MeOH),

Rozpuszczalnik wymywajacy do kolumny SPE
metanol/woda/kwas octowy 75:25:1, mieszanina objetosciowa:

(7,5ml MeOH + 2.5 ml H20 +0.1ml CHsCOOH),
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3. Wykonanie oznaczenia:

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Przygotowa¢ roztwor wyjsciowy kofeiny o stgzeniu 25 mg/ 25 ml. Nastgpnie poprzez
kolejne rozcienczenia roztworu wyjéciowego sporzadzié¢ roztwory o stezeniach: 40 pg/10 ml, 80
ug/10 ml, 120 ug/10 ml, 160 pug/10 ml i 200 pg/ 10 ml. Zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych
roztwordéw przy dtugosci fali 276 nm., a nastepnie sporzadzi¢ krzywa wzorcowa.
Uwaga: w przypadku oznaczania kofeiny w ekstraktach otrzymanych technika SPE,
krzywa wzorcowg przygotowacé stosujac jako rozpuszczalnik metanol, za§ w ekstrakcji

ciecz-ciecz chloroform. Dla metanolu absorbancje mierzy¢ dla 269 nm.

Przygotowanie badanej probki herbaty (kawy) na drodze ekstrakcji ciecz-ciecz

Na wadze analitycznej odwazy¢ do zlewki ok. 0.1 g herbaty ( 0,2 g kawy), zala¢ 100 ml
goracej wody destylowanej, przykry¢ szkietkiem zegarkowym i pozostawi¢ do zaparzenia na
20 min. Napary herbaty (kawy) przesaczy¢ przez saczek bibutowy. Pobra¢ 10 ml przesaczu
I przenie$¢ do rozdzielacza, nastgpnie doprowadzi¢ pH do 13 za pomocg roztworu NaOH
(doda¢ 1 ml roztworu o st¢zeniu 1M). Zalkalizowany napar herbaty (kawy) ekstrahowac trzema
kolejnymi porcjami chloroformu (10 ml; 5 ml; 5 ml). Kazdorazowo wytrzasa¢ przez 1 minutg
1 pozostawia¢ do rozwarstwienia na 5 minut. Warstwe organiczng z wyekstrahowang kofeing
zbiera¢ do kolbki miarowej o pojemnosci 25 ml. Na koniec kolbke uzupetni¢ do kreski
chloroformem. Zmierzy¢ absorbancj¢ przygotowanych ekstraktow przy dlugosci fali 276 nm.
Uwaga: w przypadku oznaczania kofeiny w coca-coli do ekstrakcji nalezy pobra¢ 10 ml

odgazowanego napoju. Pozostale etapy ekstrakcji sg takie same jak dla herbaty 1 kawy.

Przygotowanie badanej probki kawy/herbaty na drodze ekstrakcji do ciala stalego

Na wadze analitycznej odwazy¢ do zlewki ok. 0.1000 g herbaty (0,2 g kawy), zala¢ 100 ml
goracej wody destylowanej, przykry¢ szkietkiem zegarkowym 1 pozostawi¢ do zaparzenia na

20 min. Napary herbaty przesaczy¢ przez saczek bibutowy.

Etapy ekstrakcji:
l. Przygotowanie kolumny do ekstrakcji technikg SPE

1. przemy¢ kolumne 5 ml MeOH, nie pozwalajac, aby ztoze wyschto,
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2. nastepnie czynnos¢ przemywania powtdrzy¢, uzywajac 5 ml H0O,
rowniez nie dopuszczajac do wyschnigcia ztoza.

1. Absorpcja kofeiny

1. Pobraé, do zlewki o pojemnosci 25 ml, 2 ml przesaczonego naparu
herbaty , doda¢ 5 ml wody destylowanej i 1 mL 1M NaOH. Otrzymany

roztwor wprowadzi¢ na kolumne,

I11.  Usuwanie niepozadanych zwiazkow chemicznych
1. odmierzy¢ 2,5 ml wody amoniakalnej i przepusci¢ przez kolumne,
powtdrzy¢ €zynnos¢, uzywajac ponownie 2,5 ml roztworu,
IV.  Suszenie zloza
1. pozostawi¢ kolumng przez okres 20 minut
V. Wymywanie kofeiny
1. pod kolumna umiesci¢ fiolke o objetosci 8 ml,
2. Wymy¢ zaadsorbowang kofeing 5 ml mieszaniny wymywajacej
(woda/metanol/kwas octowy),
V1.  Oznaczenie koncowe
Zmierzy¢ absorbancje¢ przygotowanych ekstraktow przy dlugosci fali 269 nm.

Zawarto$¢ odczytac z krzywej wzorcowe;.

4. Opracowanie wynikow

1. Opisac tok analizy w badanej probie.

2 Wyznaczy¢ zawartos¢ kofeiny w 100g wyjsciowego produktu (kawy lub herbaty).
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