Analiza Srodowiskowa zywnosSci i lekow

Cwiczenie nr 9: Oznaczanie kofeiny

KOFEINA: alkaloid purynowy o wzorze CgH10N4O2 (1-3-7 trimetylo-2,6 dihydroksypuryna).
Wzor strukturalny kofeiny przedstawiono ponizej (rys.1).
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Rys. 1. Wz6r strukturalny kofeiny

Kofeina wystepuje w postaci biatego proszku, bez zapachu, o gorzkawym smaku. Jest dobrze
rozpuszczalna w goracej wodzie i rozpuszczalnikach organicznych (chloroform, dichlorometan).
Zwigzek ten obecny jest w wielu ro$linach, m.in. w herbacie, kawie, lisciach mate
(llex paraguayiensis), guaranie (Paulius cupan) czy orzeszkach cola. Kofeina jest silnym
stymulatorem centralnego uktadu nerwowego, przyspiesza przemiang materii, pobudza wydzielanie
soku zotadkowego, zwigksza sprawno$¢ myslenia, zmniejsza zmeczenie psychiczne i fizyczne oraz
wykazuje stabe dziatanie moczopedne. Kofeina stosowana jest w lecznictwie, glownie w postaci tatwo
rozpuszczalnych soli. Stosowana jest m.in. w przypadku ostrych zatru¢ alkoholem, w zapasciach, przy
chorobach zakaznych oraz niedoci$nieniu. Stezenie kofeiny w filizance kawy moze wynosié
od 2 do 115 mg, w zaleznosci od sposobu przygotowania. Maksymalna, doustna dawka kofeiny
wynosi 1,5 g, a dawka $miertelna 10-12 g.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie stgzenia kofeiny w  ekstraktach kaw metoda
spektrofotometrii UV-Vis.

Istnieje mozliwos¢ zbadania probek przyniesionych przez studentow (herbata, kawa,
napoje energetyczne, napoje typu Cola, itp.).

1. Zasada oznaczenia:

Stezenie kofeiny oznacza si¢ metoda spektrofotometryczng, mierzac absorbancje przy
dhugosci fali 276 nm (maksium absorpcji kofeiny), po uprzedniej ekstrakcji kofeiny za
pomoca dichlorometanu (lub chloroformu) z uprzednio zalkalizowanych (pH>12) roztworow
probek.

2. Wykonanie oznaczenia:

Przygotowanie roztworow wzorcowych kofeiny

Z roztworu podstawowego Kkofeiny przygotowa¢ w kolbkach miarowych serig¢
5 roztworéw wzorcowych w zakresie stezen 0-40 ppm. Kolbki uzupetni¢ do kreski
dichlorometanem (lub chloroformem) i doktadnie wymieszac.



Przygotowanie badanej probki

Kawa, herbata

W zlewce pojemnosci 250 cm® sporzadzi¢ napar herbaty badz kawy (wedtug wytycznych
producenta, badz tez wlasnego uznania). W przypadku kawy mielonej/herbaty liSciastej —
otrzymane napary po zaparzeniu — przesgczy¢. Uwaga: W zaleznosci od spodziewanej
zawartosci kofeiny w probce, rozcienczy¢ otrzymany napar przed ekstrakcja kofeiny.
Nastepnie, do matej zlewki pobra¢ 10,00 cm?® naparu i doprowadzi¢ do pH>12 za pomoca
roztworu NaOH. Zasadowe roztwory przenies¢ do rozdzielacza i ekstrahowaé trzema
kolejnymi porcjami ekstrahenta (10 cm®/5 cm®/5 cm?®). Kazdorazowo wytrzasaé przez okoto
1 minut¢ i pozostawia¢ do rozwarstwienia. Warstwe organiczng z wyekstrahowang kofeing
zbiera¢ do kolby miarowej o pojemnosci 25 cm®. Po wykonaniu ostatniego powtorzenia,
kolbki z ekstraktem dopelni¢ do kreski ekstrahentem. W analogiczny sposob nalezy
przygotowac roztwor tzw. Slepej proby.

Napoje energetyczne, napoje typu Cola

Przed przystapieniem do analizy, napoje odgazowaé. W zaleznosci od zawartosci kofeiny
w prébce, napoje rozcienczy¢. Nastepnie, postepowac analogicznie jak w przypadku naparéw
kaw/herbat.

Wykonanie oznaczen spektrofotometrycznych

Zarejestrowa¢ widma roztworéw wzorcowych kofeiny oraz badanych probek w zakresie
200-400 nm wzgledem Slepej proby (uzyty ekstrahent). Odczyta¢ warto$ci absorbancji dla
maksimum pasma absorpcyjnego kofeiny (Amax 276 nm) oraz przy dlugosci fali 315-320 nm
(tto). Z roznicy obliczy¢ wiasciwg absorbancje kofeiny. Wykresli¢ krzywa wzorcows.
W oparciu 0 krzywa wzorcowa okreslic zawarto$¢ kofeiny w badanej probce (porcji
spozywanego napoju (kawa herbata) lub mg/100 cm? (napéj energetyczny/Cola)).

Sprawozdanie

Sprawozdanie powinno zawiera¢ dokladny opis wykonania oznaczenia, wyniki pomiaro6w
spektrofotometrycznych (prosze dotaczy¢ wykres krzywej wzorcowej), obliczenia zawarto$ci
kofeiny w badanej probce oraz koncowy wynik analizy.
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