CHEMIA ANALITYCZNA ZAAWANSOWANA

(chemia, studia Il stopnia, I rok, I semestr)

CWICZENIE: SPEKTROFOTOMETRYCZNE OZNACZANIE KOFEINY
W KAWIE I NAPOJACH ENERGETYZUJACYCH

(Opracowala: dr Marta Hryniewicka)

Uwaga: Studenci sg proszeni o przyniesienie na laboratorium dowolnego napoju energetyzujgcego.

Kofeina jest jednym z alkaloidow zaliczanych do pochodnych puryny (zwigzku zawierajacego
czton pirymidynowy oraz imidazolowy). Substancja podstawowa zasad purynowych jest ksantyna.

Kofeina (rys. 1) jest gtdéwnym alkaloidem nasion krzewu kawowego Coffea arabica, Coffea
liberica i in., wystepuje w ilosci okoto 1,5%. Bogate w ten sktadnik sg liscie herbaty (ok. 1%),
orzeszkKi cola, pepsi, coca - cola, a takze coraz bardziej popularne napoje energetyzujace.
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Rys.1. Wzor strukturalny kofeiny (CsHioN2sO2, M = 194,19 g-mol*)
1,3,7-trimetyloksantyna lub 3,7-dihydro-1,3,7-trimetylo-1H-puryno-2,6-dion

Kofeina po spozyciu jest gwaltownie wchtaniana i metabolizowana, maksymalne stezenie we
krwi wystepuje po ok. godzinie. Kofeina rozmieszcza si¢ w tkankach proporcjonalnie do ich
uwodnienia, nie ulega kumulacji, a jej biologiczny okres pottrwania wynosi 2,5 - 4,5h.

Dziatanie kofeiny, zaliczanej do analeptykow, polega na pobudzaniu osrodkowego uktadu
nerwowego oraz osrodka oddechowego. Poza tym pobudza rownomiernie kore moézgowa, zwigksza
sprawnos¢ mysSlenia, znosi zmeczenie psychiczne i fizyczne, przy$piesza przemiang materii,
zwigkszajac zapotrzebowanie na tlen, eliminuje senno$¢, podtrzymuje wysilek intelektualny.
Nadmierne spozywanie produktow zawierajagcych w swym skladzie kofeing moze doprowadzi¢ do
uzaleznienia. Pobudzenie psychiczne i ruchowe polaczone z drzeniem migéni i niemiarowym biciem
serca jest konsekwencja zbyt duzego stezenia kofeiny we krwi. Dawka $miertelna wynosi 0,12g/kg
wagi ciala.

Napoje energetyzujace (energy drink) od kilku lat cieszg si¢ rosngca popularno$cia na naszym
rynku. Ze wzgledu na ich specyficzne dzialanie skierowane sg gtownie do kierowcow, ludzi
aktywnych fizycznie, uprawiajacych sporty ekstremalne. Dziatanie energy drinkow w znacznym
stopniu r6zni si¢ od dziatania typowych napojow orzezwiajacych. Podstawowe ich zadanie mozna
okresli¢ jako dodanie energii lub od$wiezenie umystu. Efekt ten osiagniety zostaje dzigki obecnosci
substancji o dzialaniu pobudzajacym - stad nazwa ,,energetyzujace”. Nie nalezy myli¢ tych napojow
z napojami izotonicznymi, ktore zawieraja odpowiednio dobrane skfadniki mineralne czy tez
napojami weglowodanowymi, ktére sg zrédtem energii w postaci weglowodandéw. Substancje
decydujace o wlasciwosciach napojow energetyzujacych to substancje biologicznie aktywne:
kofeina, tauryna, inozytol, guarana, glukuronolakton, karnityna oraz odpowiednie witaminy (gtoéwnie
z grupy B). W niektorych energy drinkach znajdziemy rowniez wyciagi roslinne, np. z zen-szenia,
mitorzebu japonskiego czy innych egzotycznych roslin.



Aparatura, sprzet i odczynniki:

—  Spektrofotometr UV/VIS, U-1900, Hitachi, Japonia;

—  Kuwety kwarcowe o grubosci 10 mm;

—  Waga laboratoryjna, RADWAG WPS 210/C/2, Polska;

—  Miynek;

—  Plyta grzejna;

—  Zestaw do saczenia (statyw, lejek ilosciowy, saczki);

—  Zestaw do ekstrakcji ciecz — ciecz (10 rozdzielaczy);

—  Naczynka wagowe (2szt.);

—  Lyzeczka do wazenia;

—  Krystalizator (2szt.);

—  Szkietka zegarkowe (3szt.);

—  Kolby miarowe o pojemnosci:10mL (1szt.), SOmL (8szt.), 100mL (2szt.), S00mL (1szt.);
—  Probowki miarowe o pojemnosci 10 lub 15mL z korkami szklanymi (10szt.);
—  Probowki miarowe o pojemnosci 20mL z korkami szklanymi (3szt.);
—  Pipety miarowe: 2mL (1szt.), 5mL (2szt.), 10mL (3szt.), 25mL (3szt.);
—  Zlewki: 25mL (1szt.), 50mL (3szt.), 100mL (3szt.), 600mL (1szt.);

—  Kofeina;

—  Tlenek magnezu MgO;

—  Dichlorometan CH,Cl..

— 0,5mol L H;S0q,

Cel ¢éwiczenia:

Celem c¢wiczenia jest wydzielenie i oznaczenie zawartoSci kofeiny w kawie rozpuszczalnej,
prazonych ziarnach kawy oraz napojach energetyzujacych np. Tiger, M-Power itp. metoda
spektrofotometrii w nadfiolecie.

Wykonanie ¢wiczenia:
A: Oznaczenie zawartosci kofeiny W kawie rozpuszczalnej
Przygotowanie krzywej wzorcowej:
1) Przygotowa¢ wodny roztwoér podstawowy kofeiny o stezeniu 1,2mg-mL™ rozpuszczajac
odpowiednig ilo$¢ nawazki w 100mL wody.
2) W kolbce na 50mL przygotowaé wodny roztwor roboczy kofeiny o stezeniu 0,6mg-mL™.
3) Do 8 kolb miarowych o pojemnos$ci 50mL odmierzyé¢: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4mL
roztworu roboczego kofeiny, uzupetni¢ woda do kreski 1 doktadnie wymieszac.
4) Obliczy¢ stezenia (mg'mL™* oraz mol-L™?) przygotowanych roztworéw wzorcowych.

Przygotowanie badanej probki:

1) Odwazy¢ 0,4 g kawy rozpuszczalnej i wsypa¢ do kolby miarowej o poj.500mL.

2) Dopeti¢ woda redestylowang i wymieszac.

3) Do zlewki o pojemnosci 500mL odmierzy¢: 25mL przygotowanego roztworu kawy,
25mL 0,05M roztworu H2SO4 (wczesniej sporzadzonego poprzez odpowiednie rozcienczenie
roztworu 0,5 M), 200mL wody.

4) Zawartos$¢ zlewki nakry¢ szkietkiem zegarkowym i gotowa¢ 20 minut.

5) Doda¢ (powoli!) 12,5¢g tlenku magnezu.

6) Wymieszac bagietkg i ogrzewac przez dalsze 20 minut.

7) Roztwor ochtodzic 1 przesaczyc.

Wykonanie oznaczen spektrofotometrycznych:

Zarejestrowa¢ widma roztworé6w wzorcowych oraz przygotowanej probki metoda
spektrofotometrii UV — VIS w zakresie 200 — 400nm wobec wody redestylowanej jako
odnos$nika.



B: Oznaczenie zawartosci kofeiny w prazonych ziarnach kawy i napojach energetyzujgcych

Przygotowanie krzywej wzorcowe;j:

1) Do 8 rozdzielaczy wprowadzi¢ po 10mL roztworow wzorcowych przygotowanych
do poprzedniej krzywej wzorcowej.

2) Doda¢ 5mL dichlorometanu i zawarto$¢ rozdzielacza wytrzasa¢ przez 2 minuty.

3) Po rozdzieleniu faz dolng warstwe organiczng przenies¢ do probowki miarowej na
10mL, a do wodnej warstwy doda¢ drugg porcje dichlorometanu i przeprowadzi¢ ekstrakcje
wytrzasajac przez ok.2 minuty.

4) Potaczy¢ ekstrakty i w razie potrzeby uzupeié¢ proboéwki dichlorometanem do objetosci
koncowej réwnej 10mL.

5) Zmierzy¢ absorbancj¢ roztworéw wzorcowych stosujgc dichlorometan jako odnos$nik.

Przygotowanie probki ziarna:

Ziarna kawy prazonej (ok. 10 sztuk) rozdrobni¢ w miynku. Odwazy¢ 0,2g rozdrobnionych ziaren
kawy i umiesci¢ w krystalizatorze. Przeprowadzi¢ dwukrotng ekstrakcje (2x10mL CH2Cly).
Uwaga: ekstrakcja powinna trwa¢ co najmniej 20 minut. Podczas ekstrakcji krystalizator
powinien by¢ przykryty szkietkiem zegarkowym.

Potaczy¢ ekstrakty, zmierzy¢ absorbancje i wyznaczy¢ stezenie kofeiny w badanej probce.
Stosujac  odpowiednie zatozenia obliczy¢ zawarto$¢ kofeiny w filizance kawy
o pojemnosci 150mL.

Przygotowanie probki napoju energetyzujgcego:

1) Pobra¢ 5 mL napoju energetyzujacego i przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL,
dodac¢ 5 kropel 0,05 M roztworu H2SO4. Kolbe uzupetni¢ woda redestylowana do kreski
1 doktadnie wymieszac.

2) Zawarto$¢ kolby przeniesé do zlewki i ogrzewac na plycie grzejnej przez 15 minut.

3) Pobra¢ 10 mL ostudzonego roztworu i przeprowadzi¢ dwukrotng ekstrakcje (2x10 mL
CH2Cl,). Zmierzy¢ absorbancje, a nastepnie wyznaczy¢ stezenie kofeiny. Uzyskany wynik
poréwnac z stezeniem kofeiny podanej na etykiecie produktu. Obliczy¢ btad wzgledny.

Wymagania:

1) Alkaloidy ze szczegblnym uwzglednieniem kofeiny.

2) Wriasciwosci, mechanizm dziatania i metody oznaczania kofeiny.
3) Metody wydzielania analitow.

4) LLE i parametry charakteryzujace ten typ ekstrakcji.
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