OZNACZANIE KOFEINY
W PRODUKTACH SPOZYWCZYCH METODA HPLC

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska, Wydziat Chemii, Uniwersytet £.odzki

PRZYGOTOWANIE DO ZAJEC

1. Przeczytaj uwaznie instrukcje — zapoznaj si¢ ze wstgpem teoretycznym dotyczacym danej
metody pomiarowej oraz dokladnie przeanalizuj czynnosci, ktore beda wykonywane na
zajeciach.

2. Zwrd¢ uwage na zagrozenia zwigzane ze stosowaniem odczynnikow chemicznych
niezbednych do wykonania ¢wiczenia (karty charakterystyk).

3. Zastanow si¢:

- czy potrafisz wyjasni¢ podstawowe pojecia dla stosowanej metody pomiarowej;

- czy znasz nazewnictwo oraz wzory zwigzkow uzywanych podczas ¢wiczenia;

- czy potrafisz omowi¢ budowg i dziatanie stosowanej aparatury pomiarowej;

- czy umiesz dokona¢ obliczen (w tym przeliczen stezen) koniecznych do prawidtowego

wykonania ¢wiczenia?

1. WSTEP TEORETYCZNY

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci kofeiny w kawie, herbacie oraz coca-coli.

Kofeing oznacza si¢ metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej na odwrdconej fazie.

1.1. Kofeina

Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) (1) jest alkaloidem wykrytym przez Rungego w

1820 r w ziarnach kawy, oraz przez Robiquetta, a nastgpnie przez Pelletiera i Caventou w

1821r.
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Kofeina ma barwg bialg, gorzkawy smak, nie posiada zapachu. Wystepuje w postaci
biatych, lekkich, igietkowatych krysztaldow o jedwabistym polysku. Stabo rozpuszcza si¢ w
zimnej wodzie, bardzo dobrze w wodzie wrzacej. Temperatura topnienia postaci bezwodne;j

wynosi 234-237°.



1.2. Dobor eluentu w chromatografii

Rozdzielanie za pomocg chromatografii cieczowej zalezy zaréwno od fazy nieruchomej jak i
ruchomej, czyli kolumny i rozpuszczalnika. Rozpuszczalnik odgrywa bardzo istotng role w
dazeniu do maksymalnej sprawno$ci chromatografii cieczowej. Dlatego bardzo waznym jest
dobor wlasciwego rozpuszczalnika. W doborze jego decyduja dwa aspekty: praktyczny i
optymalizacja zdolno$ci rozdzielczej (czyli uzyskanie optymalnych czaséw rozdziatu).
Dokonujac wyboru rozpuszczalnika (eluentu), stawia si¢ przed nim nastgpujagce wymagania:
1) nie powinien dziata¢ szkodliwie na wypetienie kolumny i przyrzad,
2) powinien dobrze rozpuszczaé analizowang mieszaning,
3) musi on umozliwia¢ detekcje analizowanych sktadnikow mieszaniny,
4) w chromatografii preparatywnej powinien on umozliwia¢ tatwe oddzielenie go od obecne;j
w nim substancji, po wymyciu z kolumny chromatograficznej.

Przy doborze eluentu do rozwigzania konkretnego zadania analitycznego nalezy wzig¢ pod
uwagge jego site elucyjna. Jest to zwigzane z tym, ze czasteczki eluentu ,,rywalizuja” o miejsce
na powierzchni fazy stacjonarnej z czasteczkami substancji rozdzielanej. Im oddziatywanie
czasteczek z powierzchnig fazy nieruchomej jest silniejsze, tym tatwiej wypieraja one z
powierzchni czgsteczki substancji rozdzielanej. Dlatego sitg¢ elucji eluentu mozna
charakteryzowa¢ wielkos$cig sity oddziatywania jego czasteczek z powierzchnig sorpcji.
Oczywiste jest wigc, ze sita elucyjna eluentu zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej. W celu
ulatwienia wyboru wlasciwego rozpuszczalnika jako eluentu chromatograficznego
rozpuszczalniki utozono w szeregi eluotropowe.

W przypadku podanych faz stacjonarnych (np. zelu krzemionkowego lub tlenku glinu)
w jednym z szeregdw eluotropowych rozpuszczalniki sa utozone wedtug rosnacej mocy
eluowania nastepujaco: n-pentan, n-heksan, cykloheksan, tetrachlorek wegla, toluen, benzen,
eter dietylowy, chloroform, dichlorometan, tetrahydrofuran, dichloroetan, aceton, octan etylu,
acetonitryl, pirydyna, etanol, metanol, woda i kwas octowy.

Moc elucji przy rozdzielaniu chromatograficznym na niepolarnej fazie stacjonarnej
(np. weglowej) jest odwrotna i wzrost mocy elucji mozna obserwowaé¢ w szeregu: woda,
metanol, etanol, aceton, propanol, eter dietylowy, butanol, octan etylu, n-heksan i benzen.
Miara mocy elucyjnej rozpuszczalnikow sg indeksy polarnosci.

O wyborze odpowiedniego rozpuszczalnika decyduje rowniez detektor. W przypadku

detektora refraktometrycznego wplyw ma wspolczynnik zatamania $wiatta, a w przypadku



detektora nadfioletowego - granica, przy ktorej rozpuszczalnik staje si¢ nieprzezroczysty dla
nadfioletu.

Do optymalnego rozdzielenia sktadnikéw mieszanin nie wystarczy czesto pojedynczy
rozpuszczalnik i nalezy stosowa¢ ich mieszaniny.

Sktad mieszaniny moze by¢ jednakowy przez caly czas rozdzielania
chromatograficznego, wowczas jest to elucja izokratyczna. Dodanie nawet matych iloSci
domieszek do ustalonego skladu fazy ruchomej moze powodowaé zmiang kolejnosci elucji
rozdzielanych substanciji.

Jezeli sktad fazy ruchomej zmienia si¢ podczas rozdzielania chromatograficznego,
wowczas mowimy o elucji gradientowej (jest ona analogiczna do programowania temperatury
w chromatografii gazowej). Podczas rozdzielania sktadnikéw jednej probki z uzyciem elucji
gradientowej, nastepuje zmiana sktadu eluentu, a jego sita eluotropowa zwigksza si¢. Zmiana

sktadu mieszaniny moze zachodzi¢ liniowo, albo moze przebiega¢ skokowo.

CZESC EKSPERYMENTALNA

3. Odczynniki i aparatura

e chromatograf cieczowy firmy Agilent Technologies z detektorem spektrofotometrycznym,
e kolumna ZORBAX SB C-18 (150 x 4,6 mm, 5 pm),

e faza ruchoma: 25% acetonitryl/75% kwas octowy o stgzeniu 0,1%,

e roztwor standardowy kofeiny o stezeniu 10 mg/ml,

e roztwor roboczy kofeiny 2 mg/ml,

o kawa,

e herbata,

e coca-cola

e naczynka chromatograficzne o pojemnosci 1,5 ml,

e probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml,

e pipety automatyczne.

Wymagane Srodki ostroznosci
v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronng.

v' Roztworow nie nalezy wdychac i pipetowaé ustami.



v Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr
1272/2008):

— Kofeina (toksyczno$¢ ostra, Doustnie (Kategoria 4), H302)

— Kwas octowy (substancje cieklte tatwopalne (Kategoria 3), H226; dziatanie zrace
na skore (Podkategoria 1A), H314; powazne uszkodzenie oczu (Kategoria 1),
H318)

— Acetonitryl (substancje ciekle tatwopalne (Kategoria 2), H225; toksycznos¢ ostra,
doustnie (Kategoria 4), H302; toksycznos¢ ostra, wdychanie (Kategoria 4), H332;
toksyczno$¢ ostra, Skornie (Kategoria 4), H312; dzialanie draznigce na oczy
(Kategoria 2), H319)

v' Pierwsza pomoc:

- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duzg ilo$cig wody z mydtem.

- w razie kontaktu z oczami: przeptuka¢ duza ilo$cia wody, przy szeroko otwartej
powiece.

- w przypadku wystgpienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.

- w przypadku potkniecia NIE prowokowa¢ wymiotow. Nieprzytomnej osobie nigdy

nie podawac nic doustnie. Wyptuka¢ usta woda. Zasiegna¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postgpowania sg zawarte w dotagczonych kartach charakterystyk

substancji.

4. Wykonanie oznaczenia

4.1. Wyznaczenie krzywej kalibracyjnej

Przygotowaé roztwdr roboczy kofeiny o stezeniu 2 mg/ml, a nastgpnie sporzadzié
roztwory o stezeniach: 0,02 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml (po 2
probki na kazdg warto$¢ stezenia) poprzez rozcienczenie roztworu roboczego W naczynku
chromatograficznym.

Zarejestrowa¢ chromatogram kazdego wzorca, zanotowa czas retencji i pole

powierzchni uzyskanego sygnatu (piku).

4.2. Przygotowanie i analiza probki kawy

Odwazy¢ 2 tyzeczki kawy na wadze analitycznej — zanotowa¢ mase probki.

Przygotowang nawazke zaparzy¢ w 250 ml wody destylowanej. Nastgpnie przygotowang



probke kawy ostudzi¢, przesgczy¢ i rozcienczy¢ 20-krotnie w naczynku chromatograficznym.
Zarejestrowa¢ chromatogram substancji badanej. Analiz¢ powtdrzy¢é dwukrotnie. W celu
identyfikacji piku kofeiny, probke zaszczepi¢ roztworem wzorcowym kofeiny o danym
stezeniu 1 podda¢ analizie. Z uzyskanych chromatogramow odczyta¢ czas retencji i pole

powierzchni uzyskanego sygnatu (piku).

4.3. Przygotowanie i analiza herbaty

Odwazy¢ tyzeczk¢ herbaty na wadze analitycznej — zanotowaé mas¢ probki.
Przygotowang nawazke zaparzy¢ w 250 ml wody destylowanej. Nastgpnie przygotowang
probke herbaty ostudzi¢, przesagczy¢ 1 rozcienczy¢ 10-krotnie w  naczynku
chromatograficznym. Zarejestrowa¢ chromatogram substancji badanej. Analize powtorzy¢
dwukrotnie. W celu identyfikacji piku kofeiny, probke zaszczepi¢ roztworem wzorcowym
kofeiny o danym st¢zeniu i poddac analizie. Z uzyskanych chromatogramow odczytaé czas

retencji i pole powierzchni uzyskanego sygnatu (piku).

4.4. Przygotowanie i analiza coca-coli.

Przygotowa¢ probke coca-coli odgazowaé 1 rozcienczy¢ 1:1 w naczynku
chromatograficznym. Zarejestrowa¢ chromatogram substancji badanej. Analiz¢ powtorzy¢
dwukrotnie. W celu identyfikacji piku kofeiny probke zaszczepi¢ roztworem wzorcowym
kofeiny o danym st¢zeniu i poddaé analizie. Z uzyskanych chromatogramow odczytaé¢ czas

retencji i pole powierzchni uzyskanego sygnatu (piku).

5. Opracowanie wynikow

W sprawozdania nalezy:

a) sprecyzowac cele ¢wiczenia,

b) opisa¢ doktadnie czynno$ci wykonywane na zajeciach z uwzglednieniem ilosci
stosowanych odczynnikow,

c) czytelnie przedstawi¢ otrzymane wyniki (w formie tabel, rysunkow, wykresow — tytut
tabeli umieszczamy nad tabela, z kolei tytul rysunku lub wykresu umieszczamy pod
rysunkiem);

d) wykresli¢ krzywa kalibracyjng wykorzystujac srednig warto$¢ pola powierzeni z dwoch
sygnatow (pikow) roztworu wzorcowego kofeiny o danym stezeniu odczytanych
Z chromatograméw uzyskanych podczas analizy HPLC;

e) poda¢ rownanie krzywej kalibracyjnej 1 warto$¢ wspotczynnika korelacji;



f) wykorzystujac rownanie krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ zawartos¢ kofeiny w roztworach
kawy, herbaty, coca-coli;
g) obliczy¢ zawarto$¢ kofeiny w 1 g kawy i herbaty;

h) omowi¢ wyniki i wyciggna¢ wnioski z przeprowadzonych eksperymentow.
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