OZNACZANIE KOFEINY W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH METODA HPLC

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

1. Wprowadzenie

Celem c¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci kofeiny w kawie, herbacie oraz coca-coli. Do
oznaczania kofeiny zostanie wykorzystana technika wysokosprawnej chromatografii cieczowej
potaczona z detekcja spektrofotometryczng. Analizy bgda prowadzone w odwroconym uktadzie

faz.

1.1. Kofeina
Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) (1) jest alkaloidem wykrytym przez Rungego w 1820 r.

w ziarnach kawy, oraz przez Robiquetta, a nastepnie przez Pelletiera i Caventou w 1821 r.
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Kofeina ma barwe biala, gorzkawy smak, nie posiada zapachu. Wystepuje w postaci biatych,
lekkich, igietkowatych krysztalow o jedwabistym potysku. Stabo rozpuszcza si¢ w zimnej wodzie,

bardzo dobrze w wodzie wrzacej. Temperatura topnienia postaci bezwodnej wynosi 234-237 °C.

1.2. Dobor eluentu w chromatografii

Rozdzielanie za pomocg chromatografii cieczowej zalezy zaréwno od fazy nieruchomej jak
iruchomej, czyli kolumny i rozpuszczalnika. Rozpuszczalnik odgrywa bardzo istotng rolg
w dazeniu do maksymalnej sprawno$ci chromatografii cieczowej. Dlatego bardzo waznym jest
dobdér wiasciwego rozpuszczalnika. W doborze jego decyduja dwa aspekty: praktyczny
1 optymalizacja zdolnosci rozdzielczej (czyli uzyskanie optymalnych czaséw retencji). Dokonujac
wyboru rozpuszczalnika (eluentu), stawia si¢ przed nim nastepujace wymagania:
1) nie powinien dziata¢ szkodliwie na wypehienie kolumny 1 przyrzad,
2) powinien dobrze rozpuszcza¢ analizowang mieszaning,
3) musi on umozliwia¢ detekcje analizowanych sktadnikow mieszaniny,
4) w chromatografii preparatywnej powinien on umozliwia¢ tatwe oddzielenie go od obecnej w nim

substancji, po wymyciu z kolumny chromatograficzne;.



Przy doborze eluentu do rozwigzania konkretnego zadania analitycznego nalezy wzig¢ pod
uwage jego site elucyjng. Jest to zwigzane z tym, ze czasteczki eluentu ,,rywalizuja” o miejsce na
powierzchni fazy stacjonarnej z czagsteczkami substancji chromatografowanej. Im oddzialywanie
czasteczek z powierzchniga fazy nieruchomej jest silniejsze, tym latwiej wypieraja one
z powierzchni czasteczki substancji chromatografowanej. Dlatego sile elucji eluentu mozna
charakteryzowa¢ wielkoscig sily oddziatywania jego czasteczek z powierzchnig sorpcji. Oczywiste
jest wiec, ze sila elucyjna eluentu zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej. W celu utatwienia 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 szeregow eluotropowych rozpuszczalniki sg ulozone wedlug 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 chromatografowaniu na niepolarnej fazie stacjonarnej (np. weglowej tj. C-8,
C-18) 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
rozpuszczalnikéw sg indeksy polarnosci. O wyborze odpowiedniego rozpuszczalnika decyduje
rowniez detektor. W przypadku detektora refraktometrycznego wptyw ma wspoétczynnik zalamania
swiatta, a w przypadku detektora spektrofotometrycznego - granica, przy ktorej rozpuszczalnik
staje si¢ nieprzezroczysty dla nadfioletu. Do optymalnego rozdzielenia sktadnikéw mieszanin nie
wystarczy czesto pojedynczy rozpuszczalnik i nalezy stosowac¢ ich mieszaniny.

Sktad mieszaniny moze by¢ jednakowy przez caty czas chromatografowania, wowczas jest to
elucja izokratyczna. Dodanie nawet matych ilosci domieszek do ustalonego sktadu fazy ruchome;j
moze powodowac zmiang kolejnosci elucji chromatografowanych substancji. Jezeli sktad fazy
ruchomej zmienia si¢ podczas chromatografowania, wowczas mowimy o elucji gradientowej (jest
ona analogiczna do programowania temperatury w chromatografii gazowej). Podczas rozdzielania
sktadnikow jednej probki z uzyciem elucji gradientowej, nastgpuje zmiana sktadu eluentu, a jego
sifa eluotropowa zwigksza si¢. Zmiana sktadu mieszaniny moze zachodzi¢ liniowo albo moze

przebiegac¢ skokowo.

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 stezeniu 0,1%,

e roztwor standardowy kofeiny o st¢zeniu 10 mg/ml,



e roztwor roboczy kofeiny 2 mg/ml,
e kawa,
e herbata,

e coca-cola,

4. Wykonanie oznaczenia

4.1. Wyznaczenie prostej kalibracyjne;j

Przygotowac roztwor roboczy kofeiny o stezeniu 2 mg/ml, a nastepnie sporzadzi¢ roztwory
o stezeniach: 0,02 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml poprzez rozcienczenie
roztworu roboczego. Przygotowane roztwory przela¢ do fiolek do HPLC i1 podda¢ analizie
chromatograficznej. Z otrzymanych chromatograméw odczyta¢ pola powierzchni pikéw lub

wysokosci pikow kofeiny.

4.2. Przygotowanie i analiza probki kawy

Odwazy¢ 2 tyzeczki kawy. Przygotowang nawazke zaparzy¢ w 250 ml wody destylowane;.
Przygotowana kawe, przesaczy¢ i przygotowac probke 20 krotnie rozcienczong. Przygotowane
roztwory przela¢ do fiolek do HPLC i podda¢ analizie chromatograficznej. Z otrzymanych
chromatogramow odczyta¢ pola powierzchni pikéw lub wysokosci pikow kofeiny. W celu
identyfikacji piku kofeiny, probke wzbogaci¢ roztworem standardowym kofeiny 1 poddad

ponownej analizie.

4.3. Przygotowanie i analiza herbaty

Odwazy¢ lyzeczke herbaty. Przygotowanga nawazke zaparzy¢ w 250 ml wody destylowanej. Tak
przygotowana herbate ostudzié, przesaczy¢ i przygotowaé probke 10- krotnie rozcienczong.
Przygotowane roztwory przela¢ do fiolek do HPLC 1 podda¢ analizie chromatograficzne;j.
Z otrzymanych chromatogramow odczyta¢ pola powierzchni pikow lub wysokosci pikow kofeiny.
W celu identyfikacji piku kofeiny, probke wzbogaci¢ roztworem standardowym kofeiny i poddac

ponownej analizie.

4.4. Przygotowanie i analiza coca-coli.

Przygotowac probke coca-coli odgazowac i rozcienczy¢ 1:1. Przygotowane roztwory przela¢ do
fiolek do HPLC i podda¢ analizie chromatograficznej. Z otrzymanych chromatogramoéw odczytac
pola powierzchni pikow lub wysokosci pikow kofeiny. W celu identyfikacji piku kofeiny probke

wzbogaci¢ roztworem standardowym kofeiny 1 podda¢ analizie.



5. Opracowanie wynikow

1. Przygotowac wstep teoretyczny.

2. Opisa¢ tok analizy.

3. Na podstawie otrzymanych wynikéw z analizy roztworow standardowych wykresli¢ prosta
kalibracyjng 1 wyznaczy¢ rownanie proste;.

4. Na podstawie prostej okresli¢ zawartosci kofeiny w roztworach kawy, herbaty, coca-coli.
Obliczy¢, ile kofeiny znajduje si¢ w jednej szklance kawy 1 herbaty.

4. Obliczy¢ zawarto$¢ kofeiny w 1 g ziaren kawy i lisci herbaty.
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