EKSTRAKCJA KOFEINY Z PROBEK KAWY

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego

1. Wprowadzenie

1.1. Kofeina

Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) zwana rowniez teing jest pochodng puryny.
W stanie czystym wystepuje w postaci biatych, dtugich i gietkich krysztatéw, bez zapachu
oraz o gorzkim smaku. Ulega odwodnieniu w temperaturze 80°C, topi si¢ w temperaturze
234-239°C, a sublimuje w temperaturze 178°C.

o o
H,C_ \ _ N
N N \>
ﬁ/> ]
O™ °N N
CH

kofeina puryna

Kofeina jest naturalnym alkaloidem, znajdujacym si¢ w kawie, herbacie, lisciach
ostrokrzewu paragwajskiego Mate (llexparaguariensis), guarany (Pauliuscupan), orzeszkach
cola i w mniejszych iloéciach w kakao. Dziata stymulujgco na osrodkowy uktad nerwowy.
Spozywana w umiarkowanych ilosciach niweluje zmeczenie, poprawia nastrdj i koncentracje
oraz zwicksza wydolnos¢ fizyczng organizmu. Przeprowadzone w ostatnich latach badania
wykazaty, ze kofeina wptywa pozytywnie na konsolidacj¢ wspomnien i pamie¢ dtugotrwata,
zapobiega demencji i prawdopodobnie chorobie Alzheimera. Kofeina spozywana jednak
w nadmiernych ilo$ciach powoduje uzaleznienie fizyczne, cho¢ stabsze niz np. nikotyna.
W wyniku przyjmowania wigkszych dawek tego alkaloidu wystepuja objawy lekkiego
przedawkowania, takie jak: zmeczenie, otgpienie, mdtosci, bole gtowy, zwigckszone napigcie
mie¢éni, zaburzenia snu czy arytmia serca.

Dawka smiertelna kofeiny przy podaniu doustnym dla czlowieka w zaleznosci od
wagi, wzrostu i indywidualnej wrazliwosci na kofeing wynosi ok. 150-200 mg na kilogram
masy ciala. W praktyce jednak spozycie $miertelnej dawki kofeiny zawartej w kawie czy

herbacie przez cztowieka nie jest mozliwe, poniewaz Kofeina jest metabolizowana przez



organizm szybciej niz jest mozliwe wypicie tak duzej obj¢tosci ptynu, a ponadto wystepujgce

objawy przedawkowania uniemozliwiaja dalsze picie napoju.
1.2. Ekstrakcja i jej rodzaje.

Produktami  wigkszoSci reakcji  organicznych sa najczeSciej  mieszaniny
wielosktadnikowe. Powszechnie stosowang technikg rozdzielania io0czyszczania takich
mieszanin jest ekstrakcja. Proces ten polega na wyodrgbnieniu poszczegoélnych substancji
lub grup zwigzkow chemicznych poprzez rozpuszczanie ich w odpowiednim rozpuszczalniku
i oddzielenie w postaci roztworu od pozostatych sktadnikow probki.

Wyrdznia si¢ rézne kryteria podziatu metod ekstrakcji, np. ze wzgledu na sposéb
prowadzenia procesu (periodyczna, ciggla) czy rodzaj uktadu ekstrakcyjnego (ciecz-ciecz,
cialo state-ciecz).

Ekstrakcja periodyczna polega na rozdzieleniu substancji pomigdzy dwa nie
mieszajace si¢ rozpuszczalniki ekstrahujace, wskutek wytrzasania obu warstw ciektych, az do
osiggnigcia stanu rownowagi pomig¢dzy st¢zeniami rozdzielanej substancji w obu warstwach.
Ekstrakcje powtarza si¢ wielokrotnie, a kolejne ekstrakty taczy ze sobg. Ekstrakcje
periodyczng przeprowadza si¢ w grubosciennych rozdzielaczach cylindrycznych, badz
kulistych o podtuznym ksztatcie lub o ksztalcie gruszki. Ekstrakcje ciagla stosuje si¢, aby
ograniczy¢ objetos¢ zuzywanego do ekstrakcji rozpuszczalnika ekstrahujacego w przypadku
uktadow o matych wspoétczynnikach ekstrakcji. Wada tej techniki jest jednak bardzo duze
zuzycie ekstrahenta i odpowiednio mate $rednie st¢zenie ekstraktu, bedacego mieszaning
cieczy oraz zmniejszajacego si¢ stezenia substancji ekstrahowanej. W przypadku ekstrakcji
w ukladzie ciecz-ciecz warunkiem prawidlowego przebiegu procesu jest wystepowanie
dwoch faz ciektych, ktore po zakonczeniu procesu mozna tatwo rozdzieli¢ mechanicznie.
Technika ta polega na przenoszeniu substancji rozpuszczonej w jednej fazie ciektej do drugiej
fazy cieklej, niemieszajacej si¢ z pierwszg. Kolejnym typem ekstrakcji jest ekstrakcja
w ukladzie cialo stale-ciecz. Polega ona na wyodr¢bnieniu z ciala stalego sktadnika
rozpuszczajagcego sie W odpowiednim rozpuszczalniku, np. zwigzkow organicznych
z surowcoOw roslinnych. Mechanizm prowadzenia tego typu ekstrakcji opiera si¢ na
wybidrczym rozpuszczaniu substancji znajdujacej si¢ w stalej probce, totez przenoszenie
substancji do roztworu zalezy gltéwnie od jej rozpuszczalnosci w danym rozpuszczalniku.
W wiegkszosci przypadkow ekstrakcja w uktadzie ciato state-ciecz jest czasochtonna, dlatego
najbardziej korzystny jest ciagly sposob jej realizacji. Ponadto aby proces ten przebiegat

wlasciwie, surowy material musi by¢ specjalnie przygotowany, np. przez miazdzenie



1 rozrywanie tkanki roslinnej. Najczesciej stosowanym aparatem do ekstrakcji w ukladzie

cialo state-ciecz jest aparat Soxhleta.

1.3. Wydajno$¢ ekstrakeji

Z uwagi na to, iz efektywno$¢ procesu ekstrakcji zalezy przede wszystkim od rodzaju
rozpuszczalnika, przed przystgpieniem do wykonania procesu ekstrakcji niewatpliwie
istotnym etapem jest dobor ekstrahenta. Najczesciej stosuje si¢ rozpuszczalniki ekstrahujgce
takie jak: eter dietylowy lub eter diizopropylowy, benzen lub toluen, chloroform, chlorek
metylenu i eter naftowy. Wybor ekstrahenta podyktowany jest rozpuszczalno$cig W nim
substancji ekstrahowanej, tatwo$cia usunigcia go z ekstraktu, ceng oraz latwosciag
rozwarstwiania si¢ faz (pozadane jest, aby faza ekstrahowana i ekstrahujagca charakteryzowaty
si¢ niska wzajemng mieszalnoscig). Co jest niezwykle istotne, podczas ekstrakcji lepsza
wydajnos¢ procesu uzyskuje si¢ poprzez podzielenie rozpuszczalnika na kilka czgséci anizeli
przy jednorazowym uzyciu catej jego ilosci. Duzy wplyw na efektywno$¢ ekstrakcji ma
rowniez temperatura (najczesciej jej podwyzszenie ulatwia rozpuszczenie wiekszosci
substancji), intensywnos$¢ mieszania substancji i ekstrahenta, rodzaj substancji, powierzchnia
zetknigcia rozpuszczalnik-substancja oraz rozdrobnienie materiatu.

Maceracja stanowi najprostszy przypadek ekstrakcji, w ktorym faz¢ stalg miesza si¢
Z rozpuszczalnikiem 1 saczy. Oznacza to, ze wydajno$¢ ekstrakcji zwigksza si¢ przez
doktadne roztarcie stalej substancji (tak, aby posiadata jak najwigksza powierzchnig),

stosowanie nadmiaru rozpuszczalnika czy mieszanie.
2. Odczynniki i aparatura

= chromatograf HPLC firmy Hewlett Packard serii 1050 z detektorem UV

= kolumna ODS HYPERSIL 250 mm 4 mm, 5 m,

= faza ruchoma: 15% acetonitryl/85% bufor fosforanowy 0,04 mol/dm?® o pH =3,5
= predkos¢ przeptywu 1 ml/min

= analityczna dlugo$¢ fali, A=276 nm

= roztwor standardowy kofeiny 2 mg/ml

= kawa (ziarnista, mielona, bezkofeinowa)

= woda dejonizowana



3. Wykonanie ¢wiczenia

Celem C(¢wiczenia jest zbadanie wplywu rozdrobnienia matrycy na wydajnosé

I powtarzalnosé ekstrakcji kofeiny z probek kawy.

3.1. Wyznaczenie prostej kalibracyjnej

Z uwagi na to, iz wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest technika
posrednig, konieczne jest wykonanie krzywej Kkalibracyjnej. W tym celu z roztworu
standardowego kofeiny o stezeniu 2 mg/ml poprzez rozcienczenie sporzgdzono roztwory
0 stezeniach: 0,02 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml. Wyznaczono na

tej podstawie rownanie prostej kalibracyjnej.
3.2. Przygotowanie probki kawy ziarnistej 1 wykonanie analizy

Do dwoch falkonéw o pojemnosci 15 ml odwazy¢ po dwa ziarenka kawy.
Przygotowane nawazki ekstrahowaé¢ 10-krotnym nadmiarem wody dejonizowanej w ciagu
5 minut. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji przygotowaé probki 10-krotnie rozcienczone.
W tym celu do dwoch probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml doda¢ 900 pl wody
dejonizowanej i 100 pul ekstraktu kawy. Probki doktadnie wymieszaé, a otrzymane roztwory
podda¢ analizie chromatograficznej wprowadzajac 20 pl probki na kolumng

chromatograficzng.
3.3. Przygotowanie probki kawy mielonej i wykonanie analizy

Do dwoch probowek polipropylenowych o pojemnosci 3 ml odwazy¢ okoto 0,1 g
kawy mielonej. Przygotowane nawazki ekstrahowa¢ 10-krotnym nadmiarem wody
dejonizowanej w ciggu 5 minut. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji probki odwirowac przy
10 000 obr/min przez 5 minut. Nastgpnie przygotowac¢ probki 100-krotnie rozcienczone.
W tym celu do dwdéch probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml doda¢ 990 ul wody
dejonizowanej 1 10 pl ekstraktu kawy. Probki doktadnie wymiesza¢. Otrzymane roztwory
podda¢ analizie chromatograficznej, wprowadzajac 20 pl probki na kolumneg

chromatograficzng.
3.4. Przygotowanie probki kawy bezkofeinowej i wykonanie analizy

Do dwoch probowek polipropylenowych o pojemnosci 3 ml odwazy¢ okoto 0,1 g

kawy bezkofeinowej. Przygotowane nawazki ekstrahowa¢ 10-krotnym nadmiarem wody



dejonizowanej w ciggu 5 minut. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji probki odwirowaé przy
10 000 obr/min przez 5 minut. Nastepnie przygotowac probki 10-krotnie rozcieniczone.
W tym celu do dwdch probowek typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml doda¢ 900 ul wody
dejonizowanej i 100 pl ekstraktu kawy. Probki dokladnie wymiesza¢. Uzyskane roztwory
podda¢ analizie chromatograficznej, wprowadzajagc 20 pul probki na kolumne

chromatograficzng.
3.5. Przygotowanie probki kawy parzonej i wykonanie analizy

Do dwoch zlewek odwazono po okoto 3 g kawy mielonej. Przygotowane nawazki
zaparzono w 30 ml goracej wody dejonizowanej (5 minut). Nastgpnie po zakonczeniu procesu
ekstrakcji do dwoch probowek polipropylenowych o pojemnos$ci 3 ml przeniesiono okoto 2
ml ekstraktu. Probki odwirowano przy 10 000 obr/min przez 5 minut. Po odwirowaniu
przygotowano probki 100-krotnie rozcienczone. W tym celu do dwoch probowek typu
Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodano 990 ul wody dejonizowanej i 10 ul ekstraktu kawy.
Probki doktadnie wymieszano. Otrzymane roztwory poddano analizie chromatograficznej,

wprowadzajac 20 pl prébki na kolumne chromatograficzna.
4. Opracowanie wynikow

1. Przygotowac wstep teoretyczny.

2. Wykorzystujac rownanie prostej kalibracyjnej, okresli¢ zawartosci kofeiny we wszystkich
badanych probkach kawy (Cz, Cy, Cg, Cp).

3. Uwzgledniajac odpowiednie rozcienczenie kazdej probki, obliczy¢ stgzenie roztworu kawy

(ziarnistej, mielonej, bezkofeinowej i parzonej). Skorzystac¢ z ponizszych wzorow:

kawa ziarnista: Cek(z)= Cz- 10

kawa mielona: Cekovy= Cm- 100
kawa bezkofeinowa: Cekepy= Cp- 10

kawa parzona: Cexepy= Cp- 100

4. Przyjmujac stezenie roztworu kawy parzonej jako 100 %, obliczy¢ wydajnosci ekstrakcji
dla poszczegdlnych probek kawy.

5. Wyciagna¢ wnioski z przeprowadzonego eksperymentu.
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