Bestemmelse af koffein i cola
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1,3,7-trimethylxanthine

Koffein i leeskedrikke

Lees faglgende links, hvor der blandt andet star nogle informationer om koffein og regler for
hvor meget koffein, der ma veere i en leeskedrik:
http://www.caffeinedependence.org/caffeine_dependence.html

http://en.wikipedia.org/wiki/Caffeine
http://www.gomotion.dk/artikler.asp?p_id=111&a_id=40&mode=detail&title=art

Sikkerhed
= Brug handsker under hele eksperimentet
= Koffein er dgdeligt i doser omkring 5-10 gram! Vi nar langt fra sa hgijt op.
= Dichlormethan er carcinogent og skal befinde sig i stinkskabet under hele
eksperimentet eller i lukkede beholderen med prop pa.
= Acetone skal befinde sig i stinkskabet under hele eksperimentet eller i lukkede

beholderen med prop pa



Ekstraktion

For at adskille koffeinen fra andre stoffer i laeskedrikken, benytter vi metoden g
ekstraktion. Dette geres ved at udnytte koffeins forskellige oplgselighed i

vand og et organisk oplasningsmiddel. Princippet er at veelge et organisk
oplgsningsmiddel, som ikke er blandbart med vand, og hvori koffein har en

hgj oplaselighed. Det kunne f.eks. vaere dichlormethan.

Metoden gar kort fortalt ud pa, at traekke s& meget koffein som muligt ud af
leeskedrikken. Leeskedrikken gares forst basisk for at nedseette koffeins
vandoplgselighed, sa den bliver mere oplgselig i dichlormethanen. 5

Laeskedrikken haeldes nu sammen med det organiske oplgsningsmiddel i en
skilletragt, og de to faser blandes forsigtigt. Det optimale vil veere at blande
de to lag grundigt ved at ryste de to opl@gsninger grundigt sammen, men
herved opstar et stort emulgerende lag mellem de to faser, og det vil vi gerne

undga.

Nar de to faser er blevet adskilt efter at have staet nogle minutter, tappes den

organiske fase ud af tragten (den nederste fase, da dichlormethan har en

densitet pa 1,23g/mL). Ved at gentage processen flere gange (og hver gang opsamle den
organiske fase) gges udbyttet.

Tyndtlagskromatografi
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Pladen placeres i et udviklingskar (baegerglas eller lignende), hvor der
i bunden er lidt af den mobile fase, som f.eks. kan vaere acetone. Det
er vigtigt, at acetonen ikke daekker pletterne. Et lag laegges over
karret, og den mobile fase vil begynde at vandre op ad pladen. Nar det
nar pletterne, vil de delvist blive trukket med. Hvis to stoffer vandrer @) o)
ca. lige langt, har man sandsynliggjort, at det er det samme stof, men
man kan ikke sige noget med sikkerhed.

Vi kan se pa pladen til hgjre, at der sandsynligvis er koffein i den

analyserede prove.

Kromatografiske metoder benyttes til at adskille og
identificere de forskellige stoffer i en kompleks blanding. Her
anvendes ofte kieselgel. Ca. 1 cm fra pladens underkant
placeres en lille smule (en plet med en diameter pa nogle fa
millimeter) af prgven, som man forinden har oplgst i en
vaeske. Desuden placeres en plet af en oplgsning af noget
rent stof pa pladen. Sa kan man sammenligne pletternes
placering efter kromatograferingen med henblik pa en
identificering af stofferne i prgven. Nar oplgsningsmidlet er
fordampet, og pletterne er tgrre, kan selve
kromatograferingen startes.
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UV-spektrum.

En endnu mere praecis metode vil Koftein
veere at optage et UV-spektrum af 14
det ekstraherede koffein o 12
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sammenligne med spektret af ren
koffein. Herudfra kan man ogséa 82 :\ / \'i
bestemme hvor meget koffein, der 0.4

er i laeskedrikken. 02| \
Man bruger et spektrofotometer,
som maler hvor meget lys koffein
absorberer. Molekylet ikke er farvet,
men absorberer UV-lys, som vi ikke
kan se. Spektrofotometret kan tegne et spektrum, som viser hvor meget lys en oplgsning
af koffein absorberer ved forskellige bglgeleengder. P4 figuren kan man se, at koffein har
absorptionsmaksimum ved ca 275 nm. Hvet stof har sit eget spektrum, det er ikke sa
entydigt som et fingeraftryk, men det kan bruges til at sandsynligggre, at det er det rigtige
stof, man har i sit ekstrakt — hvis spektret for ekstraktet ligner et spektrum af en standard,
er det sikkert koffein. Ved hjeelp af Lambert-Beers lov kan man ud fra en standardkurve
beregne, hvor meget koffein der er i ekstraktet og dermed i lseskedrikken.

Absorbans

225 275 325

bglgeleengde i nm

Lambert-beers lov A=¢g-c-|

Hvor A er absorbansen, ¢, er den molare ekstinktionskoefficient (afhaenger af
balgelaengden, A), ¢ er stofmaengdekoncentrationen og | er kuvettebredden. Det ses, at for
fastholdt kuvettebredde og fastholdt balgeleengde er der en lineser sammenhaeng mellem
koncentration og absorbans. Man kan derfor omformulere Lambert-Beers lov til en
simplere version:

A=k-c

Hvor k er haeldningskoefficienten for den rette linie gennem punkterne (konc, abs).

Farst males absorbansen for en reekke standard-oplgsninger med kendte koncentrationer
ved den bglgelaengde, hvor koffein absorbere maksimalt. Ud fra disse tal laves en
standardkurve, som er en grafisk afbildning af absorbans som funktion af koncentration.
Hvis punkterne viser en lineaer sammenhaeng er Lambert-Beers lov eftervist. Forskriften
for den linesere sammenhaeng udregnes. Absorbansen for en oplgsning med ukendt
koncentration af koffein males og koncentrationen af koffein udregnes ud fra den fundne
forskift.



Udfarelse

Ekstraktion

Kemikalier: Apparatur:
Dichlormethan CH,Cl, Skilletragt — 25 mL eller 50 mL
Natriumcarbonat Na,COs3 Stativ med ring til skilletragt
pH-indikatorpapir Reagensglas

Pipette 5 mL

Baegerglas 25 mL
Maleglas 10 mL
Malekolbe 50 mL

1. Forst skal laeskedrikken afbruses. Heeld ca. 10 mL lseskedrik i et reagensglas. Ryst
reagensglas med indhold godt indtil der ikke er mere brus i lazeskedrikken, brug evt.
ultralydsbad.

2. Overfgr laeskedrikken til baegerglasset og tilsaet 2 tsk natriumcarbonat til lseskedrikken.
Tjek at vaesken er svagt basisk (pH-indikatorpapiret vil vise gran-bla farve), hvis ikke,
tilsaettes lidt mere natriumcarbonat.

3. Afmal 5,0 mL af den nu basiske laeskedrik med pipetten og overfar det til skilletragten.
Tilseet forsigtigt 10 mL dichlormethan. Vend forsigtigt skilletragten frem og tilbage nogle
gange, husk at lufte ud undervejs.

4. Seet skilletragten i holderen og lad de to faser adskille. Tag proppen af og tap nederste
fase ud i en 50 mL malekolbe. Undga at fa noget af vandfasen med!

5. Gentag udrystning og aftapning med endnu 2 gange 10 mL dichlormethan. Saml de
organiske faser i samme 50 mL malekolbe. Fyld til sidst op til stregen med dichlormethan.

Notater



TLC

Kemikalier: Apparatur:
Acetone C3HgO Tilspidsede kapillarrgr
Ekstraktet fra fgr 100 mL beegerglas (hgj form) med lag
Koffein-oplasning CsH1oN4O2 (30 mg/L) TLC-plade behandlet med fluorescerende
stof (Kiselgel)
UV-lampe

1. Tegn forsigtigt en blyantsstreg pa TLC-pladen ca. 1 cm fra bunden.

2. Sug lidt af koffeinoplgsningen op i et kapilleerrgr og afsaet en lille plet lige over stregen i
den ene side pa TLC pladen, se skitse i teoriafsnittet. Lad pletten tarre let og seet sa
endnu en plet oveni. Gentag dette til du har afsat 5-10 portioner oveni hinanden.

3. Sug lidt af dit ekstrakt op i et andet kapilleerrgr og afseet en lille plet lige over stregen i
den anden side pa TLC pladen, se skitse i teoriafsnittet. Lad pletten tarre let og saet sa
endnu en plet oveni. Gentag dette til du har afsat 5-10 portioner oveni hinanden.

4. Kig pa pladen under UV-lampen for at se, at der er to fine tydelige pletter.

5. Heeld ca 2 cm acetone i baegerglasset og seet din TLC-plade ned i vaesken.

6. Lad pladen sta indtil vaesken er Igbet naesten helt op, tag pladen op og lad den tarre.

7. Nar pladen er ter kigger du pa den under UV-lampen. Er der grund til at tro, at der er
koffein i dit ekstrakt og dermed din lzeskedrik?

Notater



UV-spektrum af ekstraktet.

Kemikalier: Apparatur:
Dichlormethan Spektrofotometer
Ekstraktet fra for Kuvetter af quarts
Koffein-oplasning CgH1oN4O2 (30 mg/L) Malepipette 10 mL, 5 stk

Malekolber 10 mL, 5 stk
Malekolbe 1 L

1. Farst skal spektrofotometret nulstilles pa det rene oplasningsmiddel, nemlig
dichlormethan. Haeld dichlormethan i kuvetten og ker en basislinie fra 225 nm til 350 nm

2. Kar nu et spektrum pa den rene koffeinoplasning (30 mg/L). Fa spektrofotometret til at
markere toppunkterne og overfar spektret til computeren eller udskriv spektret.

3. Kar nu et spektrum pa dit ekstrakt. Fa spektrofotometret til at markere toppunkterne og
overfgr spektret til computeren eller udskriv spektret. Er der grund til at tro dit ekstrakt (og
dermed din lzeskedrik) indeholder koffein?

4. Lav en fortyndingsreekke ud fra koffeinstandard-oplgsningen. Udtag de i tabellen viste
volumener af standard-oplgsningen, overfgr til 10 mL malekolbe og fyld op med
dichlormethan. Mal absorbansen for alle fortyndinger ved den bglgelaengde som koffein
absorberer mest ved. Mal ogsa absorbansen for koffein-ekstraktet, hvis du ikke fik noteret
vaerdien under punkt 3).

mL Ekstrakt
standard 2 4 6 8 10 laeskedrik
Koncentra- 6 12 18 24 30
tion i mg/L
Absorbans

5. Afbild den malte absorbans som funktion af koncentrationen af koffein (mg/L). Opfylder
sammenhaengen Lambert-Beers lov ? Find den matematiske forskrift og beregn her ud fra
indholdet af koffein i mg/L i ekstraktet.

6. Omregn ud fra fortyndingsfaktoren (5 mL laeskedrik svarer til 50 mL ekstrakt) indholdet
af koffein i mg/L i leeskedrikken.

7. Hvordan stemmer det bestemte indhold overens med graenseveaerdierne for hvor meget
en laeskedrik ma indeholde?

Notater




Note til ekstraktionen

Ved ekstraktionen vil koffeinmolekylerne flytte sig fra vandfasen (colaen) til
dichlormethanfasen, idet oplgseligheden af koffein er stgrre i dichlormethan end i vand.
Der vil indstille sig falgende ligevaegt:

koffein(aq) S koffein(dichlormethan)
Fordelingskonstanten for denne ligeveegt er :

_ c(koffein(dichlormethan))

K c(koffein(aq))

Kender man koncentrationen af koffein i hhv dichlormethan og vand kan Ks beregnes. Men
man kan ogsa beregne K ud fra oplagseligheden af koffein i de to oplgsningsmidler. Ifalge
ref.1 er oplgseligheden af koffein i vand 22 mg/mL ved 25 °C og i dichlormethan 140
mg/mL. Indsaettes disse to tal beregnes K; til 6,4.

Vi kan ud fra Ks beregne hvor mange procent af koffeinen fra colaen, der vil veere tilbage i
vandfasen efter de 3 ekstraktioner.

Ved forste ekstraktion er beregningen fglgende:

Den oprindelige stofmaengde af koffein i de 5 mL cola kaldes n(cola). Efter ekstraktionen
vil en del af koffeinen befinde sig i de 10 mL dichlormethan, denne stofmaengde kaldes
n(CH.Cl,). | vandfasen vil der veere n(cola)-n(dichlormethan) til rest. Indseetter vi dette i K¢
fas:

B n(dichlormethan)/10mL 3
(n(cola) — n(dichlormethan))/5mL

f

Kalder vi den resterende stofmeende af koffein i vandfasen n(cola)-n(dichlormethan) for
n(rest), kan stofmaengden af koffein i dichlormethanfasen skrives som n(cola)-n(rest) og
Kt kan omskrives til :

_ n(cola) — n(rest)
B n(rest)

Kf = 12,8

Broken n(rest)/n(cola) angiver den brgkdel af koffeinen, som ikke er blevet ekstraheret
over i dichlormethanen. For at ggre denne brgkdel sa lille som muligt laver vi flere
ekstraktioner, idet det vil veere samme brgkdel der ekstraheres hver gang. Vi far pa denne
made ekstraheret mere koffein fra colaen.

Brokdelen n(rest)/n(cola) kan beregnes ved at omskrive pa Ks:

nrest)  _ 07813 = resv/n(cold) _ ag15 . X _ 07813
n(cola) — n(rest) 1—n(rest)/n(cola) 1-X




Hvor x svarer til braken n(rest)/n(cola). Lgses den lille ligning for x fas at x, altsa brgken
n(rest)/n(cola) er 0,072. Altsa er der ca. 7,2 % tilbage ved hver ekstraktion. Udferes 3 ens
ekstraktioner med de givne maengder tilbageholdes saledes:

0,072° = 0,00037 ~ 0,04 %.

Vi kan derfor tillades os at regne med at vi ekstraherer alt koffein fra colaen ved den givne
metode.

Ref1:
http://www.pharmainfo.net/exclusive/technical/extraction of caffeine from tea leaves/
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