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Streszczenie

Oznaczono zawartos¢ kofeiny w wybranych napojach bezalkoholowych, typu cola
I energetyzujacych, metodg HPLC z zastosowaniem dwoch procedur wg PN-ISO 10095:1997
i ISO 20481:2008, réznigcych si¢ sposobami przygotowania probek do analizy. W celu
poréwnania wynikéw otrzymanych tymi procedurami okreslono ich precyzje i doktadnosc.
Przeprowadzono réwniez testy statystyczne, ktore potwierdzily, ze obie procedury nie r6znig
si¢ istotnie pod wzgledem precyzji (test F-Snedecora) oraz wykazaty brak istotnych roéznic
pomiedzy srednimi wynikami (test t-Studenta).
Stwierdzono, ze obie procedury cechuja si¢ wysoka precyzja i1 doktadno$cig oraz, ze sposob
przygotowania probki w procedurze wg ISO 20481:2008 znacznie skraca czas wykonywania
analizy, a takze zmniejsza zuzycie odczynnikow i materialdow pomocniczych w porownaniu
do procedury wg PN-ISO 10095:1997.
Stowa kluczowe: kofeina, oznaczanie kofeiny, HPLC, napoje bezalkoholowe, napoje
energetyzujace
DETERMINATION OF THE CAFFEINE CONTENT IN SOFT DRINKS BY HPLC
METHOD USING DIFFERENT WAYS OF PREPARING SAMPLES
Summary

Caffeine content in chosen soft drinks (cola type and energy drinks) was determined by
HPLC method using two different ways of preparing samples for analysis based on Polish and
ISO standards.
In the order to compare the results of both procedures, precision and accuracy were
determined and statistical tests were carried out (Student’s test and F-Snedecor’s test ).
There was found that both procedures were characterized by high precision and accuracy and

there were no essential differences between obtained average results.
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The way of preparing samples using ISO standard method significantly reduced time of
analysis and the quantity of using reagents and materials to compare Polish standard method.

Key words: caffeine, caffeine determination, HPLC, soft drinks, energy drinks
WSTEP

Przeprowadzone w kwietniu 2010 roku przez Millword/Brown SMG/KRC badania
wykazuja, ze obecnie wsrdd preferowanych przez Polakow napojow, obok wody i sokow
znajdujg si¢ napoje bezalkoholowe, ktére pije kilka razy w tygodniu ponad potowa
konsumentéw [Anonim 2010].

Do grupy napojow bezalkoholowych naleza, migdzy innymi, napoje zawierajgce
w swoim sktadzie biologicznie aktywng kofeing. Napoje typu cola zawieraja wzglednie
niewielka ilo§¢ kofeiny (okoto 10 mg/100 ml), nalezy jednak zaznaczy¢, ze spozywane sg
rowniez przez dzieci. Wiegksze ilosci kofeiny zawieraja napoje energetyzujace (okoto
30 mg/100 ml). Dostgpne sa one na rynku w szerokim asortymencie i nalezg do srodkéw
specjalnego przeznaczenia dla oséb dorostych. Kofeina zawarta w tych napojach powoduje
zwigkszenie koncentracji, poprawe pamieci, zmniejszenie sennos$ci i1 uczucia zmeczenia.
Jednak napoje zawierajace znaczne ilosci kofeiny nie sg wskazane dla dzieci, kobiet
ciegzarnych 1 osob, ktore majg problemy z ukladem krazenia, gdyz podnosza ci$nienie
I zwiekszaja ryzyko zawatu serca. [Kostyra i in. 2009; Sikora 2008; Wierzejska, Jarosz 2003;
Witkowska i in. 2011].

W wydanej 2002 roku dyrektywie Unia Europejska okreslita, ze wszystkie napoje
zawierajace kofeing (oprocz herbaty 1 kawy) w ilosci powyzej 150 mg/l musza posiada¢ na
etykiecie informacje ,,wysoka zawarto$¢ kofeiny” [Anonim 2006]. Zawarto$¢ kofeiny
wnapojach typu cola wedlug aktualnych norm na napoje bezalkoholowe (PN-A-79032:1993
i PN-A-79035:1994) nie moze przekracza¢ 15 mg w100 ml, natomiast w napojach
energetyzujacych nie moze by¢ wyzsza niz  ilo$¢ deklarowana przez producenta na
opakowaniu [Hoffman, Swiderski 2008; Stasiuk, R6j 2006; Wierzejska i in. 2002].

W $wietle przedstawionych informacji, potrzebna jest kontrola zawarto$ci kofeiny
w napojach bezalkoholowych zawierajacych ten sktadnik.

Istnieje wiele metod analitycznych ilo§ciowego oznaczania kofeiny w produktach
spozywczych. W aktualnej normie okreslajacej metody badan napojow bezalkoholowych
(PN-A-79033:1993) proponowana jest metoda jodometryczna (miareczkowa) Prange-
Walthera. Obecnie powszechnie stosowang metoda oznaczania kofeiny w produktach

spozywczych jest metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). W zwigzku
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ztym w pracy podjeto proby oznaczenia kofeiny w napojach bezalkoholowych ta metoda
W oparciu o normy przystosowane do oznaczania tego zwigzku w kawach i w produktach
kawowych.
Celem pracy bylo poréwnanie dwoch procedur oznaczania zawartosci kofeiny
w napojach bezalkoholowych metoda HPLC roznigcych si¢ sposobami przygotowania
probek do analizy. Porownano procedury zawarte w normach PN-1SO 10095:1997 [9] i ISO
20481:2008 [4] 1 okreslono na podstawie analizy statystycznej, czy wyniki uzyskane wedtug
tych procedur r6znig si¢ w sposob istotny.
MATERIAL I METODY BADAN
Materiat do badan stanowily zakupione w handlu prébki napojéw bezalkoholowych
0 roznej zawarto$ci kofeiny. Badania wykonano w 1 napoju typu cola i w 2 napojach
energetyzujacych.
Zawarto$¢ kofeiny w napojach oznaczono metoda HPLC wedlug dwoch procedur
Z r6znymi sposobami przygotowania probek:
- procedura A — wedtug normy PN-ISO 10095:1997
- procedura B - wedtug normy 1SO 20481:2008.
W tabeli 1 przedstawiono przebieg postepowania analitycznego w procedurze A i B.
W obu postepowaniach analitycznych przeprowadzono wodng ekstrakcje kofeiny z probki
W obecnosci tlenku magnezu w temperaturze 90 °C. Do oczyszczania probki w procedurze A
wykorzystano mikrokolumne krzemionkowa (3 ml), roztwér oczyszczajacy - woda
amoniakalna/metanol oraz roztwor wymywajacy kofeing - mieszaning metanol/woda/kwas
octowy, natomiast w procedurze B wykorzystano do oczyszczania badanego ekstraktu tylko
filtr strzykawkowy 0,45pum. Przygotowane probki analizowano za pomoca chromatografu
cieczowego firmy Dionex, wyposazonego w detektor UV (dtugos¢ fali 272 nm). Jako wzorca
uzyto czysta, bezwodng kofeing (1,3,7-trimetylo-2,6-dioksypuryne-CgHioN4O3), z ktorej
wykonano roztwor wzorcowy kofeiny o stezeniu 0,5 g/l. Z tego roztworu przygotowywano

roztwory robocze kofeiny; w procedurze A — 0,01 g/l i w procedurze B — 0,004 g/l.
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Zawarto$¢ kofeiny w probce (W) wyrazong w mg/100ml obliczono wg wzoru:

Ay x cixV x 100 x1000
W = —_—

Acxm

gdzie:
Ay jest polem piku kofeiny otrzymanego dla roztworu badanego
A jest polem piku kofeiny otrzymanego dla roztworu wzorcowego kofeiny
C1 jest stezeniem roztworu wzorcowego kofeiny w gramach na litr
m jest objetoscia probki analitycznej w mililitrach
V  jest rozcienczeniem probki w zaleznosci od postgpowania analitycznego wyrazona w

litrach (procedura A —0,1; procedura B - 0,25)
1000 jest wspotczynnikiem przeliczeniowym gramow na miligramy
100 jest wspdlczynnikiem przeliczeniowym zawarto$ci kofeiny na 100 ml produktu

W celu porownania powtarzalno$ci otrzymanych  wynikéw uzyskanych wedtug
procedur A i B obliczono: $rednig arytmetyczng (Xg), odchylenie standardowe (sr),
wspotczynnik zmiennosci (cv%) oraz przeprowadzono test jednorodnosci dwoch wariancji
(F-Snedecora) i test istotnosci roznicy migdzy warto$ciami Srednimi (t-Studenta), a

doktadno$¢ sprawdzono metoda odzysku.
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Tabela 1. Schemat post¢gpowania analitycznego w procedurze A i B
Scheme of analytical procedure A and B

Procedura A Procedura B
wg PN-1SO 10095:1997 wg 1SO 20481:2008

W obu postepowaniach analitycznych przeprowadzono ekstrakcje kofeiny z probki wodg o
temperaturze 90°C w obecnosci tlenku magnezu; po oczyszczaniu ekstraktu oznaczano
zawartosci kofeiny za pomocg HPLC z detekcja w nadfiolecie

Sposdb przygotowania probek do analizy

Napoje odgazowano poprzez podgrzanie w otwartym naczyniu do temperatury 25°C i
intensywne mieszanie okoto 5 minut.

Ekstrakcja kofeiny z probki

Do kolby z prébka w ilosci 10 ml dodano 90 | Probke napoju w iloéci 10 ml wytrzasano z
ml wody, calo$¢ zwazono i wytrzagsano w | 200 ml wody w Kkolbie pomiarowej o
temperaturze 90°C przez 20 minut w | pojemnosci 250 ml w temperaturze 90°C
obecnosci tlenku magnezu, ochtodzono i | przez 20 minut w obecnos$ci tlenku magnezu,
ponownie zwazono (masy kolby przed i po | ochtodzono i dopetniono woda

ogrzewaniu powinny by¢ réwne)

Ekstrakt przesaczono przez saczek z bibuty Ekstrakt dekantowano

Oczyszczanie probek

10 ml ekstraktu oczyszczano na
mikrokolumnie krzemionkowej (3ml)
modyfikowanej grupami fenylowymi poprzez | Cze$é ekstraktu oczyszczano stosujac filtr
zastosowanie roZtworu 0czyszczajacego strzykawkowy 0,45 um

(woda amoniakalna/metanol), a nastepnie
wymywano kofeing roztworem
(metanol/woda/kwas octowy) do kolbki
miarowej pojemnosci 10 ml i dopetniono
woda

Analiza chromatograficzna

Roztwory wzorcowe - z roztworu podstawowego o stezeniu kofeiny 0,5 g/1
przygotowano roztwory wzorcowe kofeiny (robocze)

0,01 g/l | 0,004 g/l

Faza ruchoma - metanol w ilosci 300 ml przeniesiono do kolby miarowej o pojemnosci
1000 ml i dopelniono woda

Do analizy chromatograficznej przeniesiono do fiolek okoto 1ml badanego roztworu lub
roztworu wzorcowego, ktore umieszczono w automatycznym podajniku probek; Kkolumng
Supelcosil LC — 18 — DB o wymiarach 250 mm x 4,6 mm, 5 pum z kolumienka
zabezpieczajagcg LC-18 termostatowano w temperaturze 30°C+1°C; zastosowano natgzenie
przeptywu fazy ruchomej przez kolumng¢ 1 ml/min; probki dozowano w objetosci 20 ul;
analize prowadzono przy dtugosci fali 272 nm; ustalono czas retencji kofeiny wedtug analizy
wzorca i po ustabilizowaniu przeptywu fazy ruchomej i temperatury wykonano analize
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WYNIKI I DYSKUSJA

Wyniki oznaczania zawartosci kofeiny w napojach bezalkoholowych typu cola
| energetyzujacych otrzymane wg procedur A i B przedstawiono w tabeli 2.

Srednie zawartosci kofeiny (x;) o0znaczone badanymi procedurami byly zblizone
I wynosity dla napoju typu cola w procedurze A - 10,22 mg/100 ml i w procedurze B - 10,31
mg/100ml oraz odpowiednio dla napoju energetyzujacego ,,1” 30,40 mg/100 ml
i 30,32mg/100 ml, a dla napoju energetyzujacego ,,2” 31,72 mg/100ml i 31,82 mg/100 ml.
Niskie warto$ci wspotczynnikéw zmiennosci (cv) wynoszace od 0,45 do 1,06% wskazujg na
poréwnywalng i wysoka precyzj¢ obu procedur zarowno w odniesieniu do napojow typu cola,
jak i energetyzujacych.

W oparciu 0 uzyskane chromatogramy kofeiny stwierdzono, ze w obu procedurach A i B

pik kofeiny byt bardzo wyraznie rozdzielony, pomimo zastosowanych roéznych sposobow

oczyszczania badanego ekstraktu (Rysunek 1 i 2).
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Rysunek 1. Przyktad chromatogramu Rysunek 2. Przyktad chromatogramu
kofeiny oznaczonej w probce napoju kofeiny oznaczonej w probce napoju
energetyzujacego wg procedury A energetyzujacego wg procedury B
Chromatogram example of caffeine Chromatogram example of caffeine
determination using procedure A in determination using procedure B in
sample of energy drink sample of energy drink
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Tabela 2. Zawartos$¢ kofeiny w napojach bezalkoholowych typu cola i w napojach

energetyzujacych

Caffeine content in soft drinks - cola type and energy drinks

Napoje bezalkoholowe

Procedura A
wg PN-1SO 10095:1997

Procedura B
wg ISO 20481:2008

Zawarto$¢ kofeiny (mg/100 ml)

10,21 10,46

10,17 10,43

10,13 10,42

typu cola 10,18 10,22
10,21 10,21

10,27 10,26

10,28 10,25

10,29 10,21

Xsr 10,22 10,31
sr 0,058 0,109
cv[%] 0,57 1,06
30,49 30,86

30,49 30,22

30,42 30,05

30,37 30,31

napoj energetyzujacy ,,1” 30,37 30,19
30,59 30,27

29,99 30,32

30,44 30,33

Xsr 30,40 30,32
sr 0,179 0,237
cv[%] 0,59 0,78
31,75 31,84

31,45 31,97

nap0j energetyzujacy ,,2” 31,93 31,97
31,96 31,67

31,79 31,58

31,67 31,81

31,55 31,94

31,66 31,79

Xsr 31,72 31,82

sr 0,175 0,142
cv[%] 0,55 0,45

X¢ . warto$¢ $rednia, sr - odchylenie standardowe, cv - wspdtczynnik zmiennosci
X . average value, sr - standard deviation, cv - coefficient of variation
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Doktadnos¢ obu postepowan analitycznych A i B oceniono poprzez wyznaczenie

odzysku, ktory wynosit od 96,0 do 98,0 % w procedurze A i od 98,3 do 102,% w procedurze

B i $wiadczy o wysokiej doktadnosci stosowanych procedur (Tabela 3).

Tabela 3. Odzysk kofeiny w napojach bezalkoholowych typu cola i w napojach

energetyzujacych

Caffeine recovery in soft drinks - cola type and energy drinks

Oznaczona
Oznaczona $rednia Dodatek Sredni
$rednia zawarto$¢ kofeiny, odzysk,
Napoje bezalkoholowe zawarto$¢ kofeiny w (mg/100 ml) (%)
kofeiny napoju
W napoju, z dodatkiem
(mg/100 ml) kofeiny,
(mg/100 ml)
Procedura A wg PN-1SO 10095:1997
typu cola 10,22 58,22 50,00 96,0
nap0j energetyzujacy ,,1” 30,40 38,10 8,00 96,3
nap0j energetyzujacy ,,2” 31,72 56,22 25,00 98,0
Procedura B wg ISO 20481:2008
typu cola 10,21 34,78 25,00 98,3
nap0j energetyzujacy ,,1” 30,32 40,59 10,00 102,7
napdj energetyzujacy ,,2” 31,82 56,67 25,00 99,4

Poréwnano rowniez wyniki oznaczen kofeiny w badanych napojach bezalkoholowych,

uzyskanych wg procedur A i B przy pomocy

testu jednorodnosci dwoch wariancji

(F-Snedecora) oraz testu istotnosci roznicy miedzy warto$ciami $rednimi (t-Studenta).

Wyniki testu F-Snedecora $wiadczg o braku statystycznie istotnych roéznic precyzji obu

testowanych postepowan analitycznych, a wyniki testu t-Studenta o identycznosci dwoch

$rednich uzyskanych badanymi procedurami (Tabela 4).
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Tabela 4. Poréwnanie parametréw charakteryzujacych procedury A i B oznaczania kofeiny
w napojach bezalkoholowych
Comparison of characteristic parameters of caffeine determination in soft drinks
for procedure A and B

Parametr | n X5 sr (sr)? cv
(%)

Test
F-Snedecora
Test
t- studenta

napdj typu cola

obliczona obliczona

ProceduraA | 8 | 10,218 | 0,058 | 0,003364 | 0,57 3,53 2,04
z tablic z tablic
3,79 215

ProceduraB | 8 10,307 0,109 |0,011881 | 1,06 |3,53<3,79 | 2,04<2,15

apoje energetyzujace ,,1”1,,2”

>

obliczona obliczona

Procedura A | 16 | 31,058 | 0,177 | 0,03133 | 0,57 1,21 0,18
z tablic Z tablic
2,40 2,04

ProceduraB | 16 | 31,070 0,195 0,03803 | 0,63 |1,21<2,40 | 0,18<2,04

n - liczba powtorzen, Xy . warto$¢ $rednia, sr - odchylenie standardowe, ¢ v- wspotczynnik zmiennosci
n - number of repeats, X, . average value, sr - standard deviation, cv - coefficient of variation

Na podstawie przeprowadzonych oznaczen kofeiny, stwierdzono ze zastosowany
w procedurze A sposob oczyszczania probki na mikrokolumnie krzemionkowej
z wykorzystaniem roztworu oczyszczajacego - woda amoniakalna/metanol i roztworu
wymywajacego - mieszaniny metanol/woda/kwas octowy, wydhuza czas analizy o okoto 40%
oraz zwigksza zuzycie odczynnikéw 1 materiatbw pomocniczych w porownaniu do sposobu

przygotowania probki w procedurze B wykorzystujacego filtr strzykawkowy 0,45 pm .

WNIOSKI
1. Woyniki oznaczania zawartosci kofeiny metoda HPLC wskazuja, ze do oznaczania tego

sktadnika w napojach bezalkoholowych mogg by¢ stosowane oba Ssposoby
przygotowywania probek zawarte w procedurze A (wg PN-ISO 10095:1997)
iw procedurze B (wg I1SO 20481:2008).

2. Obydwie oceniane procedury cechuja si¢ brakiem statystycznie istotnych réznic precyzji
(test F-Snedecora) oraz brakiem roznic pomig¢dzy $rednimi wynikami (test t-Studenta)

i duzg doktadnoscia.
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11.

12.

13.

14.

Do oznaczania kofeiny w napojach bezalkoholowych zaleca si¢ stosowanie procedury B
(wg ISO 20481:2008) rownie precyzyjnej i doktadnej jak procedura A (wg PN-ISO
10095:1997), jednak korzystniejszej ze wzgledow ekonomicznych i ekologicznych.
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