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Oznaczono zawartos¢ kofeiny w naparach sporzqdzonych z roznych rodzajow
kakao, dostepnych w sklepach wojewodztwa podkarpackiego. Zawartos¢ kofeiny
ustalono za pomocq techniki wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detek-
torem UV-Vis typu DAD. Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzié,
iz kakao w diecie dzieci i mlodziezy stanowi marginalne zréodilo kofeiny.
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Uprawa kakaowca praktykowana byla przez ludy Mezoameryki juz w czasach
prekolumbijskich, a napoje sporzadzane z jego nasion spozywano podczas obrzg-
dow, rytuatdéw i waznych uroczystosci. Linneusz nadal drzewu nazwe Theobroma
cacao (gr. theos—bog 1 broma—pokarm), gdyz Indianie wierzyli, ze pierwsze z nich
zasadzil bog Quetzalcoatl (1).

Ziarna kakaowca, pozbawione tupiny nasiennej, w swoim sktadzie zawieraja do
69% thuszczu, 1-4% teobrominy, ok. 0,3% kofeiny, garbniki katechinowe (5%),
procyjanidyny, flobafeny i skrobig (2).

Kofeina (1,3,7-trimetyloksantyna) nalezy do szeroko rozpowszechnionych
w przyrodzie alkaloidow purynowych (3, 4). Wystepuje w lisciach, owocach i na-
sionach ponad 60 gatunkéw roslin, m.in. w nasionach Theobroma cacao, Coffea
arabica, Coffea canephora, Paulinia guarana, orzechach Cola acuminata i Cola
nitida, lisciach Camelia sinensis oraz llex paraguariensis (Yerba mate) (5, 6, 7).
Obecnie najwazniejszymi zrodtami kofeiny w codziennej diecie sa: kawa, herbata,

*) Badanie przeprowadzono w ramach projektu Centrum Biotechnologii Stosowanej i Nauk Podsta-
wowych (Program Operacyjny Rozwo¢j Polski Wschodniej 2007-2013, NoPOPW.01.03.00-18-018/09).
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kakao, guarana, napoje orzezwiajace (typu ,,soft drink”) i energetyzujace (4, 5, 6, 8).
Kofeina syntetyczna lub pochodzaca z dekofeinacji dodawana jest takze do cukier-
koéw, czekolad, kremow, platkéw $niadaniowych, napojow czekoladowych, gum do
zucia i suplementow diety (8). Jest takze sktadnikiem lekoéw przeciwbolowych oraz
preparatow tagodzacych objawy grypy i przezigbienia (3, 9). Kofeina i surowce ja
zawierajace stosowane sa takze jako leki wzmacniajace akcjg serca, w migrenach,
stanach zmeczenia, w zatruciach alkoholem i narkotykami (10, 11).

Metyloksantyny, do ktorych nalezy kofeina, maja bardzo szeroki zakres dzialania,
poczawszy od moczopednego, poprzez spazmolityczne, pobudzajace osrodek odde-
chowych, naczynioruchowy i osrodkowy uktad nerwowy. Wptyw kofeiny na uktad
nerwowy skutkuje polepszeniem proceséw kojarzeniowych oraz zmniejszeniem
zmeczenia i sennosci. Kofeina rozszerza takze naczynia mozgowe i wiencowe (10,
11). Przedawkowanie kofeiny skutkuje natomiast bezsennoscia, podnieceniem, za-
burzeniami funkcjonowania ukladu sercowo-naczyniowego, nerwowego i przewo-
du pokarmowego. Dziatanie moczopgdne kofeiny przyczynia si¢ ponadto do utraty
wapnia z organizmu (3, 4, 5,7, 9).

Celem przeprowadzonych badan bylo oznaczenie zawartosci kofeiny metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w naparach uzyskanych z kakao i osza-
cowanie ewentualnego zagrozenia, wynikajacego ze spozycia tych naparow przez
dzieci i mtodziez.

MATERIAL I METODY

Probki kakao zostaty zakupione na terenie wojewddztwa podkarpackiego (tab. I).
Oznaczono zawartos$ci kofeiny w naparze sporzadzonym wg zalecen producentow,
czyli z dwoch tyzeczek kakao na szklanke napoju, co stanowi ok. 5 g kakao na 250
cm? naparu. Po otwarciu opakowania do analizy pobierano nawazke proszku kakao-
wego o masie 1 g (£0,0001 g), umieszczano w kolbie miarowej 50 cm?, a nastepnie
uzupetniano wrzaca woda destylowana. Uzyskany napar po 10 min schtadzano do
temperatury pokojowej i uzupeliano woda destylowana do obj. 50 cm?. Napar sa-
czano przez filtr strzykawkowy MCE o $rednicy poréw 0,45 um, 10-krotnie rozcien-
czano i tak przygotowane probki poddawano analizie chromatograficzne;.

Oznaczenie zawarto$ci kofeiny w naparach kakao wykonano za pomoca wy-
sokosprawnego chromatografu cieczowego DionexUltiMate 3000 z detektorem
UV-Vis typu DAD. Zestaw ten skladat si¢ z tacy na rozpuszczalniki, pompy ana-
litycznej LPG-3400 z degazerem prozniowym, automatycznego podajnika probek
WPS-3000, termostatu kolumn TCC-3000 RS. Analizy wykonywano przy dtugos-
ci fali 274 nm. Zastosowano przeplyw izokratyczny, a rozdziat chromatograficzny
prowadzono przy uzyciu kolumny analitycznej BioBasic C18 (250 mm, 4,6 mm,
ziarno 5 um) i kolumny ochronnej Uniguard Drop—In GuardColumnCartridgesBio-
Basic C18 (10 mm, 4,6 mm, ziarno 5 um) firmy ThermoScientific oraz optymalne
warunki chromatografowania: obj. nastrzyku 20 pl, predkos¢ przeptywu fazy rucho-
mej 1 cm?/min, sklad fazy ruchomej metanol : woda (30:70, v/v), temperatura tacy
automatycznego podajnika probek: otoczenia, temp. kolumny: 25°C. Czas analizy
wynosit 10 min, przy czasie retencji kofeiny 5,1 min. Praca zestawu chromatogra-
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ficznego i obrobka uzyskanych danych koordynowane byly przez oprogramowanie
Chromeleon ver. 6.8.

Krzywa kalibracyjna sporzadzono dla serii wzorcow kofeiny o stezeniach 1, 5, 10,
25, 50 mg/dm? (ryc.1) Stwierdzono liniowa zalezno$¢ (R? = 1) zawartosci kofeiny
i wielkosci sygnatu detektora, wyrazonego powierzchnia piku.

Odpowiedz detektora [mAU]

-
e

y =0,6738x + 0,028
R?=1

Stezenie kofeiny [mg/dm?]

Ryc. 1. Krzywa kalibracji dla kofeiny w zakresie od 1 do 50 mg/dm? (5 pozioméw stezenia).
Fig.1. Calibration curve for caffeine from 1 to 50 mg/dm? (5 concentration levels).

Doktadno$¢ metody oszacowano poprzez oznaczenie zawartosci kofeiny w forty-
fikowanych probkach naparéw kakao dla catego zakresu stezen. Sredni odzysk ko-
feiny w naparach kakao wynosit 87,9%, przy wzglednym odchyleniu standardowym
wynoszacym 1,86%.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Zawarto$¢ kofeiny w artykutach spozywczych w tym i w kakao jest zalezna od
wielu parametrow. Wptywaja na nia m.in. gatunek, czynniki genetyczne i fenoty-
powe, sposob uprawy, dojrzatos$é roslin przy zbiorach, a w szczegdlnosci warunki
fermentacji i obrobka technologiczna samych ziaren (mielenie, sposéb tloczenia
thuszczu, zastosowana alkalizacja). Istotne réznice w zawartos$ci kofeiny np. w her-
batach dostrzegane s takze w zaleznosci od sposobu przygotowania samych na-
parow (12, 13).

Przetestowano osiem potencjalnych dtugosci fal sugerowanych w literaturze (13,
14). Jako optymalna przyjeto dtugos¢ fali 274 nm (13) i przy niej wykonano wszyst-
kie oznaczenia. Zawarto$¢ kofeiny w naparach kakao przedstawiono w tab. I.

Badane napary kakao zawieraty zrd6znicowane ilo$ci kofeiny, wynoszace od 21,0
do 47,2 mg/dm?. Najwyzsza zawarto$¢ odnotowano w naparze otrzymanym z Suro-
wego, sproszkowanego kakao firmy SuroVital, okre§lanego przez producenta jako
,,organiczne”. Wynosita ona 47,2 mg/dm?. Najnizsza zawarto$¢ kofeiny stwierdzono
w naparach produktéw DecoMerreno, Cacao Majestic, Ivory, Krolewskie, Cocoa
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Powder i Kakao Ciemne, a jej $rednia zawarto$¢ wynosita 21-24 mg/dm?3. W pieciu
naparach z kakao (Wedel, Baroque, Delicante, Wawel i Royal Holland) oznaczono
zawarto$ci posrednie kofeiny w zakresie 30-32,5 mg/dm?3. Z wyjatkiem naparoéw
uzyskanych z surowego, sproszkowanego kakao firmy SuroVital, okre§lanego przez
producenta jako ,,organiczne”, w pozostatych naparach stwierdzono zawarto$ci ko-
feiny na poziomie zblizonym do zawartosci przedstawianych w dostgpne;j literaturze
(3, 14, 15, 16).

Tabela |. Zawarto$¢ kofeiny w analizowanym naparze kakao
Table I. Caffeine concentrations in the analysed infusions of cocoa powder

Srednia Srednia
zawartosc Zakres zawartosc
Nr Nazwa kakao kofeiny w naparze | min—max | kofeiny w kubku
(mg/dm3) = SD, (mg/dm3) naparu kakao
(n=3) (mg/250 cm3)
Cacao DecoMerreno, extra ciemne
1. Maspex-GMW sp.z o.0., Polska 21,9 20,09 21,8-21.9 55
2 Surow_e kakao sproszkowane, 472 + 0,65 46.4-47.6 11,8
SuroVital s.c. Polska
3. | Cacao Majestic, Tesco/Food Care 20,4 + 0,625 22,0231 56
sp. z 0.0., Polska
4. | E. Wedel, E. Wedel sp. z 0.0., Polska 30,1 = 0,07 30,0 - 30,1 7,5
5 Baroque, Biedronka/ Food Care 313+ 073 305-319 78
sp. z 0.0., Polska
6. | Delicante, Celiko S.A., Polska 28,4 £ 0,25 28,1-28,5 71
7 Ivory, Intermarche/ Celiko S.A., 23.8 + 0,19 03,7 - 24,1 56
Polska
8. Royal Holland, Gellwe/ Food Care 32,6 + 0,30 323-32.9 8.2
sp. z 0.0., Polska
0. Krolewskie, Gellwe/ Food Care 210 + 0,73 20,6-21,9 53
sp. z 0.0., Polska
10. CocoaPowder, wyprodukowane dla 23,8 + 0,04 27.0 - 27.1 59
Tesco, Polska
1. Kakao ciemne, Kriger Polska 23,1 + 0,08 20,9 - 23,1 58
sp. z 0.0.
12. | Wawel, Wawel S.A., Polska 31,5 0,27 31,3-31,8 7,9

Kofeing mozna zakwalifikowa¢ jako jeden z nielicznych, naturalnych $rodkow
pobudzajacych, prawnie dostepnych dla dzieci (17). Przyktadowo 2 —5-letnie dzieci
w USA spozywaja 16 mg kofeiny, 6—11-latki juz 26 mg, a mlodziez az 59—80 mg
kofeiny kazdego dnia (9). Wedtug danych literaturowych kubek kawy (w zaleznosci
od rodzaju i dtugosci parzenia) zawiera od 20 do 182 mg kofeiny, herbaty: 18—80
mg, kubek Coca-Coli: ok. 20 mg, czekolady: od 18 do 74 mg/100 g, puszka napoju
energetycznego: 80—120 mg kofeiny (3, 6, 12).
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U dzieci dlugoterminowe skutki spozywania kofeiny nie sa opisane, jednak wspo-
mniane powyzej wlasciwosci farmakologiczne wskazuja na oczywista koniecznos¢
kontroli spozywanej ilosci kofeiny przez najmtodszych konsumentoéw. Jej maksy-
malne dzienne pobranie wraz z produktami spozywanymi przez dzieci i mlodziez
normowane jest jedynie w kilku krajach, m.in. w USA (1 mg/kg masy ciala), Niem-
czech (2,5 mg/kg masy ciata) i Wielkiej Brytanii (3 mg/kg masy ciata) (3). W Unii
Europejskiej nie ma prawnych zalecen dotyczacych maksymalnego, dziennego po-
brania kofeiny w tej grupie populacyjnej (9). W Polsce brak jest nie tylko tego typu
unormowan prawnych, ale takze aktualnych badan epidemiologicznych, informuja-
cych o ilosci kofeiny spozywanej przez najmtodszych.

Jedyne wytyczne, ktore normuja bezpieczne ilosci przyjmowanej kofeiny, odna-
lez¢ mozna w ,,Farmakopei Polskiej VIII”, klasyfikujacej kofeing czysta (Coffeinum
purum) i jej monohydrat (Coffeinum monohydryicum), jako leki pobudzajace. Do-
ustna dawka jednorazowa zwykle stosowana dla osoby dorostej to 100-200 mg,
za$ dawka dobowa wynosi 300—500 mg. ,,Farmakopea Polska VIII” okresla takze
maksymalne dawki: jednorazowa na 300 mg i dobowa na 1500 mg (18). Kofeina
nie jest uwzgledniona w tabelach dawkowania lekow dla dzieci i mtodziezy (19),
jednak korzystajac z powszechnie stosowanych wzordéw na obliczanie dawek mozna
przyjac, ze dopuszczalna, jednorazowa lecznicza dawka kofeiny dla szesciolatka
o prawidtowej masie ciata wyniesie 70-100 mg (wg wzoru Clarka), 75 mg (wg
wzoru Gowlinga) i 100 mg (wg wzoru Younga). Z kolei dla dwunastolatka o pra-
widtowej masie ciata ilosci te wynosi¢ beda odpowiednio 140—200 mg (wg wzoru
Clarka) 1 150 mg (wg wzoru Gowlinga i Younga) (20).

Przedstawione powyzej wyniki wskazuja wyraznie, ze kofeina dostarczana wraz
z naparami kakao nie stanowi dla dzieci i mlodziezy powaznego zagrozenia, pomi-
mo ugruntowanych zwyczajow zywieniowych, przejawiajacych si¢ wysokim spo-
zyciem kakao przez najmtodszych.

WNIOSKI

1. Najwyzsza zawartos¢ kofeiny stwierdzono w naparze sporzadzonym z suro-
wego, sproszkowanego kakao (47,2 mg/dm?).

2. Zawarto$¢ kofeiny w naparach z réznego rodzaju kakao, w przypadku pozo-
statych naparéw kakao, byta wigksza niz 20 mg/dm? (5 mg/250 cm?) i wynosita od
21 do 32,5 mg/dm?>.

3. Najnizsza zawarto$¢ kofeiny oznaczono w naparze kakao DecoMerreno, Ca-
caoMajestic, Ivory, Krolewskie, CocoaPowder oraz Kakao ciemne i wynosilta ona
21-24 mg/dm>.

4. Zawarto$¢ kofeiny w naparach kakao poza jednym wyjatkiem (surowe, sprosz-
kowane kakao firmy SuroVital s.c. Polska) byta zgodna z danymi literaturowymi
z innych krajow.

5. Kakao stanowi w zywieniu dzieci i mlodziezy marginalne zrodto kofeiny.
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ANALYSIS OF CAFFEINE CONTENT IN COCOA INFUSIONS BY HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY

Summary

The aim of this research was to determine the amount of caffeine in the cocoa infusions, and estimate
the possible risk arising from the consumption of cocoa infusions by the youngest consumers. Caffeine
concentrations were determined by High Performance Liquid Chromatography with UV/Vis detection
(HPLC-DAD). Our results, except in one case (47,2 mg/dm? — organic raw cocoa powder) are consistent
with the relevant literature data (20 —40 mg/dm?) and suggest that cocoa in the diets of children and adole-
scents is the marginal source of caffeine.
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