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Oznaczono zawartosé¢ 19 WWA w wybranych kawach naturalnych palonych
przy uzyciu chromatografii  cieczowej z  selektywnymi  detektorami
fluorescencyjnym oraz diodowym (HPLC-FLD/DAD). Stwierdzono bardzo
wysoki udzial lekkich WWA w sumarycznej zawartosci tych zwigzkow,
natomiast niski udzial 15 WWA zalecanych do badan przez Komitet Naukowy
ds. Zywnosci UE.
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Zainteresowanie szerokiego spektrum nauk, w tym nauki o zZywnoSci,
wielopier$cieniowymi weglowodorami aromatycznymi (WWA) wynika przede
wszystkim z ich dzialania genotoksycznego, mutagennego i kancerogennego (1).
Zgodnie z zaleceniem Komisji Europejskiej z dnia 4 lutego 2005 (2) niezbednym
jest przeprowadzenie badan nad poziomami benzo[a]pirenu oraz pozostatych
zwigzkow nalezacych do 15 WWA wytypowanych przez Komitet Naukowy ds.
Zywnoéci UE w produktach spozywczych. Uwzgledniajac fakt, iz produkty
wysokotluszczowe sa potencjalnym zréodtem hydrofobowych WWA, kawa
zawierajaca od 10 do 17% thuszczu, poza tym poddawana procesowi prazenia, moze
by¢ w szczegolnosci zanieczyszczona przez poliareny (3, 4). Zwiagzki te wystepuja
w zywnosci zazwyczaj jako ztozone mieszaniny tzw. lekkich oraz cigzkich WWA.

Celem pracy byto zatem oznaczenie zawartosci 19 WWA, w tym 4 zwigzkow z
grupy tzw. lekkich WWA (z listy rekomendowanej do badan przez EPA) oraz 15
WWA wg Komitetu Naukowego UE przy wykorzystaniu metody HPLC-FLD/DAD
w wybranych kawach naturalnych palonych.

MATERIAL I METODY
Materiat do badan stanowity kawy dwoch gatunkéw: Arabika - pochodzaca z

Brazylii, Peru, Etiopii, Indonezji, Tanzanii oraz Robusta - z Wybrzeza Kosci

* Praca finansowana ze $rodkow grantu KBN nr 501 0928 00 29.
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Stoniowej, Indonezji, Indii, Ugandy, Wietnamu. Kawy zostaly poddane prazeniu w
temperaturze 125 - 135°C przy zastosowaniu ogrzewania bezprzeponowego (piece
elektryczne). Badaniom poddano po trzy probki kazdej z kaw. Kazda z trzech
probek tego samego asortymentu analizowano w trzech powtdrzeniach.

Metodyka badan obejmowata ekstrakcje thuszczu, oczyszczenie ekstraktu na
kolumnie z zelem krzemionkowym, izolacjc WWA z matrycy thuszczowej przy
wykorzystaniu chromatografii preparatywnej (GPC) oraz jakosciowe i ilosciowe
oznaczenie zwigzkéw metoda chromatografii cieczowej z detekcja fluorescencyjna
oraz diodowg (HPLC-FLD/DAD).

Nawazke kawy zalewano 50 cm® mieszaniny heksan/ aceton (60/40, v/v) oraz
umieszczano w ‘lazni ultradzwigkowej (30 min.). Uzyskany ekstrakt po
przefiltrowaniu oraz zaggszczeniu (do ok. 50 pl rozpuszczalnika) przenoszono na
szczyt kolumny wypehionej Silica zelem (Fluka), a nastgpnie wymywano
cykloheksanem. Pierwsze 10 cm? przesaczu odrzucano, a kolejne zebrane 75 cm®
zatgzano oraz rozpuszczano w 5 cm® cykloheksanu. W celu oddzielenia frakcji
WWA od zwigzkéw interferujacych zastosowano kolumne do chromatografii
zelowej TSK Gel G1000HXL, 300 x 7,8 mm, 5 pm. Do rozdzialu wprowadzano 1
cm® uprzednio przygotowanej mieszaniny. Rozdzial prowadzono metoda
izokratyczng przy przeptywie 0,8 cm®/min. Fazg ruchoma stanowila mieszanina
cykloheksan/ octan etylu (50/50, v/v). Zastosowano detektor UV-VIS, dt. fali 254
nm. Zebrang frakcj¢ WWA po zageszczeniu i rozpuszczeniu w 1 cm’ acetonitrylu
poddano analizie metoda HPLC-FLD/DAD przy zastosowaniu aparatu HPLC
Shimadzu 2010 z detektorem fluorescencyjnym RF-10Ay, oraz diodowym SPD-
M10Ayp. Rozdziat prowadzono z zastosowaniem kolumny chromatograficznej
BAKERBOND PAH-16 Plus 250 x 3mm, 5 pm firmy WITKO — Baker. Temp.
termostatowania kolumny wynosita 30°C. Analizy wykonywano metods
gradientows przy przeplywie 0,5 cm®/min, stosujac mieszaning acetonitryl/ woda,
50/ 50 (A) oraz acetonitryl (B). Zastosowane warunki detekcji: detektor diodowy —
254 nm; detektor fluorescencyjny — zmienne nastawienia wzbudzenia i emisji
(Ex/Em): 256/370, 270/420, 270/500, 270/470 nm. Analiz¢ jakosciowo-ilosciowq
wykonano metodg standardéw zewnetrznych.

Na podstawie wyznaczonych parametrow walidacyjnych stwierdzono, iz
zastosowana metoda oznaczania 19 WWA technika HPLC-FLD/DAD, poza
spelieniem wymagan prawa zywnoS$ciowego Unii Europejskiej stawianych
metodom analitycznym w zakresie oznaczania benzo[a]pirenu, wykazuje
zadowalajgce wartosci parametrow walidacyjnych dla pozostatych 14 WWA z listy
KN UE, jak rowniez dla 4 lekkich poliarenow.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy wykorzystaniu programu
Statistica 7.1. Oceng istotnosci réznic pomigedzy warto$ciami $rednimi sumarycznej
zawartosci 19 WWA dla poszczego6lnych kaw, w ramach ich dwéch analizowanych
gatunkow, przeprowadzono stosujac test poréwnan wielokrotnych przy poziomie
istotnosci a = 0,05.
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WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Srednie sumaryczne zawartosci 19 WWA, w tym 15 WWA (wg listy KN UE,
czyli od cyklopenta[c,d]pirenu do dibenzo[a,h]pirenu) oraz 4 lekkich WWA
(fenantrenu, antracenu, fluorantenu oraz pirenu) w badanych kawach naturalnych

palonych, oznaczone przy wykorzystaniu metody HPLC-FLD/DAD, przedstawiono
naryc. 1.
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Ryc. 1. Srednia zawartos¢ WWA w analizowanych kawach naturalnych palonych [ug/kg].

Fig. 1. Mean content of PAHSs in the analysed roasted natural coffee [ug/kg].

Objasnienia:

al, bl, cl; a2, b2, c2 — wartosci $rednie £ 19 WWA oznaczone innymi literami przy tej samej cyfrze

(czyli w ramach jednego z 2 poréwnan sumarycznej zawartosci 19 WWA) oznaczajg statystycznie
istotna roéznic¢ mi¢dzy $rednimi na poziomie a = 0,5.

Niezaleznie od gatunku kawy oraz miejsca ich pochodzenia, zaobserwowano
bardzo podobne profile jakosciowe zawartoSci WWA. Odnotowano, iz 4 lekkie
weglowodory (fenantren, antracen, fluoranten i piren), rekomendowane do badan
przez EPA, stanowily od 92% do 97% sumarycznej zawarto$ci poliarendw w
kawach Arabika oraz od 94% do 96% z puli WWA oznaczonych w kawach
Robusta. Stwierdzono zatem bardzo niski udzial cigzkich WWA w
zanieczyszczeniu analizowanych kaw. Z listy 15 poliarenow rekomendowanych do
badan przez Komitet Naukowy ds. Zywnosci UE, oznaczono przede wszystkim
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niewielkie ilosci benzo[a]antracenu, chryzenu oraz 5-metylochryzenu. Benzo[b]-
oraz benzo[k]fluoranten stwierdzono jedynie w §ladowych ilo§ciach, odpowiednio
w przypadku dwoch kaw Robusta oraz jednej kawy Arabika. W Zadnej z probek
kaw nie wykryto obecnosci benzo[a]pirenu oraz pozostatych cigzkich poliarenow,
w tym najbardziej kancerogennych dibenzopirenow.

Wsrod kaw palonych Arabika istotnie statystycznie najwyzszym poziomem
zanieczyszczenia 19 poliarenami cechowata si¢ kawa pochodzaca z Peru (18,60
ng/kg). Nizsze zawartosci £ 19 poliarenow wykazywaty kawa z Tanzanii oraz
Brazylii (odpowiednio 9,13 pg/kg i 7,52 pg/kg). Statystycznie najnizszym stopniem
zanieczyszczenia 19 WWA cechowaly sie natomiast kawy Arabika z Etiopii oraz
Indonezji (6,19 pg/kg i 5,53 pg/kg). Posréd kaw palonych Robusta najwyzszym
statystycznie poziomem sumarycznej kontaminacji 19 WWA (wynoszacym 22,70
pg/kg) charakteryzowala si¢ kawa pochodzaca z Indii. Nieistotnie statystycznie
nizszg zawarto$¢ ¥ 19 WWA stwierdzono w przypadku kawy z Wybrzeza Kosci
Stoniowej (19,20 pg/kg). Istotnie statystycznie nizsze zawartosci X 19 WWA, w
poréownaniu do dwéch wyzej opisanych kaw, zaobserwowano w probkach kaw
pochodzacych z Ugandy, Indonezji oraz Wietnamu (12,49 ng/kg, 9,62 ng/kg i 5,62
ng/kg) (ryc. 1).

Poréwnywalne wyniki badan zostaly opublikowane w innych doniesieniach
naukowych. Francuscy badacze stwierdzili, iz w probkach kaw palonych pobranych
z krajowego rynku w puli wszystkich 11 oznaczonych WWA dominujacy udziat
stanowig fenantren, piren oraz fluoranten, a poziom ich zawartosci ksztattowat si¢
w zakresie od 10,0 do 25,0 pg/kg. Sumaryczna zawarto$¢ 11 poliarenéw, a posrdd
nich 4 lekkich WWA oraz 7 WWA z listy Komitetu Naukowego UE - od
benzo[a]antracenu do benzo[g,h,i]perylenu, wahata si¢ w granicach od 21,8 do 64,7
ug/kg (5). W badaniach traktujacych o zanieczyszczeniu kaw palonych
benzo[a]pirenem, jego zawarto$¢ ksztattowata si¢ pomiedzy 0,1 a 0,5 pg/kg
produktu i byta uzalezniona od stopnia prazenia kawy (3). W innych badaniach
zawarto$¢ benzo[a]pirenu w kawach silnie palonych wynosita maksymalnie 22,7
pg/kg, natomiast w kawach mielonych oraz instant ksztaltowata si¢ w granicach od
ponizej 0,01 pg/kg do 1,2 pg/kg (5-7).

Stwierdzone w niniejszej pracy bardzo duze zroéznicowanie poziomu
sumarycznego zanieczyszczenia kaw naturalnych w ramach ich dwoch
analizowanych gatunkéw moze wynika¢ z roéznego stopnia zanieczyszczenia
srodowiska, a takze ze sposobu suszenia kawy po zbiorach. Wedhug innych badaczy
réwniez powyzsze czynniki roéznicujg poziom zawartosci WWA w kawach. Na
poziom zanieczyszczenia kaw palonych WWA wptywajg takze parametry prazenia
kaw, czyli temperatura i czas procesu, jak rowniez jego technika (4, 7, 8). Mozna
zatem stwierdzi¢, iz odnotowany w niniejszej pracy wzglednie niski poziom
zanieczyszczenia analizowanych kaw wynikat z zastosowania bardzo tagodnych
warunkéw palenia, a wiec niskiej temperatury oraz elektrycznego systemu
grzewczego. Przemystowo natomiast kawy prazone sa najczgsciej w zakresie
temperatur 185-190°C. Doniesienia literaturowe wskazuja, iz od okoto 170°C
rozpoczyna si¢ wilasciwy proces prazenia, podczas ktorego zachodza reakcje
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pirolityczne prowadzace do powstawania WWA (9-11). Kawy prazone dlugo i w
wysokiej temperaturze odznaczajg si¢ prawie czarng barwa, ponadto ziarna w
wyniku silnego prazenia pgkaja, a na ich powierzchni gromadzi si¢ tluszcz, co
prowadzi do wyzszego poziomu zanieczyszczenia lipofilnymi WWA (11, 12).

WNIOSKI

Odnotowane profile jakosciowe i iloSciowe zawartosci WWA wskazuja na
srodowiskowy charakter zanieczyszczenia analizowanych kaw palonych.
Stwierdzony wzglednie niski poziom zawarto$ci poliarenow w kawach wynikal z
zastosowania tagodnych warunkéw prazenia ziarna przy uzyciu elektrycznego
systemu grzewczego, ktére nie sprzyjaja powstawaniu WWA, a zwlaszcza ciezkich
poliarenow. Niski poziom zanieczyszczenia analizowanych kaw palonych przez
WWA wyznacza takze niskie poziomy zanieczyszczenia ich napardw.

M. Ciecierska, M. Obiedzinski

DETERMINATION OF POLYCYCLIC AROMATIC HYDROCARBONS CONTENT IN ROASTED
NATURAL COFFEE BY HPLC-FLD/DAD METHOD

Summary

The objective of this research was to perform studies dealing with the contamination
of selected roasted natural coffee by 19 PAHs (including 4 light PAHSs listed by EPA and 15 PAHs
listed by the EU Scientific Committee on Food). The employed methodology comprised fat extraction,
extract’s clean up using silica gel column, PAHs isolation from fat matrix by gel permeation
chromatography (GPC) and their determination using high performance liquid chromatography with
selective detectors (HPLC-FLD/DAD).

Similar quality profiles of PAHs with light PAHs being predominant were revealed for all tested
coffee. Summary content of 19 PAHSs in the analyzed coffee was within 5.53 — 22.70 pg/kg. The
obtained quality and quantity profiles of PAHs indicate the environmental nature of coffee
contamination. Moreover, relatively low level of PAHs content is the consequence of the applied mild
parameters of roasting coffee beans with the use of the electrical heating system, which does not create
favourable conditions for the formation of PAHSs, particularly heavy ones.
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