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Pérmbledhje

Objektivat: Q¢&llimi i kétij studimi &shté t€ parages€ njé metodé analitike pér pércaktimin
e kafeinés né mostrat e cajit t€ malit, kafes¢ dhe disa pijeve jo-alkoolike me pérmbajtje
kafeine. Pércaktimi i kafeinés né mostrat e ¢ajit, kafesé dhe pijeve jo-alkoolike €shté njé
analiz€ e rénd€sishme pér shkak té pérdorimeve masive t€ kétyre produkteve (1; 2; 3).

Metodat: Pércaktimi i kafeinés né mostrat e ¢ajit, kafesé dhe pijeve jo-alkoolike €shté
realizuar me anén e teknikés t€¢ HPLC/DAD e rekomanduar dhe nga literatura apo normat
kombétare dhe ndérkombétare. Pasi éshté vendosur vlefshméria e metodés analitike, jané
marré mostra t€ biméve té ¢ajit, t€ cajit t€ paketuar, t€ kafes€, koka-kolave dhe pijeve
energjetike t€ ndryshme n€ markete nga qyteti i Tiran€s. Mostrat jané marré né janar
2015. Injektimi 1 tyre €shté bér€ pas filtrimit dhe hollimit t€ matricave. Pércaktimi cilésor
dhe sasior &shté realizuar duke pérdorur HPLC model Agilent 1260 e pajisur me pompé
kuaternare dhe detektor DAD. Kolona Zorbax S8-C18 (15 m x 4 mm x 0.5 um) u pérdor
pér ndarjen e tyre (4; 5; 6).

Konkluzionet: Né mostrat e ¢ajit u detektua prania e kafeinés né€ nivele té ndryshme né
varési t€ origjin€s té€ produktit. Prania e kafein€s tek mostrat e kafes¢ varet nga origjina
dhe trajtimi 1 saj. Prania e kafeinés né€ disa nga pijet jo-alkoolike t€ analizuara ishte e
krahasueshme me até té raportuar nga markat tregtare.

Fjalé cel€s: Kafeina, ¢aj mali, kafe, pije jo-alkoolike, HPLC/DAD.

DETERMINATION OF CAFFEINE IN MOUNTAIN TEA,
COFFEE AND SOME SOFT DRINKS USING HPLC/DAD

Abstract

Objective: The aim of this study is to present an appropriate analytical method for the
determination of caffeine in mountain tea, coffee and some soft drink samples. Determination
of caffeine in mountain tea, coffee and some soft drink samples is an important analyzes
due to the wide uses of these products in wide population (1; 2; 3).

Method: Determination of caffeine in mountain tea, coffee and some soft drinks was
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performed using the technique of HPLC/DAD recommended in literature and also in national
and international norms. After the validations of the analytical method, real samples were
taken in Tirana markets. Samples were taken in January 2015. Direct injection was made
for caffeine analyze. Qualitative and quantitative determination is performed using Agilent
model 1260 HPLC equipped with quaternary pump and DAD detector. S8 Zorbax-C18
column (15 m x 4 mm x 0.5 um) was used for its isolation (4; 5; 6).

Conclusion: In tea mountain samples were detected presence of caffeine at different levels
depending on the origin of the product. The presence of caffeine in coffee samples depends
on the origin and its treatment. The presence of caffeine in some of the non-alcoholic
beverage analyzed was comparable to that reported by trademarks (4; 5; 6).

Keywords: Caffeine, mountain tea, caffee, non-alcholic beverages, HPLC/DAD.

Hyrje

Kafeina (trimetil-1,3,7-Ksantina) éshté nj€ alkaloid i cili gjendet n€ natyré tek gjethet, farérat, dhe
frytet e biméve té cajit, kafesé, kakaos, kolés dhe mé shumé se 60 bimé t€ tjera. Sasia e kafeinés qé
gjendet tek kéto produkte, ndryshon dukshém nga njéra bimé tek tjetra. Efekti qetésues i kafeinés
pérdoret pér t€ siguruar rritjen e energjisé trupore ose pér rritjen e gjalléris€ dhe t€ vigjilencés.
Shpesh, ajo pérdoret pér t&€ géndruar zgjuar pér nj€ kohé t&€ gjate. Efekti stimulues dhe i kéndshém
ndodh kur kafeina pérdoret n€ doza té uléta. Kur nivelet e kafein€s jané mé t€ médha efektet e
déshiruara, z€vendésohen nga simptomat psikologjike, té cilat ngjasojné me ankthin dhe neurozat
depresive. Pér personat qé kané probleme t€ theksuara psikologjike, simptomat e tyre mund t€ jené
edhe mé té theksuara nga pérdorimi i tepért 1 kafeinés.

Abuzimi me kafeinén éshté shumé mé i pérhapur nga sa mund ta imagjinojmé. Kafeina shtohet
tek pijet jo-alkoolike si agjent aromatizues dhe né ushqimet dietike si stimulant 1 sistemit nervor
gendror. Kafeina pérdoret si shtesé n€ shumé formulime farmaceutike. Efektet shéndetésore té saj
jané pér nivelin 200 mg pér nj€ person normal. Shogérohet shpesh nga paracetamoli, kodeina, etj.,
ku efekti i saj €sht€ mé i shpejté dhe mé i mprehté. Klasifikohet si njé drogé abuzive (dopping)
sipas Komitetit Olimpik Ndérkombétar (KON), kur kafeina €shté e pranishme né uriné me njé
pérgendrim mé t€ madh se 12 ug/mL (1; 2; 3; 4). Nivelet e larta té konsumit té kafeinés shkaktojné
crregullime né€ organizém, ku pérfshihen sekretimi 1 acidit gastrik, keqfunksionimi i veshkave,
sémundje t€ zemrés (aritmi kardiake) dhe shqget€sime né sistemin nervor qendror, si¢ jané krizat
nervore (pércartje, errésim 1 té parit dhe t€ dridhura t&€ gjymtyréve).

Pérmbajtja e raportuar e kafeinés pér disa formulime dietike ka njé variacion té larté: 93.0-163.5
mg pér njé filxhan kafe t€ pjekur, 46.7-67.7 mg pér njé filxhan kafe t€ shpejté, 30.2-67.4 mg
pér njé filxhan ¢aj t&€ pérgatitur me busting, 0.32-0.54 mg/g né€ njé cokollaté t& zezé t& Embél,
etj. Diferencat e kétyre vlerave té raportuara 1 dedikohet varieteteve t€ ndryshme té kafesg, cajit,
ményrés sé€ pérgatitjes (p.sh., pérgatitja e kafesé dhe cajit), véllimi i filxhanit dhe metoda analitike
e pérdorur né pércaktimin e kafeinés. Sot, 80 deri 90 % e kafeinés s€ shtuar né ushqime shkon
pér pérgatitjen e pijeve jo-alkoolike. Kéto produkte me kafeiné stimulojné né ményré artificiale
trupin dhe rritin shpejtésin€ e rrahjeve t€ zemrés. Ky stimulant artificial pér fat t&€ miré €shté 1
pérkohshém dhe zgjat pér njé kohé t& shkurtér, rreth 45 minuta. Kafeina zbraz trupin nga energjia
vitale, prandaj trupi kérkon té€ nxjerré két€ “helm” g€ ka hyré né€ organizém (4; 8; 9).

Sipas Direktivés 2000/13/EC, kinina dhe kafeina t€ pérdorura né prodhimit ose pérgatitjen e
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ushgimeve duhet t€ tregohen me ané t&€ emértimeve né listén e pérbérésve pas termit “aromatizues”.
Pérveg késaj, sipas direktivés 2002/67/EC t€ 18 korrikut 2002, pijet me pérmbajtje kafeine mé té
madhe se 150 mg/L, duhet té€ kené gjithashtu shénimin paralajmérues: “Pérmbajtje e larté kafeine”.
N¢é Bashkimin Europian, vetém pijet g€ kané kafein€ né nivele té larta, pér shembull pijet energjike,
duhet té kené té shénuar sasiné e kafeinés q¢€ pérmbahet né kéto pije. Matja e nivelit t€ kafeinés né
produktet e kafes¢ €shté e standardizuar né rregulloren DIN ISO. Pér t€ ulur sasiné e kafeinés tek
pérdoruesit, pér shumé produkte ushqgimore pérdoren produkte t&€ dekafeinuara. Kafeina mund té
largohet nga kéto produkte zakonisht me ané t€ avujve t€ ujit ose gazeve superkritiké. Ky proces
nuk démton cilésité e produkteve, por vetém ul sasiné e kafeinés né to. Kafeja pa kafeiné prodhohet
né njé sasi t€ madhe duke ekstraktuar kafeinén nga kokrrat jeshile t€ kafes€ me ujé t€ nxehté, tretés
organiké, ose dyoksid karboni né kushte superkritike. Kafeja pa kafeiné duhet té pérmbajé mé pak
se 0.1 % kafeiné (2; 3; 4; 5; 6).

Pérderisa konsumimi i pijeve jo-alkoolike dhe pijeve té tjera me kafeiné €shté njé zakon shumé
1 p€rhapur népér boté, atéheré té tilla produkte ushqimore kané réndési t€ madhe ekonomike dhe
sociale. Sikurse pér ¢do rast tjetér né lidhje me ushqgimet, konsumi 1 pijeve jo-alkoolike €shté i
rregulluar nga legjislacionet. Késhtu, pércaktimi 1 kafein€s né pijet jo-alkoolike dhe energjike
éshté 1 detyrueshém pér kontrollin dhe siguriné ushqimore. Pér pércaktimin e kafeinés né
mostra t&€ ndryshme jané zhvilluar disa metoda analitike, ku pérfshihen titrimetria, voltametria,
Gazkromatografia dhe HPLC (5; 6; 8; 11).

METODIKA

Reagentét

Té€ gjithé reagentét kimiké (Kafein€é, MgO, CaCO,, CH,COOH, dhe NH,OH) jan€ siguruar nga
Sigma/Aldrich, né Gjermani. Metanoli me shkall€ pastértie pér pérdorim né HPLC &shté siguruar
nga Merck né Gjermani. Uji 1 bi-distiluar, ultra 1 pastér €shté pérftuar nga sistemi integral Milli-Q
1 pajisur me paketé pastruese pér pérdorim pér LC.

Tretésirat standarde

Treten 200 mg kafeiné né 500 mL ujé t& nxehté t& distiluar n€ njé baloné té taruar me véllim 1
L. Pasi tretésira ftohet né temperaturén e dhomés, tretésira gohet né€ véllim final prej 1 L duke
pérdorur ujé té distiluar. Kjo tretésiré stok (200 ppm) u pérdor pér té pérgatitur tretésirat e punés
200 ppm, 100 ppm 50 ppm , 20 ppm dhe 10 ppm. Kéto tretésira u pérdorén pér t€ pérgatitur kurbén
e kalibrimit pér kafeinén. Tretésira stok dhe tretésirat standarde u ruajtén né refrigerator né +4°C
(2;5;6).

Analiza me HPLC/DAD e kafeinés

Analiza e kafeinés n€ mostra uji, u realizua me ané t€ aparatit HP 1260 Series Chromatograph
(Agilent Technologies, USA) i1 pajisur me degazues, injektor manual Radehon me lup 20ul, pompé
kuaternare, termostat pér kolonén dhe me detektor me grup diodash (DAD). Ndarja kafeinés nga
metabolitét e tjeré u realizua né kolonén S8 Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm x 0.5 um). Faza
1€vizése e pérdorur pér ndarjen dhe izolimin e kafeings ishte pérzierja ujé: metanol né raport 50:50
(né véllim). Matjet u realizuan né gjatésin€ e valés A = 272 nm. Pérpara se t€ maten parametrat e
vlerésimit, &shté kryer identifikimi pér t&€ ndaré kafeinén nga komponimet me strukturé t€ pérafért
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dhe g€ mendohet se jané t€ pranishém né mostér. Procedura e diskriminimit konfirmohet nga
rezultatet pozitive té€ pérftuara nga produktet e kafesé, prova e bardhé dhe nga standardet. Sfondi
1 zhurmave &shté 1 neglizhueshém dhe nuk ka sinjale komponimesh q¢ interferojn€ me sinjalin e
Kafeinés (1; 5; 9).

Vlerésimi i metodés

Vlerésimi 1 metodé€s éshté béré sipas Vendimit t€ Komisionit Europian 2002/657/EC. Parametrat
e pércaktuar pér vlerésimin e metod€s jané lineariteti, specifiteti, precizioni, saktésia, limiti 1
dedektimit (LOD) dhe limiti i kuantifikimit (LOK). Limiti i detektimit pér kafeinén ishte 0.055
ppm, kurse limiti i kuantifikimit ishte 0.250 ppm. Ké&ta parametra u njehsuan pér pesé pérqendrime:
200 ppm, 100 ppm, 50 ppm 20 ppm dhe 10 ppm. Cdo standard u injektua tri heré. Lineariteti u
provua duke pérdorur tretésira prove nga 10-50 ppm ku pritet t€ jené dhe nivelet e kafeinés né
mostra. Gjithashtu, u kryen matje pér provén e bardhé (ujin e bi-distiluar t€ pastér dhe té fortifikuar
né disa pérgendrime).
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Figura 1. Kurba e kalibrimit pér kafeinén

Marrja e mostrave té kafesé dhe ¢ajit

Njé total prej 24 mostrash jané mbledhur né marketet e qytetit té Tiranés, ndér té cilat 11 mostra
té ¢aj mali nga zona té ndryshme té vendit toné, 5 mostra kafe e pjekur dhe e bluar (turke) dhe
8 mostra té pijeve jo-alkoolike me pérmbajtje kafeine jané marré né analizé. Gjaté kryerjes sé
analizave eksperimentale mostrat mbahen né temperaturén e dhomés. Té gjitha enét u pastruan
miré dhe shpélaré me ujé té njé shkalle pastértie pér pérdorim né HPLC.

Analiza e mostrave pér pérmbajtjen e kafein¢s

Kafeina ekstraktohet né tretésiré ujore. Mostrat e biméve t€ ¢ajit copétohen fillimisht deri né
madhésin€ e 1-2 cm. Peshohet 2-3 g nga mostra dhe kalohet né njé en€ konike me véllim 250 ml.
ME pas né t& shtohet 200 ml ujé€ i distiluar dhe vendoset té vlojé. Temperatura e ekstraktimit ishte
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100 °C. Ekstraktimi u krye pér gjysmé ore. Mé pas tretésira u ftoh dhe véllimi u ¢ua né 250 ml.
Pijet jo-alkoolike t€ cilat pérmbajné kafeiné, fillimisht u degazuan n€ banjé me ultratinguj pér 30

min. T€ gjitha mostrat dhe ekstraktet e tyre (¢aji, kafe, pije jo-alkoolike fillimisht u filtruan né letra
filtri Whatman nnumér 1. U pipetua 1 ml filtrat n€ njé balloné té taruar me véllim 10 ml dhe ¢ohet

deri n€ shenjé me ujé t&€ gradés HPLC. K&to mostra té pérgatitura kalohen né viale 2 ml pér HPLC
pér t& kryer analizat (4; 10; 11).
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Figura 2. Kromatograma té¢ marra me HPLC/DAD pér kafeinén né mostrat: a) kafe, dhe b) ¢aj,
Pérmet

Rezultate

N¢ figurén 3 paraqiten rezultatet e gjetura pér nivelin e kafeinés né 1 gram mostér ¢aji dhe t&
llogaritura pér sasiné e kafein€s né nj€ filxhan ¢aj. Nivelet e kafein€s né mostrat e ¢ajit t€ malit
variojné nga 8.6 deri né 12.7 mg/g bimé ¢aj ose nga 21.5 deri né 31.8 mg/njé filxhan ¢aj me véllim
200 ml. Vlera mesatare e kafein€s né bimét e ¢ajit ishte 9.3 mg/g ose 26.29 mg/ njé filxhan ¢aj.
Minimumi i kafeinés u gjet pér mostrén e ¢ajit t&€ marré né Prespé. Vlerén mé té larté té kafeinés
e ka mostra e marré n€ malin e Tomorit, Berat. Nivelet e kafein€s né mostrat e ndryshme té€ cajit
vijné si pasojé e pozicionit gjeografik, periudha e vjeljes, etj. Sasia e kafeinés n€ ¢ajin e malit ishte
né nivele shumé mé té€ uléta se norma e lejuar e saj prej 300 mg.

Né figurén 3 paraqiten rezultatet e gjetura pér nivelin e kafeinés né 1 gram mostér ¢aji dhe té
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llogaritura pér sasiné e kafeinés né€ njé filxhan ¢aj. Nivelet e kafein€s né mostrat e cajit t€ malit
variojné nga 8.6 deri né 12.7 mg/g bimé ¢aj ose nga 21.5 deri n€ 31.8 mg/nj€ filxhan ¢aj me véllim
200 ml. Vlera mesatare e kafein€s né bimét e ¢ajit ishte 9.3 mg/g ose 26.29 mg/ njé€ filxhan ¢aj.
Minimumi i kafeinés u gjet pér mostrén e ¢ajit t&€ marré n€ Presp€. Vlerén mé t€ larté t&€ kafeinés
e ka mostra e marré né¢ malin e Tomorit, Berat. Nivelet e kafeinés né mostrat e ndryshme t€ ¢ajit
vijné si pasojé e pozicionit gjeografik, periudha e vjeljes, etj. Sasia e kafeinés né€ ¢ajin e malit ishte
né nivele shumé mé t€ uléta se norma e lejuar e saj prej 300 mg.

Né figurén 4 paraqiten rezultatet e gjetura pér nivelin e kafeinés né 1 gram mostér kafe dhe té
llogaritura pér sasiné e kafeinés né njé filxhan kafe. Nivelet e kafeinés né mostrat e kafes variojné
nga 38.8 deri n€ 61.7 mg/g kafe ose nga 85.5 deri n€ 135.8 mg/njé filxhan kafe me véllim 100
ml. Vlera mesatare e kafeinés tek mostrat e kafes t€ marra né studim ishte 49.3 mg/g ose 109.02
mg/njé filxhan kafe. Minimumi i kafein€s u gjet pér mostrén e kafes Luna. Vlerén mé té larté té
kafein€s e ka mostra e kafes Lori (2). Nivelet e kafeinés né mostrat e ndryshme té kafes vijné
kryesisht nga origjina, periudha e vjeljes, ményra e pjekjes, etj. Sasia e kafeinés né mostrat e kafes
ishte né nivele shumé mé té uléta se norma e lejuar e saj prej 300 mg.

N¢ figurén 5 paraqiten rezultatet e gjetura pér nivelin e kafein€s né 100 ml pije jo-alkoolike
dhe t€ llogaritura pér sasiné e kafeinés n€ njé racion 330 ml. Nivelet e kafein€s né mostrat e
pijeve alkoolike kané variacionet mé t€ médha. Ato ishin nga 33.6 deri né¢ 147.7 mg/330 ml.
Vlera mesatare e kafein€s né pijet jo-alkoolike ishte 59.3 mg/330 ml. Minimumi 1 kafeinés u gjet
pér mostrén Pepsi 1.5 L. Vlerén mé t€ larté t€ kafeinés e ka mostra Red Bull (pije energjike).
Pérgendrimi i1 kafeinés si shtesé ushqimore (aromatizues) né pijet energjike t€ marra nga marketet
lokale, jan€¢ dukshém mé té larta sesa pérqendrimet pérkatése tek pijet freskuese jo-alkoolike.
Sasia e kafeinés né asnjé nga mostrat e pijeve jo-alkoolike nuk e kalonte vlerén e normés té lejuar
e saj prej 300 mg. Kujdes duhet té tregohet me konsumimin e pijeve energjike. Ato nuk duhet té
konsumohen mé tepér se dy né dité pasi rrezikojné kalimin e normés pér kafeinén.
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Figura 3. Pérqendrimet e kafeinés né mostrat e ¢ajit
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Figura 5. Pérqendrimet e kafeinés n¢ mostrat e pijeve jo-alkoolike

Diskutime

N¢ analiz€ &shté marré pércaktimi i nivelit t€ kafeinés n€ mostra ¢aji, kafe dhe pije jo-alkoolike t&
cilat tregtohen né vendin toné€. Analiza e kafeinés u realizua me teknikén HPLC/DAD. Ndarja dhe
izolimi 1 saj u realizua né kolonén S8 Zorbax C18 (150 mm x 4.6 mm x 0.5 um). Faza lévizése e
pérdorur pér ndarjen dhe izolimin e kafeinés ishte tretésira ujé: metanol (50 : 50). Metodat mbi
kushtet e eluimit t€ secilit analit u pérzgjodhén nga literatura. Pas vendosjes s€ parametrave analitike
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né€ aparatur€ dhe né teknikén e trajtimit u analizuan mostra t€ ¢ajit, t€ kafes dhe pijeve jo-alkoolike
g€ tregtohen né vendin toné (3; 4; 5; 6; 7; 10; 13). Metoda HPLC-DAD pér pércaktimin sasior té
kafein€s n€ mostra ¢aji, kafe, pije energjike dhe pije jo-alkoolike shfaq njé kohé t€ géndrueshme
té daljes dhe nj€ limit detektimi prej 0.055 mg/L pér njé raport sinjal/zhurmé t€ barabarté me
3. Metoda éshté vlerésuar né termat e ndjeshmérisé€, zonés lineare t€ punés, riprodhueshmérisé,
ripérséritshmérisé dhe rikuperimit analitik. Rikuperimi mesatar i kafeinés ishte 99.1 %. Nivelet
meé té larta t€ kafeinés i takojné pijeve energjike dhe kafes turke. N& asnjé nga mostrat e analizuara
nivelet e kafetin€s nuk e kalojné€ normén e lejuar prej 300 mg. Duhet té theksohet se raportimi 1 té
dhénave éshté béré vetém pér nj€ pije standarde, g€ do té€ thoté se konsumatorét q¢ konsumojné
mé tepér se njé pije mund t€ jené té rrezikuar nése konsumojné sasi t€ atilla g€ mund t€ kalojné
normén e lejuar ditore t€ kafeinés.

Konkluzione

Qéllimi 1 kétij studimi &shté pércaktimi i parametrave t&€ performancés t€ metodés t€ pércaktimit
té kafeinés né mostra ¢aji, kafe dhe pije jo-alkoolike me teknikén e HPLC/DAD. Teknika &shté
bashkékohore dhe e rekomanduar nga standardet kombétare dhe ndérkombétare pér analizén
e kafein€s n€ mostrat e cajit, kafes dhe pijeve jo-alkoolike. Metoda &shté relativisht me kosto
té liré dhe e realizueshme dhe né€ kushte t€ mungesave laboratorike. Duhet théné se ky éshté
njé€ punim modest, 1 pari qé realizohet né¢ vendin ton€. Numri 1 mostrave t€ analizuara €shté 1
kufizuar. Prandaj sugjerojmé qé kjo analiz€ t€ jeté e vazhdueshme pér mostra té cilat pérmbajné
kafein€. Gjithashtu sugjerojmé g€ t€ punohet mé tej pér rritjen e performancés analitike, duke u
pérdorur tretés t&€ ndryshém, teknika t€ ndryshme (injektime direkte) té trajtimit t€ mostrave apo
dhe detektor me ndjeshméri mé t€ lart€ dhe nivele detektimi mé t€ uléta si LC/MS/MS. Bazuar
né t& dhénat e kétij studimi, mund t€ themi se né asnjé nga mostrat e ¢ajit, kafes apo pijeve jo-
alkoolike nuk vihen re nivele g€ kalojn€ normén e lejuar pér pérmbajtjen e kafeinés. Kujdes duhet
té kihet nga konsumatorét té cilét konsumojné mé tepér se njé€ masé standarde. Kjo mund t€ ¢cojé né
kalimin e normave dhe shfagjen e efekteve negative t€ kafeinés. Kjo gjé duhet t’u béhet e njohur
konsumatoréve né etiketat e produkteve té cilét kan€ nivele té larta t& kafeinés.
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