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OPTIMALIU EKSTRAKCIJOS SALYGU PARINKIMAS

KOFEINO KIEKIO NUSTATYMUI ARBATOJE
EFEKTYVIOSIOS SKYSCIU
CHROMATOGRAFIJOS METODU

Inga Stankeviciené, Jolanta Jurkeviciiité

Vilniaus kolegija

Anotacija. Dél stimuliuojanéio poveikio zmogus vidutiniskai suvartoja nuo 150 iki 225 mg kofeino per diena. Vienas i§
daugiausiai kofeino turinéiy augaly yra arbata. Todél tyrimo objektu pasirinkta vieno Zinomiausiy prekes zenkly juodoji
Ceilono stambialapé arbata (gamintojas Sri Lanka ,,ROYAL ELIXIR TEA®). Méginiuose kofeino kiekis nustatomas jvairiais
tyrimo metodais, tadiau vienas sparéiausiy ir dazniausiai taikomy — efektyvioji skys¢iy chromatografija (ESCh). Taikant §j
tyrimo metoda, méginio paruo$imas — ekstrahavimas — yra sudétingiausias ir ilgiausias etapas. Tod¢l svarbu parinkti kuo
efektyvesnj, spartesnj bei pigesnj méginio paruo§imo biidg. Siuo tyrimu buvo siekiama patikrinti skirtingy faktoriy jtaka
kofeino ekstrakcijai bei jvertinti, kuris ekstrakcijos bidas yra optimalus. Tam kofeino ekstrahavimas analizés vandeniu buvo
atlickamas skirtingomis salygomis — naudojant smulkintos (daleliy dydis 0,2 mm) ir nesmulkintos arbatos meéginius,
termostatuojant ir veikiant ultragarsu (daznis 44 kHz) skirtingoje temperattiroje (25 °C, 30 °C, 60 °C ir 80 °C) skirtingg laiko
tarpa (3 min, 5 min, 15 min ir 30 min). Ekstraktas buvo tiriamas ESCh metodu (skys¢iy chromatografas Shimadzu LC-
2010AHT su UV detektoriumi). Chromatografavimo salygos: kolonélés temperatiira 40 °C; méginio tris 10 pl; srauto greitis 1
ml/min; UV detektoriaus bangos ilgis 254 nm; gradientinis eliuavimas atliekamas naudojant tirpiklius vandenj ir acetonitrila;
analizés trukmé 11 min. Chromatogramoje kofeino smailé stebima ties 2,35 min. Tyrimo metu nustatyta, kad kofeino
ekstrakcija greiGiausia pirmasias 3 min, toliau — sulétéja. DidZiausias nustatytas kofeino kiekis arbatos méginiuose yra apie
3800 mg/100 g. Gauti rezultatai parodé, kad optimalus, efektyvus ir spartus méginio paruo$imo biidas yra kofeino vandeniné

ekstrakcija i§ 0,2 mm daleliy dydZio arbatos termostatuojant 80 °C temperattiroje 5 min.

.....

Ivadas

Kofeinas (CsH1oN4O, 1,3,7-trimetil-2,6-
purindionas) yra purino alkaloidas (1 pav.)
(Astorino ir kt., 2015). Jis randamas daugiau kaip 60
augaly. Daugiausiai kofeino turi guaranos séklos (5
%), matés lapai (3 %), arbatos lapeliai (2-5 %), kolos
riesutai (1,5-2,5 %) bei kavos pupelés (0,6-2,8 %)
(Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos
vertinimo institutas, 2016). Dél jo stimuliuojanéio
poveikio, Zmogus vidutini$kai kasdien suvartoja
150-225 mg kofeino, kurio didziausig dalj gauna su
kava ir arbata. Puodelyje kavos yra 50-150 mg
kofeino, puodelyje arbatos — per 50 mg
(Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos
vertinimo institutas; McLellan ir kt., 2016; Acus,
Stukas, 2017). Taciau, tyrimais nustatyta, kad 100 g
arbatzoliy turi daugiau kofeino palyginus su 100 g
kavos (Astorino ir kt., 2015).
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Siuo tyrimu buvo siekiama patikrinti skirtingy
faktoriy jtaka kofeino ekstrakcijai bei jvertinti, kuris
ekstrakcijos buidas yra optimalus. Tyrimo objektu
buvo pasirinkta vieno zinomiausiy prekés zenkly
juodoji Ceilono stambialapé arbata (gamintojas Sri
Lanka ,,ROYAL ELIXIR TEA®).

Kofeino kiekis yra nustatomas skysc¢iy arba dujy
chromatografijos,  kapiliarinés  elektroforezés,
spektrofotometriniais ir kitais tyrimy metodais
(Lietuvos  Respublikos zemés ikio ministro
jsakymas  2001-03-23, Nr. 25-840; Yisak ir kt.,
2018; Khasanov ir kt. 2013; Pasias ir kt., 2017;
Riswanto ir kt., 2015; Spiller, Gene, 2019). Vienas i$
sparCiausiy, efektyviausiy ir dazniausiai taikomy
analités kiekio nustatymo metody — efektyvioji
skys¢iy chromatografija (ESCh) (Astorino ir kt.,
2015; I1SO 20481:2008; Spiller, Gene, 2019; ISO
10727:2002; Mickevicius, 1999).

Temos aktualumas

Taikant ESCh, méginio paruosimas bene
sudétingiausias ir daug laiko uZimantis etapas. Todél
svarbu parinkti kuo efektyvesnj, spartesnj bei
pigesnj méginio paruoS§imo bida. Méginiy
paruoSimui daznai taikomi jvairls ekstrakcijos
metodai (Spiller, Gene, 2019; Vickackaité , 20009;

Qing-Wen Zhang, 2018; Toledo, Romeo, 2007). Be
to, ekstrakcijos efektyvumui jtakos turi faziy salycio



pavir$iaus plotas, ekstrahavimo trukmé, maiSymas,
temperattra ir daugybé kity faktoriy (Spiller, Gene,
2019; Toledo, Romeo, 2007; Solvent Extraction
Principles and Practice, 2004).

ESCh atskyrimui ir nustatymui i$ augalinés
zaliavos kofeinas gali bati ekstrahuojamas vandeniu
ir organiniais tirpikliais (Spiller, Gene, 2019). Siame
darbe ekstrakto gamybai buvo pasirinktas
nekenksmingas aplinkai ir pigiausias tirpiklis — 1
grynumo laipsnio vanduo (toliau analizés vanduo)
(LST EN I1SO 3696:1996).

PavirSiaus sgly¢io ploto jtaka ekstrakcijos
efektyvumui buvo jvertinta veikiant smulkintg ir
nesmulkinta juodaja arbata. Temperatiiros poveikis
procesui buvo tiriamas méginius veikiant skirtingos
temperatiros  ekstrahentu.  Norint  palengvinti
ekstrahuojamy medziagy iSsiskyrima, dalis méginiy
buvo veikiami ultragarsu (ultragarso skleidziamos
garso bangos didina skvarba, sukelia jtrukimus arba
ardo biologines lasteliy sieneles) (Lazar, 2016).
Papildomai buvo kei¢iama ekstrakcijos trukmé.

Tyrimo tikslas — patikrinti skirtingy faktoriy

jtaka kofeino ekstrakcijai bei jvertinti, kuris
ekstrakcijos biidas yra optimalus.
Tikslui pasiekti iSkelti uzdaviniai:
1. Parinkus skirtingus faktorius atlikti kofeino
ekstrakcijg i$ juodosios Ceilono arbatos.
2. Kofeino kiekij skirtingomis salygomis

paruoStuose ekstraktuose nustatyti efektyviosios
skysciy chromatografijos metodu.
3. Ivertinti optimaly ekstrakcijos btida.
Tyrimo metodas -  efektyvioji
chromatografija.

Tyrimas buvo atliktas 2019 m. Vilniaus kolegijos
Agrotechnologijy fakulteto chemijos laboratorijoje.

skyséiy

Tyrimo metodai ir salygos

Kofeino standartiniy tirpaly ruosimas. Tyrimui
buvo paruostas standartinis 0,08 mg/ml kofeino
(Cayman Chemical) tirpalas. Kalibravimo kreivés
sudarymui paruosti 0 pg/ml, 8 pg/ml, 20 pg/ml, 40
pg/ml koncentracijy tirpalai. Sudaryta kalibravimo
kreivé pateikta 2 pav.

Méginiy paruosimas. Juodoji Ceilono arbata
(gamintojas Sri Lanka ,,ROYAL ELIXIR TEA®)
buvo i§dziovinta dziovinimo spintoje (VENTI-Line
VL 53) 103 °C temperatiiroje iki pastovios masés
(ISO 10727:2002). Drégmés kiekis méginiuose buvo
apskaiciuotas pagal formule:

_ (m, —m,)-100
ml
¢ia w — drégmés kiekis, %;
m; — medziagos masé prie§ dziovinima, g;
m; — i§dziovintos medziagos maseé, g.

W
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Tyrimui buvo naudojami nesmulkinti ir smulkinti
méginiai. Juodoji arbata buvo smulkinama
cikloniniu maltinu (Lab Whirlwind Mill, sieto
akuciy skersmuo 0,2 mm).

Ekstrahavimas. Optimaliy ekstrahavimo salygy
parinkimui po 1 g (analitinés svarstyklées AB204-
S/IFACT) smulkintos ir nesmulkintos tiriamosios
medziagos buvo uzpilta 100 ml skirtingos
temperatiiros analizés vandeniu (25 °C, 30 °C, 60 °C
ir 80 °C) ir termostatuojama (termostatas Memmert
WBU 45) 3 min, 5 min, 15 min ir 30 min.

Taip pat po 1 g smulkintos ir nesmulkintos
arbatos uzpylus 100 ml 25 °C, 30 °C, 60 °C ir 80 °C
temperatiiros analizés vandens buvo
termostatuojama ir veikiama 44 kHz daznio
ultragarsu (ultragarsiné vonelé Grant XUBAZ3) tais
paciais laiko intervalais.

Kofeino kiekio nustatymas. Kietosioms daleléms
atskirti ekstraktas buvo dekantuojamas, filtruojamas
per popierinj (KA1, raudona juosta) ir per 0,22 um
pory dydzio nailono filtrus.

Kofeino kiekis méginiuose buvo nustatytas
atvirkstiniy faziy ESCh metodu (chromatografas
Shimadzu LC-2010AHT su UV detektoriumi).
Chromatografavimo salygos: nepoliné YMC-Pack
Pro C18 kolonélé uzpildyta silikageliu Cig (daleliy
dydis 5 um, kolonélés ilgis — 150 mm, vidinis
skersmuo — 4 mm); kolonélés temperatiira 40 °C;
méginio taris 10 pl; srauto greitis 1 ml/min; UV
detektorius (bangos ilgis 254 nm), mobili fazé
vanduo ir acetonitrilas (gradientinis eliuavimas).
Nustatytos metodo patvirtinimo charakteristikos:
teisingumas T = 0,5 %, glaudumas SSN = 0,9 %,
aptikimo riba AR = 5,73 mg/100g, nustatymo riba
NR = 9,55 mg/100g, iSpléstiné neapibréztis U = 0,02
- ¢ mg/100g (kur aprépties daugiklis k = 2 esant
pasikliovimo lygmeniui P = 95 %). Metodo
patvirtinimo charakteristiky nustatymui buvo tiriami
atkuriamumo sglygomis 20 pg/ml (rezultaty skaicius
n =6) ir 8 pg/ml (n = 6) koncentracijos kofeino
kontroliniai tirpalai. Duomenys apdoroti programa
Labsolution. Kofeino koncentracija 100 g méginio
apskaiciuota:

c=p-!-f-100, 2
m

¢ia p —koncentracija pagal kalibravimo kreive,
Hg/ml;

V — ekstrakto tiiris, ml;

m — iSdziovinty arbatzoliy mas¢, g;

f — praskiedimo faktorius;

100 — perskaiciavimas j kofeino mas¢ 100 g Zaliavos.
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Tyrimo rezultatai ir ju aptarimas

Optimaliy ekstrahavimo salygy parinkimui buvo
naudota i§dziovinta juodoji Ceilono arbata. Nustatytas
meéginiuose esantis drégmés kiekis — 0,2 %.

Kofeino ekstrakcija méginiuose buvo atliekama
keiciant sglygas: arbatos daleliy dydj (smulkintos
arbatos daleliy dydis iki 0,2 mm), temperatiirg bei
ekstrahavimo trukme.
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Kofeino kiekis ekstraktuose buvo nustatytas
ESCh metodu. Kalibravimo kreivé pateikta 2 pav.
Chromatogramoje (3 pav.) matoma kofeino smailé
ties 2,35 min.
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3 pav. Kofeino chromatograma

Skirtingy faktoriy jtaka kofeino ekstrakcijai buvo
vertinama nagrinéjant duomenis, pateiktus 4 pav.

I$nagrinéjus duomenis, pateiktus diagramose,
matoma, kad kofeino ekstrakcija analizés vandenyje
greiiausia pirmasias 3 min., toliau — sulétéja.
Pana$iis ekstrahavimo rezultatai pateikiami kituose
literatiiros Saltiniuose (ekstrakcija sulétéja po 2-—
4 min.) (Chamira, 2015). Nustatytas didziausias
kofeino kiekis méginiuose yra apie 3800 mg/100 g
arba 3,8 %. Tai atitinka kity autoriy darbuose
nustatyta kofeino kiekj arbatoje, kuris yra nuo 2 iki
5% (Nacionalinis maisto ir veterinarijos rizikos
vertinimo institutas, 2016). Didziausias kofeino
kiekis isekstrahuojamas Siomis sglygomis: smulkinta
ir nesmulkinta arbata termostatuojama 80 °C
temperattiros vandenyje 30 min. (4c ir d pav.).

4a pav. pateikti rezultatai gauti smulkintg arbata
veikiant ultragarsu 25 °C, 30 °C, 60 °C ir 80 °C
temperatdiroje 3 min., 5 min., 15 min. ir 30 min. Cia

28

matoma, kad didZiausia dalis (3160 mg/100 Q)
kofeino iSekstrahuojama 80 °C temperatiiros analizés
vandenyje po 30 min.

4b pav. pavaizduoti duomenys gauti tomis
paciomis salygomis ekstrahuojant kofeing i$
nesmulkintos arbatos. ESCh metodu nustatyta, kad
didZiausias kofeino kiekis iSekstrahuojamas 80 °C
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4 pav. Kofeino kiekio mg/100g priklausomybé nuo
ekstrahavimo parametry: a) smulkinty arbatzoliy veikimas
ultragarsu, b) nesmulkinty arbatZoliy veikimas ultragarsu,

¢) smulkinty arbatzoliy termostatavimas, d) nesmulkinty
arbatzoliy termostatavimas.



temperatiiros analizés vandeniu po 30 min. Nustatyta
kofeino koncentracija apie 3300 mg/100 g.

4a ir b pav. pateiktose diagramose matoma, kad
parinktos salygos nepakankamos visiskai kofeino
ekstrakcijai — manoma, kad ji turéty bati vykdoma
ilgesn;j laika.

4c pav. pateikti smulkintos arbatos veikimo
skirtinga temperatiira, skirtingg laiko tarpa,
duomenys. Juos iSnagrinéjus matoma, kad
didziausias kofeino kiekis iSekstrahuojamas po 5
min. 80 °C temperatiiros analizés vandenyje.

Siuos duomenis palyginus su 4d pav. pateiktais
duomenimis, kur kofeino ekstrakcija vykdyta tomis
paciomis sglygomis i§ nesmulkintos arbatos,
matoma, kad visiSka ekstrakcija jvyksta po 20
minuéiy 80 °C temperatiiroje. Palyginus 4a, b ir 4c,
d pav. diagramas matoma, kad visiska kofeino
ekstrakcija jvyksta tik temostatuojant smulkintos
juodosios arbatos méginius. ApZzvelgus tyrimo
rezultatus galima teigti, kad optimalus, efektyvus ir
spartus méginio paruoSimo biidas yra kofeino
vandeniné ekstrakcija Siomis sglygomis: arbatos
daleliy dydis 0,2 mm, termostatavimas 80 °C
temperataroje 5 min.

ISvados

1. Analizuojant skirtingy faktoriy jtaka kofeino
vandeninei ekstrakcijai i§ juodosios arbatos,
buvo paruosti méginiai skirtingomis salygomis —
kei¢iant arbatos daleliy dydj (stambialapé ir iki
0,2 mm daleliy dydzio arbata), keiciant
ekstrahavimo temperatiirg (25 °C, 30 °C, 60 °C
ir 80 °C), ekstrakcijos trukme (3 min, 5 min, 15
min ir 30 min.). Méginiai buvo termostatuojami
ir veikiami ultragarsu.
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THE CHOICE OF OPTIMAL EXTRACTION PARAMETERS FOR ESTIMATING THE CAFFEINE CONTENT
IN TEA USING HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD

Summary

Caffeine (CgH10N4O2, 1,3,7-Trimethylpurine-2,6-dione) is an alkaloid purine. It is a natural substance found in more than
60 plant species. One of the most commonly known sources of caffeine is tea.

The most widely used methods for estimating caffeine include various analytical techniques such as High-Pressure Liquid
Chromatography (HPLC), capillary electrophoresis, spectrophotometric, and other methods. Sample preparation for the
analysis is a complicated stage, and it takes a lot of time. Therefore, it is important to select more efficient, faster, simpler,
less expensive and environment-friendly sample preparation techniques. This study aims to determine optimal conditions of
caffeine extraction from Ceylon black tea leaves (Sri Lanka ,,ROYAL ELIXIR TEA®). The effects of the size of tea
particles (0.2 mm and full leaf tea), the temperature (25°C, 30°C, 60°C and 80°C), sonication (44 kHz), and time (3 min., 5
min., 15 min. and 30 min.) on the solubility of caffeine from black tea in water have been investigated. For this purpose, an
extraction step has been followed by estimating the caffeine content in the black tea samples. This has been performed by
HPLC (Liquid Chromatograph Shimadzu LC-2010AHT) method. The separation and estimation of the caffeine content
was carried out using a reverse-phase YMC-Pack Pro C18 column (length 150 mm, internal diameter 4.0 mm, particle size
5 im), column temperature 40°C, solvent water and acetonitrile (gradient elution), injection volume 10 pl, flow rate 1
ml/min, UV detection at 254 nm, analysis stop time 11 min. The caffeine retention time was 2.35 min. The results of the
analysis reveal that the best combinations of particle size, temperature and time extraction with water was 5 min, 80 °C for
ground tea leaves. The highest amount of caffeine in the samples was about 3800 mg/100 g.

Keywords: caffeine, extraction, High Pressure Liquid Chromatography, tea.

Informacija apie autorius

dr. Inga Stankevi¢iené. Vilniaus kolegijos, Agrotechnologijy fakulteto Chemijos katedros docenté.

Moksliniy tyrimy laukas: chemija.
El. pasto adresas: inga.stankeviciene@atf.viko.It

Jolanta Jurkevi¢iaitée. Vilniaus kolegijos, Agrotechnologijy fakulteto Chemijos katedros lektoré. Moksliniy

tyrimy laukas: chemija.
El. pasto adresas: j.jurkeviciute@atf.viko.It

30


mailto:inga.stankeviciene@atf.viko.lt
mailto:j.jurkeviciute@atf.viko.lt

