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Abstract

Introduction: Caffeine is a natural alkaloid, isolated from more than 60 plant species. Over
80% of the world’s population consumes caffeine on daily basis through the consumption
of coffee, tea, chocolates and, more recently, energy drinks. As a pharmacologically potent
substance caffeine is an ingredient of many medicaments available on the pharmaceutical
market of Republic of Serbia without a doctor’s prescription. Besides that, caffeine acts as a
psychoactive stimulant, mild diuretic, and displays an interaction with some medicaments
due to the induction of CYP1 and CYP2 isoenzymes. Keeping in mind all of the above, it
is necessary to take into account the daily caffeine intake, as well as to control its content in
energy drinks.

Aim: The aim of this study was spectrophotometric determination of caffeine content in
energy drinks and tea, available in markets of the Republic of Serbia.

Material and Methods: Caffeine was determinated by UV/VIS spectrophotometry in nine
types of energy drinks and eight samples of black and green tea.

Results: The results showed that caffeine content in energy drink samples ranged from 26.81
to 35.44 mg/100mL and corresponds to declaration. The caffeine content in tea samples varies
with the species (11.27-22.61 mg/100mL for green and 13.85-22.73 mg/100mL for black tea),
but also with origin, growth conditions and tea processing.

Conclusion: The obtained data suggest that UV/VIS spectrophotometry can be used for ro-
utine determination and control of caffeine content in energy drinks and tea. It is important
to note that caffeine intake through the usual daily consumption of tea and energy drinks
should not have a negative impact on human health, but this alkaloid could be additionally
consumed through other sources, which is especially important for certain groups of patients.
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Sazetak

Uvod: Kofein je prirodni alkaloid, izolovan iz vi$e od 60 biljnih vrsta. Preko 80 % svetske popula-
cije svakodnevno unosi kofein u organizam kroz konzumaciju kafe, ¢ajeva, ¢okolade i, u posled-
nje vreme, energetskih pi¢a. Ne treba zanemariti ¢injenicu da kofein, kao farmakoloski aktivna
supstanca, ulazi u sastav mnogih lekova koji se na trzistu Republike Srbije izdaju bez lekarskog
recepta. Sem toga, kofein je psihoaktivni stimulans, blag je diuretik i pokazuje interakciju sa nekim
lekovima usled indukcije CYPI i CYP2 izoenzima, zbog ¢ega je potrebno voditi racuna o koli¢ini
koja se unese u organizam. U skladu s tim, vazno je i da sadrzaj kofeina u energetskim pi¢ima od-
govara podacima koje proizvodaci navode na deklaraciji.

Cilj: Cilj ovog rada bio je spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja kofeina u uzorcima energet-
skih pica i ¢ajeva proizvodaca dostupnih na trzistu R. Srbije.

Materijal i metode: Kofein je odredivan metodom ultraljubicaste i vidljive (UV/VIS) spektrofoto-
metrije u devet vrsta energetskih pica i po Cetiri uzorka crnog i zelenog caja.

Rezultati: U uzorcima energetskih pi¢a odredeni sadrzaj kofeina je u opsegu od 26,81 do 35,44
mg/100 mL i u skladu je s deklarisanim sadrzajem. Sadrzaj kofeina u uzorcima cajeva varira u
odnosu na vrstu (11,27-22,61 mg/100 mL zeleni i 13,85-22,73 mg/100 mL crni), ali je vezan i za
poreklo, uslove gajenja i proces prerade cajeva.

Zakljucak: Ultraljubicasta i vidljiva spektrofotometrija se pokazala kao brza, precizna i jednostav-
na metoda za odredivanje kofeina u energetskim pi¢ima i ¢ajevima. Imajuci u vidu dobijene rezul-
tate, vazno je ista¢i da unos kofeina kroz uobicajenu dnevnu konzumaciju ¢ajeva i energetskih pica
ne bi trebalo da uti¢e negativno na zdravlje ljudi. Svakako treba imati u vidu da se ovaj alkaloid

spektrofotometrija

dodatno moze uneti i putem drugih izvora, $to je posebno vazno za odredene grupe pacijenata.

Uvod

Kofein (1,3,7-trimetilksantin) je prirodni purinski
alkaloid i verovatno je najces¢e konzumirana farmakolos-
ki aktivna supstanca na svetu. U prirodi, kofein se nalazi u
vi$e od 60 biljnih vrsta, a najveci izvori su: seme kafe (do
2 %), kotiledoni kole (do 3 %) i list ¢aja (do 4 %) (1). Preko
80% svetske populacije svakodnevno unosi ovu supstancu
u organizam kroz konzumaciju kafe, ¢ajeva, ¢okolade i, u
poslednje vreme, energetskih pica. Ne treba zanemariti da,
kao farmaceutski aktivna supstanca, kofein ulazi u sastav
mnogih lekova koji se na trzi$tu Republike Srbije izdaju i
bez lekarskog recepta (engl. Over the Counter, OTC) (2).

Dodaje se najcesce analgeticima i antimigrenicima
u pojedina¢nim dozama od 65, odnosno 100 mg, zbog po-
bolj$anja njihove resorpcije. Smatra se da, u kombinaciji
sa analgeticima, deluje kao adjuvantni analgetik, poboljsa-
vajuci delovanje osnovnog analgetika (3).

Sem toga, treba imati u vidu da je kofein psihoak-
tivni stimulans (3), blag je diuretik i pokazuje interakciju
sa nekim lekovima usled indukcije CYPI i CYP2 izoenzi-
ma. U studijama koje su istrazivale uticaj unosa kafe na
metabolizam i biolosku raspolozivost lekova supstrata za
CYPIA2, znacajno povecanje aktivnosti CYP1A2 izoenzi-
ma pokazano je u slucaju pove¢ane konzumacije kofeina
(= 3 3oljice kafe dnevno), $to je dokazano i u farmakoge-
netickim studijama sprovedenim u Republici Srbiji (4,5).
Ne sme se, medutim, zanemariti ni njegov efekat pri nizim
koncentracijama, kada se ponasa kao kompetitivni inhibi-
tor CYP1A2 (6). Klinicki znacaj potvrden je za interakcije
kofeina sa efikasno$cu ili bezbednoscu terapije antipsiho-
ticima (6,7). Stavi$e, kofein se koristi i kao marker za

procenu fenotipa pacijenta za CYP1A2, odnosno za pro-
cenu brzine metabolicke transformacije lekova supstrata
ovim metabolickim putem. CYPIA2 Xkatalizuje N3-
demetilaciju kofeina do paraksantina, ¢ije se koncentraci-
je mere prilikom in vitro ili in vivo odredivanja metaboli¢-
kog odnosa i fenotipa za CYP1A2 (8-10).

Imaju¢i u vidu izraZzeno farmakolosko delova-
nje kofeina i njegove razlicite izvore, sasvim je jasno da
slucajevi predoziranja nisu neuobicajeni (11). Stoga je
potrebno ograniciti i dnevni i pojedinacni unos ove sup-
stance. Dnevni unos kofeina za zdravu odraslu osobu ne
treba da bude veci od 300 do 400 mg kofeina, za trudnice
100-200 mg, a za adolescente starosti 12-18 godina mak-
simalno 100 mg. Deca mlada od 12 godina ne bi trebalo
da unose vise od 2,5 mg po kilogramu telesne mase. U
stru¢noj literaturi se navodi da je maksimalni dozvoljeni
dnevni unos za odraslu osobu kod odredenih indikacija
1 g (2,3,12). Odrasle osobe u proseku unose 85-250 mg
kofeina, $to najviSe zavisi od uobicajenih navika. Zbog
potencijalnih terapijskih efekata, ali i moguce interakci-
je sa drugim lekovima, kao i ozbiljnih nezeljenih efekata
i Siroke dostupnosti, kofein je odavno zanimljiv nauc-
nicima i predstavlja jedan od analita za cije odredivanje
su razvijene mnogobrojne analiticke metode. Najcesce
koris¢ene metode su kolorimetrija (13), spektrofotome-
trija (14,15), tecna hromatografija visokih performansi
(HPLC) (16,17), gasna hromatografija (18,19), fluorescen-
tna spektrofotometrija (20) i elektrohemijske metode ana-
lize (21). Spektrofotometrija u ultraljubicastoj i vidljivoj
(UV/VIS) oblasti najcesce se koristi zbog zadovoljavajuce
osetljivosti metode, selektivnosti i jednostavne pripreme
uzoraka za analizu.
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Cilj ovog rada bio je spektrofotometrijsko odredi-
vanje sadrzaja kofeina u devet vrsta energetskih pica i po
Cetiri uzorka crnog i zelenog ¢aja proizvodaca Ciji su proi-
zvodi dostupni na trzistu Srbije.

Materijal i metode

Za spektrofotometrijsko odredivanje kofeina kori-
S¢en je UV/VIS spektrofotometar (Champaign, Illinois,
SAD), a od reagensa kofein (Ph.Eur. Merck, Darmstadt,
Nemacka), natrijum-karbonat (Tehnohemija, Beograd,
Srbija) i hloroform (Zorka, Sabac, Srbija). Svi kori$¢eni rea-
gensi bili su analitickog stepena Cistoce (p.a).

Kori$¢eni su uzorci energetskih pi¢a (EP 1 - EP 9),
zelenog (ZC 1 - ZC 4) i crnog ¢aja (CC 1 - CC 4) kupljeni u
lokalnim marketima u Beogradu.

Priprema uzoraka

Zapremina od 50 mL energetskih pica preneta je u
odgovarajuce ¢aSe, nakon ¢ega je degazirana u ultrazvuc-
nom kupatilu u trajanju od 30 minuta. Zatim je 5,0 mL
uzorka preneseno u levak za odvajanje, dodato je 10 mL de-
jonizovane vode, 1 mL 20 % vodenog rastvora natrijum-kar-
bonata i 20 mL hloroforma. Ekstrakcija je ponovljena dva
puta, a kombinovani organski ekstrakt je prikupljan u nor-
malnim sudovima. Zapremina od 5,0 mL ekstrakta je raz-
blazena sa 5,0 mL hloroforma i tako pripremljen uzorak je
ostavljen za snimanje. Svaki uzorak pojedinih energetskih
pica je pripremljen u triplikatu.

Uzorci ¢aja su pripremani tako da je jedna kesica Caja
prelivena sa 200 mL vrele dejonizovane vode u odgovaraju-
¢oj ¢asi, ¢ase su poklopljene sahatnim staklom i ostavljene
da stoje 5 minuta. Nakon 5 minuta vrecice ¢aja su vadene i
dodatno ocedene pomocu 2 sahatna stakla. Od svakog
uzorka je odmereno 5 mL i preneseno u levak za odvajanje.
Nakon toga je dodato 10 mL dejonizovane vode, 1 mL 20 %
vodenog rastvora natrijum-karbonata i, na kraju, 20 mL
hloroforma. Postupak ekstrakcije je ponovljen dva puta.
Zapremina od 5,0 mL ekstrakta je razblaZena sa 5 ml hloro-
forma i tako pripremljen uzorak je ostavljen za snimanje.
Svaki uzorak pojedine vrste ¢aja je pripremljen u triplikatu.
Slepa proba je bila ista za oba uzorka i pripremljena je na isti
nacin kao i uzorci za analizu u levku za odvajanje, ali sa od-
govarajutom zapreminom dejonizovane vode umesto
uzorka.

Za kvantifikaciju sadrzaja kofeina u uzorcima kori-
$¢ena je metoda standardne serije. Pripremljena je serija
standardnih rastvora kofeina u hloroformu koncentracija 0;
5,05 7,5; 10,05 12,5; 15,0; 17,5; 20,0 1 25,0 ug/mL.

Na grafikonu 1 prikazan je apsorpcioni spektar ra-
stvora kofeina u hloroformu koncentracije 17,5 pg/mL, sni-
mljen u oblasti talasnih duzina 230-350 nm. Kao $to se vidi
sa grafikona, apsorpcioni maksimum je na talasnoj duzini
od 272 nm. Na izabranoj talasnoj duzini (272 nm) snimljeni
su standardni rastvori i uzorci. Za seriju standardnih rastvo-
ra dobijena je linearna zavisnost apsorbancije od koncentra-
cije kofeina uz odgovarajucu jednacinu prave A = 49,319
c(mg/mL) + 0,1519 koeficijent korelacije (r2) od 0,998.

A
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Grafikon 1. Apsorpcioni spektar rastvora kofeina u hloro-
formu u opsegu talasnih duzina od 230 do 350 nm

Rezultati

U tabeli 1 prikazane su izmerene vrednosti sadrzaja
kofeina u energetskim pi¢ima.

Tabela 1. Sadrzaj kofeina u uzorcima energetskih pica

Energetska Sadrzaj kofeina Deklarisani sadrzaj

pica (mg/100 mL)* kofeina (mg/100 mL)
EP1 30,66 + 0,95 max 30

EP2 29,20+ 0,71 max 32

EP3 26,81 +£0,48 min 25

EP4 32,90 +0,74 32

EPS5 30,78 £ 0,65 32

EP6 35,44 +£1,01 32

EP7 31,80+ 0,87 max 32

EP8 30,86 + 0,15 max 32
EP9 26,89 + 0,39 max 30

*rezultat je predstavljen kao srednja vrednost + standardna devijacija

U tabeli 2 su prikazane izmerene vrednosti sadrzaja
kofeina u uzorcima zelenog i crnog ¢aja.

Tabela 2. Sadrzaj kofeina u uzorcima cajeva

Uzorak Sadrzaj kofeina (mg/100 mL)*
ZC 1 22,61 0,56
7C2 16,29 + 0,84
zC3 18,98 + 0,36
7C 4 11,27 +0,18
cC1 14,78 + 0,98
cC2 13,85+ 0,44
CcC3 22,73+ 0,23
cC4 18,09 + 0,88

*rezultat je predstavljen kao srednja vrednost + standardna devijacija
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Diskusija

Na grafikonu 2 su uporedno prikazani rezultati do-
bijeni za odredivanje kofeina u uzorcima energetskih pica i
cajeva. Uopsteno, veci sadrzaj kofeina uocen je u uzorcima
energetskih pi¢a nego u uzorcima cajeva, sto je i o¢ekivano
jer se kofein u energetska pic¢a dodaje sa ciljem otklanjanja
umora i poboljsanja energetskih performansi.
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Grafikon 2. Poredenje dobijenih vrednosti sadrzaja kofeina
za uzorke energetskih pica i ajeva

Sadrzaj kofeina u energetskim pi¢ima se krece u opse-
gu od 26,81 do 35,44 mg/100 mL napitka, $to je uglavnom u
skladu sa deklarisanim sadrzajem, pri ¢emu su za uzorke EP1,
EP4 i EP6 (tabela 1), izmerene vrednosti koje su vece od de-
klarisanih za 2,2 do 10,75 %.

Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima u sli¢-
nim studijama sprovedenim na energetskim pi¢ima dostu-
pnim na trzistu Republike Srbije (22), odnosno Bugarske
(23). Sadrzaj kofeina u energetskim pi¢ima u Republici Srbiji
je regulisan pravilnicima (24,25) i iznosi 320 mg/L, pa se
moze zakljuciti da sadrzaj kofeina u uzorcima EP4 i EP6 ipak
nije u skladu sa propisanom granicom (24,25). U novije vre-
me, neke clanice Evropske agencije za bezbednost hrane
(engl. European Food Safety Authority, EFSA) izrazile su za-
brinutost zbog velike potro$nje energetskih pica, posebno
kod adolescenata (osoba starosti od 10 do 18 godina).
Evropska agencija za bezbednost hrane je 2013. godine obja-
vila novi Izvestaj o potro$nji energetskih napitaka kod odre-
denih grupa potrosaca i rezultati ukazuju da su deca i adoles-
centi najugroZenija grupa (26). S tim u vezi, EFSA smatra da
je bezbedan unos kofeina u pojedinacnoj dozi za odraslog
¢oveka 200 mg, §to je znacajno manje od njegovog maksimal-
no dozvoljenog sadrzaja koji je propisan pravilnicima (27).

Sadrzaj kofeina u ispitivanim uzorcima cajeva je u op-
segu od 11,27 do 22,73 mg/100 mL (tabela 2, grafikon 2).
Prema podacima iz literature, imajuci u vidu da se crni ¢aj
dobija fermentacijom i oksidacijom zelenog ¢aja, sadrzaj ko-
feina u crnom caju bi trebalo da bude veci nego u zelenom
(28,29). Rezultati dobijeni u ovoj studiji, u tom smislu, nisu u
saglasnosti sa podacima iz literature. Sadrzaj kofeina u ispiti-
vanim uzorcima zelenog ¢aja varira od 11,27 (ZC4) do 22,61
mg/100 mL (ZC1), a u uzorcima crnog &aja od 13,85 (CC 2)
do 22,73 mg/100 mL napitka (CC3). Treba, medutim, imati u
vidu da uzorci crnog i zelenog ¢aja ispitivani u ovom radu

nisu uzorci istog proizvodaca, niti istog mesta uzgoja caja,
pa ih je u tom smislu nezahvalno porediti.

Prema podacima iz literature, sadrzaj kofeina u zele-
nom caju je 4,85-21,74 mg/100 mL napitka, a u crnom 1,85-
46,41 mg/100 mL napitka (28,29). Ovo su, medutim, samo
prosecne vrednosti jer je kofein u ovim biljkama prirodno
sintetisana supstanca, te ne postoje zakonske regulative niti
obaveza proizvodaca da, s tim u vezi, istakne sadrzaj ove
supstance na proizvodu (28,29). Iz rezultata dobijenih u
ovom radu (tabela 2) moze se uociti da je sadrzaj kofeina
u ispitivanim uzorcima uglavnom u okviru prose¢nih vred-
nosti za ove vrste Cajeva (sa izuzetkom uzoraka ZC1), ali ove
vrednosti medusobno variraju, sto moze biti posledica vise
razli¢itih faktora kao $to su: geografsko poreklo, klimatski
uslovi, uslovi gajenja, razliciti fenotipovi iste biljke, korisce-
nje razlicitih fitohemikalija, sezona berbe (prolece, leto ili
jesen). Vazni faktori svakako jesu i uslovi susenja, skladiste-
nja i ¢uvanja, ali i pripreme caja (28,30-35).

Dobijeni rezultati pokazuju da je sadrzaj kofeina, bez
obzira na to $to je u ispitivanim uzorcima u skladu sa re-
gulativom (energetska pi¢a), odnosno uobicajenim vredno-
stima (¢aj), ipak znacajan i potrebno je pri konzumiranju
ovih napitaka biti posebno obazriv, narocito kada je u pi-
tanju osetljiva populacija kao $to su deca, trudnice, doilje i
osobe koje u svojoj terapiji koriste lekove koji interaguju sa
kofeinom (36).

Zakljucak

Primenjena UV/VIS spektrofotometrijska metoda se
pokazala kao brza, precizna i jednostavna metoda za odre-
divanje kofeina u energetskim pic¢ima i ¢ajevima. Dobijeni
rezultati su pokazali da nema znacajnijeg odstupanja sadr-
zaja kofeina u energetskim pi¢ima u odnosu na deklarisane
vrednosti. Kada su u pitanju cajevi, sadrzaj kofeina je u
okviru prosec¢nih vrednosti koje se mogu ocekivati u ovoj
vrsti napitaka i varira, $to je verovatno uzrokovano fenoti-
pom, ali i brojnim spoljagnjim uticajima tokom uzgoja i
skladi$tenja. Imaju¢i u vidu dobijene rezultate, vazno je
ista¢i da unos kofeina kroz uobicajenu dnevnu konzumaci-
ju ¢ajeva i energetskih pica ne bi trebalo da utice negativno
na zdravlje ljudi. Svakako treba imati u vidu da ovo nije je-
dini put unosa ovog alkaloida, te da on interaguje sa odre-
denim lekovima, pa posebnu paznju pacijentima treba
skrenuti na unos kofeina pri propisivanju i izdavanju leko-
va sa uskom terapijskom $irinom.
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