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ABSTRAKT

V teoretické ¢asti bakalatské prace jsou charakterizovany alkaloidy. Teoreticka ¢ast se také
zabyva charakterizaci kofeinu, jeho vlastnosti a vyskytu. Popsany jsou i metody bézné
pouzivané ke stanoveni kofeinu. Experimentalni ¢ast je zaméfena na stanoveni kofeinu

v kave a instantnich kavovych napojich chromatografickou metodou HPLC s UV detekci.

Kli¢ova slova: alkaloidy, kofein, HPLC, kdva, kdvové napoje

ABSTRACT

In the theoretical part of the thesis alkaloids, caffeine, its properties and occurrence are
characterized. In this section the methods commonly used for determination of caffeine are
also describe. The experimental part is focused on the determination of caffeine in coffee

and instant coffee beverages by chromatographic method HPLC with UV detection.

Keywords: alkaloids, caffeine, HPLC, coffee, coffee beverages
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UvVOD

Alkaloidy jsou dusikaté bazické slouceniny, které vznikaji jako sekundarni metabolity.
Podle zékladniho ¢lenéni se alkaloidy rozdé€luji na pravé alkaloidy, pseudoalkaloidy a pro-
toalkaloidy. Také je mozné alkaloidy rozd€lovat podle struktury, kterou maji ve své mole-
kule (purinové, chinolové alkaloidy atd.), nebo podle vyskytu alkaloidl (napt. alkaloidy
tabaku).

Kofein je purinovy alkaloid a patii do skupiny pseudoalkaloidi. V Cistém stavu je kofein
bilé latka, v podob¢ krystalkii nebo prasku. Kofein nezapachd, ale je charakteristicky svou
hotkou chuti. Metabolismus kofeinu probihd v jatrech, moci je vylou¢eno maximalné 20 %
kofeinu v nezménéné formé. Kofein je nejvyuzivanéjsim stimulantem na svété, stejné jako
jiné stimulanty ma své pozitivni (stimulace CNS, zrychleni metabolismu a odbouravani

tukll) a negativni G¢inky (riziko vzniku osteopordzy, zvyseni krevniho tlaku).

NejrozsifenéjSim népojem na svété je kava, vétSinou se jedna o teply napoj piipraveny
Z plodt kavovniku. V nasi oblasti jsou na trhu nejrozsifené;jsi kavy typu Arabika a Robus-
ta. Je zndmo nékolik variant kav, tato prace je zamétena na kdvu mletou a instantni. NeZz se
Z plodu stane kava, ze které je ptripravovan napoj, musi kava projit mnozstvim technolo-

gickych operaci (zpracovani zrna, prazeni, chlazeni, mleti a baleni).

Velkou oblibou maji v dne$ni dob¢ instantni kavové napoje, které jsou smési instantni ka-

vy a dalSich ptisad (cukr, mléko, smetana, stabilizatory, emulgatory atd.).

Kofein lze stanovit nékolika metodami, nejvyuzivanéjSimi jsou metody spektrofotometric-
ké a separacni. Z metod separacnich jsou to predev§im metody chromatografické (plynova
a kapalinova chromatografie). Ke stanoveni kofeinu se bézné vyuziva vysokoucinna kapa-

linova chromatografie (HPLC), k dé€leni latek mezi dvéma fadzemi.
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1 ALKALOIDY

Alkaloidy zahrnuji vice nez 10000 slouc¢enin. Jedna se o dusikaté bazické slouceniny, které
vznikaji jako sekundarni metabolity. Nekteré z alkaloidd jsou povazovany za produkty
detoxikace, reguldtory rastu a rezervni formy dusiku. Nejcastéji se vyskytuji jako smési
latek ptibuzného charakteru, a to jako volné latky, N-oxidy, soli karboxylovych kyselin,
jejich estery nebo amidy, také se mohou vyskytovat jako glykosidy. [1].

Alkaloidy nelze charakterizovat jako jednotnou skupinu piirodnich latek. Nékteré alkaloi-
dy jsou totiz také fazeny mezi pfirodni antibiotika, protoZe jsou soucasti obrannych me-
chanismi rostlin proti elicitorim a predatorim. Dalsi alkaloidy se zase naopak fadi mezi
ptirodni toxické aminokyseliny, biogenni aminy nebo mezi pfirodni barviva. Alkaloidy
mohou rovnéz vznikat béhem termického zpracovani potravin ze zakladnich zivin. Mail-

lardovymi reakcemi vznikaji z tryptofanu indolové alkaloidy [1, 2].

Nachdazeji se v riiznych Castech cévnatych rostlin, vyskytuji se v semenech, listech, kote-
nech, kiife atd. Také se nachazeji v ur¢itych druzich mecha, hub, bakterii, bezobratlych

zivocichu (stonozek, broukd, korysu, motylid) a obratlovet (zab, mlok aj.) [1].

Prevazna cast alkaloidl jsou latky pevné, bezbarvé a bez zapachu. Pti vyssich teplotach
a za normalniho tlaku se rozkladaji. Jen nékolik alkaloid je tekutych, mezi n€ patii koniin,
nikotin a spartein. Tyto alkaloidy se vyznacuji charakteristickym zapachem a je mozné je

destilovat. Vétsina piirozenych alkaloidi jsou opticky aktivni [3].

Bézné se alkaloidy klasifikuji do tii hlavnich skupin [1]:

e Pravé alkaloidy — obvykle se jedna o heterocyklické dusikaté baze odvozené
od aminokyselin, ¢asto jsou velmi toxické pro ¢lovéka a jiné Zi-
vocichy, vykazuji Siroké spektrum fyziologickych t¢inki, (niko-
tin v tabaku).

e Pseudoalkaloidy — heterocyklické dusikaté baze, jejichz prekurzory jsou terpenoidy
nebo puriny, obvykle méné toxické (kofein v kave, solanin

v bramborech).
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e Protoalkaloidy — bazické aminy odvozené od aminokyselin, ale dusik neni soucasti
heterocyklického (aromatického) systému (kapsaicin v palivych

paprikach).

Béznou klasifikaci jednotlivych skupin alkaloidl je rozdéleni podle heterocyklickych slou-
¢enin, od kterych jsou odvozeny jejich zékladni skelety — pyridinové, piperidinové a pyrro-
lidinové alkaloidy, pyrrolizidinové alkaloidy, chinolinové a chinolizidonové alkaloidy,
kapsaicinoidy, purinové alkaloidy a steroidni glykoalkaloidy. Dalsi klasifikaci je klasifika-
ce podle piivodu alkaloidu (napt. tabakové alkaloidy) [1].

1.1 Pyridinové alkaloidy

Alkaloidy, jez obsahuji ve své molekule pyridinovy kruh (obr. 1). Kromé pyridinového
kruhu obsahuji nékteré slouceniny také piperidinovy (obr. 3) a pyrrolidinovy kruh. Nejdi-
lezitéj$imi pyridinovymi alkaloidy jsou alkaloidy tabaku [1, 4].

X

Z
N

Obr. 1. Chemicky vzorec pyridinu

Hlavnim alkaloidem komercniho tabaku je nikotin (obr. 2). Mnozstvi nikotinu v tabaku je
zavislé na druhu tabaku (tabak virzinsky, tabak selsky). V malém mnoZstvi je nikotin pfi-
tomen i v jinych rostlinach, hlavné v lilkovitych, kam nalezi brambory, rajcata a lilek. Bi-
osyntéza nikotinu probiha v kotfenech rostliny a odtud je nikotin transportovan do nadzem-
ni Casti, predevs$im do list. V tabdku je nikotin spole¢né s dal§imi tfemi vyznacnymi alka-
loidy, nornikotinem, anatabinem a anabasinem. Kromé téchto alkaloidl se v tabaku vysky-

tuje dalsich asi 20 alkaloidd, ale ty uz pouze jako minoritni latky [1].
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Obr. 2. Chemicky vzorec nikotinu

Béhem upravy, suseni a fermentace obsah alkaloidii v tabdku kles4. Celkové obsah alka-
loidt v tabaku kolisa od 0,3 do 3 % v susing, zalezi na druhu, odrid¢, ¢asti rostliny, klima-
tickych a ptidnich podminkach a na dalsich faktorech [4].

Nikotin je G¢innym neurotoxinem, hlavné pro hmyz. V nizkych koncentracich u savci pa-
sobi stimula¢né, ale soucastné je také velmi navykovou latkou. Stfedni davky zvySuji dy-

chaci a motorickou aktivitu a nuti ke zvraceni, vysoké davky pusobi ties a mohou koncit az

komatem [1].

1.2 Piperidinové alkaloidy

Nejznaméjsimi alkaloidy obsahujici piperidinovy kruh (obr. 3) jsou alkaloidy pepte ¢erné-
ho. Piperin (obr. 4) je amid piperové kyseliny a v pepfi je nejrozsifenéjsim alkaloidem [1].

V pepti ¢erném je také obsazen piperanin a v malém mnozstvi piperettin, piperolein A,
piperolein B a piperylin. V olejopryskyticich byva doprovazen svymi geometrickymi iso-

mery. Tyto isomery vykazuji malou nebo zadnou Stiplavost [4].

N
H

Obr. 3. Chemicky vzorec piperidinu
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Obr. 4. Chemicky vzorec piperinu

Nejvyssi obsah piperinu v plodech pepte byva pied plnou zralosti. Proto je v zeleném pe-
pii, ktery je ziskdvany pied plnou zralosti, nejvyssi obsah piperinu. Vysoky obsah piperinu
je také v Cerném pepii, ktery se ziskava fermentaci zelenych semen. Ponékud méné piperi-
nu je obsazeno v bilém pepti ziskavaném ze zralych Cervenych semen. Obsah piperinu
V pepii byva v rozmezi 3-8 %, ovSem zdlezi na ptivodu pepte. Piperin je staly v neposko-

zenych semenech, mlety pepi na vzduchu velmi rychle oxiduje [1, 4]

Piperidin a jeho derivaty maji drazdivé, antimikrobni a insekticidni Gi€inky. Piperin plisobi
jako stimulant centralni nervové soustavy, vykazuje slabé antipyretické a mutagenni ucin-
ky a inhibuje nékteré enzymy, které se uplatiiuji pii metabolismu a transportu xenobiotik
a drog. Vyssi koncentrace piperinu mohou poskodit tkan jazyka, snizit krevni tlak a rych-

lost dychani [1].

1.3 Pyrrolizidinové alkaloidy

Jedna se o rozsahlou a dulezitou skupinu alkaloidt. Patii sem asi 250 alkaloidd, které jsou
produkovany 6000 rostlinnymi druhy nélezejicimi do 13 Celedi. Alkaloidy se v rostlinach
vyskytuji v malém mnozstvi jako komplexni smési vice jak deseti riznych slouc¢enin. Nej-
sklonény atd.), hvézdicovitych (¢ekanka obecna, hefmanek pravy, devétsil bily a dalsi),
oto¢nikovitych (otoénik evropsky), bobovitych (jetel lu¢ni, ¢ocka jedla, hrach sety, ¢icorka

pestra) a fesetlakovitych (krusina olSova, fesetlak pocistivy) [1, 3].

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou odvozeny od pyrrolizidinu (obr. 5). Zékladem téchto alka-
loidl jsou neciny odvozené od aminoakoholii. Nej¢astéji vyskytujicimi neciny lé¢ivych
rostlin jsou supinidin, isomerni retronecin a heliotridin, platynecin, hastanecin, otonecin a

nékteré dalsi [1].
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N

Obr. 5. Chemické vzorec pyrrolizidinu

Biosyntéza pyrrolizidinovych alkaloidii probiha v kotfenech, a poté jsou transportovany
do nadzemnich ¢asti rostliny a ukladany ve vakuolach. Obsah alkaloidt v toxickych rostli-
nach se lisi v riznych castech rostliny a zavisi na fadé¢ faktort. O stabilité téchto alkaloida

nejsou informace [5].

Rostliny, jeZ obsahuji pyrrolizidinové alkaloidy jsou toxické pro ¢lov€ka 1 domaci zvitata.
Toxicitu zpusobuji pyrrolové struktury, které vznikaji z alkaloidu. Pyrrolizidinové alkaloi-

dy jsou hepatoxiny a karcinogeny [1].

1.4 Chinolizidinové alkaloidy

Alkaloidy této skupiny obsahuji ve své molekule chinolizidinovou strukturu (obrazek 6).
Skupina té€chto alkaloidt je zvlastni skupinou bicyklickych, tricyklickych a tetracyklyc-
kych sekundarnich metaboliti nékterych lusténin. Také jsou sekundarnimi metabolity rost-

lin mecikovitych, diistalovitych a lilkovitych [1].

N

Obr. 6. Chemicky vzorec chinolizidinu

Chemicky se jednd o derivaty norlupinanu. Jsou to alkaloidy semen lupiny. Lupina je vytr-
vala, dvoudé€lozna rostlina. Patii do Celedi bobovitych. V Austrélii se tato rostlina péstuje
kvuli likvidaci chorob v ramci systému stfidani plodin. Hlavnimi alkaloidy, které jsou ob-
sazeny v semenech lupiny, jsou lupanin, spartein, albin, angustifolin, lupinin a multiflorin
[1, 3, 6].
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Alkaloidy s chinolizidinovym cyklem vykazuji riiznou toxicitu. Nejvice toxicky je lupanin
a spartein. Pozije-li ¢lovék 11 — 25 mg lupinového alkaloidu na kilogram své télesné
hmotnosti, mize dojit k vaznému poskozeni zdravi. Lupinové alkaloidy mohou siln¢ po-

skozovat jaterni tkan a zpuisobovat nekrozu [1].

1.5 Chinolinové alkaloidy

Alkaloidy odvozené od chinolinu (obr. 7) jsou velmi rozsdhlou skupinou sekundarnich
metabolitti rostlin. Je jich znamo vice jak 3000, také se nazyvaji jako terpenoidni indoloveé

alkaloidy. Nékteré z téchto alkaloidll se vyuZivaji v medicing, jako antimalarikum a antipy-

vvvvvv

[1].
X

Z
N

Obr. 7. Chemicky vzorec chinolinu

V kufe chinovniku je nejrozsahlej$im alkaloidem chinin, dale se tam nachazi také chinidin,

cinchonin a cinchonidin [1].

Chinin se pouziva jako antimalarikum a analgetikum, protoze tlumi centrum bolesti. Hojné
se dnes vyuziva v potravinarstvi jako standard hoikosti a také jako hoicidlo tonizujicich
nealkoholickych (tonic) a alkoholickych napoji. Na svétle je nestaly, dochazi k degradaci.
V népojich vystavenych pfimému slune¢nimu zéatfeni dojde k rychlému rozloZeni chininu.

Napoj ztraci svoji hotkou chut’ [1, 4].

1.6 Kapsaicinoidy

Alkaloidy pattici do skupiny protoalkaloidi, jde o derivaty vanillylaminu (obr. 8). Vysky-
tuji se hlavné v palivych druzich paprik. V palivych paprikach se z vice jak 90 % vyskytuje
kapsaicin a dihydrokapsaicin, dalsi alkaloidy jsou pouze minoritnimi slozkami. Také se

Vv paprikach vyskytuje nepalivy alkaloidy (-)-kapsaicinol [1].
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Obr. 8. Strukturni vzorec vanillylaminu

Mnozstvi kapsaicinoidii v paprice je zavislé na odridé€, stafi, zralosti, ro¢nim obdobi
a agronomickych podminkach. Pievazné mnoZstvi alkaloidi se vyskytuje v duziné, mensi
koncentrace kapsaicinoidii se nachéazeji v semenech a slupce. Maximalni koncentrace
kapsaicinoidl je v paprikach tésné pted jejich sklizni, v pribéhu dozradvani obsah nartsta
[1, 6].

Tepelnymi zakroky dochazi ke ztratam téchto alkaloidd. Jsou relativné odolné vii¢i hydro-
lyze. V kyselém 1 alkalickém prosttedi vznikd hydrolyzou vanillylamin a ptisluSna mastna
kyselina, respektive jeji sul. Pii peceni paprik na oleji mohou vznikat amidy odvozené

od prislusnych mastnych kyselin [1, 5].

Kapsaicinoidy vykazuji antimikrobni a antioxida¢ni ucinky. V lékafstvi jsou pouzivany
jako analgetikum. Také jiz byly vyuzity k 1é€bé bolestivych stavii, rovnéZ stimuluji peri-

staltiku stfev a podporuji tvorbu zalude¢nich $tav. Kapsaicinoidy se vyskytuji v chilli [7].

1.7 Steroidni glykoalkaloidy

Zéakladnim skeletem dusikatych steroidnich glykoalkaloidt je cholestan (obr. 9), sklada se
ze tfi kondenzovanych Sesticlennych kruhi a jednoho péticlenného. Glykoalkaloidy se téz
nazyvaji steroidni alkaminy. Vyskytuji se v dvoudéloznych rostlinach celedi lilkovitych,
liliovitych a klejichovitych [1].

Podle struktury aglykonu se steroidni glykoalkaloidy déli do péti skupin, a to na solanida-

ny, spirosolany, 22, 26-epiminocholestany, a-epiminocyklohemiketaly a 3-

aminospirostany [1].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Potravinafsky vyznamné jsou pouze rostliny celedi lilkovitych, rodu Solanum. Do tohoto
rodu se fadi brambory, baklazany a rajcata. Alkaloidy v téchto potravinach jsou pfi techno-
logickém a kulinarnim zpracovani relativné stabilni. Nejznaméjsi je solanin, ktery se vy-
skytuje v bramborach, a tomatin v rajcatech [1, 7].

21, 2
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Obr. 9. Strukturni vzorec cholestanu

1.8 Purinové alkaloidy

Purinové alkaloidy jsou nejrozsifenéj$imi alkaloidy v potravinach. Jsou odvozené od puri-
nu (obr. 10), respektive od produktu jeho oxidace xantinu (obr. 11). Jedna se o methylderi-
vaty xantinu. Nejroz§ifenéjSim purinovym alkaloidem je kofein (1, 3, 5 — trimethylxan-
thin), je doprovazen dimethylxanthiny theobrominem, theofylinem a paraxanthinem. Také
spole¢né s kofeinem se vyskytuje monomethylxanthin heteroxanthin a methylmocové ky-
seliny. Purinové alkaloidy se akumuluji Vv rostlinach z diivodu ochrany pied poSkozenim

mladych listd, kvéta a plodu Skudci [1].
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Obr. 10. Chemicky vzorec purinu
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Obr. 11. Strukturni vzorec xanthinu

Methylxanthiny jsou stabilni slouceniny, béhem technologického zpracovani nedochazi
ke ztratam obsahu alkaloidti, vyjimkou jsou reakce pii fermentaci. Pii fermentacich se ob-

sah alkaloidG méni [8].

Vyuzivaji se jako analgetika, kterd jsou schopna stimulovat urcité ¢asti nervové soustavy,
musi v8ak byt uzita v malych davkach. Pii konzumaci vyssich davek dochazi k neuroendo-

krinnim u¢inkim. Velmi vysoké davky mohou pisobit teratogenné [1, 9].
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2 KOFEIN

Z hlediska zakladniho ¢lenéni se kofein fadi do skupiny pseudoalkaloidti. Ve své molekule
obsahuje cyklus purinu, takZe se jedna o purinovy alkaloid. Kofein je 1, 3, 7 - trimethyl-
xanthin (obr. 12) [1].

CH3
|

N O
N\
/N CH;
CHj o
Obr. 12. Strukturni vzorec kofeinu

Kofein je v Cistém stavu bile barvy, krystalického, nebo praskovitého charakteru. Kofein
nezapacha, ale chutna hotce. Hotkou chuti je kofein charakteristicky. Zakladni fyzikalné¢ —

chemické vlastnosti kofeinu jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1) [10].

Tab. 1. Fyzikdlné — chemické viastnosti kofeinu [10]

kofein (1, 3, 7 - trimethylxanthin)

sumarni vzorec CgH10N4O2
molarni hmotnost 194,19 g.mol™*
bod tani 234 - 236,5 °C
hustota (20 °C) 1,2 g.cm®
skupenstvi (20 °C) pevné

rozpustnost ve vodé (25 °C) 0,217 g.I"

Do lidského organismu se kofein dostava prevazné ordln€ (usty). Z traviciho traktu je
vsttebavan pomérné rychle, do krevniho fe¢isté se dostava béhem 30 - 45 minut. V jatrech
je kofein metabolizovan, pomoci jaternich mikrozomalnich enzymovych systéma dimethy-
Ixantindz, asi na 25 rGznych latek. V mo¢i se vylouci pouze 20 % kofeinu v nezménéné
podobé&. Primérny polocas kofeinu v organizmu je 4 hodiny, doba se v§ak mize prodlouzit

az na 24 hodin [11].
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Kofein je nejvyuzivanéjSim stimulantem na svété. Jako kazdy jiny stimulant ma své za-
douci a nezadouci ucinky. Stimuluje centralni nervovy systém, ¢imz snizuje Ginavu, zbyst-
fuje mysleni a zlepsuje koncentraci. Dal$im pozitivnim ucinkem je Ze, zrychluje tep, rozsi-
fuje tepny a stimuluje ob&hovy systém. Kofein zrychluje metabolismus a odbouravani tu-
ki, coz je také pozitivum. K negativnim G¢inkiim kofeinu patii zvyseni rizika vzniku oste-
opordzy, protoze zvysuje vylucovani vapniku. Také miize mirné zvySovat krevni tlak a
zrychlovat srde¢ni ¢innost. U citlivych jedincti miize ptisobit bolest zaludku z diivodu pie-

kyseleni [1, 9].

2.1 Zdroje kofeinu

Kofein se vyskytuje v semenech, listech a ovoci vice jak 60 druht rostlin. NejbéznéjSimi
zdroji kofeinu je kdvovnik, kolovnik, ¢ajovnik, kakaovnik a guarana. Nejznamég;jSimi pro-

dukty, které obsahuji kofein je kava, ¢aj, kola, maté, kakao a guarana [1, 12].

2.1.1 Kavovnik a kava

Rostlina rostouci v celém tropickém a subtropickém pasmu. Radi se mezi ovocné dieviny,
patii do rodu Coffea a do ¢eledi mofenovitych. Péstuje se ve vice jak 70 ruznych zemich
svéta (Brazilie, Kolumbie, Vietnam, Indonésie, Etiopie, Indie a dalsi). Volné rostouci ka-
vovniky mohou dortstat az do vysky 15 m, na plantazich takovéto vysky nedosahuji

z dtivodu obtizné sklizné [13].

Kavovnik ma velké (asi 15 cm), zelené a lesklé listy (obr. 13). Kvete nékolikrat do roka,
mize mit zdroven plody, jimiZ jsou kdvove tfesné, a také kvést. Plody kdvovniku zraji 9 —
14 mésici. Doba nez za¢ne nova rostlina kavovniku plodit, trva 3 — 4 roky od zasazeni

rostliny [13, 14].
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Obr. 13. Kavovnik [15]

Nezralé plody kdvovniku jsou zelenkavé barvy, kterd se dozravanim méni v ¢ervenou nebo
fialovou. Zrnka jsou schovana v peckovicich, jsou velké asi 1,5 cm. Na povrchu zrna (Obr.
14) je slupka (exokarp) a pod ni duzina (mesokarp). V duziné jsou dvé zelena kavova zrn-

ka, na sobé maji pergamen (endokarp), také jsou obaleny stiibfitou blankou (integument)
[16].

EXOCARP (vonkajsiavrstva)
* DUZINA

SEMIENKO

OBAL (stricborns blana)

* PERGAMEN (tenka koZovitd vrstva)

* STOPKA

Obr. 14. Struktura plodu kavovniku [17]

K vyrob¢ kavy se nejcastéji vyuziva kavovnik Coffea arabica a Coffea robusta.

Coffea arabica je kavovnik, ktery roste ve vyssich nadmoiskych vyskach (600 — 2000 m.
n. m.). Tento kavovnik je naro¢ny na péstovani, idealni teplotou pro péstovani je 15 — 24
°C. Kéava vyrobena z tohoto kavovniku obsahuje mensi mnozstvi kofeinu, ale vyznacuje se

kyselosti, ktera zavisi na zptisobu zpracovani a na typech odrud [16, 18].
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Kavovnik Coffea robusta roste v niz§ich nadmotskych vyskach (200 — 600 m. n. m.). Pro
svij rast vyzaduje teploty vyssi a to 24 — 29 °C, ale jinak je na péstovani mén¢ narocny nez
Arabika (odolny vici chorobam). Kava ptipravena z tohoto kavovniku obsahuje vyssi

mnozstvi kofeinu nez Arabika. Robusta je kava, kterd ma vyrazné hotkou chut’ [16].

2.1.1.1 Kava a kavové ndapoje

Kava patii mezi nejrozsitenéj$i napoje po celém svété. Kava je napoj pripraveny z plodi

kavovniku. Na ¢eském trhu jsou nejrozsitenéjsi kavy mleté a instantni [19].

2.1.1.1.1 Ziskavani kavy

Po uzrani plodti kavovniku jsou plody sklizeny. Sklizeni plodi trva 6 — 8 tydmi. Existuje
nékolik moZnosti, kterymi Ize kavové plody z kavovniku posbirat (rucni sbér, Cesani, stro-
jovy sbér). Rucni sbér je velmi narocny, timto zplisobem se sbiraji plody k vyrobé drahé
a kvalitni kavy. Dal$im zptusobem je ¢esani, tento zpusob je také rucni, ale uz nejsou vybi-
rany jen zralé plody. Ocesavaji se celé vétve (plody zralé i nezral¢) do kost. Poslednim

zpusobem sklizn€ je strojovy sbér, z ket jsou otrhany kromé plodu i listy [16].

Nasbirané kavové plody jsou dale zpracovavany, zpracovani ma vliv na chut’ kavy. Zpra-
covani probiha tfemi metodami. Metody stanoveni jsou suché, mokré a polo-promyvané.

Metody se lisi zpisobem zpracovani a naro¢nosti [16].

Pted dal$i operaci s kdvou jsou zrna loupana a lesténa, dojde k odstranéni pergamenové
slupky [16].

Ziskana zelena kavova zrna jsou prazena. Kazda kéava je prazena pfi jiné teploté a rtiznou
dobu. Existuje nékolik stupnii prazeni (svétlé — tmavé). Po upraZzeni dojde k rychlému

zchlazeni [16, 18].

Dalsim zpracovanim je michani smési kavy, mleti a baleni [16].

2.1.1.1.2 Instantni kava

Z mletych praZenych kavovych zrn je udélan silny kadvovy extrakt, ktery je prudce zchla-
zen (100 °C = 4°C). Toto zchlazeni ma vliv na kvalitu budouci kavy. Po zchlazeni je ka-

vovy extrakt susen sprejovanim, nebo mrazenim [19].
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2.1.1.1.3 Instantni kavové napoje

Instantni kdvové napoje jsou smési instantni kavy a dalSich ptisad. Ptisadami k ochuceni
kavy je mléko, smetana a cukr. Jako dalsi prisady se pouzivaji stabilizatory, emulgatory,
ztuzeny rostlinny tuk, regulatory kyselosti, jedla sil, aromata, protispékava latka a dalsi

[20].

2.1.2 Cajovnik a &aj

Cajovnik je husté olistény kef rostouci v tropickém nebo subtropickém podnebi. Cajovnik
patii do rodu Camellia a celedi ¢ajovnikovité. Jedna se o subtropické a tropické stromy a
kete, které jsou stalezelené. K vyrobé Caje se na plantazich Cajovniky udrzuji ve formé
kett, z divodu snadnéjsiho sbéru listkli a vysSich vynost. Listy ¢ajovniku jsou svétle az
tmave zelené, tuhé a maji pilovity okraj. Kvéty ¢ajovniku maji bilou az riZzovou barvu, pro

vyrobu ¢aje jsou bezvyznamné. Plodem jsou malé tobolky hnédé barvy [18].

Caj je napoj ptipraveny louhovanim lista ¢ajovniku, které prosly ur¢itym stupném techno-
logického opracovani. Caj je povazovan ihned po pitné vodé za nejrozsiren€j$i napoj na
svété. Je znamo nékolik druhti ¢aje, nejznaméjSimi jsou Caje Cerné, zelené, bilé a polofer-

mentované [21].

2.1.3 Kakaovnik a kakao

Kakaovnik pravy (Theobroma cacao) je vzdy zeleny strom, jeho listy dortstaji v priabéhu
celého roku. Piimo na kmeni a tlustSich vétvich vyristaji kvéty, a poté plody. Strom plodi
cely rok, plody dozravaji asi 5 mésicu. Plody jsou pokryté silou slupkou, a v priibéhu zrani
méni barvu od Zluté az po Cervenou. Uvnitf plodu je dien, v niZ jsou bild, ovalnd semena.

Té&chto semen je v kazdém plodu 20 — 60 [22].

Kakao je prasek ziskany z kakaovych bobil. Tento prasek ma extrémné hoikou chut’. Pii
ziskavani kakaového prasku se ziskava také kakaové maslo, které se pouziva k vyrobé la-
hodné ¢okolady. Kakao se pouziva k ptipraveé kakaového napoje, jako ptisady do moucni-

ki nebo instantni kakaové napoje (obsahuji velké mnozstvi cukru) [22].
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2.1.4 Kolovnik

Kolovnik zaspicatély (Cola acuminata) je tropicky strom, ktery je stalezeleny. Plodem,
ktery se konzumuje, jsou kolové ofechy. Plody kolovniku obsahuji vice kofeinu nez listy
cajovniku a plody kavovniku, v plodech kolovniku jsou obsazeny az 3 % kofeinu. Plody
koly ptisobi jako stimulanty, vyuzivaji se na vyrobu nealkoholickych napoju, diky tonizuji-

cim u¢inktm [23].

2.1.5 Guarana

Popinava dfevnatd liana z ¢eledi mydelnikovité dortista az 12 metrii. Ma ryhovanou lodyhu
a velké listy. Kvete drobnymi bilymi, nebo zlutymi kvéty, které tvoti hrozny. Plody guara-
ny jsou ¢ervené tobolky, obsahujici jedno velké ¢erné semeno. Jakmile plod dozrava, Cer-
vena slupka plodu praska a je viditelné ¢erné semeno uvnitt plodu. Plody dozravaji v fijnu

a v listopadu [24].

Guarana je znama pro své povzbuzujici u€inky, vyrabi se z ni tabletky. Plisobi kladn¢ na

nervovy i télesny stav, stimuluje mozkové funkce a podporuje mozkovou ¢innost [24].

2.2 Analytické metody stanoveni kofeinu

Ke stanoveni kofeinu se vyuzivaji metody pievazné spektrofotometrické a separaéni. Nej-

vyuzivanéj$imi separa¢nimi metodami je kapalinova a plynova chromatografie [25].

2.2.1 Kapalinova chromatografie

Tato metoda je jednou z chromatografickych separa¢nich metod. Kapalinova chromatogra-
fie vyuziva déleni latek mezi dvéma fdzemi. K déleni latek je pouzivana chromatograficka
kolona. Kolona je sklenéna, ocelova nebo plastova trubice o rtznych délkach, v niz jsou
drobné ¢astice vhodného materidlu (sorbentu). Stacionarni faze (nepohyblivd) je urcitd cast
sorbentu, pfistupna pro molekuly vzorku. Kolonou protéka kapalina, mobilni faze (pohyb-

liva), tato kapalina protéka mezi ¢asticemi sorbentu [25, 26].

Zakladem separace je rozdilnd afinita slozek vzorku k mobilni a stacionarni fazi. Postupo-

vanim vzorku kolonou dochézi k vytvareni rovnovaznych stavli na zaklad¢é rlznych in-
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terakci mezi vzorkem a mobilni fazi, vzorkem a stacionarni fazi a také mezi fazemi navza-

jem [26].

Mobilni faze funguje jako pfenase¢ vzorku. Chemicka interakce mobilni faze a vzorku
s kolonou urcuje miru migrace a separace jednotlivych slozek obsazenych ve vzorku. Na
zaklad pritokti mobilni fize mizeme rozliSovat izokratickou a gradientovou eluci. Mobilni
pocatku kolony, ale kazd4 slozka migruje jinou rychlosti, maji jinou elu¢ni rychlost.
V gradientové eluci jsou slozky vzorku vymyvany postupnym zvySovanim sily organic-

na pridavanim vétsiho mnozstvi rozpoustédla [27].

SloZeni vzorku je stanovovano pomoci detektoru. Detektor by mél byt selektivni pro analyt
a malo citlivy pro mobilni fazi. Detektory nejvyuZivangjsi pti kapalinové chromatografii
jsou fotometricke, fluorescencni, refraktometrické a hmotnostni spektometry. Vyslednym

zaznamem kapalinové chromatografie je chromatogram [26].

Pro stanoveni kofeinu metodou HPLC/UV musi byt vzorek vhodné upraven. Jedna-li se o
vzorek pevny, tak se extrahuje s vodou. V piipadé€, Ze jde o vzorek kapalny, dojde pouze k
odplynéni vzorku v ultrazvukové 1azni. Vzorky musi byt nasledné zfiltrovany pomoci mik-
rofiltru. Ke stanoveni se pouziva vhodna analyticka kolona a mobilni faze. K detekci se
bézné vyuziva fotometricky detektor (UV detektor). Identifikace obsahu kofeinu se na-

sledn¢ provadi stanovenim plochy piku kofeinu [27].

2.2.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie slouzi pouze ke kvantitativnimu stanoveni kofeinu. Detekce
vysledkd u této metody je moznd pouhym okem na zdklad€ barviva, nebo identifikace

skvrn pomoci fyzikalnimi ¢i chemickymi metodami [28].

Kofein Ize kvantitativné stanovit pomoci denzitometru. Denzitometr pfevede skvrny analy-

tl na chromatogram. Plocha piku na chromatogramu je imérna obsahu piislusné slozky
[28].
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2.2.3 Plynova chromatografie

Patfi mezi nejrozsitenéjSi chromatografické metody, pouziva se predevSim pro analyzu
tékavych latek a plynt. Velkou vyhodou této metody je rychlé a jednoduché provedeni
analyzy, a také velmi u¢innd separace v malém mnozstvi vzorku. V plynové chromatogra-
fii se jako mobilni faze pouziva nosny plyn, typ plynu se voli na zaklad¢ detek¢éniho sys-
tému. Vzorek je davkovan do proudu plynu, a timto plynem je vzorek unasen na kolonu
[28].

Vzorek kofeinu pro GC se musi ke stanoveni smichat s ethylacetatem a bezvodym sulfi-
dem vapenatym. Pfipraveny vzorek se nasledné stanovuje plynovou chromatografii, nos-

nym plynem je helium. K detekci se pouziva hmotnostni spektrometr [27].

2.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Pfi stanoveni je vzorek pfevadén na ionizovanou plynovou formu a vzniklé ionty jsou se-
parovany podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje. Analyza vzorku probiha
V hmotnostnim spektrometru. Pied vlastnim stanovenim musi byt vzorek odpafen a poté
ionizovan. V ionizovaném vzorku dojde k akceleraci iontt do hmotnostniho analyzatoru.

Pomoci hmotnostniho filtru jsou ionty separovany a poté detekovany [29].

Ke stanoveni kofeinu se pouziva v kombinaci s kapalinovou chromatografii, hmotnostni
spektrometr funguje jako detektor. Kofein je ve vzorku identifikovan srovnanim retenénich

Cast a zjiSténim relativni molekulové hmotnosti pomoci hmotnostniho spektrometru.

[27].

2.2.5 Spektrofotometrie

Spektrofotometrické stanoveni spo¢iva v interakci mezi stanovovanym analytem a mo-
nochromatickym zafenim. Urcita ¢ast monochromatického zareni je absorbovana stanovo-
vanym vzorkem a zbyvajici ¢ast zafeni je detekovana detektorem. Mnozstvi zafeni, které je
absorbovano analyzovanym vzorkem je pfimo umérné mnoZstvi stanovované latky. Stano-
vovanou veli¢inou je absorbance, coz je mnoZstvi zafeni pohlcené analyzovanou latkou

[30].
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Principem stanoveni kofeinu je extrakce kofeinu ve vodném roztoku a poté méfeni absor-
bance pii vinové délce 273 nm. Obsah kofeinu ve vzorku je spektrofotometrickou metodou
stanovovan oproti vodé jako slepému vzorku. Koncentrace kofeinu se stanovi na zaklad¢

kalibra¢ni kiivky, ktera se sestavi méfenim standarda [30].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CIL BAKALARSKE PRACE
Cilem bakalafské prace bylo stanoveni obsahu kofeinu ve vybranych druzich kavy a in-

stantnich kavovych napoji pomoci chromatografické metody HPLC/UV.

1. Formou literarni reSerSe popsat alkaloidy, kofein, charakterizovat jeho vlastnosti,
vyskyt a pisobeni na lidsky organismus. Také popsat metody, které se vyuzivaji

pro stanoveni kofeinu.

2. V praktické Casti stanovit obsah kofeinu ve vzorcich kdvy a instantnich kavovych

napojich pomoci metody HPLC s UV detekci.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

32

4 MATERIAL A PRISTROJE

4.1 Vzorky kav a instantnich kavovych napoji

V bakalaiské praci byl obsah kofeinu stanovovan ve 4 vzorcich mleté kavy, 4 vzorcich

instantni kavy a v 11 vzorcich instantnich kavovych napoji. Vzorky byly zakoupeny v

obchodni siti.

Tab. 2. Vzorky instantnich kavovych ndpojii

Clever 3inl

Jacobs 2inl

Jacobs 3inl

Jacobs Cafe Latte

Jacobs Ice Coffee

Mokate 2in1

Mokate 3inl

Nescafé 2inl

Nescafé 3inl Brown
sugar

Nescafé 3inl Classic

Nescafé 3in1 Mild

Charakteristika

instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kavovy
napoj
instantni kdvovy
napoj
instantni kdvovy
napoj

Vyrobce

MOKATE
Czech s.r.o.

Kraft Foods CR
S.I.0.

Kraft Foods CR
S.I.0.

Kraft Foods CR
S.I.0.

Kraft Foods CR
S.I.0.

MOKATE
Czech s.r.o.

MOKATE
Czech s.r.o.

Nestlé Cesko
S.I.0.

Nestlé Cesko
S.I.0.

Nestlé Cesko
S.I.0.

Nestlé Cesko
S.I.0.

Datum
spotieby

18. 3. 2015
12. 8. 2014
14. 3. 2014
23. 6. 2014
21. 2. 2014
8. 10. 2014
27.12. 2014
12. 9. 2014
29. 9. 2014
3. 10. 2014

14.12. 2014
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Tab. 3. Vzorky mleté kavy a instantni kavy

Douwe egberts paloma
Jacobs aroma standard
Jacobs kronung espresso
Jihlavanka standard original
Lavaza Carte Noire

Nescafé bez kofeinu

Nescafé classic

Tchibo exclusive mild

4.2 Pouzité chemikalie

- Methanol pro HPLC (Sigma — Aldrich, Francie)
- Acetatovy pufr (pH =5,5)

Charakteristika

mleta kava, kava
Robusta

mleta kava, kava
Robusta

instantni kava

mleta kava, kava
Robusta

mleta kava, kava
Arabika

instantni kava

instantni kava

instantni kava

- Standard kofeinu (Sigma — Aldrich, Chine)

- Demineralizovana voda

4.3 Pouzité pomucky a pristroje

- Laboratorni sklo a pomucky
- Analytické vahy (AFA 210 LC, CR)
- Mikrofiltry 0,45 um (LUT Syringe Filters Nylon, UK)

- Filtra¢ni papiry (FILTRAK No0.390, @ 15 cm)

Vyrobce

Sara Lee Czech
Republic, a.s.

Kraft Foods CR,
S.r.o.

Kraft Foods CR,
S.r.0.

Tchibo Praha,
spol. s.r.o.

Coffeebreak,
S.r.o

Nestlé Cesko,
S.r.o.

Nestlé Cesko,
S.r.o.

Tchibo Praha,
spol. s.r.o.

Aparatura pro HPLC/UV/VIS (DIONEX — Ultimate 3000, USA)

- Binarni pumpy SD pump

Datum
spotieby

25.7.2014
19. 6. 2014
13.11. 2014
12. 8. 2014
13. 5. 2014
18. 12. 2013
2.4.2014

9.7.2014
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- Termostat kolon TCC-3000 SD

- Davkovaci ventil Autosampler WPS-3000 SL

- Kolona Watrex Nucleosil (250 mm x 4,6 mm; 5 um)

- Detektor DAD-3000 (RS)

- PC s vyhodnocovacim programem HyStar Post Processing (USA)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

5 METODIKA STANOVENI KOFEINU METODOU HPLC/UV

Postupu ptipravy vzorkl a stanoveni vhodnych podminek pro méteni obsahu kofeinu me-
todou HPLC/UV. Stanoveni podminek je nutné pro piesné stanoveni obsahu kofeinu ve

vzorcich kav a instantnich kavovych napoji.

5.1 Extrakce kofeinu

Ke stanoveni byl navdzen 1 g vzorku kav na Ctyfi desetinnd mista. Navdzené mnozstvi
bylo extrahovano se 100 ml demineralizované vody o teploté 80 °C. Vzorky mletych kav
byly nésledné filtrovany a podle potieby fedény mobilni fazi. Nejvhodnéjsi smési pro mo-
bilni fazi je smés metanolu a acetatového pufru. Nafedény vzorek byl filtrovan pies mikro-

filtr do vialek.

Ke stanoveni obsahu kofeinu byl navadZen 1 g vzorku instantnich kdvovych napoji na Etyti
desetinna mista. Navazené mnozstvi vzorku bylo extrahovano se 100 ml demineralizované
vody o teploté 80 °C a poté 5 minut louhovéano. Vzorky byly podle potieby fedény mobilni
fazi (methanol : acetatovy pufr). Nafedény vzorek byl filtrovan pies mikrofiltr do vialek.
Vzhledem k doporucené piipravé napoje Jacobs Ice Coffee vyrobcem, byla u vzorku pou-
zita jako extrak¢ni ¢inidlo také demineralizovana voda o teploté 10 °C. Ptipraveny kavovy

extrakt byl louhovan po dobu 5 minut, a poté byl zchlazen a podle potieby ziedén.

5.2 Stanoveni obsahu kofeinu pomoci metody HPLC/UV

Pro stanoveni byla vybrana jako nejvhodnéj$i mobilni fize smes methanolu a acetatového
pufru (pomér 3 : 7, v/v). Separace vzorku probihala na kolon¢ Watrex Nucleosil (250 mm
X 4,6 mm; 5 um). Do piistroje HPLC bylo davkovano mnozstvi vzorku 20 pl. Byla prove-
dena izokratickd eluce, eluce probihala pfi teploté¢ kolony 28 °C a priitoku mobilni faze
1 ml.min™. Pomoci UV detektoru byla pii vinové délce 273 nm provadéna detekce kofei-

nu.
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Analyza jednoho vzorku trvala 20 minut, pik kofeinu byl zobrazen v 10 — 12 minut¢ analy-
zy. Vysledky analyzy byly vyhodnoceny pomoci pocitacového chromatografického soft-
waru (HyStar Post Processing).

Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

6 VYSLEDKY A DISKUZE

Vzorky byly ptipraveny podle postupu uvedené¢ho v kapitole 5.1, obsah kofeinu v téchto
vzorcich byl analyzovan metodou HPLC/UV podle postupu, ktery je popsan v kapitole 5.2.

6.1 Kalibraéni kiivka stanoveni standardu kofeinu metodou HPLC/UV

Kalibra¢ni ktivka je zavislost plochy piku na koncentraci standardu kofeinu. K sestrojeni
kalibra¢ni kiivky byl pouzit standard kofeinu. Ze standardu kofeinu byla ptipravena kalib-
racni fada, ktera obsahovala 5 koncentraci (20; 10; 7,5; 5; 1 ug.ml'l). Meéieni koncentraci
standardli bylo provadéno podle postupu, uvedeného v kapitole 5.2. Vysledné hodnoty pro
vytvofeni kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4). Ze ziskanych hodnot byl vy-
tvofen graf kalibra¢ni kiivky (Obr. 19).

Tab. 4. Stanovené plochy pikii standardii kofeinu

koncentrace kofeinu prumérna plocha

[ng.ml-1] piku [mAU.s| 3
20 234115 0,02
10 11720,2 0,04
7,5 8335 0,07
5 5656,4 0,03
1 1106,8 0,05

Z kalibra¢ni kiivky byla stanovena rovnice regrese.
Rovnice regrese kalibra¢ni kiivky byla:

y =1173,5x — 135,93
y — plocha piku [mAU.s]
x — koncentrace kofeinu ve vzorku [pg.ml™]

Korela¢ni koeficient: R = 0,9996
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Obr. 15. Kalibracni primka kofeinu

V prtiloze jsou uvedeny chromatogramy vybranych koncentraci kofeinu, pouzitych pro

stanoveni kalibra¢ni kiivky (PI).

6.2 Stanoveni kofeinu v jednotlivych vzorcich kavy a instantnich kavo-
vych napoji

Obsah kofeinu byl stanoven ve 20 vzorcich kav a kavovych napoji. Ke stanoveni byly

pouzity vzorky mletych kav, instancich kav a instantnich kavovych napoji bézné dostup-

nych v obchodi siti. Stanoveni bylo provadéno podle postupti uvedenych v kapitole 5.1 a
5.2.

Kazdy vzorek byl prométen tiikrat, z primérnych ploch pikil byla vypocitana koncentrace
kofeinu ve vzorku. Jednotlivé koncentrace kofeinu byly vypocitany dosazenim primérnych

ploch pikti do rovnice regrese (uvedena v kapitole 6.1).

Koncentrace kofeinu byly piepogitany na mnozstvi kofeinu v 1 g vzorku (mg.g™) a také na
obsah kofeinu, ktery je obsaZzen v mnozstvi kavy, potfebném k piipravé jednoho Salku ka-

vy nebo kavového napoje. Mleté kavy je zapotiebi 6 g K ptiprave jednoho salku (100 ml) a
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instantni kavy 2 g. Mnozstvi instantniho kavového napoje potiebného na piipravu jednoho

salku (150 ml) je v rozmezi 10 — 18 g.

Vybrané chromatogramy stanoveni kofeinu jsou uvedeny v pftiloze (PII).

6.2.1 Stanoveni kofeinu v kavé

Stanovené mnozstvi kofeinu v mleté a instantni kaveé je uvedeno v tabulkach (tab. 5, tab. 6)

a zaroven v grafu (obr. 20).

Analyzovany obsah kofeinu byl porovnan s hodnotami bézné uvadénymi v literatute. Podle
literatury [1, 10] byl obsah kofeinu v salku mleté kavy (100 ml) v rozmezi 63 — 127 mg.
Nami stanoveny obsah kofeinu ve vzorcich mletych kav byl v rozmezi 9, 85 — 18,79 mg/g.
Mnozstvi kofeinu stanoveno v jednom $alku mleté kavy (100 ml) bylo 59,07 — 112,75 mg.
obsah kofeinu nez kavy Robusta. Obsah kofeinu v této kave byl o 35,7 % nizsi nez v kave
Robusta. Nejvice kofeinu bylo stanoveno ve vzorku A, mnozstvi kofeinu zde bylo 18,79

mg/g coz je 112,75 mg kofeinu v jednom Salku (100 ml).

V salku instantni kavy by mél byt obsah kofeinu podle literatury [1, 19] v rozmezi 29 — 91
mg. Stanoveny obsah kofeinu v 1 g vzorku instantni kavy byl v rozmezi 28,68 — 35,27 g.
V jednom 8alku instantni kavy bylo stanoveno 57,36 — 70,53 mg kofeinu. Nejvyssi obsah
kofeinu byl stanoven ve vzorku G (35,27 mg/g). Také byla jako vzorek pouzita instantni
kédva bez kofeinu, mnozstvi kofeinu v1 g vzorku bylo 1,83 mg. Salek ptipraveny
z instantni kavy bez kofeinu obsahoval 3,66 mg kofeinu. V literatufe [1] je uvadén obsah

kofeinu v kavé bez kofeinu v rozmezi 1 — 9 mg v $alku (100 ml).
Obsah kofeinu v mleté a instantni kavé je odlisny, protoze obsah kofeinu je zavisly na celé
fad¢ faktord, jako je typ kavovniku, zpisob péstovani, zptisob piipravy kavy, dobé louho-

vani atd.
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Tab. 5. Stanovené hodnoty kofeinu u mletych a instantnich kav
T plocha | obsah obsah
Vzorek ké{]p piku kofeinu s | kofeinu
_ | Y [mAUs] | [pg/mi] [mg/g]
;:Egﬁva”ka standard ori- A 868462 | 752 | 002 | 18,79
Douwe egberts paloma B mleta | 8033,07 6,96 0,08 17,4
Jacobs aroma stadard C 7055,86 6,13 0,04 | 15,32
Lavaza Carte Noire D 4485,4 3,94 0,04 9,85
Jacobs kronung espresso E 13325,6 11,47 | 0,06 & 28,68
Tchibo exclusive mild F instantni 13346,9 1149 0,02 | 28,72
ni
Nescafé classic G 16418,5 14,11 | 0,03 | 35,27
Nescafé bez kofeinu H 722,26 0,73 0,07 1,83
Tab. 6. Obsah kofeinu v mleté a instantni kave (100 ml ndpoje)
obsah kofeinu s
[mg/100 ml]
Jihlavanka standard original (M, vz. A) 112,75 0,02
Douwe egberts paloma (M, vz. B) 104,42 0,08
Jacobs aroma stadard (M, vz. C) 91,93 0,04
Nescafé classic (I, vz. G) 70,53 0,03
Lavaza Carte Noire (M, vz. D) 59,07 0,04
Tchibo exclusive mild (I, vz. F) 57,45 0,02
Jacobs kronung espresso (I, vz. E) 57,36 0,06
Nescafé bez kofeinu (I, vz. H) 3,66 0,07
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Obr. 16. Sestupné poradi obsahu kofeinu ve 100 ml ndpoje z kavy

6.2.2 Stanoveni kofeinu v instantnich kavovych napojich

Ke stanoveni obsahu kofeinu v instantnich kédvovych napojich bylo pouzito 12 vzorkd.
Analyzované vzorky a stanovené hodnoty jsou uvedeny v tabulce (tab. 7, tab. 8) a v grafu
(obr. 21).

Vyrobei byl stanoven obsah kofeinu v téchto vzorcich v rozmezi 15 — 82 mg v pfiprave-
ném $alku (150 ml). Mnozstvi kofeinu v instantnich kavovych napojich bylo stanoveno
v rozmezi 2,12 — 6,20 mg/g. Nejvyssi obsah kofeinu byl stanoven ve vzorku 4. Naopak
sah kofeinu v jednom $alku (150 ml). Obsah kofeinu v Salku instantniho kavového napoje
byl v rozmezi 33,98 — 94,27 mg. U vzorkt napoju 2 a 5 jde o stejny vzorek, se lisi typem
extrakce - teplotou extrakéniho ¢inidla. Ve vzorku 2, extrahovaném demineralizovanou
vodou s vyssi teplotou, byl obsah kofeinu vyssi nez ve vzorku, ktery byl extrahovan za

studena. Obsah kofeinu v té&chto vzorcich se 1isil 0 18,7 %.
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Obsah kofeinu v instantnich kavovych napojich ovliviiuje mnoho podminek (typ instantni

kavy, zplsob piipravy napoje, doba louhovani a dalsi).

Tab. 7. Obsah kofeinu v instantnich kavovych napojich

popis | plocha piku | obsah kofeinu

vzorku
Nescafé 3inl Classic 1
Jacobs Ice Coffee 2
Nescafé 3inl Mild 3
Jacobs 3inl 4
Jacobs Ice Coffee (S) S)
Mokate 3inl 6
Jacobs Cafe Latte Y
Nescafé 3inl Brown sugar 8
Jacobs 2inl 9
Nescafé 2inl 10
Clever 3inl 11
Mokate 2in1 12

[MAU.s]

7356,74
8433,82
5119,78
14692,3
6881,19
7260,48
12941,6
8038,51
9457,75
12185
8355,65
12055,5

[ng/ml]

6,15
7,07
4,25
12,4
5,75
6,07
10,91
6,73
7,94
10,27
7,00
10,16

0,08
0,03
0,07
0,07
0,05
0,02
0,09
0,03
0,04
0,04
0,06
0,02

obsah kofeinu

[mg/g]

3,08
3,54
2,12
6,2
2,87
3,04
5,46
3,37
3,97
5,13
3,5
5,08

Tab. 8. Obsah kofeinu v instantnich kdavovych napojich (150 ml ndpoje)

Jacobs 3inl (vz. 4)
Jacobs Cafe Latte (vz. 7)
Mokate 2inl (vz. 12)
Jacobs Ice Coffee (vz. 2)
Jacobs 2inl (vz. 9)
Clever 3inl (vz. 11)

Nescafé 3in1 Brown sugar (vz. 8)

Nescafé 3in1 Classic (vz. 1)
Mokate 3inl (vz. 6)

Jacobs Ice Coffee, S (vz. 5)
Nescafé 2inl (vz. 10)
Nescafé 3in1 Mild (vz. 3)

obsah kofeinu
[mg/150 ml]

94,27
76,39
71,1
63,64
63,55
63,04
57,24
55,38
54,64
51,73
51,34
33,98

0,07
0,09
0,02
0,03
0,04
0,06
0,03
0,08
0,02
0,05
0,04
0,07
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Obr. 17. Mnozstvi kofeinu V instantnich kdavovych napojich serazeno sestupné
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ZAVER

Kofein se vyskytuje ve vice jak 60 druzich rostlin. Nejbéznéj$imi rostlinami je kavovnik,
¢ajovnik, kolovnik a kakaovnik. Jde o alkaloid vyuzivany jako stimulant. Ma pozitivni i
negativni G¢inky na lidsky organismus. Hlavnim pozitivem kofeinu je, ze dokaze stimulo-

vat centralni nervovou soustavu. V lidském téle se kofein metabolizuje Vv jatrech.

V experimentalni ¢asti bakalatské prace byl stanoven obsah kofeinu v kavé a instantnich
kavovych napojich. Kava je po ¢aji nejrozsifenéjsim napojem po celém svéte, pripravuje se
Z plodl kavovniku. Obsah kofeinu v kavé je zavisly na mnoha faktorech (druh kavy, zemi
ptvodu, zptisobu péstovani, klimatickych podminkach, zpracovani, ptipravé ndpoje, dobé

louhovéani).

Stanoveni kofeinu bylo provadéno metodou HPLC/UV. Je to chromatografickd separac¢ni
metoda. Podminky stanoveni byly: mobilni faze - metanol a acetatovy pufr, prutok mobilni
faze 1 mL.min™, teplota 28 °C. Stanoveni probihalo na kolon& Watrex Nucleosil (250 mm x
4,6 mm; 5 um). Kofein byl detekovan 10 — 12 minuté analyzy pomoci UV detektoru (de-
tektor DAD-3000 (RS)) pii vinové délce 273 nm.

Touto metodou byl stanoven obsah kofeinu ve 20 vzorcich kav a instantnich kdvovych
napoji. Mnozstvi kofeinu bylo stanoveno v 1 g vzorku a také v mnozstvi vzorku, které je
potiebné k piipravé jednoho Salku.

Nejvyssi obsah kofeinu ve vzorku mleté a instantni kavy byl ve vzorku instantni kavy Nes-
café Clasic. Obsah kofeinu v tomto vzorku byl 35,27 mg/g. Nejméné kofeinu, kromé in-
stantni kavy bez kofeinu, bylo stanoveno ve vzorku mleté kavy typu Arabika, obsahovala
9,85 mg kofeinu v 1 g vzorku. V instantni kavé bez kofeinu bylo obsazeno 1,83 mg/g ko-
feinu. Po pfepoctu na obsah kofeinu v $alku bylo mnozstvi kofeinu vyssi u kdv mletych,
protoze pro jejich ptipravu se pouziva vétsi mnozstvi kavy.

V instantnich kavovych napojich byl obsah kofeinu stanoven v rozmezi 4,25 — 12,40 mg/g.
Nejvyssi obsah kofeinu v $alku instantniho napoje byl 94,27 mg, ve vzorku Jacobs 3inl.
Nejmens$i mnozstvi kofeinu bylo analyzovano ve vzorku instantniho napoje Nescafé 3inl

Mild, ktery obsahuje 33,98 mg kofeinu v salku.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie.
uv Ultrafialové.

CNS Centralni nervova soustava.
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SEZNAM PRILOH
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Chromatogram standardu kofeinu (1 pg.ml™?, 7,5 ug.mi™)

Chromatogram mleté kavy, instantni kavy a instantniho kdvového napoje



PRILOHA P |: CHROMATOGRAM STANOVENI STANDARDU
KOFEINU

1 pg.ml*

_i!fa

e

e e,

] ¥ i [] [] ] [ s ] ] Ve

e & E] [l [] [] 1] T s w ] Te el




PRILOHA P II: CHROMATOGRAM STANOVENI OBSAHU

KOFEINU

Mleta kava (Jihlavanka standard original)
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Instantni kava bez kofeinu (Nescafé bez kofeinu)

Instantni kavovy napoj (Jacobs 2inl)




