CH 12.15.

STANOVENIE THEOBROMINU A KOFEINU, BEZTUKOVEJ A CELKOVEJ]
KAKAOVEJ SUSINY METODOU HPLC / DAD

1 PRINCIP METODY

Vzorka sa po uprave davkuje na chromatografickt koléonu so zakotvenou reverznou fazou.
Meranie sa realizuje DAD detektorom pri vlnovej dizke 280nm. Kvantifikicia sa prevadza
porovnavanim ploch pikov kalibra¢ného roztoku a pikov vzorky. Obsah beztukovej kakaovej
susiny sa vypocita z hodnot theobrominu a kofeinu stanovenych touto metodou.

2  POUZITEENOST METODY

Metdéda je vhodna na stanovenie theobrominu a kofeinu v cokoldde a ¢okoladovych
vyrobkoch, kakau a zmesi kakaa a cukru. Nie je vhodna na pre vyrobky obsahujuce kavu.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 Theobromine — (THEO)
3.1.2 Kofein — (KOF)

3.1.3 acetonitril

3.1.4 kyselina octova

3.1.5 octan sodny trihydrat
3.1.6 metanol

3.1.7 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.21 1M octan sodny (navazit' 136g octanu sodného trihydratu (3.1.5), preniest do 11
odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.7)).

3.2.2 octanovy pufer (napipetovat’ 40ml 1M octanu sodného (3.2.1) do 21 odmernej banky,
doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.7), pricom hodnota pH sa upravi s kyselinou
octovou (3.1.4)).

3.3 Standardné roztoky

3.3.1 Zasobny roztok standardu theobrominu ZR1 (100mg/l v metanole)
Navazit' 10 mg theobrominu (3.1.1) do 100 ml odmernej banky. Banku doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.6).

3.3.2  Zasobny roztok standardu kofein ZR2 (100 mg/l v metanole)
Navazit 5 mg Standardu kofeinu (3.1.2) do 50 ml odmernej banky a doplnit’ po znacku
metanolom (3.1.6).

3.3.3 Kalibra¢né roztoky
Napipetovat’ do 25 ml odmernych baniek objemy zékladného roztoku THEO ZR1 a KOF
ZR2 podrla tabulky 1 a doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.7) po rysku.




Tabulka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov theobrominu a kofeinu

Koncentracia | Koncentracia Oznacenie Pridavok zo Pridavok zo
THEO KOF roztoku zakladného zakladného
(mg/l) (mg/l) roztoku ZR1 (ml) | roztoku ZR2 (ml)
10 2 K1 2,5 0,5
20 4 K2 5 1
30 6 K3 7,5 15
40 8 K4 10 2
50 10 K5 12,5 2,5

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
4.2 koléna C -18, 125 mm

4.3 analytické vahy

4.4 ltrazvukovy kupel

4.5 pH meter

4.6 laboratérne sklo

4.7 filtraény papier

4.8 striekackovy mikrofilter

4.9 vari¢

5 PRACOVNY POSTUP

5.1 Priprava vzoriek

5.1.1 Predpriprava vzorky pre stanovenie theobrominu a kofeinu
U tekutych a polotekutych vzoriek, vzorku poriadne premieSat’. U tuhych vzoriek, vzorku
zhomogenizovat’ a poriadne premiesat’.

5.1.2 Priprava vzorky pre stanovenie theobrominu a kofeinu

Pri mlie¢nych Cokolddach navazit 1g vzorky do 100ml odmernej banky, pri horkych
¢okoladach, cokoladovych hmotach a kakadch navazit' 0,5g vzorky do 100ml odmernej
banky, rozpustit’ v cca 70ml deionizovanej vode (3.1.7) a dat’ na 10 min. do ultrazvukového
ktpela. Doplnit’ deionizovanou vodou (3.1.7) po rysku, prefiltrovat’ cez filtraCny papier a
striekackovy mikrofilter. Aplikovat’ na kolonu.

Poznamka 1: V pripade, ze sa vzorka koncentratne vymyka z rozsahu meranej kalibracne;j
krivky je pri opakovanom merani upravena tak, aby koncentra¢ne spadala do kalibra¢ného
rozsahu.

5.2 Chromatograficka analyza
LC-podmienky

kvapalinovy chromatograf AGILENT s DAD detektorom
koléna : C-18,

prietok: 1 ml/min.

detekcia DAD : 280 nm

nastrek : 20 pl




mobilna faza:

A - acetonitril (3.1.3)

B - octanovy pufer (3.2.2)
izokraticka elucia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umernd hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané
porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych v kalibra¢nych roztokoch.
Cy= Cs.R  (mg/kg)
Cy - koncentracia analytu v mg/kg
Cs - koncentracia analytu urcena z kalibrac¢nej krivky (mg/1)
R - stupeii riedenia

Obsah beztukovej kakaovej susiny (BKS) vyjadrena v g/100g vzorky sa vypocita podla
rovnice: BKS = (KOF + THEO) x 32
kde je KOF obsah kofeinu v g/100g

THEO obsah theobrominu v g/100g

32 faktor odvodeny z priemerného obsahu kofeinu a theobrominu v beztukovej
kakaovej suSine
Obsah celkovej kakaovej susiny (KS) vyjadrena v g/100g vzorky sa vypocita podl'a rovnice:

KS=BKS+CT-CBE - MT

kde je CT obsah celkového tuku v g/100g, CBE — obsah ekvivalentov kakaového masla
v /100 g, MT — obsah mlie¢neho tuku v g/100g
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8 ZOZNAM SKRATIEK

KOF — kofein

THEO - theobromin

HPLC — vysokou¢inna kvapalinova chromatografia
DAD — detektor diodového pol'a

BKS — beztukova kakaova suSina

KS — celkové kakaova susina

CT — celkové tuky

CBE — ekvivalenty kakaového masla

MT — mlie¢ny tuk



