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ANOTACE

Bakalarska prace shrnuje informace o technologickém vyrobnim postupu a
chemickém slozeni kévy. Zamétfuje se na moznosti stanoveni jednotlivych skupin latek

pomoci metod analytické chemie. Pozornost je vénovana hlavné separaénim metodam.
KLICOVA SLOVA

kava, slozeni kavy, kapalinova chromatografie, plynova chromatografie

TITTLE
Determination of the components of coffee
ANNOTATION

This bachelor thesis summarizes information about technology process and substance
composition of coffe and focuses on possibility of determination groups of compounds using
methods of analytical chemistry. More attention is dedicated to analytical separation.

KEYWORDS

coffee, composition of coffee, liquid chromatography, gas chromatography



P 0 D 10
280 L0\ 7 O 11
21 HISEOTIE KAVY ceuuvrrrieniiniinininisssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
2.2 Botanické zarazeni KAVOVNIKU .........eeeeirrcccccccccssssss s s ssssssssssssssssssssnsnnnnns 12
2.2.1 COff@O AIADICA ..ottt ettt ettt e e it e st e at e e s et e s at e e sabeesabe e st e e s ateesabeenareenn 13
303 0o j =T Wole |1 T3¢ o L) go IR PSS 14
2.2.3 COSf@O lIDEIICA ...ttt sttt ettt e sttt e st e e et e st e e e ab e st e e e abeesbeeearee s 14
B2 N 0o =10 B =3 1T o)} | Lo IR 14
2. TECHNOLOGIE KAVY ...osrurirsessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassses 15
2.1 SBEK PIOAU «..ueeeeeeeieeeeeiiieeeeteeeeeeersneeeeteeeeeessnneeeeeseeesssssnnseesesesassssnnseeessesassssnnseseesessssssnnneseesessssssnnnseeenesssssnnn 15
Ry 2 AT T TIT=T 41T N 16
D Y Tl o F= T 4 1 =Y e Yo - ORI 16
D Y o) = Y 111 (e Yo - (PR 16
8 o =T o TN 17
2.3.1 Chemické a biologické zmény, probihajici béhem prazeni zrn........cccccveeeeciiiiiciiee e 20
2.4 MIEti PraZenyCh ZIN .....ceeeeeeeeeeeeeeeeemeeemmeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssannss 21
3. SLOZENI KAVY .couerereereesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssassssssssssssssessssssssssssssssasasssass 22
3.1 MINeralni [atky V KAVE .......cceeeeeeeeeeeememneeeenneeeeneeeeeeemeememssmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnnnss 22
3.2 0rganické Iatky V KAVE ...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeaeeansasnnnssssssnssssssssnsnssnnnsnssssnnnnnnnnnnnnnnnnnn 23
3.2.1 AMINOKYSEIINY @ PrOTEINY ..eeeeiiiiiiiit ettt st sie e s e st e esabeesateesabeesabeesabeesaneesabeenaseess 23
I A 1 | -] Lo Lo VA SRR 24
P Y- ol - 1 5 (o LSRR 26
32208 LIPIAY v eeee e e e e ee e e et e et e e et ettt e et e e et e et e et et ettt ee e e et et ettt et et et et et ee et eneeeeeneeeeeeen 28
3.2.5 KySelina ChIOrOZENOVA ... ...ooiiiiiieeie ettt sttt e st e st e st e sateesbeesabeesabeesareess 31
3.2.6 KarbonyIOVE SIOUCENINY .......coiiiiiii ettt e e sttt eee e e e et e e e st e e e eetbae e s abaaeesabseeeessaeseasaeeesssenaans 31
0 S0 1 1o 1= Y7 S SRSN 31

I ST (=] (o] o | AT TSTRT 32
T AR @ 1 7 1 0TI [TV o Yo Y1 2SS 34
4. METODY VYUZITELNE KE STANOVENI LATEK V KAVE ......ovvvvemeerseneessmeesssssesssssesans 36
4.1. OdmErna stanoveni (VOIUMELII) ......ceeiiiiiiiiiiineiiiiiiiiiiiniiniiiisisasseesissssssssssesssssssssssssssessssssssssssssssssssses 36
4.1.1 Stanoveni kyseliny chlorogenové jodometrickou titraci ...........coeevieiiiiiiieeciiie e 36

4.2 GraViMeEEIIE cuuiieeeiiiieeiiiieenietiennieriensiettensiertenssessenssesssnsssssanssssssnssssssnsssssnnssssssnsssssnnsssssnnsssssnnsssssnnsssssnnssssanne 36



4.2.1 Vazkové stanoveni smési theobrominu a KofeinU...........oooviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeees 37

4.3 SePAraCni METOAY .....ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiiisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnss 37
4.3.1 PIyNoVA ChromMatografie .....cooviiiiieiiiee ettt st 39
4.3.1.1 Stanoveni tékavych latek v prazené kavé s pouZitim FID @ MS........ccccoviiiiiieeeciee e 41
4.3.1.2 Stanoveni tékavych latek po pfedchozi mikroextrakci pevnou fazi s pouzitim MS.........ccccceevunenn. 42
4.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).......ccccuieeeiiiie ittt svee e e e e s aree e 42
4.3.2.1 Stanoveni purinovych alkaloidl .........cocuoiiiiiiiii e 44
4.3.2.2 StaNOVENT trGIYCEIAU ..oouvieeree ettt ettt ettt et e et e et e e be e e stee e baeesaae e beeessaeenbbeesaseessreesaseenns 45
e P IS =Y o Lo 1V T o] (o] =T o[ SRR 45
4.3.2.4 Stanoveni fENOIICKYCN TATEK.........eeieiiee et e e e e e e rre e e e eneae e e enreeeens 45
e P T =1 a T 1YY o LY 1ol - | T [ SRS 46
4.3.2.6 Stanoveni amiNOKYSEIIN .......cciiiiieieiiie et e e e e e e et te e e st e e e e s ta e e e esraeeeennaeeeenreeaans 46
4.3.2.7 StanoVeNni triGONEHINU ......coouiiiiiiie et ne e s 47
4.3.2.8 Stanoveni KySeliny NIKOTINOVE ............viiiiiie ettt et e tee e e s tae e e e tra e e s eaaaee e eareeeeas 47
4.3.3 Tenkovrstva ChromMatografi@ ........coociiiiiieiiie ettt st s e e sbe e e e e e saees 47
4.3.3.1 Stanoveni purinoVych alkaloidU ............ocuiiiiiiieeccee e e e e e e sra e e aae e e eareeeeas 48
4.3.4 Kapildrni elektromigraCni MeEtodY ........ccooiiiiiieiiiiee et 48
4.3.4.1 Stanoveni purinovych alkaloidi pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie
e LY o RV AU AV Ao o - 1 o RS PSPPRN 48
4.3.4.2 Stanoveni organickych kyselin v kavé pomoci kapilarni elektroforézy s UV detekci .......ccceeeeunnee.. 48
4.4 Elektroanalytick@ Metody .........cciiiiiiveriiiiiiiiiiiinniiiiiinnereenissssssee s sasse e ass e s s s s s aann e e s s s as 49
4.4.1 Stanoveni kofeinu pomoci voltametrie s uhlikovymi pastovymi elektrodami .........ccccceevviieinieniiiienn. 49
4.5 OPLICKE MELOAY ......ueeciciciicccrccrrsrssssssssssss s s s s s s s s s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnnnnnnnnnns 50
4.5.1 Spektrofotometrické stanoveni KOFEINU........cc.coiiiiiiiiiiii s 51
4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek .........c.cooeviiiiiiieieiiiieee e, 51
4.5.3 Spektrofotometrické stanoveni KAhWEOIU .........coocuviiiiiiii e e 51
B ZAVER...cctvuuuseessssssessssssessssssssssssssssssssssssssasssss ssssss s ssss s sss s s s s s 52

6. SEZNAM LITERATURY ..o s ssssssssssssssassssnns 53



Seznam zKratek

CEC - elektrochromatografie (Capillary Electrochromatography)

CGE — kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis)
CIEF — kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary Isoelectric Focusing)
CITP — kapilarni izotachoforéza (Capillary Isotachophoresis)

CZE — kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis)
ECD - detektor elektronového zachytu (Electron Capture Detector)

FID — plamenov¢ ionizaéni detektor (Flame Ionisation Detector)

GC — plynova chromatografie (Gas Chromatography)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography)
LC — kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)

MEKC — micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography)

MS — hmotnostni spektrometr/spektrometrie (Mass Spectrometry)
ppm — ¢astic z milidnu, tj. jedna desetitisicina procenta (parts per milion)
SFC — superkriticka fluidni chromatografie (Supercritical Fluid Chromatography)

UV — ultrafialové zareni



1. Uvod

Kéva je napoj s dlouholetou tradici, ptipravovany z horké vody a rtizn¢€ upravovanych
semen rostlin rodu Coffea. Kavou rozumime i samotna zpracovana semena. Z hlediska vyzivy
je pro nizké nutri¢ni hodnoty fazena mezi pochutiny. Kava je proto konzumovana piedevsim
pro povzbudivé ucinky a senzorické vlastnosti, dale je zdrojem latek, prospéSnych pro lidské
zdravi, ptredevsim antioxidanti. Vzhledem Kk velmi Sirokému zastoupeni riznych latek a
slozitych chemickych pochodt, doprovazejici technologicky vyrobni proces, je kava stale
predmétem védeckého vyzkumu, at’ uz z farmakologického nebo praveé z hlediska analytické

chemie.

Cilem této prace je poukdzani na moznosti stanoveni, at’ uz novych latek, nebo latek

jiz objevenych, pomoci rozlicnych analytickych metod, zejména metod separacnich.
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2. Kava

Kéva patii spolecné s ¢ajem mezi nejstarsi napoje vibec. Diky tak dlouhé tradici ma
velmi Sirokou zdkladnu konzumentl po celém svéte. To doklada i statistika, provedena

k 1.1. 2014 v USA (viz Tab 1)%.

Tabulka 1: Statistické udaje, tykajici se konzumace kavy v USA, vztaZené k 1.1 2014,

54 % obyvatel nad 18 let pije kavu kazdy den
60 % konzumentt pije kdvu kazdé rano
65 % veskeré kavy se zkonzumuje béhem snidan¢
30 % konzument preferuje cernou kéavu
400000000000 $ utrati kazdy rok USA za import kavy
164,71 % utrati rocné kazdy konzument za kavu

Diky obrovské poptavce se kava stala strategickou subtropickou plodinou. Toto
tvrzeni doklada i celkova suma penéz, utracena za import kavy celosvétove, ¢astka piekracuje
100 miliard dolard. Jedna se tedy o obchodni artikl s dlouhodobé silnou pozici ve svété a
nelze ocekdvat néjaké vyraznéjSi zmény. Pfestoze se na trhu objevuje velké mnoZzstvi
kavovinovych ndpojl, po nichZz pomérné rychle roste poptavka, ziistava tradi¢ni kava stéle

P w2
oblibengjsi”.

2.1 Historie kavy

Samotny kavovnik je zndmy uz nékolik tisic let. Jako piivodni oblast vyskytu lze
oznacit izemi dnesni Etiopie ve vychodni Africe. Na této pudé divoce rostly kavovniky, proto
byla jen otazka Casu, kdy je ¢lovek objevi. Stalo se tomu nékdy ve 13. az 14. stoleti naSeho
letopoctu. Nasledovalo rozsifeni kavy na Arabsky poloostrov. Jako sty¢ny bod slouzil dnesni
Jemen, nachazejici se na zapadni strané Arabského poloostrova. Kéava tedy prekonala jen asi
20 km nejjiznéjsi ¢asti Rudého mote, které oddeluje Arabsky poloostrov a africky kontinent.
Pfesun na Arabsky poloostrov byl klicovy, nebot’ tamé&jsi obyvatelé zcela ptevzali otéZe
péstovani kdvy a odstartovali éru kdvovnikovych plantazi. Arabové ale distribuci kavy peclivé
kontrolovali, byl ptisn¢ zakazan vyvoz zelené kavy. Okolo roku 1600 ptivezli Holand’ané
kavu do Indie, do Evropy kava pticestovala spole¢né s benatskymi kupci v roce 1615. Severni
Amerika cekala na kdvovy napoj do roku 1668. V roce 1699 se kava objevuje také
Vv Indonésii. Kolébkou péstovani byl ostrov Java, oblast Batavia. Kolumbii se dostalo

kavového osviceni n€kdy kolem roku 1723. Vroce 1730 moteplavei kralovského
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namotnictva dovezli kavu na Jamajku. Postupem ¢asu zde vznikla vyhledavana jakostni kava
S charakteristickou chuti, ptezdivana ,,Blue Mountain®“. Obrovska expanze péstovani kavy se
odehrala v Brazilii. V roce 1830 zde byly zaloZeny rozlehlé plantaze kavovnikt s dosud

nevidanym objemem produkce zr*,

V dnesni dob¢ si mezi producenty kavy udrzela prvni pticku Brazilie. Ta si diky své
poloze a podminkam, vhodnym k péstovani této plodiny, dlouhodobé udrzuje prvenstvi
Vv produkci kdvovych zrn. Mezi péstované druhy patii hlavné Brazilské arabika, kterd zaujima
cca 24 % veskeré arabiky, vypéstované na celém svété. Robusta je v Brazilii péstovana méng,
zaujima cca 9 % z celkového mnozstvi ve svété. DalSimi vyznamnymi producenty jsou
Vietnam a Kolumbie. Statistiky uvadéji, Zze tyto tfi kavové velmoci vyprodukuji zhruba
polovinu veskeré kavy na Zemi. Mezi dalsi, le¢ mensi producenty, patii Indonésie, Etiopie,

Indie a Mexiko. Celkem kavu pé&stuje piiblizné 60 zemi".

2.2 Botanické zarazeni kavovniku

Mezi kavovniky fadime vice nez 40 zastupci z rodu Coffea. Hospodaisky vyznamné
jsou pouze druhy dva, Coffea arabica L. neboli kavovnik arabsky &i ,arabika® a Coffea
canephora var. robusta. Uplna taxonomickéa klasifikace kavovniku arabského je uvedena
v Tab. 2°.

Tabulka 2: Taxonomické zatazeni kdvovniku arabského’.

Rise Rostliny (Plantae)
Podrise Krytosemenné (Angiospermae)
Trida Dvoud¢lozné (Dicotyledoneae)
Podtrida Asteridae

Rad Hofcotvaré (Gentianales)
Celed’ Motenovité (Rubiaceae)
Druh Kavovnik arabsky (Coffea arabica)

Kévovniky jsou obecné dieviny. Jejich vzrist se pohybuje od cca 1 m po 15 m vysoké

stromy. Hloubka kofenového systému kolisa s druhem, zpravidla ale zasahuje do cca 1,5 m*.
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2.2.1 Coffea arabica

Jedna se az 0 3 m vysoky, stalezeleny ket s parovym boénim vétvenim (viz Obr. 1).
Listy jsou kopinaté, kozovité, ptiblizné 8 — 15 cm dlouhé, tvaru elipsy. Na vrchni strané jsou
tmave zelené, rub listu je ale vyrazné svétlejsi. K vétvim jsou pfipojeny kratkymi fapiky.
Kvéty jsou bilé s charakteristickou vini, rostou v trsech. Rostlina kvete v zavislosti na
okolnich podminkach. Mezi né patii hlavné vlhkost a teplota. Napf. v nizinatych oblastech
s dostatkem srazek je kavovnik schopen kvést téméf po cely rok. Naopak je tomu napf.
v Kostarice, tam kavovniky kvetou zpravidla jednou, a to Vv obdobi biezna. V celkové

produkci kavy zaujima arabika majoritni podil, cca 75 — 80 %*®,

Obrazek 1: Rostlina Coffea arabica®.

Postupnym Slechténim a kiizenim kavovniku arabského bylo dosaZeno velkého

mnozstvi ruznych odrad a hybrida (viz nize).

Coffea arabica var. maragogipe. Jedna se o hybrid Coffea arabica, ktery nese jméno
Maragogipe, odvozené od okresu spolkového statu Bahia v Brazilii. Odrida je typicka
vyrazné vétSimi plody, samotna semena jsou az o tietinu vEéts$i nez je tomu u bézné arabiky

(viz Obr. 2). Na celé rostling se nékdy mize vyskytovat pouze nékolik bobuli*®°,
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Mezi dal$i hybridy lze zaradit Laurinu, coz je hybrid C. arabica a C. mauritiana a
odridu Mokka, ktera je typicka svym vyraznym aroma. Zlutoplodd Amarella, Bullata, a

Cervenolista varianta Purpurescens, patii rovnéz ke kiizencim ptivodni arabikya.

Obrazek 2: Srovnani velikosti zrna klasické arabiky a hybridu maragogipe™*.

2.2.2 Coffea canephora

Poprvé byla objevena v Kongu, pfiblizné v roce 1898. Rostlina je celkové robustnéjsi
nez Coffea arabica, ma rovnéz vétsi a tenéi listy na dlouhych vétvich. Listy a vétve tvoii
charakteristicky profil, pfipominajici destnik. Dobie se ji dafi ve vysSich nadmoiskych
vySkach, kde byva cCasto péstovana. Po Coffea arabica je canephora druhym nejvice

péstovanym zastupce rodu Coffea, zaujima cca 30 % z celkové kavové produkceS’lo.

2.2.3 Coffea liberica

Libericu l1ze od ostatnich zastupct rodu Coffea snadno rozliSit uz na prvni pohled.
Dosahuje totiz velmi vysokého vzristu, ¢asto az 15 m. Oproti Coffea arabica je tedy vyrazné
vys$si a celkové mohutnéjs$i. M4 velmi tlusté listy, veliké kulovité plody tmavé ervené barvy,
které po dozrani neopadavaji, jako je tomu u kdvovniku arabského. Tlusté listy pomdhaji

rostling preZit na mistech s vysokou insolanci®.

2.2.4 Coffea stenophylla

Tento druh je Casto porovnavan s arabskym kéavovnikem kvili jeho senzorickym
vlastnostem, které jsou na velmi dobré Grovni. Oproti ostatnim druhim ma znatelné mensi
listy. Plody tohoto kavovniku zraji velmi dlouhou dobu, dlouho rovnéz trva, nez rostlina

poprvé zacne nést plody. Tento kavovnik je typicky pro oblast Sierra Leone®.
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2. Technologie kavy

Technologicky postup zpracovani kavy Ize rozdélit na n€kolik etap:

e sbér plodil
e Zziskani semen a jejich uprava
e prazeni kavy

e mleti prazenych zrn

2.1 Sbér plodu

Vyzralé plody maji barvu zpravidla ¢ervenou, modrofialovou, ale nékdy 1 Zlutou ¢i
bilou. Vzhledem pfipominaji tfesSn€. Prvni Urodu dévaji kavovniky po 3 az 4 letech od
vysadby. Rostlina obvykle nese jednou za rok, nebot’ plody dozravaji 6 — 8 mésict u arabiky a
9 — 11 mesict u robusty. V nékterych oblastech kavovnik mize nést dvakrat do roka, jedna se
o zem¢, kde se stfidd obdobi sucha a dest¢ v pravidelnych intervalech (Kemnia, Kolumbie).
Doba sbéru sklizné se 1isi s geografickym umisténim produkéni zemé. Naptiklad v Etiopii a
probihd sklizent v dubnu az kvétnu, v rovnikovych oblastech (Kolumbie), mize probéhnout

v . v 4
sbér v kteroukoli roéni dobu*®.

Vlastni sbér Casto probiha paradoxné tak, jako pted stovkami let, tedy ru¢né. Pouze na
vétsich plantazich se uZziva strojového sbéru. Prioritou je ziskat plody v optimalni zralosti,
nebot’ nedozralé plody po utrhnuti uz nedozraji, pfezralé naopak mohou byt zkazené. Sbér
muze byt realizovan jednorazové, to znamend, ze je sklizena celd uroda, nebo miize
probéhnout vybérovym zplisobem. Tim rozumime sbér takovych semen, ktera jsou optimalné
dozrana. V ur€itém Casovém intervalu je pak realizovan dalsi sbér, atd. Z jedné plantdze jsou
tedy ziskany rizné staré plody. Doba sklizn€ se pak promitne do oznaceni jednotlivych varek,

v v .y v 4
Casto se pouzivaji 4 oznaceni".

e old crop — stary sbér
e past crop — minuly sbér
e present crop — soucasny sbér

e New Crop — novy sbér
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2.2 Ziskani semen

V idedlnim ptipadé¢ nasleduje krok ziskani semen bezprostiedné po jejich sbéru.
Vyzralé plody se nejprve Cisti, zpravidla proplachovanim vodou, tim jsou plody zbaveny
zbytky zeminy a jinych necistot. Pak nasleduje jeden z technologickych postupu, a to tzv.
suchy zpiisob nebo mokry zpusob. Tyto dva postupy diferencuji 2 rtizné druhy kavy. Tzv.
pranou a nepranou kavu. Prana kava se ziskava v oblastech s vyssi zasobou vody, kde je
mozno pouzit mokrou metodu. Nékteré zemé maji Spatné dostupnou vodu a produkuji

suchym zpiisobem kavu nepranou4'5.

2.2.1 Sucha metoda

Zakladni a nejjednodussi zplisob ziskani semen. Plody jsou rozlozeny na volnou
plochu, betonovy, cihlovy ¢i jiny povrch, a nasledné vystaveny pfimému slune¢nimu svitu.
Voda a prudké poklesy teplot piisobi negativné na suSené bobule, zejména voda pfispiva
k nezadoucim fermentaénim pochodim uvnitt plodt. Dale se bobule pravidelné ptehrabavaji,
rovnéz z duvodu potlaceni fermentace. Plody se susi pfiblizn¢ 4 tydny, po uplynuti této doby
obsahuje plod ptiblizné 12 % vody. Vngjsi slupka zhnédne, semena se volné pohybuji uvniti
plodu. Proces suSeni je nutno velmi peclivé sledovat, pfiliSné vysuSeni, nebo naopak
nedostateéné odstranéni vlhkosti vede k problémiim, vzniklych Vv dalSich ¢&éstech

technologického postupu®.

Idedlné€ vysuSené plody putuji do loupacich strojii, kde probéhne mechanické oddéleni
kavovych zrn od zbytku plodu, mize byt také odstranéna stiibfita blanka z povrchu semen.
Nevyhodou této metody je fakt, Ze nelze oddé&lit uschld, nahnild ¢i jinak znehodnocena
semena. DalSi nevyhodou je vysoka ¢asova naro€nost. Mezi prednosti této metody patii jeji
jednoduchost a nizké naklady na realizaci. Metoda se standardné pouziva pro kavu nizsi

jakosti jako tzv. neprana ptirodni kava, zejména v oblasti Brazilie, zapadni Afriky, Arébie*™?.

2.2.2 Mokra metoda

Plody jsou ihned po sbéru shromazdény ve vodnich nadrzich, kde se zbavuji necistot.
Zde dochazi i k roz€lenéni na zralé plody a plody nedozralé ¢i poskozené. Nasleduje strojni
krok, plody jsou vylupovany na strojich, dochézi k oddéleni duziny od pergamenového obalu
se semeny. Stroje mohou plody rozméliiovat tlakem nebo pomoci valct S rotaénimi ¢epelemi.
Vylupovani by mélo probéhnout co nejdiive, nejpozdéji do 24 h, pro vysoce jakostni kavy se

doporucuje maximalni prodleva 12 h. Pfi vysoké casové prodlevé je pak odstranéni duziny o

o241
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zrald zrna jsou téz8i nez zrna nedozrdld, kterd je nutno oddélit. Dalsi operaci, kterd
bezprostiedné navazuje je fermentace. Tento dé&j probiha obvykle v betonovych nadrzich, kam
jsou semena dopravena proudem vody. Cilem fermentace je zbavit oplodi zbytkti duziny,
ktera na ném tvoii slizovy obal. Cely proces trva 12 — 36 hodin a je nutné sledovat parametry
jako teplotu okoli, mnozstvi ulpélé duziny nebo koncentraci enzymi, podilejicich se na
fermentaci. Pti nezvladnuti procesu muze dojit k hnilobé semen, a tudiz ke znehodnoceni celé
varky. Spravné provedend fermentace dava oplodi dokonale zbavena slizové vrstvy.
Nasleduje finalni promyvani semen vodou, probiha v tzv. prackach. Pracky maji zpravidla
horizontalni, nebo vertikalni valcovitou vanu, ve které je umisténo otacivé vieteno. V této fazi
tedy mame semena, uzaviena tenkou pergamenovou slupkou, ktera jsou dokonale zbavena
duziny. Produktu v této vyrobni fazi se né€kdy fika kava ,pergamino“. Oplodi se semeny
obsahuje pfiblizné¢ 50 % vody, pro dalsi upravy je nutno tuto hodnotu snizit na cca 11 %.
Suseni ,,pergamina‘“ probiha na betonovych plochach ¢i susicich stolech, volné na vzduchu.
Suseni trva 12 — 15 dni a semena jsou pribézné prehazovana, aby nedoslo k poskozeni oplodi
silnym slune¢nim svitem, a aby bylo zaru¢eno rovnomérné suseni. Ddle se vyuziva riznych
mechanickych suSicl, kterych se pouzivd hlavné na velkych plantazich a v uzavienych
prostorach, pievazné v oblastech s ¢astéjsim vyskytem nahlych destovych srazek. Principem
mechanickych susict je distribuce susSiciho vzduchu k jednotlivym sementim. Po vysuseni
mohou byt semena skladovana po delsi c¢as, pfiblizné po dobu 1 roku. Takovato kéva se

nazyva kavou ,,pergamentovou‘ nebot’ jsou zrna stale uzaviena v tenké stiibfité blance*®*°,

DalSim krokem ve vyrob¢ kavy je vylupovani samotnych zrn z pergamenového obalu.
Jedna se o Cisté strojovou zaleZitost. Stroje zazily velky rozkvét v 19. stoleti, vzniklo né€kolik
odliSnych konstrukci. Jedna se napiiklad o konstrukci od Belgi¢ana Julese Smouta. Loupac
vyuziva spiralovitého télesa a rotorem. Oba prvky se to¢i v opaénych smérech a odstraiuji
obalové vrstvy ze semen. Jiny typ loupace vyuziva rotujiciho disku v pevné skiini. Disk ma
po obvodu kolmo umisténé koliky. Odstredivou silou jsou suroviny vhanény ke kolikim, kde

probiha segregace zrn a obalovych vrstev”.

2.3 Prazeni
jehoz vysledkem je ndm zndmé kdvové aroma, tvorba tmavého pigmentu a jiné vlastnosti,
spojené s prazenou kavou. Prvni pokusy o prazeni kavy spocivaly v prostém pohozeni Semen

do ohné&. Prazeni, jako fizeného procesu, se zacalo vyuzivat okolo roku 1700 v zépadni Africe
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a na Arabském poloostrove. Zpuisob prazeni do jisté miry koresponduje s oblastnimi tradicemi
a zvyklostmi. Podstatou prazeni je zahfev semen na teplotu 160 — 220 °C. ZkuSeny ,,prazi¢*
voli z teplotnich intervald ten, ktery nejlépe vyhovuje danému druhu zelené kavy. V tomto
ohledu je ¢lovék zatim nepostradatelny, proto je pro vyrobu, zejména jakostnich kav, potieba
velkych zkuSenosti. V zasadé rozliSujeme tfi stupné prazeni, a to prazeni svétlé, stfedni a
tmavé. Nékdy se pouzivaji vyrazy: nizké, stfedni, vysoké. Samoziejmé existuje mnoho
dalSich stupiiti, které se odviji od oblastnich zvyklosti. Tmavé prazeni je charakteristické pro
kavy v Brazilii, Vietnamu, Francii, Italii. Stfedni Evropa je zvykla na prazeni do stfedniho

y Sy < ot . 410
stupné, Skandinavské zemé zase preferuji svétlejsi odstin™ ™.

Jiné oznaceni jednotlivych stupni prazeni ukazuje Obr. 3. V regionu Severni Ameriky
se setkdvame s pojmem ,,light™ (svétly), ktery je typicky pro tuto oblast. Prazeni do tmavsiho
stupné ,,city* (mésto), je rovn€Z pouzivano v oblastech Severni Ameriky, stejné jako praZeni
Hfull city” (plné mésto). Témét pred spalenym zrnem se nachézi velmi tmavé francouzské
prazeni. Kava, pfipravena ztakto uprazené kavy ma nizkou Kkyselost, ale vyraznou

hoikosladkou chut™.

1st crack Full citg +
begins § roast
1st crack vienna
uwdgrwﬁg Light Fremch
roast
1st crack Full Fremeh
finished roast
i city+ Fully
jj roast carbonized
Full citg
roast Iamanent
| firel

Obrazek 3: Stupné prazeni kdvovych zrn*,

Samotné praZeni dnes probihd Vv zatizenich, zvanych ,,roasters® neboli prazici stroje.
Podoba ptistroji se v prabéhu let podstatné zménila. Od nevzhlednych kovovych skiini (viz
Obr. 4) az po moderni, elektronicky fizena zatizeni. Zakladni soucasti ovSem zustaly stejné,
v kovové skiini je ulozen kovovy buben s horizontadlné umisténou osou. Buben se poté naplni

kavovymi zrny a za pravidelného otaceni se zahtiva. Dfive se zahtival nad otevienym ohném,
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dnes se pouZzivaji specialni plynové hotaky ¢i topna télesa, umisténa uvniti bubnu, poptipadé

Ize zrna prazit i horkym vzduchem®.

Obrazek 4: Prazici stroj velmi jednoduché konstrukce, ptiblizné z let 1880 — 1900".

Buben

Zasobnik kavy

Zasobnik
praZené kavy

Os

Cyklonovy odlucovad o M

Zdraj tepla
Chladici plotna

Obrazek 5: Schéma moderniho praziciho stroje™.
Moderni prazici stroj (Obr. 5) je slozen z praziciho bubnu, ktery je vyhfivan horkym
vzduchem. V bubnu jsou umistény lamely, které zajist'uji rovnomérny pohyb prazeného zrna.
Vedlejsi produkty prazeni jsou z bubnu odvadény ventilacnim okruhem (Cerveng) a pies

cyklonovy odlucovac¢ putuji do komina. Uprazené kéava je po ukonceni praZeni vysypana na

19



chladici plotnu a ochlazovana pomoci chladiciho ventilaéniho okruhu (modfe). Pfi této
operaci jsou zrna nepftetrzité promichavana. Po ochlazeni je kava uskladnéna v zasobniku a

dale zpracovéna4‘14.

Chladici cast procesu jiz uprazenych zrn je rovnéz dilezitd. Zrna maji byt po
stanovené dobé prazeni rychle ochlazena, nebot’ diky tepelné setrvacnosti probiha prazeni i
mimo buben praziciho stroje. Chladici prostory maji vétSinou podobu valcovité, shora
oteviené nadoby (plotny), ve které je umisténo sito s michadlem. Ptes sito proudi chladici
vzduch. N¢kdy lze zrna rychle ochladit i vodou, tohoto postupu se ale pouziva v daleko mensi
mife. Spravné uprazené zrno by mélo mit vyrovnanou barvu v celém jeho objemu, mélo by
mit matny, nebo slabé leskly vzhled. Aroma cerstvé uprazené kavy je pomérné ,,drsné®,

« . 4
postupem cCasu se ale zjemni".

2.3.1 Chemické a biologické zmény, probihajici béhem praZeni zrn

Pti takové tepelné operaci, jako je prazeni, lze ptedpoklddat velké mnozstvi
chemickych a biologickych pochodt. Zrno béhem praZeni ztraci hmotnost diky odparu vody a
jinych tékavych latek. Na druhou stranu nabyva na objemu, a to az o 40 %. Pfi vysokych
teplotach rovnéz zrno puka. Predpoklada se, ze béhem prazeni vznikd okolo 700 tékavych
latek, které se podileji na chuti a vini kavy. Jednd se o riizné kyseliny, fenolické latky,
heterocyklické slouceniny, karbonylové slouceniny, uhlovodiky, aj. Dale je tfeba zminit
pyrolytické reakce, kdy dochéazi k rozkladu tukii a sacharidi a reakce, pfi nichz se Skrob
rozkladd na jednoduché sacharidy, které mohou dale karamelizovat. Zarovenn dochazi ke
zméné pH, které nejprve klesa z hodnoty cca 6 do kyselejsi oblasti okolo 5. Pozdé&ji ale opét

nartista®.

Zvlastni skupinou vyznamnych reakci jsou reakce Maillardovy nebo také reakce
neenzymového hnédnuti. Jako reaktanty zde vystupuji aminokyseliny, volné ¢i uvolnéné
Z peptidu, a redukujici cukry. Vznikaji hnédé dusikaté heterocyklické slouceniny, melanoidy,
jejichz struktura zavisi na vychozim cukru, aminokyselin€ a na podminkéch reakce jako jsou:
pH, teplota, doba reakce. Druhym typem reakci aminokyselin jsou Streckerovy reakce, nebo
také Streckerovo odbouravani aminokyselin. Béhem téchto pochodti dochazi za ptitomnosti

kysliku k dekarboxylaci a deaminaci a aminokyselinls.
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2.4 Mleti prazenych zrn

Samotna extrakce (vyluhovani) celych zrn je zna¢né netcinna. Proto je pro pfipravu
napoje nutno zrna rozemlit na prasek. Hrubost umleté kavy je dalezita pro spravnou piipravu
raznych druht kav. Napiiklad hrubé pomleta kava je vhodna jen pro kavu tureckou, kdy je
extrakce malo intenzivni, ale dlouhotrvajici. Pro ptipravu kavy espresso je nutné kavu jemné

namlit, nebot’ extrakce probih4 jen kratkodobg, cca 20 — 25 s*.

V davnych dobach se k mleti kavy pouzivaly hmozdife, kde bylo zrno rozdrceno
nedokonale a vznikla pomérné hrubé kava. Pozdéji se s uspéchem uzivalo metody mlynskych
kamenu, slouzici pivodné K mleti obili. Postupem c¢asu vznikaly stale vykonnéjsi a
specializovangj$i zafizeni. Dnes se primyslové uzivd mlynkid s elektrickym pohonem a
regulaci hrubosti mleti. Mlynky zpravidla vyuzivaji dvou pohyblivych elementii, zdrsnéné
kotouce, nebo valce, mezi kterymi se kavova zrna drti. Tyto pfistroje jsou preferovany ve
velkovyrobé kavy. Samotné mleti je vétSinou realizovano ve dvou stupnich. Nejprve jsou zrna
rozdrcena a vznikly hrubozrnny produkt je dale drcen na pozadovanou hrubost. Jelikoz pfi
jemnéjSim mleti dochéazi k intenzivnimu tfeni strojovych casti a kdvovych zrn, vznika diky
tomu velké mnozstvi odpadniho tepla. Pfi dlouhodobém mleti mize proto dojit k tepelnému
poskozeni kavy. Z tohoto divodu byvaji mleci valce chlazeny vodou. Jiné piistroje jsou
vybaveny rotujicimi €epelemi. AvSak mlynky této konstrukce nedosahuji takovych kvalit,

jako je tomu u piedes]é konstrukee®.

Mleta kéva je nachylnd na skladovaci podminky, jelikoZ na vzduchu ztraci tékavé
latky, a tudiz i své aroma. Kévu je proto tieba co nejrychleji zabalit do obald s inertni

atmosférou, nebo uzit vakuového baleni. Takto oSetfena kava poté putuje ke spotfebitelﬁm4.

21



3. SloZeni kavy

Piesné slozeni, at’ uz zelené kavy, nebo kavy prazené, nelze vyjadtit s uspokojivou
ptesnosti. Latkové slozeni je zavislé na botanickém druhu kavovniku, stafi kavovych zrn, na
podminkach péstovani a technologickém procesu. Proto je tfeba brat hodnoty uvedené nize,
jako ¢isté orienta¢ni. V Tab. 3 jsou uvedeny hodnoty, v hmotnostnich procentech, nékterych

vyznamnych latek, obsazenych v kdvovych zrnech.

Tabulka 3: Latkové slozeni zelené kavy v hm. %*.

Pritomna latka C. arabica C. canephora Slouceniny

Rozpustné sacharidy 55 - 65 40 - 55 7Y galaktoz,a, SRl
sachar6za

Nerozpustné sacharidy 35 35 celuldza, manan

Kyseliny a fenoly 8-11 9-17

Tekavé kyseliny 01 0.1 kys. propionova, mé§elné1, valerova,

octova

Chlorogenové kyseliny 6,7-9,3 71-121

Lipidy 15-18 8-12 kafestol, kahweol

Vosky 0,2-0,3 01-0,3

Oleje 7,7-178 7,7-178 estery kyseliny palmitové a linolové

Dusikaté slouceniny 11-15 11-15

Volné aminokyseliny 0,2-0,8 0,2-0,8 kys. glutamova, asparagova

Bilkoviny 8,5-12 8,5-12

Kofein 08-14 14-4

Trigonnellin 06-1,2 0,3-0,9

Mineralni latky 3-54 3-54

Jak uz bylo feceno, v kaveé je pritomno daleko vétsi mnozstvi riznych latek, mnoho

z nich jesté nebylo identifikovano nebo popsano.

3.1 Mineralni latky v kavé

Kéva je na obsah mineralnich latek pomérné¢ bohata, napt. draslik, hot¢ik, vapnik,
zelezo, fosfor, mangan, nikl, méd’, jsou vyznamnéji zastoupeny. Nize uvedend tabulka
(Tab. 4) obsahuje orienta¢ni hodnoty zastoupeni mineralnich prvka v zelené kaveé. Obsah
obzvlasté prechodnych kovi (Fe, Ni, Cu) byva ¢asto ovlivnén vnéjs§imi podminkami, zejména

v ’ o s e veivo v s 1
slozenim pud a jejich zne&isténim®™.
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Tabulka 4: Obsah n&kterych mineralnich prvki v zelené kave™.

Prvek  m [mg/1 kg kavy]

K 16000
Ca 1000
Mg 1800
Fe 90
P 1500
Ni 20
Cu 15

Analyza hotového kdvového napoje, v porovnani se samotnou vodou, z niz je kava
pfipravena, ukazuje vyznamny nariist koncentraci vapniku (cca 3x), hoif¢iku (cca 8x) a

drasliku (az 800x). Kavu lze tedy brat pouze jako urity zdroj pravé téchto t¥ minerala*’.

3.2 Organické latky v kavé

3.2.1 Aminokyseliny a proteiny

V zelené kavé je pouze cca 1 % volnych aminokyselin. Volné aminokyseliny jsou
pravdépodobné prekurzory chutovych a aromatickych latek, vznikajicich b&hem prazeni.
Dale maji tuto vlastnost i proteiny a peptidy obecné. VéEtSina aminokyselin je vézana
Vv proteinech. Samotna identifikace konkrétnich proteini je zdlouhava a naro¢na. Stanoveni
probiha na principu analyzy obsahu dusiku s korekci na kofein a trigonellin. Zméfené hodnoty

se pohybovaly okolo 10 % obsahu bilkovin u k4v druhu robusta a arabika™.

Pro stanoveni aminokyselin je nutné provést hydrolyzu proteint. Tu lze realizovat
dvéma zpusoby: Kkyselou ¢i alkalickou hydrolyzu, poptipadé lze bilkoviny rozstépit
enzymaticky. Volné aminokyseliny je mozno separovat a pro stanoveni pouzit vhodnou
metodu. Zjisténo bylo, Ze majoritni zastoupeni v kdvovych proteinech mé kyselina glutamova
(13 — 19 %), kyselina asparagova (8 — 11 %) a leucin (6 — 9 %). Porovnavan byl také obsah
aminokyselin v rizné¢ starych zrnech, zjisténo bylo, ze mladsi zrna jsou chudsi na
aminokyseliny neZ zrna star$i. Nedozrdld zrna obsahuji také vétSi mnozstvi pipekolové
kyseliny a prolinu, poptipadé hydroxyprolinu, v§echny tfi tyto latky nejsou typické pro zrna

zrala®®.
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3.2.2 Alkaloidy
Velmi vyznamné dusikaté latky, obsazené Vv kave, jsou tfi methylové derivaty
xanthinu. Dulezité jsou proto, Zze maji zna¢ny vliv na senzorické vlastnosti kavy a zaroven

jsou zodpovédné za jeji fyziologické Gsinky™*™.
Kofein (1, 3, 7 — trimethylxanthin)

Kofein je beze sporu nejznaméjsi dusikatou slouceninou, obsazenou v kave. Jedna se o
rostlinny alkaloid, pfesnéji xanthinovy derivat, substituovany tfemi methylovymi skupinami
(viz Obr. 6). Obsazen je, krom¢ kavy, také v ¢aji, kakaovych bobech a semenech kolovniku.
Celkem lze kofein nalézt v pfiblizné 60 riznych rostlinach. Synteticky pfipraveny se jevi jako
bily prasek, nebo jako bilé, lesklé krystaly hotké chuti. V pfitomnosti vody tvoii monohydrat.

Samotna latka je rozpustna ve vodg, chloroformu a alkoholech®.

Farmakologické projevy kofeinu byly dlouhodobé zkoumany, popsany byly predevsim

analeptické (povzbudivé) a diuretické (mocopudné) ulinky. Kava byla proto od nepaméti

HaC o
S
N l|\l o

CH;

brana jako povzbuzujici napoj B

Obrazek 6: Chemicka struktura kofeinu.
Theofylin (1, 3 — dimethylxanthin)

Theofylin je, stejné jako kofein, rostlinnym alkaloidem a derivatem xanthinu (viz
Obr. 7). Zakladni skelet je ale substituovan pouze dvéma methylovymi skupinami. Latka bilé
barvy, hofce chutnajici, je rovnéz rozpustna ve vodé, velmi dobie rozpustna v horké vodé,

alkalickych hydroxidech, zied&nych kyselinach a v amoniaku®.

Vzhledem k podobné struktute 1ze ocekavat i obdobné farmakologické G¢inky. Stejné
jako kofein je theofylin vyznamnym stimulantem nervové soustavy (analeptikum). Diureticky

ucinek je jesté vyraznéjsi nez v piipadé kofeinu (pro srovnani viz tabulka ¢. 5). Stejné tak

24



intenzivnéji stimuluje srde¢ni ¢innost a vyrazné zptisobuje tzv. bronchodilataci a vazodilataci.
Diky témto uc¢inkiim je theofylin pouzivan v Iékatstvi pti 1é€b¢ astmatu, pfi kterém dochdzi k

. s, ; 19
zuzovani dychacich cest™.
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Obrazek 7: Chemicka struktura theofylinu.
Theobromin (3, 7 — dimethylxanthin)

Dalsim derivatem je theobromin (Obr. 8). Tato latka je dobie rozpustna v horké vode¢,
alkalickych hydroxidech, koncentrovanych kyselindich. Na rozdil od theofylinu je hife
rozpustna V amoniaku a Spatn¢ rozpustnd ve studené vod¢ a alkoholech. Vzhledem je
prakticky k nerozeznani od zbylych alkaloidii, ma podobu bilych, jehlicovitych krystalti nebo
bilého prasku hotké chuti. Zastoupena je pievazn€ v kakaovych bobech, méné poté v kave.

Farmakologické tc¢inky jsou obdobné jako u kofeinu a theofylinu (viz Tab. 5)19.

O CHj
N
HN
Py |l
0”7 N N
CHj

Obrazek 8: Chemicka struktura theobrominu.
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Tabulka 5: Porovnani farmakologickych G&inkt 3 kavovych alkaloida™.

Utinek Kofein Theofylin Theobromin
Stimulace CNS +++ +++ -
Stimulace srde¢ni aktivity + +++ ++
Vaso — a bronchodilatace + +++ ++
Stimulace kosterni svaloviny +++ ++ +
Diureticky ucinek + +++ ++

Trigonellin (betain N — methylnikotinové kyseliny)
GHa
N+

~

= O

O

Obrazek 9: Chemicka struktura trigonellinu.

Trigonellin (Obr. 9) je rostlinny alkaloid, ktery byl poprvé izolovan v roce 1909
z Coffea arabica, o rok pozdé&ji byla stejna slou¢enina objevena v druhu Coffea liberica.
Jedna se o derivat kyseliny nikotinové, latky znamé rovnéz jako niacin. Obsah této latky
v zelené kaveé se pohybuje okolo 0,6 — 1 %. Sloucenina je vyrazné termolabilni, béhem
prazeni se jeji obsah velmi rychle snizuje. Udava se, Ze po cca 15 min praZeni pii teploté
230 °C, se obsah trigonellinu snizi az o 75 %. Jako ostatni alkaloidy je i trigonellin hotké
chuti. Podrobngjsi analyza praziciho procesu, ukazala, Zze je tato slouCenina rovnéz i

prekurzorem pro riizné tiidy tékavych latek'>?".

3.2.3 Sacharidy

Sacharidy jsou hojné zastoupenou skupinou latek v zelené kaveé. Béhem prazeni tvofi
aromatické a barevné produkty, diky karamelizaci a Maillardovym reakcim
s aminokyselinami. Obsah vSech sacharidii se pohybuje okolo 50 % suSiny zelené kavy.
V tomto mnozstvi najdeme rizné monosacharidy, oligosacharidy, at’ uz redukujici, nebo
neredukujici. VétSinové zastoupeni ma ale skupina polysacharidd, jejiz mnoZstvi prevysuje
ostatni cukerné slozky. Mannan, Skrob, celuléoza a pektiny jsou hlavnimi slozkami
polysacharidové frakce, mezi dalSi, méné zastoupené slouceniny, patii arabinogalaktan a

galaktomannan. Funkce polysacharidi je vétSinou stavebni, celuldza spolu s hemicelulozou,
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tvoii bunécné stény bunék. Je tvofena linearnim fetézcem P glukdz, které jsou navzijem

spojeny glykosidickou vazbou v poloze 1 a 4* > %,

Monosacharidy, respektive nizkomolekularni sacharidy jsou v kdvé zastoupeny méné.
Ve vode¢ jsou rozpustné, stejné tak v ethanolu. Majoritni zastoupeni mé sacharoza, které je ve
vetsi mire zastoupena v kavach arabika. Robusty obsahuji mensi mnozstvi tohoto cukru. Dalsi
analyzy, provadéné v 70. letech, ukazaly moznosti stanoveni monosacharidi v zelené a
prazené kaveé pomoci tenkovrstvé a sloupcové chromatografie. Vysledky udavaly zastoupeni
glukézy (0,18 %), fruktozy (0,02 %). Zajimavosti je, Zze diky parcialni hydrolyze sachardzy,
byl v dekofeinované kaveé stanoven vyssi obsah glukézy (0,21%) a zejména fruktozy (0,2 %).
Urcity stupen hydrolyzy lze pozorovat i u ostatnich sacharidii, mohou za to hydrolytické
enzymy, obsazené v kdvovém zrnu. Pozd¢jsi méfeni objevila v prazené kave i jiné sacharidy,
a to arabindzu a v menSim mnozstvi i1 galaktézu, mandzu, ribézu, raffindzu a xyldzu, jejich
obsah je ale jen velmi maly. Pozorovanim zmén obsahu gluk6zy béhem skladovani kavy bylo
Zjisténo, ze se stafim zrn roste mnozstvi glukdzy v nich obsazené, na proces prakticky nemaji

vliv skladovaci podminky. Tento Gdaj proto miiZe byt jakymsi ukazatelem stafi zrna'>?.

V 90. letech byl v kavé identifikovan mannitol (Obr. 10), coz je cukerny alkohol,
obsazeny hlavné¢ v hnédych tasadch a houbdach, v potravinafstvi se pouziva jako sladidlo, v

1ékaistvi se pouziva jako diuretikum?®,

HO

O
HO

OH OH

Obrazek 10: Chemicka struktura mannitolu.

Stanoveny obsah v zelené kavée se pohybuje okolo 0,05 %, v prazené kave 1,6 — 2 %.
Do stejné skupiny latek, jako mannitol, patii i inositol (Obr. 11), jehoZ zastoupeni odpovida
max 1%. Inositol je cyklicky cukerny alkohol, ktery se v ptirod€ vyskytuje napt. v sdji, ovoci,
jatrech. Ne¢kdy byva fazen i do skupiny vitaminh B. V lidském téle tvoii komplexni

. . . ‘ o T Xy . 1522
slouceninu s fosfatem, v takovéto forme je soucasti bunéénych membran™*.
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Obrazek 11: Chemicka struktura inositolu.

3.2.4 Lipidy

Lipidy jsou pomérné hojné zastoupenou skupinou latek. Nejednd se pouze o tuky,
oleje, vosky, jako je tomu zvykem u jinych potravin. Mezi latky lipidické povahy fadime i
terpeny, diterpeny, diterpenové glykosidy, aj. Nejvice zastoupenou skupinou lipidu jsou oleje.
Olej je pfitomen v kazdém rostlinném semeni. Pfi stanoveni obsahu oleji je dilezitym
krokem jejich extrakce vhodnym organickym rozpoustédlem, napi. etherem, petroletherem,
hexanem. Mé&feni, provedena v 60. letech ukazala, Ze je nejvice obsaZzenou mastnou Kyselinou
v oleji kyselina linolenova (Obr. 12). Tato osmnéctiuhlikova kyselina patii mezi nenasycené

mastné kyseliny. Obsahuje dvé dvojné vazby, a to mezi uhliky 9 a 121522,

CH3(CHa)sCHs™ —W\/\)I\OH

Obrazek 12: Chemicka struktura kyseliny linolenové.

Dalsi, vyznamné¢ji zastoupenou mastnou kyselinou, je kyselina palmitova
(hexadekanova, Obr. 13). Tvofi piiblizn¢ 30 % z celkového obsahu mastnych kyselin v oleji.
Tato kyselina je nasycend, obsahuje Sestnact uhliki, velmi ¢asto se z jinych zdroji pouziva

k vyrob& mydel™>?,

O

N

CH3(CH5)13CH,~  OH

Obrazek 13: Chemicka struktura kyseliny palmitové.
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Stanoveni, provedend v 70. letech na vice nez ctyfech desitkach kév, potvrdily
pfedchozi vysledky s mirnymi nuancemi, které vSak koresponduji s povahou vzorki.
Piedmétem studia byly i latky voskovité povahy. Bylo zjisténo, Ze je vosk tvoien z 45 %
nenasycenymi mastnymi kyselinami s délkou fetézce 18 — 24 uhliki. Cca 20 % tvofi kyselina
linolenova, zbytek je slozen z rGznych sterolii, fosfolipidt, tokoferold, aj. Béhem prazeni
dochazi k oxidativni degradaci lipidi. Vznikaji leh¢i produkty jako aldehydy a ketony.

Figuruji téZ v Maillardovych reakcich™.

Dulezitymi latkami lipidické povahy jsou diterpenové alkoholy, zkracené diterpeny.
Vétsinou jsou to latky cyklické, se zabudovanym furanovym cyklem, vyskytuji se ve formé
esteri mastnych kyselin, popfipadé se mohou spojit s cukernou slozkou a vytvorit tak
glykosid. V piirod¢ je najdeme jako slozku chlorofylu, tzv. fytol, nebo jako vitaminy, napf.
retinol ¢i tokoferoly, nebo také jako rostlinné hormony — giberelliny. V kavé jsou vyznamnéji
zastoupeny 2 zastupci diterpeni, kafestol, kahweol a jejich dehydrované formy,
dehydrokafestol a dehydrokahweol, popfipadé lze zaznamenat i jiné derivaty. U kafestolu a
kahweolu se stale zkoumaji fyziologické ucinky na organizmus ¢loveéka. Z celé skaly lipida,

zastupuji diterpeny priblizng 20 %",

Kafestol je nejhojnéji zastoupenym terpenoidem v kave. Vyskytuje se pievazné ve
form¢ estert s nasycenymi mastnymi  kyselinami, zejména s  Kyselinou
palmitovou, nenasycenou kyselinou linolenovou nebo s kyselinami stearovou a olejovou,
které jsou avSak zastoupeny méné. U Kkafestolu bylo prokazano, Ze zvySuje hladinu
cholesterolu v krvi, nebot’” potlacuje tvorbu Zlucovych kyselin v jaternich bunkach. Z tohoto
divodu nebyla doporucovana nadmérnéd konzumace kavy u osob, trpicich vy$si hladinou
cholesterolu, nebo u jinak rizikovych skupin lidi. Na druhou stranu se kafestol zachytava na
kavovém filtru, pro jeho odstranéni sta¢i tedy pouze pit filtrovanou kavu. Jiné vyzkumy
poukézaly na malou tepelnou stabilitu a nachylnost ke vzdusné oxidaci ¢i svételnému zafeni.
Po objevu kafestolu, byly posléze popsany i nékteré jeho objevené derivaty (viz Obr. 14),
mezi né patii dehydrokafestol, kafestal a 16-0-methylkafestol. Zatimco kafestal je v podstaté
oxidovany kafestol, k oxidaci dochdzi na jedné hydroxylové funk¢ni skuping, 16-0-
methykafestol je derivat, ktery byl pozorovan zatim jen v kavach typu robusta, je tepelné

stabilngjsi %,
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Dehydrolafestol

P

CH4z

16 - o - methylkafestol

Eafestal

Obriazek 14: Chemicka struktura kafestolu a jeho derivata.

Kahweol (Obr. 15) je méné zastoupenym diterpenovym alkoholem, strukturné je velmi

podobny s kafestolem, z tohoto diivodu ma také podobné vlastnosti. Kahweol je nachylngjsi

ke svétlu a k samovolné oxidaci pfi které vznikaji jeho derivaty. Rovnéz pii prazeni degraduje
4,20

ve vetsi mife. Farmakologické u€inky jsou obdobné jako v ptedchozim ptipadé

OH

Eahweal

Obrazek 15: Chemicka struktura kahweolu a jeho derivati.

Mezi lipidické slouceniny, obsaZené v kave, patii i steroly. Podle nékterych vyzkumd,
jsou steroly, at’ uz volné, nebo esterifikované, obsazeny v kavovych lipidech ptiblizné z 2,2 %

az 3,2 % jako estery s mastnymi kyselinami.
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3.2.5 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova (Obr. 16) a jejich soli byly objeveny ptiblizné v poloviné 19.
stoleti u druhu Coffea liberica, kde byl celkovy obsah této kyseliny stanoven piiblizné na 6 —
v kavé ji Casto najdeme ve form¢ draselnych soli. Chlorogenova kyselina je tedy esterem
kyseliny chinové, kterd je rovnéz jejim prekurzorem V biosyntetické draze. Dale bylo
objeveno, ze hydrolyzou kyseliny chlorogenové vznikaji dvé jednodussi kyseliny a to
kyselina kavova a jiz zminéna kyselina chinova. Volnou kyselinu i jeji soli najdeme ve vétSim
mnozstvi pouze v zelené kaveé, nebot’ pii procesu prazeni degraduje diky oxidacnim a

“ ; : oy o 2 15,20,24
polymera¢nim reakcim za vzniku vnitinich esterti — lakton .

o
HO. O o % b
OH

OH

oH .\

Obrazek 16: Kyselina chlorogenova.

3.2.6 Karbonylové slouceniny

3.2.6.1 Aldehydy

Aldehydy vznikaji rozkladem aminokyselin a naslednou reakci se sacharidy.
Typickym piedstavitelem je acetaldehyd. Poprvé byl izolovan Vv roce 1926. Zahy byly
samoziejmé sledovany jeho osudy béhem vyroby kavy. Vyzkumy vedly ke zjisténi, Ze se
stupném prazeni roste koncentrace acetaldehydu v zrnech. Zjisténa koncentrace se
pohybovala od 27 do 124 ppm. K analyze t€kavych latek, aldehydi nevyjimaje, vyznamné

piispél rozvoj plynové chromatografie™.

Mimo acetaldehydu byl v kavé objeven dimethylsulfid a isobutylaldehyd. Tyto latky
se nachazeji v kavé pouze v malych koncentracich a vzhledem k jejich t€kavosti jsou béhem
prazeni prakticky odstranény. Diky tomu se konzumaci kdvy nemohou dostat do lidského
organizmu ve vétSich koncentracich, které¢ by mohli zplsobit zdravotni potize, nebot’ se jedna
o latky zdravi skodlivé. Vzhledem k tvorbé acetaldehydu béhem fermentace by mohl byt jeho

obsah jistym ukazatelem kvality zrn 1520
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Plynovou chromatografii byl rozpoznan i formaldehyd. Formaldehyd patfi mezi
jedovaté latky, a proto se jeho obsah pohybuje ve velmi malych hodnotach. Pivod této
slouceniny byl pfisouzen degradaci ur¢itych aminokyselin. Od roku 1950 do roku 2000 bylo
nalezeno velké mnozstvi méné¢ vyznamnych aldehydi, podilejicich se pievazné na

aromatickych vlastnostech kavy. (viz Tab. 6)*.

Tabulka 6: Prehled nkterych aldehydii, objevenych b&hem 20. stoleti™.

Aldehyd
propanal
butanal
pentanal
hexanal
heptanal
oktanal
nonanal
dekanal
2-methylpropanal
2-methylbutanal
3-methylbutanal
2-methylpentanal
2,4-dimethylpentanal
benzaldehyd
2-propenal
z-4-heptanal
2-methylpent-2-enal
fenylacetaldehyd
2-fenylbut-2-enal

3.2.6.2 Ketony

V kavovém aroma bylo nalezeno velké mnozstvi riznych ketond. Podle urcitych studii
se ketony zcca 22 % podileji na konecném aroma kavy. Puvod téchto karbonylovych
sloucenin byl také zkoumdn, bylo zjisténo, Ze cyklické ketony vznikaji ze sacharidi béhem
prazeni. Tento poznatek byl podpofen experimentalné, kdy byla zahiivana gluk6za. Bylo
objeveno cca 12 alifatickych a cyklickych ketonid. Od roku 1950 po rok 2000 bylo
identifikovano bezmala 90 slouCenin, majicich povahu ketonii. Nékteré jsou zachyceny

v Tab. 7, nejvyznamnéjsi zastupci jsou podrobnéji popsany nize®.
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Aceton (Obr. 17) byl poprvé identifikovan uz v roce 1880. Stejn¢ jako u aldehydu
roste obsah acetonu béhem prazeni, nebot’ vznikd degradaci jinych sloucenin. Porovnavany
byly obsahy acetonu v zelené kave, kavé prazené a kavé jako napoji. Nejvyssi koncentrace,
40 — 100 ppm, byly naméteny v uprazené kaveé, 0,6 — 5,0 ppm bylo stanoveno v kavé zelené a

cca 1,95 ppm piipadlo na kavovy napoj*>.

O

M

H3C™ CHj

Obrazek 17: Chemick4 struktura acetonu.

Druhym, vyznamné&j§im zastupcem je butan-2-on (Obr. 18). Jednd se rovnéz o nosi¢
aromatickych vlastnosti kavy. Jeho obsah byl stanoven na 0,2 — 1,3 ppm Vv zelené a 15 — 25
ppm Vv prazené kavé. Vzhledem k tékavosti se jeho obsah s ¢asem snizuje, stejné jako je tomu

v piipad& acetonu. Butan-2-on vzniké tepelnou degradaci glukézy™.

0
Hae. I ch.

Obriazek 18: Chemicka struktura butan-2-onu.
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Prehled dalsich ketont, izolovanych z kavy, je uveden v Tab. 7.

Tabulka 7: Piehled n&kterych ketonti, objevenych behem 20. stoleti®.

Keton
pentan-2-on
heptan-2-on
oktan-2-on
pentadekan-2-on
pentan-3-on
3-methylbutan-2-on
3-methylpentan-2-on
1-hydroxypropan-2-on
3-hydroxybutan-2-on
butan-2,3-dion
pentan-2,3-dion

3.2.7. Ostatni slouc¢eniny

Mezi ostatni slouceniny lze zatadit predevsim alkoholy, fenoly, estery, uhlovodiky a

jiné latky™.

Zvlastni latkou je dimethylsulfid (Obr. 19). Tato latka je zodpovédna za kyselost
kavového napoje. Néktefi znalci proto hodnoti vyssi obsahy této latky pozitivné, nebot
takovato kava ma ve vysledku lepSi chutové vlastnosti. Dimethylsulfid ma antioxidaéni
vlastnosti, mtiZze proto reagovat s peroxidy a peroxokyselinami, popiipadé mize byt oxidovan
kyslikem na dimethylsulfoxid, poté mize oxidace pokracovat az na odpovidajici kyselinu.

Vyssi koncentrace dimethylsulfidu se projevuji intenzitou namodralého zabarveni kavovych

boba®.

HSC CHS HSC CHS
]
Dirnethwlsulfid Dirnethylsulfoxid

Obrazek 19: Chemicka struktura dimethylsulfidu a dimythylsufoxidu.

Ethanol i methanol (Obr. 20) jsou v malé mife obsazeny v kazdém kavovém zrnu.
Pivod téchto alkoholil 1ze hledat ve fermentacnim procesu. Béhem praZeni tyto latky tvori

ethyl a methyl estery senzoricky aktivnich latek™.
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OH

H3CJ

M ethanol Ethanaol

H4C OH

Obrazek 20: Chemicka struktura methanolu a ethanolu.

V kaveé je samoziejmée pritomno vEtsSi mnozstvi alkohold. Nékteré dalsi zastupce Ize

nalézt spolu s n€kolika uhlovodiky v Tab. 8.

Tabulka 8: Piehled n&kterych uhlovodiki a alkoholil, izolovanych z kavy b&hem 20. stoleti®.

Uhlovodiky
benzen
toluen

ethylbenzen
kumen
0-xylen

m-Xylen
penta-1,3-dien

Alkoholy
propan-1-ol
butan-1-ol
pentan-1-ol
hexan-1-ol
2-methylpropan-1-ol
2-methylbutan-1-ol
3-methylbutan-1-ol
propan-2-ol
3-methybut-2-en-1-ol
okt-1-en-3-ol
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4. Metody vyuzitelné ke stanoveni latek v kavé

Zcelé skaly ruznych analytickych metod lze vyhodné ke kvantitativnimu a

kvalitativnimu stanoveni slou¢enin v kaveé vyuzit nasledujicich metod:

e 0dmérna stanoveni
e gravimetrie

e Separacni metody
e Optické metody

o celektrochemické metody

4.1. Odmérna stanoveni (VVolumetrie)

V dnesni dob¢ se volumetrickd analyza sloucenin v kavé prakticky témér nepouziva.
rovnéz je vetsi spotfeba vzorku a chemikalii. Pfed rozmachem inStrumentdlnich metod
védcim ale nic jiného nezbyvalo. Byly vypracovany postupy k titranimu stanoveni napf.

kofeinu, chlorogenové kyseliny, celkové kyselosti napoje, aj.

4.1.1 Stanoveni kyseliny chlorogenové jodometrickou titraci

Metoda vyuzivala oxida¢ni vlastnosti jodu, ktery reaguje se kyselinou chlorogenovou
v nadbytku, zbyly jod se titruje thiosiranem sodnym na indikator Skrobovy maz. Spotieba
roztoku thiosiranu je korigovana na slepy pokus, pfipraveny pouze z vody. Pro co nejpiesnéjsi
vysledky je béhem reakce sjodem nutné udrzovat konstantni teplotu reakéni smési a
konstantni pH. Primér obsahu chlorogenové kyseliny v 6 vzorcich zelené kavy se pohyboval

okolo 7,43 %, primér ze 4 vzorkii prazené kavy &inil 5,81 %2,

4.2 Gravimetrie

Gravimetrie neboli vazkova analyza diive slouzila ke stanoveni alkaloidl v kavé. Pti
této metod¢ analyt pfevadime na tzv. vazitelnou formu. Z pomérti hmotnosti analytu a vzorku
zjistime procentudlni zastoupeni sledované latky. Obecné v gravimetrii musi byt vazitelna
forma latky dobie definovatelnd, tzn., musi byt pfesn¢ znamo slozeni oné formy. V piipade
kavy je vazitelnou formou cisty alkaloid, ziskany pomoci separacnich operaci. Tyto typy

stanoveni maji spiSe vic nevyhod neZ vyhod. Nevyhodami je zna¢na ¢asova naro¢nost, vysoké

vvvvvv
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Vyhodou muze byt niz8i pofizovaci ndklady na vybaveni a chemikalie, pfi pouziti

v primyslovém méfitku by to byl ale opak?.

4.2.1 Vazkové stanoveni smési theobrominu a kofeinu

Oba alkaloidy se ze vzorku vylou¢i oxidem hofe¢natym. Poté jsou z matrice
extrahovany chloroformem. Po oddestilovani chloroformu se gravimetricky stanovi obsah
obou alkaloidi. Pro stanoveni pouze kofeinu je nutno chloroformovy odparek extrahovat
podruhé, tentokrat chloridem uhli¢itym. Po odstranéni extrakéniho Cinidla se gravimetricky

stanovi pouze kofein?’.

4.3 Separaéni metody

Analytické separacni metody jsou Sirokou skupinou instrumentalnich analytickych
metod. Diky Sirokému uplatnéni, moznosti stanovovat komplexné&jsi vzorky a mnoha dalSim

vyhodam jsou separacni metody v analytické chemii bezesporu nenahraditelné.

Analytické separace lze rozdélit podle principu. Metody jako extrakce, kapalinova,
plynova chromatografie, vyuzivaji fazovych rovnovah. Stanovovana latka se pohybuje
nejcastéji mezi dvéma fazemi, v ptipad€ extrakce je to napt. mezi fazi pevnou a kapalnou,
nebo mezi dvéma kapalinami, kapalinou a plynem, atd. V extrakci se uplatiiuji rozpoustéci
rovnovahy, tzn. stanovovana latka je v jedné fazi extrak¢niho Cinidla vice rozpustna nez ve
fazi druhé. Popiipadé se uplatiuji procesy adsorpce, chemisorpce ¢i iontové vymény. Druhou
skupinou separaci jsou separace v silovém poli (elektrické). V tomto ptipad¢ se stanovovana

latka pohybuje pouze ve fazi jediné, jako piiklad mizeme uvést elektromigracni metodyzs.

Chromatografie

Chromatografie byla objevena koncem 19. stoleti. Jednd se o metodu mladsi nez je
extrakce. Vyuziva dvou fézi, tzv. mobilni a stacionarni faze. Mezi timto fazovym systémem
se v pfitomnosti analytu opakovanég ustaluje rovnovaha, at’ uz sorp¢ni, iontové vymeénna nebo
jind. Mobilni faze s analytem prochazi prostfedim staciondrni faze a dochazi k ustanovovani
rovnovah. Analyt je zachycovan ve stacionarni fazi, tudiz je jeho pohyb oproti ostatnim
slozkdm zpomalen. Timto ,.zachytavanim® sledované latky v koloné¢ se pocatecni smes

. . v . . . for or 1282
diferencuje podle sloZeni, respektive interakce se stacionarni fazi 8.29
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Podle skupenstvi pouzité mobilni faze dé¢lime chromatografické metody na:

¢ metody kapalinové chromatografie (Liquid Chromatography, LC)

e metody plynové chromatografie (Gas Chromatography, GC)

e metody superkritické fluidni chromatografie (Supercritical fluid chromatography,
SFC)

Déale 1ze metody diferencovat podle uspotadani:

e plosna (papirova, tenkovrstva chromatografie)

e sloupcova (kolonova — kapalinova, plynova)

V neposledni fadé€ lze jesté chromatografické metody délit podle separaéniho mechanismu:

adsorptivni (kapalinova/plynova adsorpéni chromatografie)

e rozdé¢lovaci (kapalinova/plynova rozdé€lovaci chromatografie)

e iontoveé vyménna (iontové vyménna chromatografie)

e zaloZzené na sitovém efektu (plynova chromatografie na molekulovych sitech, gelova
permeacni chromatografie)

e zaloZené na specifické interakci (afinitni chromatografie)
Kapilarni elektromigraéni metody

Princip metody je postaven na pohybu latek v elektrickém poli. K separaci dochézi
Vv tenkych kapilarach, vyrobenych z teflonu, poptipadé z kiemenného skla. Na kapilaru je
vloZzeno vysoké napéti, Casto viadech kV. Uvniti kapilary probihaji dva d¢&je,
elektroosmoticky tok a migrace. Elektroosmoticky tok je tok kapaliny kapilarou pod
elektrickym napétim. Migrace je pohyb elektricky nabitych castic k opaéné nabité
elektrodé. Vyhodou elektromigracnich metod je vysoké Gcinnost separace, mala spotieba

vzorku a rychlost provedeni. Nevyhodou je predevsim nizsi citlivost.

Jelikoz existuje mnoho riznych elektromigracnich metod, je tieba uvést zakladni

rozdéleni:

e kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis, CZE)
e kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis, CGE)
e micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar Electrokinetic

Capillary Chromatography, MEKC)
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e elektrochromatografie v naplnénych kapilarach (Capillary
Electrochromatography, CEC)
e kapilarni izoelektricka fokusace (Capillary Isoelectric Focusing, CIEF)

e kapilarni izotachoforéza (Capillary Isotachophoresis, CITP)

Uvedené metody se lisi v oblasti pouziti, instrumentaci, i¢innosti separace a jinych

parametrech®,

4.3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie se zacala v analyze kavy pouzivat v poloviné¢ dvacatého
stoleti. Tato metoda je vyhodna pfi studiu tékavych latek, poptipadé plynt. V praxi se
pouziva k analyze kévového aroma a ke sledovani procesu praZzeni. Rozkvét plynové
chromatografie doklada i pocet nové objevenych slouc¢enin. Béhem 20 let, od roku 1965 az
1985, bylo v prazené kaveé objeveno ptiblizné 600 novych latek a to s velkym piispénim praveé
plynové chromatografie. V praxi lze vyhodné pouzit GC pouze na dostate¢n¢ tekavé latky,
nedostate¢né t€kavé latky je nutno upravit, aby mohla analyza spravné prob¢&hnout, tato
operace ale skytd mnoha tskali a n€kdy byva pomérné naro¢na na provedeni. Oproti jinym
metoddm je pravé tato podminka nemalou nevyhodou. Zakladni schéma instrumentace pro

GC je uvedeno na Obr. 212,

Regulagni ventil  Davkovaci zafizeni  Detektor “yhodnocovaci zafizeni

kolona

Zasobnik
nosneho plynu

1l Termostat

Obrazek 21: Schéma instrumentace plynové chromatograﬁe30.
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Priprava vzorku pro plynovou chromatografii

Vzorek musi byt dostatecné tékavy, aby zpétné nekondenzoval a nezanasel kolonu a
davkovaci zatizeni. Pokud latka neni dostate¢né te€kava, je ji nutno pievést na tékavejsi formu
tzv. derivatizaci. A to nejCastéji na t€kavéjsi estery nebo na silylderivaty. Silylace je postup,
kdy je ve slouceniné kysely vodik nahrazen silyl — skupinou a vznika alkylsilyl. Kysely vodik
se naléza napt. u OH, COOH skupin. Derivatizace také ¢asto mize ovlivnit odezvu detektoru,
¢ehoz se napt. vyuziva u detektoru elektronového zachytu. Kromé silylace a esterifikace se
pro derivatiza¢ni reakce pouzivaji i alkylace s acylaci. Dale je ze vzorku ¢asto nutné odstranit

vodu, popftipad¢ jiné piimesi pomoci riznych extrakénich operacizg’gl.

Detektory, pouZivané v plynové chromatografii

Obecné detektory zaznamendavaji urcitou veli¢inu (absorbanci, elektricky proud,
tepelnou vodivost, aj.) v zavislosti na eluci latek z chromatografické kolony. Jinymi slovy je
odezva detektoru zavisla na koncentraci analytu v eluatu. Dulezitym parametrem kazdého
detekéni limity stanoveni oné slouceniny, coz je Zadouci a tuto skutec¢nost dobtfe popisuje
pomér signalu a Sumu pouzitého detektoru. Dale se sleduje linearni oblast detektoru. Tento
parametr udava takovou koncentraci analytu, pfi které pouzity detektor poskytuje linedrni

, S - o .28,29,31
odezvu na danou latku. Pro pfesna stanoveni je nutno pracovat praveé v této oblasti 8.29.31

Pro plynovou chromatografii se pouZzivaji nasledujici detektory, z nichZ prvni tfi budou

rozebrany podrobnéji:

e plamenov¢ ioniza¢ni detektor (FID — flame ionization detector)
e teplotné — vodivostni detektor (TCD — thermal conductivity detector)
e detektor elektronového zachytu (ECD — electron capture detector)

e hmotnostni spektrometr (MS — mass spectrometer)

Plamenové ioniza¢ni detektor (FID): V soucasnosti asi nejpouzivanéjsi detektor v plynové
chromatografii. Je tomu tak diky jeho vysoké univerzalnosti a relativni jednoduchosti.
Dal8imi jeho pfednostmi jsou nizké odezvy na vodu a oxid uhli¢ity, pomérné Sirokd linearni
oblast a solidni citlivost. Detektor je sloZzen z vodikového hotfaku a elektrod, umisténych
okolo néj. Na elektrody je vlozeno napéti v fadech stovek volti. Na hotak je rovnéz napojen
vystup z chromatografické kolony. Detektor vyuziva rozkladu separovanych latek v plameni

za vzniku fragmentl iontové povahy, které vyrazné¢ méni velikost protékajiciho proudu mezi
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elektrodami. Chromatogramem pak mlze mit podobu zavislosti ¢asu na velikosti
protékajiciho proudu, a mé povahu pikd. Nevyhodou FID je nutnost dodavky paliva pro

vodikovy hoiak®*!,

Tepelné vodivostni detektor (TCD): Tento typ detektoru vyuziva zhaveného vlakna, které je
umisténo v termostatu. Kontinualn¢ je méfen odpor vlédkna, ktery zavisi na jeho teploté a
tepelné vodivosti okolniho prostiedi. Do okoli je pfiveden vystup ze separacni kolony. Latky,
prochazejici okolim Zzhavené spirdly zméni tepelnou vodivost okoli spiraly. To se projevi
zménou odporu a teploty vlakna. Zmény jsou umérné koncentraci analytu. Vyhodou tohoto

detektoru je jeho univerzéalnost, nevyhodou je jeho nizi citlivost®.

Detektor elektronového zachytu (ECD): Principem tohoto detektoru je ionizace nosné¢ho
plynu spolu s analytem pomoci vysokorychlostnich elektroni, emitovanych B zaticem. Tyto
elektrony zptsobuji ionizaci a naslednou emisi sekundarnich elektronii o niz$i energii
z nosného plynu. V prostoru ionizace jsou umistény elektrody. Emise elektronti zpuisobuje
vzestup hodnoty protékajiciho proudu mezi nimi. V pfipad€, Ze nosny plyn obsahuje i
stanovovanou latku, dochazi absorpci elektronti pravé na téchto latkdch, navenek je
pozorovano snizeny hodnoty protékajiciho proudu mezi elektrodami. Detektor je velmi citlivy
na halogeny a nitroskupiny, malo citlivy na uhlovodiky, alkoholy a aminy. Nevyhodou je uzsi

linedrni rozsah ve srovnani s ostatnimi detektory2 g

4.3.1.1 Stanoveni tékavych latek v prazené kavé s pouzitim FID a MS

Analyzovana byla zrna z rostliny Coffea Arabica, Coffea canephora var. robusta a
nakonec smés rozpustné kavy. Zkoumany byly zrna v syrovém a prazeném stavu. Pouzity
byly dvé srovnavaci metody: plynova chromatografie ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (GC/MS) a plynova chromatografie S plamenové ionizaénim detektorem a
pomocnou kolonou, slouzici k senzorické analyze (GCO, Gas Chromatography-
Olfactometry). Pracovni postup se sestaval z vylouzeni vzorku zrnkové kavy horkou vodou,
smés byla poté prefiltrovana. Vzorek rozpustné kavy byl ve vodé pouze rozpustén. Filtrat ¢i
pevnd kdva byly umistény do sklenénych nadobek a uzavieny vickem se septem. Obé¢
nadobky byly umistény na vodni lazen, cca 70 °C teplou. Poté byly plynotésnou injekéni
stiikackou davkovany do kolony pary, odebrané nad vzorkem pfes septum. K separaci byla
pouzita kapilarni kolona RTX-5 s naplni SE-54 od firmy Amchro, pro srovnavaci metodu

s hmotnostnim spektrometrem byla pouzita kapilarni kolona DB-5 firmy J & W Scientific®.
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Dvéma nezavislymi metodami bylo identifikovano 21 vzorkl tékavych latek, pattici

vesmes do skupin uhlovodiki, aldehydut, ketontl, fenoltl, esterti, thiold a sulfida®.

4.3.1.2 Stanoveni tékavych latek po predchozi mikroextrakci pevnou fazi s pouzitim MS

Extrakci l1ze vyuzit k lepSimu rozdéleni pivodni matrice vzorku, tim padem lze ve
vzorku selektivné stanovit rizné typy analyti. K extrakci Ize napiiklad vyuzit sorbentti na
bazi polyakrylatu nebo jiz zminéné iontové kapaliny. Pouzity sorbent ovliviiuje selektivitu
separace. Jako detektor mtize byt pouzit hmotnostni spektrometr. Vzorek kavy byl umistén do
nadobky se septem a vhodnym sorbentem. Vse prob&hlo pii pokojové teploté, cca 21 °C. Po
provedeni extrakce byly pary davkovany do chromatografické kolony HP 5-ms od firmy
Agilent. Stanoveno bylo celkem 49 sloucenin. Jednalo se pievazné o heterocyklické

slouGeniny, alkoholy, aldehydy a kyseliny™.

4.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jedna se o kapalinovou chromatografii s vy$si uéinnosti separace. Dosahuje toho
jednak stacionarni fazi, ale i zpisobem néstfiku vzorku a jinymi prvky. Néaplih mé podobu
velmi malych castic, které skytaji pro mobilni fazi vysoky hydrodynamicky odpor. Proto je
pro ¢erpani mobilni faze nutno pouzit cerpadlo, schopné vyvinout na vystupu vysoké tlaky
v fadech jednotek, bézné ale i desitek MPa. Mobilni faze v kapalinové chromatografii hraje
rovnéz dllezitou roli a nebyva inertni k proceslim, probihajicim v separac¢nich kolonach.
Sleduje se zejména jeji polarita, selektivita a odezva, kterou poskytuje na detektoru. Z tohoto
vyplyva, ze volba mobilni faze podstatné zavisi na povaze stanovované latky a na pouzité
instrumentaci. Vzhledem k polarit¢ dvou sty¢nych fazi, mobilni a stacionarni, délime tyto
metody na chromatografii s normalnimi fazemi (NP, normal phase) a chromatografii
s obracenymi fazemi (RP, reversed phase). V prvnim piipadé je stacionarni faze polarni a
mobilni faze je nepolarniho charakteru. Druhy typ chromatografie vyuziva opacné vlastnosti
pouzitych fazi a je v dneSni dobé vice uZzivan. Zékladni schéma instrumentace HPLC je

uvedeno na Obr. 222°3%,
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Obriazek 22: Zakladni schéma instrumentace HPLC,

Pouzivané detektory v HPLC

Pouzivané detektory pro plynovou a kapalinovou chromatografii se podstatné lisi.
V HPLC jsou detektory uzpusobeny K praci v kapalném prostiedi. Prakticky je to realizovano
tak, Ze jsou ¢idla umisténa v pritocné méfici cele. Ostatni pozadavky a parametry jsou shodné

s detektory, pouZivanych V jinych oblastech analytické chemie?.

Pro HPLC se nejc¢astéji pouZivaji nasledujici detektory:

e fotometricky detektor
e fluorimetricky detektor

e hmotnostni detektor

Fotometricky detektor: Ve fotometrii sledujeme zéavislost absorbance na vlnové délce
pouzitého zafeni. Zatfeni, emitované napi. halogenovou, rtutovou ¢i deuteriovou vybojkou,
prochazi pruto¢nou kyvetou, ktera je napojena na vystup ze separacni kolony. Kyveta je
nejcastéji zhotovena z kfemenného skla. MnoZstvi prochazejiciho zareni je detekovano napf.
fotonasobi¢em. Pro organické latky je Casto pouzivan detektor, pracujici v UV oblasti.
Vétsina organickych latek totiz absorbuje v ultrafialové oblasti elektromagnetického zateni.
Vyhodou tohoto detektoru je Siroky linearni rozsah, vysoka citlivost a Siroka oblast
pouzitelnosti. Moderni spektrofotometry navic umoziiuji simultdnni méteni vice vlnovych

délek. Toho se dociluje pouzitim specialniho zdroje zafeni, jakym je tzv. diodové pole®.

Fluorimetricky detektor: N¢které latky vykazuji fluorescenci. Je to jev, kdy latka po ozateni
emituje sekundarni zafeni o krats$i vinové délce, nez je tomu u budiciho zateni. Na rozdil od

fosforescence trva emise zafeni jen zlomek sekundy. Zdrojem zafeni muze byt xenonova
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vybojka nebo laser. Emitované zareni je detekovano fotonasobicem. Systém je velmi citlivy

7 W 14 729
pro latky s vysokou fluorescencni schopnosti®.

Uprava vzorku pro HPLC

vvvvvv

vzorkd jako je napt. kdva nebo krev. Odstranéni probihd nejCastéji extrakci, destilaci,
centrifugaci, dialyzou, atd. Samoziejmosti je zbaveni vzorku rozptylenych ¢asti (suspenze)
pomoci filtrace. Stejné jako u plynové chromatografie se i v HPLC vzorek Casto derivatizuje.
Hlavnimi diivody jsou: optimalizace odezvy detektoru a zvySeni jeho citlivosti. Vzorek se
muze derivatizovat jeSté pred vstupem do kolony, tehdy hovofime 0 tzv. pre — column
derivatizaci, nebo az po vystupu z kolony, tzv. post — column derivatizace. Piikladem
derivatizace pre — column muze byt esterifikace karboxylovych kyselin. Pro post — column

derivatizaci méizeme uvést reakci ninhydrinu s aminokyselinami®'.

4.3.2.1 Stanoveni purinovych alkaloidi

Pfi stanoveni kofeinu, theobrominu, theofilinu lze pouzit HPLC s amperometrickym
detektorem. Tento typ detektoru pii daném stanoveni nepatii k nejbéznéjsim, piesto je vSak
jeho citlivost dostacujici a teoreticky bylo mozno pii vhodné zvoleném potencialu bezpeéné
stanovit vSechny 3 latky vedle sebe. Analyty je nutno extrahovat ze vzorku v koloné¢ pevnou

fazi®.

Rozemlety vzorek byl extrahovan horkou vodou, ptefiltrovan, vhodné ziedén a poté
davkovan do kolony C18 s izokratickou eluci mobilni fazi (methanol/ fosfatovy pufr pH 3,5;
1:9). Optimalni hodnota potencialu pro stanoveni v§ech 3 alkaloidd byla stanovena na 1,4 V.
V testovaném vzorku se ukazal obsah theofylinu jako nedetekovatelny. Naméfené hodnoty
pro kofein byly vrozmezi 2,9 — 2,3 %, pro theobromin 0,008 — 0,009 %. Uvedenym
vysledkiim odpovidal i detekéni limit. Pro kofein a theobromin byl cca 2,5 ng a pro theofylin
1 ng. S amperometrickym detektorem bylo dosazeno 2 — 5 krat vyssi citlivosti nez je tomu u

UV detektoru®.

Ke stanoveni lze také pouzit hmotnostniho spektrometru. Vzorek kavy byl extrahovan
horkou vodou, prefiltrovan ptes papirovy filtr a davkovan do kolony C18, mobilni fazi byl
0,3 % roztok kyseliny mraven¢i a methanolu. Obsah kofeinu byl stanoven v 8 vzorcich kav

typu robusta a arabika, pohyboval se od 900 — 1700 mg/100 g suéiny36.
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Vzhledem k vyrazné absorbanci purinovych alkaloidii v UV oblasti Ize vyhodné uzit
fotometrického detektoru, pracujiciho pravé v této oblasti vinovych délek. Kofein byl
extrahovan pevnou fazi z matrice po pifedchozim vylouzeni vzorku horkou vodou. Smés byla
prefiltrovana a davkovana do kolony C18. Mobilni fazi byla smés fosfatového pufru,
triethylaminu a acetonitrilu, pouzita byla izokraticka eluce. Obsah kofeinu byl v intervalu 190
— 450 mg/l pro kavu typu arabika a 310 — 760 mg/l u kav robusta. Dekofeinovana kava

obsahovala jen 8 mg/l. Analyzovano bylo na 20 réiznych vzorka®'.

4.3.2.2 Stanoveni triglyceridi

Pomoci HPLC je mozno dobie stanovit latky lipidické povahy po piedchozi extrakci
z kavovych zrn vhodnym organickym rozpoustédlem. Tim muze byt naptiklad hexan, kterym
byl extrahovan kavovy olej, jenz byl nasledné rozpustén v acetonu, piefiltrovan a separovan
na koloné¢ C18. Pouzitd mobilni faze byla tvofena smési acetonitril/aceton (50:50, v/v).
Celkem bylo analyzovano na 32 vzorki zelené a prazené kavy. Na 10 ruznych triglycerida
bylo identifikovano, jejich obsah se pohyboval od cca 1 %, az do 28 % u zelené kavy a od 1
do 32 % u prazené kavy. Triglyceridy byly slozeny z nasledujicich mastnych kyselin:
linolova, linolenova, olejova, palmitova a stearova. Nejvice zastoupena byla kyselina linolova

a palmitové%.

4.3.2.3 Stanoveni tokoferoli

Pro stanoveni je kli¢ové, ze jsou tyto latky rozpustné v tucich. Postup extrakce téchto
sloucenin je proto totozna jako je tomu v piipadé triglyceridd. Jako extrakéni ¢inidlo byl
pouzit hexan. Vyextrahovany olej byl rozpustén rovné€z v hexanu a dadvkovan do HPLC
kolony se silikatovym sorbentem. Mobilni fazi byl hexan ve smési s propan-2-olem (99:1,
v/v). Celkem ve 32 vzorcich byla identifikovana trojice tokoferolt: tokoferol a, B a y. Nejvice
byl zastoupen tokoferol 3, 10 — 88 pg/1g suSiny v zelené kavé a 16 — 161 pg/1g susiny u kavy
prazené. Nejméné zastoupeny byl tokoferol y 1 — 5 pg/lg suSiny pro zelenou kéavu, po

uprazeni byl pozorovan vice nez desetindsobny nartist koncentrace této létky36.

4.3.2.4 Stanoveni fenolickych latek

Volné fenolické kyseliny a jejich derivaty lze stanovit pomoci fotometrického
detektoru s diodovym polem. Vzorek zrnkové kavy byl vylouzen horkou vodou, prefiltrovan a
davkovan do HPLC kolony C18, termostatované na teplotu 35 °C. Detektor pracoval pfi
vinovych délkach 254, 270, 280 a 329 nm. Stanoveny byly 4 fenolické latky:

3-caffeoylchinova kyselina (400 mg/1kg), 4-caffeoylchinova kyselina (530 mg/1kg),
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5-caffeoylchinova kyselina (560 mg/1kg) a kyselina kavova (1,3 mg/1kg)™®.

4.3.2.5. Stanoveni sacharidi

Pro stanoveni sacharidii se bézné€ uzivd kapalinové chromatografie ve spojeni
s refraktometrickym detektorem. V kavé se ale sacharidy nachazeji v malém mnozstvi, na
které citlivost refraktometrického detektoru nestaci. Ke stanoveni sacharozy byly Uspésné
zkouseny spektrofotometrické metody po enzymatickém rozstépeni cukru, nékdy ovsem ani
citlivost tohoto stanoveni nestacila. Za uc¢elem dosazeni nizsich detek¢nich limitt byl testovan

hmotnostni spektrometrsg.

Sacharézu lze v kavé stanovit po jeji predchozi extrakci horkou vodou. Sacharid
pfejde do roztoku. Kévovd smés byla poté prefiltrovana. Filtrat byl vyCefen zasaditym
octanem olovnatym a znovu prefiltrovan. Na separaci byla pouzita chromatograficka kolona
C18, mobilni fazi byla smés 0,3 % kyseliny mraven¢i a methanolu. V zelené kavé byl
stanoven obsah sachardzy na 6,4 — 8,4 g/100 g kavy. Po uprazeni se obsah snizil na cca 16 —

184 g/100 g. Celkem byl obsah sacharozy stanoven u 13 vzorku kav®.

Stanoveni sacharidt 1ze realizovat i S amperometrickou detekci a pracovni elektrodou
zhotovenou ze zlata. Rozemlety vzorek byl extrahovan vodou, ziskany extrakt byl odplynén a
centrifugovan. Po odstiedéni byl supernatant prefiltrovan a davkovan do kolony CarboPac
PA-20, termostatované na 31 °C. Mobilni fazi byla voda. V kavach arabika byla stanovena
galaktoza v koncentraci 0,1 — 0,6 mg/g a sachardza v koncentraci 63 — 90 mg/g. V kavach
typu robusta byly stanoveny 4 sacharidy: galaktéza (0,1 — 0,6 mg/g), sacharéza (36 — 56
mg/g), glukéza (0,3 — 1,6 mg/g) a mandza (0,3 mg/g)*.

4.3.2.6 Stanoveni aminokyselin

Metodou vnitiniho standardu a po derivatizaci aminokyselin 1ze aplikovat HPLC
k analyze aminokyselino obsahu v zelené kavé. K tspéSnému stanoveni aminokyselin je
nejprve nutno vzorek rozmélnit a extrahovat napi. kyselinou chlorovodikovou. Vznikla
suspenze byla nasledné prefiltrovana. K ¢istému extraktu byl pfidan vnitini standard v podobé&
a-aminobutanové kyseliny. Po zahtati byly vzorky davkovany do chromatografické kolony
AccQ Tag od firmy Waters, termostatované na 39 °C. Mobilni faze se sestavaly ze tfi riznych
smési nasledujicich rozpoustédel: acetonitril, octan sodny, triethylamin a voda. Excitacni
vlnova délka byla 250 nm, emisni 395 nm. Nejvice zastoupenou aminokyselinou byl alanin
(800 — 1200 pg/g), nasledovan asparaginem (500 — 700 ug/g). Vyssi obsah byl zaznamenan i
u fenylalaninu (300 — 500 ug/g), glutaminu (250 — 375 ug/g), serinu (375 ng/g). Dale byly
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identifikovany: glycin, asparagova kyselina, arginin, threonin, prolin, valin, methionin, lysin,
leucin, isoleucin, histidin a tyrosin. Kévy typu robusta se ukézaly jako bohatsi zdroj

aminokyselin.

4.3.2.7 Stanoveni trigonellinu

Trigonellin je rostlinnym alkaloidem, jeho stanoveni ndm muze podat obraz reakénim
pochodu této latky béhem prazeni. Tuto latku je mozno stanovit pomoci fotometrického
detektoru s diodovym polem, po piedchozi separaci na C18 koloné. Rozmélnény vzorek kavy
byla extrahovéana horkou vodou. Kéva byla poté prefiltrovana a divkovana do proudu mobilni
faze, slozené z fosfatového pufru (pH 4) a methanolu. Analyzovana byla kava typu arabika a
robusta. Pro arabiku byl stanoven obsah trigonellinu na 5,25 — 6,28 g/1kg suSiny, u robusty

bylo namé&feno 3,08 — 5,54 g/1kg susiny*’.

4.3.2.8 Stanoveni Kkyseliny nikotinové

Kyselinu nikotinovou lze dobfe stanovit po ptfedchozi separaci na C18 koloné
s pouzitim fotometrického detektoru s diodovym polem. Vzorek kavy byl extrahovan horkou
vodou, pfefiltrovan a ddvkovan do chromatografické kolony. Mobilni fazi byl fosfatovy pufr
(pH 4) ve smési s methanolem. Vzorky byly kavy typu robusta a arabika. Obsah této kyseliny
byl u obou typii kév srovnatelny, pohyboval se v intervalu od 77 — 136 mg/1kg susiny™.

Ke stanoveni lze pouzit jako detektor i hmotnostni spektrometr. Praskovy vzorek byl
extrahovan horkou vodou a prefiltrovan. Vznikly roztok byl vycefen zasaditym octanem
olovnatym, opét piefiltrovan a davkovan do C18 kolony. Mobilni fazi byla 0,3 % kyselina
mravenc¢i a methanol. Celkem bylo zkoumano 13 vzorku, z toho 8 vzorkl prazenych kav, 3
vzorky kav zelenych a 2 vzorky kavy instantni. U syrové kavy nebyla kyselina nikotinova

detekovéna, u prazenych kav se jeji obsah pohyboval v rozmezi 9,6 — 30,4 mg/100g susiny™.

4.3.3 Tenkovrstva chromatografie

Jedna se o jednu z nejjednodussich aplikaci chromatografie. VéEtSinou je realizovana
Vv podobé tenké desticky, tvofené z hliniku nebo skla, na které¢ je nanesena slabd vrstva
sorbentu. Nejcastéji pouzivané sorbenty jsou: oxid hlinity, praskovy silikagel a jeho
modifikace, mikrokrystalicka celuldza, poptipadé Skrob. Spodni hrana desticky se ponoii do
vhodného rozpoustédla, které¢ je zarovein mobilni fazi. Nad Grovni hladiny se ud¢la tzv.
startovni ¢ara, na kterou se posléze nanese vzorek. Na startovni ¢aru lze aplikovat nékolik
vzorkl, v zavislosti na velikosti desticky. Mobilni faze vzlind destickou vzhliru a unasi

s sebou vzorek, ktery se separuje v zavislosti na sorp¢nich vlastnostech analyzovanych latek.
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Chromatografie je ukoncena, kdyz mobilni faze dosdhne horniho okraje desticky.
Takovémuto usporadani fikdme vzestupné vyvijeni, kdy rozpoustédlo vzlina destickou. Druhy

typ uspotradani je vyvijeni sestupnézg.

Tenkovrstva chromatografie je velmi jednoduché a financné nenaro¢nd. Nevyhodou je

C s 29
nizka G¢innost separace” .

4.3.3.1 Stanoveni purinovych alkaloidu
Tento typ chromatografie je celkem dobfe pouzitelny pro stanoveni kofeinu,

theobrominu a theofylinu.

Nejdiive se alkaloidy uvolni z roztoku povatrenim s kyselinou sirovou. Po filtraci se
extrahuji chloroformem. Extrakt je poté davkovan na desticku se silikagelovym sorbentem.
Jako mobilni fazi 1ze pouzZit smés octanu ethylnatého, methanolu a kyseliny octové.

(80:10:10). Alkaloidy lze detekovat denzitometricky pti vinové délce 272 nm?’.
4.3.4 Kapilarni elektromigracni metody

4.3.4.1 Stanoveni purinovych alkaloidi pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni
chromatografie s detekei v UV oblasti
Micelarni elektrokinetickou chromatografii Ize dobte vyuzit ke stanoveni purinovych

alkaloida v kave.

Vzorek kavy byl extrahovéan horkou vodou a ptefiltrovan a davkovan do kapilary. Jako
elektrolyt byla pouzita smés acetonitrilu, fosfatového pufru (pH 9) a dodecylsulfatu sodného.
Na kapilaru bylo vloZeno napéti 25 kV. Latky byly detekovany v UV oblasti pii 210 nm.
Separace byla provedena pii 25 °C. Obsah alkaloidi byl méfen ve 3 rtiznych vzorcich kavy.
Koncentrace kofeinu se pohybovala od 0,1 — 1,9 g/100g. Theobromin ani theofylin se stanovit
nepodafilo. Detekéni limity pro tyto latky byly vétsi nez koncentrace téchto latek ve

vzorcich®.

4.3.4.2 Stanoveni organickych kyselin v kavé pomoci kapilarni elektroforézy s UV
detekci
Elektroforéza je pouzitelna pro stanoveni riznych karboxylovych kyselin, detekci Ize

uskutecnit napt. pomoci spektrofotometru, pracujiciho v UV oblasti.

Vzorek kavy byl rozmélnén a extrahovan vodou. Po extrakci byla vznikla suspenze

centrifugovana a prefiltrovana. Filtraty byly ddvkovany do elektrolytu, tvofené¢ho smési 0,5 M
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kyseliny fosforecné, hydroxidu draselného a ¢inidla pro potlaceni elektroosmotického toku.
Na sklenénou kapilaru byl vlozen potencial —10 kV. Separace probéhla pti pH 6,25 a teploté
25 °C. Detektor pracoval na vlnové délce 200 nm. Celkem v 5 vzorcich ruznych kav bylo
stanoveno celkem 17 organickych kyselin, napi. kyselina §tavelovd, mravenci, fumarova,

. , iy ;oo v 7 , . rx. 743
maleinova, citrébnova, jablecna, octova, glykolova a mlécna™.

4.4 Elektroanalytické metody

Siroka rodina t&chto analytickym metod vyuziva elektrochemickych poznatkil ke
kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni ur€itych latek ve vzorcich. Pracuje s elektrickymi
veli¢inami jako elektricky potencial, proud, naboj, rovnéz vyuziva ryze chemické principy.
Klasickymi zastupci této vétve analytické chemie je napf. voltametrie, potenciometrie,
coulometrie, amperometrie a elektrogravimetrie. VSechny tyto uvedené metody vyuzivaji
redoxnich reakci pro stanoveni ptislusné latky a nékdy se oznacuji jako tzv. elektrochemické
metody. Jiné elektroanalytické metody pracuji s intenzivnimi veli¢inami jako elektrické

vodivost, permitivita a ozna¢ujeme je metodami elektrometrick}'/mizg’M.

Nespornd vyhoda elektroanalytickych metod je jejich vysoka citlivost, spojend
s nizkymi detek¢énimi limity stanovovanych latek. Dalsimi vyhodami jsou: vysoka selektivita,
Siroka linedrni oblast stanoveni a v neposledni fadé¢ i pomérné nizké financni naroky na

instrumentaci®*,

4.4.1 Stanoveni kofeinu pomoci voltametrie s uhlikovymi pastovymi elektrodami
Kofein lze oxidovat pii potencialu okolo 1,45 V. Elektrochemicka oxidace je
znazornéna na Obr. 23. Hodnota potencidlu je pomérné vysoka, coz se mize projevit rusSivymi
proudy, vznikajicimi oxidaci kysliku, rozpuSténé¢ho v analyzovaném roztoku. Proto je nejprve
nutno analyzovany roztok zbavit kysliku, probubldvanim inertnim plynem, napf. dusikem.
Vyhoda pastovych uhlikovych elektrod, modifikovanych 1,4 — benzochinonem, spociva
Vv tvorbé dobfe patrného, reverzibilniho piku okolo potencialu 0,2 V. Tento pik vznika diky
redoxnim vlastnostem pouzit¢ho modifikatoru v uzitém pufru. Nemodifikovand elektroda
naproti tomu nevykazuje pifi srovnatelnych podminkdch méteni Zadnou proudovou odezvu.
V rezimu square — wave voltametrie se objevuje pii shodném potencidlu a podminkéch
meéfeni totozny pik 1,4 — benzochinonu. Po pfidani kofeinu dochéazi ke sniZzeni amplitudy
pivodniho chinonového piku a to v zavislosti na koncentraci pfidané analyzované latky.
Vztah mezi proudovou odezvou a koncentraci kofeinu Ize oznacit jako linedrni. Metodou

kalibragni kiivky Ize pak jednoduse stanovit obsah kofeinu ve vzorku®.
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Obrazek 23: Princip elektrochemické oxidace kofeinu®.

Vzorek kavy byl rozmélnén, ziskany prasek byl extrahovan horkou vodou. Vznikla
suspenze byla piefiltrovana a uvolnéné latky byly extrahovany do dichlormethanu. Extrakt
byl rozpustén v horkém pracovnim elektrolytu (NaH,PO,4, Na;HPO4, H3PO4 pufr) a nasledné

vy 45
bylo provedeno méfeni .

Uvedend metoda stanoveni je pomérné levnou zalezitosti, dalSi pfednosti je jeji
rychlost, jedno méfeni je otazkou pouze nékolika malo minut. Navic je metoda s pouzitim
modifikovanych pastovych elektrod velmi citliva, prakticky srovnatelnd s HPLC. Detekéni
limit se pohyboval okolo 0,3 umol/Il. Pfi stanoveni kofeinu bylo naméfeno 3,73 &+ 0,02 mmol/l

a 4,28 + 0,00 mmol/l pro dva rizné vzorky kavy™.

4.5 Optické metody

Mezi dobie vyuzitelné optické metody v kavové analyze patii piedev§im
spektrofotometrie. Principem této metody je méfeni absorbance analytu v zavislosti na vlnové
délce elektromagnetického zafeni. Absorbované vinové délky jsou pro kazdou latku
charakteristické a odviji se od jejich struktury energetickych hladin. Lze tedy konstatovat, ze
jsou absorbované vinové délky tidajem kvalitativnim, kdezto velikost absorbance tdajem
kvantitativnim. Pro popis vztahu mezi absorbanci a koncentraci analytu pouzivame Lambert —
Beerova zidkona (Rovnice 1), kde A znaci absorbanci, € molarni absorp¢ni koeficient v

l.em™.mol™ a ¢ je latkové koncentrace v mol.I™*%°,
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A=c¢€.c.L (2

4.5.1 Spektrofotometrické stanoveni kofeinu

Kofein Ize po extrakci vhodnym rozpoustédlem stanovit spektrofotometricky pii
vlnové délce 276 nm. Jelikoz je kava dost komplexni vzorek, je nutno odstranit rusici slozky
pomoci kolonové chromatografie, jako napln lze uzit napf. celit. Vysledky jsou pak

vyhodnoceny metodou kalibracni kfivky27.

4.5.2 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Totalni obsah fenolickych latek Ize stanovit reakci s ¢inidle podle Folin — Ciocalteua.
Vhodné zfedény vzorek reaguje s ¢inidlem, poté se zméfti absorbance pii 765 nm. Standardem
pro sestrojeni kalibracni kiivky je kyselina gallova. Celkovy obsah fenolickych latek v kaveé
se pohybuje v rozmezi 41 — 140 mg/g*’.

4.5.3 Spektrofotometrické stanoveni kahweolu

Obsah kahweolu Ize spektrofotometricky stanovit po ptfedchozi extrakci z lipidové
frakce zelené i prazené kavy. Extrakénim ¢inidlem mize byt hexan ¢i ether. Extrahovany
kahweol poté reaguje s HCI nebo KI na barevny produkt, ktery je prométen v UV/VIS oblasti.
Pro reakci s KI bylo provedeno méteni pii 620 nm. Naméfené hodnoty se pohybovaly od

395 do 418 mg kahweolu na 100 g vzorku®.
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5. Zavér

Prace shrnuje obecné informace o kave, jeji vyrobe, chemickém slozeni a moznostem
stanoveni rtiznych sloucenin. Vzhledem k velkému poctu zastoupenych latek jsou i metody

stanoveni pomérng pestre.

Mezi analytickymi metodami mé ve stanoveni kavovych slozek vysadni postaveni
vysokoucinna kapalinova chromatografie. Pomoci HPLC Ize stanovit Siroké spektrum latek,
napf. sacharidy, kofein, theofylin, theobromin, nikotinovou kyselinu, triglyceridy, tokoferoly,
aj. VSechny tyto latky Ize stanovit pifimo, tzn. bez derivatizace. Naopak stanovit napf.

aminokyseliny pomoci HPLC bez ptevodu na derivaty nelze.

Jinou separa¢ni metodou, pouzitelnou k analyze kavy, je elektroforéza. Vhodna je

pfedevsim k pfimému stanoveni alkaloidl a organickych kyselin.

V analyze t€kavych aromatickych latek ma své misto plynova chromatografie. GC lze
vyuzit pro stanoveni aldehydd, ketonl, alkoholii, t€kavych kyselin, riznych esteri a

uhlovodiki. Latky lze stanovit ptimo nebo po extrakci, kterd vylepsuje parametry stanoveni.

Pomérné uzitetnou skupinou stanoveni jsou optické metody, zejména
spektrofotometrie. Vzhledem ke znac¢né absorbanci purinovych alkaloidd, I1ze optické metody

upotiebit pfi stanoveni kofeinu a jinych alkaloidu.

Elektrochemické metody lze pouzit v mensim méfitku, nebot’ jsou velmi specifické.
Stanovovana latka musi vykazovat oxida¢né/redoxni vlastnosti. Uplatnéni elektrochemickych

metod je zejména pii stanoveni kofeinu a jinych alkaloida.

Odmérna stanoveni, popiipadé gravimetrie se dnes v analytické praxi moc nepouZziva.

Jsou to vesmes metody slozité, Casove narocné a neekonomickeé.
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