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ANOTACE

Tato diplomova préace je vénovana stanoveni kofeinu a izomert kyseliny chlorogenové v kaveé
pomoci kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Optimalizovand
chromatograficka separace byla pouzita pro analyzu prazenych, zelenych a bezkofeinovych
kavovych infuzi. Déle byla pozornost vénovana metoddm pro odstranéni kofeinu z kdvovych
zrn. Nejprve byla vyuzita extrakce riznymi organickymi rozpoustédly, z nichz nejlepSich
vysledkii bylo dosazeno pomoci dichlormethanu. Dale byla testovana superkriticka fluidni
extrakce s oxidem uhli¢itym. V neposledni fad¢ byla méfena antioxidacni aktivita a celkovy

obsah fenolickych latek pomoci spektrofotometrickych technik.

KLICOVA SLOVA

Antioxidacni aktivita, kofein, kdva, kyselina chlorogenovd, kapalinovd chromatografie,

dekofeinizace, ABTS, DPPH, FCM

TITLE

Analysis of Phenolic Compounds with antioxidant properties in decaffeinated coffee.

ANNOTATION

The aim of this thesis was the determination of caffeine and chlorogenic acid isomers in
coffee by liquid chromatography with spectrophotometric detection. Optimized
chromatographic separation was used for analysis of roasted, green and non-caffeine coffee
infusions. Further, the attention was paid to methods for removing caffeine from coffee beans.
First, the extraction with various organic solvents was used, from which the best results were
obtained with dichloromethane. In addition, supercritical fluid extraction with carbon dioxide
was tested. Last but not least, the antioxidant activity and total phenolic content were

measured by spectrophotometric techniques.

KEYWORDS

Antioxidant activity, caffeine, coffee, chlorogenic acid, liquid chromatography,

decaffeination, ABTS, DPPH, FCM
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UVOD

Slovo kdva vzniklo z arabského vyrazu ,,gahwah®. Arabové ndzvem ,,gahwah* v 17. stoleti
oznacovali napoje rostlinného ptivodu [1].

Kava je hlavni komoditou ve svétové ekonomice. Mezi nejrozsitenéjsi druhy patii Coffea
arabica a Coffea canephora (robusta). Robusta se povazuje za méné¢ kvalitni druh
kdvy a pouziva se prevazné jen ve smésich. Vyhodou dané¢ho kavovniku je pfijemnd chut’
iviné. Preference riiznych druht kdvovych ndpojii je spojena se socidlnimi zvyklostmi
a venkovskymi kulturami [2].

Ptiblizn¢ jednu desetinu svétové produkce tvoii kavova zrna zbavena kofeinu. Postupy
vyroby této kavy jsou technologicky a tim 1 ekonomicky velmi naro€né. V prubchu procesu
navic dochdzi k odstranéni nékterych chutovych a vonnych slozek [1].

Kava obsahuje vice nez 2000 rtznych slozek, ptficemz nékteré z nich existuji v malych
mnozstvich vcetné sacharidl, dusikatych latek, lipid, minerdll, kyselin a esterd. Dnes je
kava povazovéna za funkéni potravinu, predevSim kvuli vysokému obsahu sloucenin
s antioxida¢nimi a dal§imi pfiznivymi biologickymi vlastnostmi [3].

Antioxidanty jsou pfirodni latky, které se nachdzi v nékterych potravinach, jako je ovoce,
zelenina, kédva, ¢aj. Velkou a velmi vyznamnou skupinu latek s antioxida¢nimi u€inky tvofi
polyfenoly. Mezi nejzastoupenéjsi polyfenol v kavé patii kyselina chlorogenova. Jedna
se 0 kombinaci kyseliny kavové a chinové [4].

Chlorogenové kyseliny jsou latky s vysokou antioxida¢ni aktivitou. Mnozstvi chlorogenovych
kyselin je nepfimo spojeno s kvalitou Salku. Vysoké mnoZstvi v zelené kavé mize zplsobit
nezaddouci prichut’ v disledku produktl oxidace, vzniku fenold a katechold. Obsah
chlorogenovych kyselin u druhtt Coffea canephora a Coffea arabica se zna¢né lisi. Je to asi
4,0 — 8,0 % v Coffee arabica a 6,0 — 11,5 % v Coffea canephora var. robusta [35].

Studie prokazaly pozitivni vliv konzumace kavy na riizné zdravotni problémy, jako jsou
psychoaktivni odezvy (pozornost, ndladovost), neurologické podminky (Parkinsonova
nemoc), metabolické poruchy (diabetes, Zlu¢ové kameny) a funkce jater. Tyto pfiznivé ucinky

jsou disledkem ptedevsim kofeinu a chlorogenovych kyselin [3, 5, 6] .

15



1 TEORETICKA CAST

1.1 Historie kavy

Existuji dva ptibehy o ptivodu kévy. Prvni piib&éh pochdzi od arabského Iékafe a alchymisty
Rhazese z 10. stoleti, ktery se jako prvni zminuje o léCivych ucincich kavy a nazyva ji
,bunca®. Druhy piibéh vypravi o etiopském pastevci koz, ktery si v§iml veselého chovani
stdda po poziti Cervenych bobuli. Uginky popsal mnichiim z nedalekého klastera, kteii
pfipravili z kdvovych zrn ndpoj. Odtud doslo k rozsifeni mezi prosty lid [7].

Pravlasti kdvy je Etiopie (provincie Kaffa), kde se dodnes nachdzi divoce rostouci kefe
kavovniku. Z dané oblasti byl ve 13. a 14. stoleti ptenesen vale¢niky do Jemenu a kultivovén.
Péstovani kavy bylo az do zacatku 19. stoleti vysadou pfevazné obyvateli Arabského
poloostrova. Pro mistni zeméd¢€lce se stala kdva nejvyznamnéjSim zdrojem piijmt. OvSem
Holand’aniim patii nejvetsi zésluha rozsifeni péstovani kdvy i v jinych oblastech svéta. Ti
tajn¢ pfivezli na pocatku 17. stoleti kdvova semena z Jemenu. Rozhodli se pro péstovani
kavovniki ve svych koloniich a kultivovat prvni kefe v Indii, Indonésii a pozdéji na Javu. Do
Stfedni Ameriky byl v roce 1720 piivezen prvni kdvovnik francouzskymi kolonisty, odkud se
pak rozsifil do Brazilie a ostatnich zemi Jizni Ameriky. V 19. stoleti proZiva kdvova kultura

svlj nejvétsi rozmach [7].

1.2 Kéavovnik a jeho péstovani

Kavovnik, ktery patii do rodu Coffea je velmi pocetnou skupinou niZSich
tropickych a subtropickych rostlin, ktery fadime mezi stilezelené ovocné dieviny celedi
motenovitych (Rubiaceae). Tato ¢eled’ zahrnuje 450 rodd a 6500 druhti [1, 8, 9].

Jejich vzrist se pohybuje od nizkych ketti az k patnactimetrovym stromim v zdvislosti na
ptirodnich podminkéch, druhu a nadmoiské vysce. Prvni droda kdvovniku zacind zhruba 4
roky po vysadbé. Jejich produktivita se odhaduje na 30 az 40 let, Zivotnost i na 100 a vice let.
Jedna rostlina je schopna vyplodit ptl az jeden kilogram kévovych surovych ploda za rok [1].
Podle podnebi rostou kavovniky bud’ v podrostu vysSich stromt, chranéné pied ostrym
sluncem, nebo na pifimém slunci v oblastech, kde slunce nepali tak siln¢. Ke svému ristu
pottebuji teplejsi klima, proto jsou péstovany po celém svété v oblasti rovniku, takzvaném

»kdvovém pdsu®, ktery se nachdzi mezi obratniky Raka a Kozoroha. Jednd se o staty
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Stiedni a Jizni Ameriky, Karibiku, rovnikové Afriky, Madagaskaru, Indie a Jihovychodni
Indie. Odtud plody putuji zpracované do dalSich zemi celého svéta [10].

Kavovnikové listy jsou zeleno-zluté barvy s voskovitym povrchem. Okraje listd byvaji mirné
zvlnéné. Vrch a konec listu byva vzdy Spicaty, coz je charakteristickou vlastnosti vSech druhti
kavovniku. Obsah kofeinu je v kdvovnikovych listech nejvyssi [1, 10].

Kavovnik v dob¢ kvétenstvi ma bilé ¢i zluté vonavé kvéty podobné jasminu (Obrazek 1).
Cervené plody kévovniku nazyvame kévové tfe$nd. Zajimavosti je, e rostlina miize mit

zaroven kvéty, tak zralé i nezralé plody [1, 10].

Obrazek 1: Kvéty kavovniku arabského [11]

Plodem je ovdlnd, asi 1,5 cm velkd vétSinou dvousemenna peckovice. Vnéjsi vrstvu
peckovice tvofi blanitd slupka (exokarp) urcujici barvu tfesné (Obrazek 2). Smérem do stiedu
ndsleduje duzZina (mezokarp). V duziné€ se nachazeji dvé zelena kdvova zrna, ktera jsou k sobé
otocend plochou stranou. Kazdé zrno je obaleno specialni rohovitou vrstvou nazvanou
pergamen (endokarp). Dale jsou zrnicka potaZena stiibfitou blankou-osemenim (integument).
V nékterych piipadech se v plodu vyvine jen jedno zrni¢ko, potom mluvime o perlové
kave [1, 12].

Brazilie patii mezi nejvétsi producenty kavy na svéte, vyprodukuje kolem 30 % celosvétové
produkce. Na druhém misté je Vietnam s 18 %, ddle Kolumbie, Indonésie, Etiopie, Mexiko,
nebo také Uganda. Dané zemé patii mezi nejvétsi vyvozce kavy na sveté, ale existuji 1 jini

pestitelé, jako je Kostarika, Jamajka a Jizni Amerika [13].
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Qr
Obrazek 2: Plody kavovniku arabského [14]

1.3 Druhy kavovniku

Pro potravinarské ucely se péstuji zejména dva druhy, a to arabika (Coffea arabica) a robusta
(Coffea canephora). Kavovniku existuje celé fada, je to naptiklad Coffea liberica nebo Coffea
excalsa. Druhy kavy se poté déli na jednotlivé odridy, jejichz niazev je odvozen od mista

péstovani [1, 9, 10, 13].

1.3.1 Coffea arabica

Arabika je povaZzovana za nejkvalitnéjs$i kavu, kteréd tvoti zhruba 80 % celosvétové produkce
hlavné pro svou lahodnou chut’ a aroma. Obsahuje méné kofeinu nez robusta a jeji chut’ je
méng¢ ¢i vice kysele zabarvend. Chutové vlastnosti jsou ovliviilovany riznymi faktory, jako je
zpracovani, zpisob a délka praZeni, ¢i samotna piiprava kdvy [10, 13].

Kavovnik roste v nadmotskych vyskach 600 az 2000 metrd, v praimérné teploté 20 °C
a vysoké vlhkosti. Kavovnik arabsky je stalezeleny ket az nizky strom dortstajici vysky 3-5
metrii. Za piiznivych podminek rozkvéta a plodi jiz po tfech letech, pficemz pfimétené
vynosy lze ocekéavat od 6 roku po vysadbé [9, 10].

V dusledku vzristajici obliby kdvy roste 1 po€et druhti vzniklych Slechténim ¢i kifizenim.
Krom¢ zakladni odridy Coffea typica, zname naptiklad Coffea bourbon, maragogipe, mundo

novo nebo Coffea geisha [1, 10].
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Coffea typica

Jednd se o zdkladni druh arabiky, ze kterého se vyvinula celd fada odrtd. Typika pochazi
z Etiopie. Jednda se o odridu, ktera byla klasifikovana prvné jako kdvovnik arabsky. Typika
ma velmi nizkou produkei, je vSak zndma pro svou sladkou chut’ s vyraznou kyselinkou. Dana

odrtida dortista vysky zhruba 4 metrti [1, 10].

Coffea bourbon

Pochédzi z Brazilie, odkud se dostala na plantdZze ostatnich péstitelskych zemi Latinské

Ameriky. Je charakteristickd svym pyramidovitym tvarem. Dorlsta vySky 2 metrl a je odolna
vuci velkému suchu. M4 pomérné malé plody zluté az Cervené barvy, které rostou blizko
sebe. Rychle dozravaji a pii neptiznivém pocasi rychle opadavaji. Tato odriida je vyjimecna
svym nizkym obsahem kofeinu 0,4 — 0,8 %. Jeji obliba vzristd diky ovocné chuti
doprovazené sladkymi tény. Vynosnost odriildy bourbon je vzhledem k typice o 30 % vyssi,

sklizett vS§ak byva mensi, nez u ostatnich odrtd [10].

Coffea maragogipe

Maragogype vznikla mutaci odridy typika v Brazilii. Jednd se o mohutny typ
kdvovniku s vyrazné vétSimi listy. Kédvova zrna u tohoto plodu se fadi mezi nejvétsi na svéte.
Dana odrtida se prokazuje s vyvazenou ovocnou chuti s nizkou aciditou a lehkym koufovym

charakterem [10].

Coffea mundo nuovo

Jednd se o pfirodni hybrid typiky a bourbonem, péstovany prevazné v Kolumbii a Brazilii.

Tato odrtida je odolna vici chorobdm. Uzrava o néco pozdéji nez ostatni druhy [10].

Coffea geisha

Prvni zminky o této odriidé pochdzi z Etiopie, ta se vyznacuje vyrazné sladkou chuti s tony

lesniho ovoce [10].
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1.3.2 Coffea canephora

Mezi druhy nejCastéji pestovany kdavovnik patii Coffea canephora. Svétova produkce
predstavuje 30 az 35 %, avSak podil se neustdle zvySuje z diivodu nachylnosti kdvovniku
arabiky k riznym chorobam. Mezi nejvétsi producenty patii Vietnam a Brazilie [1, 10].
Rostlina kavovniku dorGsta az 13 metra a vyzaduje teplotu do 30 °C. Péstuje se v nizsich
nadmoiskych vySkach 200-600 metrii nad mofem. Kdvovnik robusta poskytuje prvni trodu
jiz 2 roky od vysadby [10].

Hlavnimi rozdily mezi kdvou odridy arabika a robusta je kvalita a vyssi obsah kofeinu.
Kvalita robusty je mnohem niz8i, ma velmi €asto hotkou a zemitou chut’. Robusta obsahuje
dvojndsobné az ¢tyfnasobné mnozstvi kofeinu (1,7 — 4 %) nez arabika (0,8 — 1,4 %). Ttetim
vyznamnym rozdilem je tvar zrna. Zrna robusty byvaji oproti arabice vypouklejSiho
a zaoblengjs$iho tvaru s rovnou ryhou uprostted (Obrazek 3). Zbarveni robusty byva bled¢
zelené s nasedlymi odstiny, naproti tomu zrno arabiky je ploché a protdhlé s pokiivenou

ryhou. Arabika ma jemné zelenou barvu, v nékterych ptipadech s namodralym ténem [10]

Obrazek 3: Rozdily odridy arabika (vlevo) a robusta (vpravo) [15]

1.3.3 Coffea liberica

Pochazi z Afriky, péstuje se v Jizni a Stfedni Americe, Indonésii nebo Polynésii. Dany druh
zaujimd asi 1 % svétove spotieby kavy [1].
Jedna se o silnou, mohutnou dievinu, dordstajici do vysky az 20 metrii. Semena maji hotkou,

trpkou chut’, proto se pouzivaji pievazné do smési [1].
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1.4 Technologie zpracovani kavy

Vyrobu kavy lze rozdélit do nékolika etap: sbér kavy, zpracovani zrn, suseni, loupani, lesténi,

tfidéni a piebirani, pteprava a prazeni kavy [1, 10, 13].

1.4.1 Sbér kavy

Po uzrani plodii kdvovniku ptichdzi na fadu sbér. Kvalita sbéru plodt kavovniku je jednim
z hlavnich faktorti, které ovliviiuji jakost kavy. Plody kavovnikl se zacinaji sklizet v dobé¢,
kdy jsou dostatecné vyzralé, coz se projevi u vétSiny odrid ¢ervenym zbarvenim. Doba
sklizn¢ se lisi v zdavislosti na klimatickych podminkich. Nejprve dochdzi ke sbéru na
plantazich s niz8§i nadmotskou vyskou, nebot’ kavovnikové bobule zde dozravaji mnohem
rychleji, poté sbéraci postupuji do vysSich poloh. Kévovnikovad zrna z nizsich poloh jsou
méné kvalitni, a proto na trzich levnéjsi. Ve vySSich polohdch kdvovnikovd zrna zraji
mnohem pomaleji, coz se projevi vstiebanim nekterych latek (napiiklad sacharidi) do zrn [1,

10].

1.4.1.1 Ru¢ni sbér

Prvni moZnosti ruéniho sbéru je tzv. padsovd metoda. Pii dané technice se celd troda posbira
jednim pfechodem sbéraci pifes plantaZz. Timto zplsobem se zpravidla sklizi druh robusta.
Druhd metoda, tzv. vybérovd, vyzaduje nékolik ptfechodli pies plantdZ v intervalech
optimalnich pro postupné dozravani kavovych tiesni, nebot’ kavové bobule na kazdém keti
nedozravaji ve stejnou dobu [1, 10, 16].

Obé metody jsou Casové naro¢né, proto je takto sbirand kdva draZsi, ale také kvalitnéjsi. Pti
tomto zpusobu sbéru nedochédzi k poskozeni kavovnikl ani zelenych, jesté nezralych plodu.
Rucni zplisob sbéru zamezuje naesani nevhodnych plodi, které by potom mohly znicit celou
sklizen. Rika se, Ze takto zavadna zrna mayji ,,lisku* [1, 10].

Ruéni metody sbéru kavovnikovych plodi jsou vyuzivany hlavné v zemich s levnou pracovni

silou, jako je Stfedni Amerika a Jizni Amerika, Etiopie, Kena, Indie a v mnoha dal$ich [1].
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1.4.1.2 Cesani

Dalsi moznosti ru¢niho sbéru je tzv. stripping, Cesky Cesani. Sbéraci berou do ruky celou
vétev kavovniku. Zacinaji od kmene stromu nebo ketfe az po okraj vétve. Pii této metod¢ jsou
zrostliny ruéné setfeseny vSechny plody, které se na vétvi nachdzeji, véetné plodl
nezralych a poskozenych. Nasbirané plody se musi déle tiidit. Strippingem sbiraji kdvové
plody zejména farmati v Brazilii. Tato metoda je sice rychld, ale jiZ neni Setrna k samotnym

kavovnikum [1].

1.4.1.3 Strojovy sbér

Moznost strojového sbéru vyuzivaji zemédélei na velkych plantdzich v niz§ich nadmotskych
vyskach, kde je rovna plda. Specidlni stroj podobny kombajnu jezdi ptes kavovniky nebo
mezi fadkami vysazenych kavovniki a strhava vSechny kdvovnikové bobule, listy a vétvicky.
Dana metoda dosahuje stejnych vysledkl jako stripping, jen je o néco rychlejsi a méné
Setrnéj$i ke kdvovnikliim 1 plodim samotnym. Tento zplsob sbéru se vyuzivd ve velkém

v Brazilii, Australii a v dalSich zemich [1, 16].

1.4.2 Zpracovani zrn

Po sbéru plodl se kavovnikové bobule zpracovavaji a jsou znich ziskdvdna zelena
kdvovnikova zrnka. Toto zpracovani ma znac¢ny vliv na kvalitu, chut’ i cenu kdvovnikovych
zrn. Existuji dvé zakladni metody zplisobu izolace kavovnikovych zrn: suché a mokré
zpracovani nebo mén¢ bé€zna kombinace suché a mokré metody (polopromyté zpracovani).
Metody zpracovani se li§i nejen technikou, ale 1 riiznym stupném naroc¢nosti na praci a energii

[1].

1.4.2.1 Suchy zpiisob zpracovani

Suchy zplsob zpracovéani patfti mezi nejjednoduss$i a nejlevnéj$i metody zpracovani
kdvovnikovych zrn. Suchd metoda zpracovani se vyuziva ptfedevS§im pro méné kvalitni zrna.
Zrald zrna se nejprve zbavi zeminy a dalSich necistot. Poté se rovnomérné rozprostfou na
betonovy ¢i cihlovy povrch a jsou vystavena ptimému slune¢nimu svitu. V pribéhu suseni se
zrna v pravidelnych intervalech opétovné rozprostiraji, aby se zabranilo fermentacnim

pochodum [1, 10, 12, 17, 18].
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Na nékterych plantazich zemédélei vyuzivaji mechanické susicky k urychleni procesu suSeni.
Zhruba po ctyfech tydnech intenzivniho susiciho procesu klesne obsah vlhkosti kazdé bobule
na 12 %. Vnéjsi obal kavovnikovych bobuli zhnédne a stane se kiehkym. Kdyz jsou zrna
suchd, nésleduje loupani vysusené vnéj$i slupky s duzinou, které se provadi pomoci
specialnich loupacich stroji [1, 10, 12, 13, 17].

Naésleduje cisténi a tfidéni podle velikosti a kvality na mechanicky ovladanych vibracnich
sitech. Ususena zrna se po vyloupani skladuji mésic, nebo dva mésice, a poté putuji do celého
svéta [1].

suSeni pronikaji rizné latky ze slupky a duziny do zrnek, které se pak projevi sladkou,
medovou, ofiskovou ¢i ¢okolddovou chuti. Tento postup zpracovani se vyuziva piedevSim
v Brazilii, Arabii a Indii [1, 10, 13, 19].

Vyhodou této metody je jednoduchost nebo také nizké nédklady na realizaci. Nevyhodou je
vysoké ¢asova narocnost, neschopnost oddé€leni uschlych, nahnilych ¢i jinak znehodnocenych

semen nebo také vyssi nachylnost k mikrobidlnimu napadeni [1, 10].

1.4.2.2 Mokry zpisob zpracovani

S 24

ziskani kvalitnich zrn arabiky velmi Setrnym zpisobem. Na jeden kilogram zelenych
kdvovnikovych zrn spottebuji zemédélci 120 az 160 litri vody. Mokry zplisob zpracovani
zajisti kaveé sveézi ovocnou, kvétinovou a kyselejsi chut’ [1, 10, 13, 18].

Kévovnikové bobule se nejprve nashromédzdi ve vodnich nadrzich, kde dojde k zbaveni
necistot a k dokonalému oddéleni seschlych, nedozralych ¢i poskozenych plodi od bobuli
pln€ vyzralych, coz ma velky vliv na konecnou jakost kavy. Ihned po promyti nésleduje
strojni krok, kde se oddéli vn&jSi obal a ¢ast duZiny od semene v pergamenové slupce.
Dulezité je, aby k oloupani doslo do 24 hodin od sklizn€. Pokud k oloupédni nedojde vcas,
v takovém piipad€ miize dojit i k poSkozeni zrn [1, 10, 12, 17].

Po odstranéni duziny se kdvova zrna nasypou do kvasnych nadrzi, kde probiha proces
fermentace. Pisobenim enzymi dochdzi k rozpusténi zbytkli duziny a k odstranéni lepkavé
vrstvicky obklopujici kdvova zrna. Délka fermentace trva ptiblizn€ 12-72 hodin. Dobu

kvaSeni ovliviiuje fada faktord jako je mnozstvi mikroorganisml v nadrzi, okolni teplota, ale
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také sila zbytku duziny a pergamenu. Pti piekroceni pozadovaného casového rozpéti by zrna
mohla zacit hnit a mohlo by dojit k znehodnoceni celé varky [1, 10, 13].

Po tomto zplsobu zpracovani nasleduje finalni promyvéani semen vodou v tzv. prackéch.
Po mokrém zpracovéni obsahuji zrna 50 % vlhkosti, aby mohla byt kdva skladovatelna je
nutné snizit vlhkost na 11 %, aby se zrna mohla uskladnit a neplesnivéla. Tato kdva se rozlozi

na betonové desky a neché susit na slunci [1, 10, 13].

1.4.2.3 Polopromyty zptuisob zpracovani

Poslednim zptisobem zpracovani je kombinaci suché a mokré metody. Sklizené kdvovnikové
tteSné putuji z plantdze ptimo do vodni 1azné&, kde probihd selekce zralych a nezralych plodi.
Takto vytfidéné plody se piepravi do loupacich strojli, kde jsou postupné zbaveny vrchni
slupky i ¢asti duziny. Poté péstitelé nechédvaji zrnka schnout na slunci, podobn¢ jako je tomu
u suché metody zpracovani. I u tohoto zplsobu je nutné zrna v pravidelnych intervalech
promichévat. Dokonce n¢kolikrat denné, aby nezacala plesnivét [1, 10].

Svrchni obaly zrna obsahuji nejvyssi procento sacharidl, které se postupem casu uvolni
z duziny do zrn. Po ususeni dojde k odstranéni zbytku duziny ru¢nim, nebo mechanickym
zpusobem. Takto zpracovana kdvovnikova zrna jsou nasladla, plnd s vyrazné jemnym télem
neobsahujici pfilis kyselé tony [1, 10, 17].

Pii dané metod€ nedochazi k promyvani vétSim mnoZstvim vody, coz znatelné sniZuje

ndklady. Dalsi vyhodou je zpracovani kdvovnikovych zrn pfimo na plantazi [1, 10, 17].

1.4.3 Loupani a lesténi zrn

Po zpracovani vSemi zpusoby se pred exportem ze zrnek odstrafiuje pergamenova slupka.
K odstranéni pergamenové slupky dochazi pomoci specidlnich stroji. U zrn zpracovanych
Nasledné jsou zrna tfidéna podle velikosti, barvy a hustoty. Pfi tfidéni dochdzi k odstranéni
defektnich zrn. Na menS$ich farmach probihd tfidéni ru¢né, vEtsi tovarny vyuzivaji k tifidéni
stroje [1, 10, 16, 17].

Pergamen neboli stfibrnd blanka, ktera na kavovnikovych zrnech po oloupani ztstala se
odstraniuje lesténim. To dodd zrnlim leskly a pfijemny povrch. K lesténi dochdzi pomoci
specidlné konstruovanych stroji, ktera mizou zrna spalit. N&kteti odbératelé vyZzaduji

na zrnech zbytek pergamenu [1, 10, 13].
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Po zpracovani zrna ¢eka jednomésicni az dvoumeési¢ni pauza, kdy si musi po zpracovani
»sednout”. V dobé pfed vyvozem obsahuji zhruba 10-13 % vlhkosti. Zrna arabiky se vyvazeji

diive nez zrna robusty [1, 10].

1.4.4 Vyvoz zrna a doprava

Kazdy rok se primérné vyprodukuje 5—6 milionil tun zelené kévy a kazdy rok vyvoz narusta.
Do celého svéta putuje nejvhodnéjsim zpiisobem. Nejcastéji lodni dopravou, ndkladnimi auty
a dnes i letecky [1,13].

Rozttidéna zelena kéava se bali pfed exportem do jutovych pytli (zokil) a takto pfipravena se
ulozi do kontejnerti. Béhem piepravy muze dojit k posSkozeni kdvy riznymi Skidci, ale také
vlhkem nebo plisni. Poté kava putuje pfimo do praziren nebo na kavovou burzu [1, 13].
Kazd4 odriida kdvy mé svou specifickou a typickou chut’. Z tohoto divodu vznikly smési
riznych druhl arabiky, pfipadné v kombinaci s robustou, nejcastéji v poméru 70:30. Takové

smési oznacujeme jako vicedruhové [1].

1.4.5 Prazeni

Jedna se o chemicky proces, jehoz vysledkem je tvorba tmavého pigmentu, kdvového
aroma a jinych vlastnosti spojenych s praZzenim kdvy. Prvni pokusy o praZeni kavy spocivaly
padlenim semen na pifimém ohni, pozdé€ji na Zeleznych panvich. Kultivovaného procesu
praZzeni se zacalo vyuZzivat okolo roku 1700 v zédpadni Africe a na Arabském poloostrove [1,
10, 17, 20].

Mira prazeni zavisi na zvyklostech v jednotlivych zemich, napfiklad Severské zemé
vyhledavaji svétle prazenou kévu, naopak Francie, Itdlie a staty jizni Ameriky upiednostiiuji

tmav¢ prazenou kavu (Obrézek 5).

1.4.5.1 Proces praZeni

KaZzda prazirna ma svou prazi¢ku (Obrazek 4), kde dochézi k prazeni. Prazicky mohou mit
kapacitu od nékolika desitek kilo, aZ po stovky kilo kdvy. Dnes$ni doba umozinuje prazit kdvu

doma, a proto obchody s kédvou nabizeji také domaci malé prazicky [10].

25



Obrazek 4: Prazicka [21]

Prazicka se skladd z trychtyfového zasobniku, do kterého se sype urCitd a presnd davka
zelenych kdvovych zrn. V dany okamzik musi prazicka pracovat za vysokych teplot, okolo
200°C. Zelena zrna putuji do bubnu prazicky, ktery se toci po celou dobu prazeni tak, aby se
zabranilo pfeprazeni a dosdhlo rovnomérného uprazeni zrn. Ve chvili, kdy zelend zrna
spadnou do bubnu, dojde k snizeni teploty prazicky. Prazeni probihd 10 az 15 minut. Zhruba
po 9 minutéch je slySet takzvané prvni prasknuti (first crack) [10, 16, 17].

Po prvnim ,cracku® praskd bunéfnd struktura a v zrnu se zacinaji odehravat dllezité
chemické a fyzikaln¢ chemické reakce. V disledku vysokych teplot unikd ze zrna veskera
vlhkosta méni se velikost zrna zhruba o 40 %. Déle dochdazi kuniku oxidu
uhli¢itého a degradaci proteini na jednodussi peptidy. Skroby, které jsou piitomné v zrné, se
méni na jednoduché sacharidy, a ty reaguji s bilkovinami za vzniku takzvanych melanoida.
Pti teploté 160-220 °C dochdzi k barevné zméné kadvovnikového zrna z piivodné svétlezelené
vlastnostmi. Ke konci procesu prazeni dochazi k pronikdni kdvového oleje na povrch zrnek.
Jednd se o chemicky proces nazvany pyrolyza. Tyto oleje jsou ve vodé rozpustné a jsou
nosi¢em chuti a viin¢é kavy. V této fazi vznikaji prvni t€kavé aromatické kyseliny, skute¢na
chutova vlastnost zrna, ale i findlni viing. VétSina latek obsazenych v uprazeném zrnu je ve

vode¢ rozpustnd, diku tomu dochdzi k extrakci do Salku [1, 5, 10, 13, 17, 22].
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Po 5—6 minutich od prvniho ,,cracku* dochéazi k druhému prasknuti (second crack). Pokud se

zrna prazi déle nez do druhého prasknuti, jsou prepalena. Prepalena kéva zpiisobuje nahotklou

chut’ a zbavuje kdvu originalni chuté odrady kavy [10, 13],

Stupné praZeni

Ptiklady pojmenovani pouzivanych stupiiii prazeni:

a)
b)
¢)

d)

g)

h)

J)

Light Cinnamon — velmi svétle hnédé zrno s vyrazné kyselymi tony

Cinnamon — svétle hnédé zrno s chuti tousttl, vyrazné kyselé tony

New England — svétle hnéda barva s kyselou chuti, odpadé chlebova chut’, v této fazi
zacina prvni crack

American, Light City — tmavsi svétle hnéda barva, sladsi chut’, kon¢i prvni crack

City Plus, Medium — stiedné¢ hnéda barva zrn, vysoka koncentrace dulezitych chuti
najednou

Full City — stfedn¢ tmavad hnéda barva, povrch pokryt Castecné olejovymi skvrny,
sladce hotké tony

Light French — tmavsi hnédé zrna s vyrazné velkymi olejovymi flicky, hotko—sladka
chut’ s karamelovymi tony, zrnka ztraceji kyselost

French — tmavé hnéda zrna, vysoka koncentrace oleje na povrchu, lehce spalené tony,
kyselost mizi

Italian — velmi tmava kavova zrna, siln€jsi spalené tony, zadna kyselost

Spanish — hodné tmavé zrna, téméf Cernd, olejovity povrch, prazdnd, hotka, spalena

chut

Obrazek 5: Tvar a barva kavovnikového zrna v pribéhu praZeni [23]
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1.4.6 Chlazeni uprazenych kavovnikovych zrn

Po uprazeni se kavova zrna vypusti z praziciho bubnu do specialniho kruhového tanku a kava

se zprudka ochladi proudem chladného vzduchu [10].

1.4.7 Mleti

Extrakce samotnych kdvovnikovych zrn je zcela neucinna, proto je pro piipravu napoje nutné
zrna umlit. Dosahuje se tim rychlejsiho vyluhovani kavy v horké zélivce. V soucasné dobé
jsou k dispozici rizné druhy a technologie pro mleti kavy. Historické kavomlynky byly
nahrazeny ru¢nimi a elektrickymi mlynky [1].

Mletim se oteviraji buniky kavovych zrn a tim se uvoliuji éterické oleje a plyny, které
postupné mizi a kava tak ztraci svou typickou plnou chut’ a vini. U extrémné pomleté kavy
dochazi k naruSeni kavového tuku, ktery pak rychle zlukne a urychluje zkdzu kdvovnikového
zrna. Z tohoto diivodu je nejvhodnéjsi kavu semlit tésné pied jejim pouzitim. Hrubost umleté
kavy je dilezitd pro spravnou piipravu druhii kdv (Obrazek 6). Naptiklad hrubé mleta kéva se

uziva pro piipravu turecké kavy, kdy je extrakce malo intenzivni, ale dlouhotrvajici [1, 10]

nahrubo mleta sttedné mleta jemné mleta praskova

Obrazek 6: Hrubost mleté kavy [24]

Mleta kava je nachylnd na skladovaci podminky, nebot’ kdvovnikova zrna maji schopnost
pohlcovat vlhkost a vSechny cizi okolni pachy. Na vzduchu ztraci t€kavé latky i své aroma.
Z tohoto ditvodu je dilezité kavu co nejrychleji zabalit do obalil s inertni atmosférou. Takto

pfipravena kava putuje jiz ke spottebiteltim [1, 13].
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1.5 Bezkofeinova kava (dekofeinizace)

1.5.1 Proces dekofeinizace

Bezkofeinovou kavou se rozumi prazena kavovnikova zrna se snizenym obsahem kofeinu. Pti
piipravé bezkofeinové kavy dochazi k odstranéni chutovych a aromatickych slozek. Proces,
pii kterém se z neprazenych (zelenych) kavovnikovych zrn odstrani téméi veskery kofein, se
nazyva dekofeinizace [1, 13].

Dnes jsou znamy na svétovém trhu 2 druhy bezkofeinovych kévovnikovych zrn. Prvni jsou
kavova zrna prazend bez kofeinu, u kterych byl kofein odstranén az na minimalni moznou
hranici 0,1 % kofeinu. Druhy typem jsou vysSlechténé odridy kavovniki s nizkym obsahem

kofeinu, jehoz mnozstvi nepiesahuje 0,2 % [1, 13].

1.5.2 Zpisoby odstranéni kofeinu z kavovych zrn

Kofein z kdvovych zrn 1ze odstranit nékolika zpiisoby. Prvnim zpiisobem je nepifima metoda,
pii které se vyuziva odstranovani kofeinu pomoci organickych rozpoustédel, mezi které patii
dichlormethan, ethylacetat, ddle také diethyléter, etanol nebo chloroform. Pied samotnou
extrakci rozpoustédlem se zelend kdvovnikové zrna nejprve 30 minut napatuji, ¢imz dochazi
k separaci kofeinu od kyseliny chlorogenové, na kterou je v zelené kavé vazan. Napafovanim
dochazi ke zvétSeni objemu zrn a otevieni pord, coz usnadiuje prichod rozpoustédla a
kontakt s extrahovanou ldtkou. Nasleduje krok méaceni, ktery vede ke zvySeni vlhkosti az
020 % (m/m). Namodend kavova zrna jsou poté extrahovana rozpoustédlem. Ucinnost
extrakce kofeinu ze zelenych zrn se 1i8i v zavislosti na teploté a typu rozpoustédlech. Po
extrakci se kdvova zrna opakované naparuji, aby doslo k odstranéni zbytkl rozpoustédla [1,
13, 17,25 - 27].

Za nejlepsi rozpoustédlo pro extrakci kofeinu byl do poloviny 70. let povaZovan
dichlormetan. Nicméné v poslednich letech existuji pochybnosti o jeho zdravotni
nezavadnosti, a proto se od tohoto extrakéniho rozpoustédla opousti [27].

Ethylacetat byl pro dekofeinizaci kdvovych zrn schvdlen od roku 1982. Byla popsédna
kontinudlni metoda pro zrychlenou dekofeinizaci zelenych kavovych zrn zahrnujici zvlhéeni
bobi s naslednou extrakei po dobu 3 az 5 hodin. Zbytkové rozpoustédlo bylo opét odstranéno
naparovanim [27, 28].

Kromé extrakce rozpouStédlem Ize kofein odstranit zkavovnikovych zrn pomoci

superkritické tekutiny. Dand metoda probihd nad kritickym bodem daného plynu a za
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vysokého atmosférického tlaku. Pro extrakci kofeinu z kdvovnikovych zrn se nejCastéji
pouzivd oxid uhli¢ity [26]. V prvni fazi jsou kavovnikovd zrna napafovana stejn¢ jako
u extrakce rozpoustédlem. Nasledné dochazi k samotné extrakci superkritickym CO,. Metoda
vyuzivajici k odstranéni kofeinu superkritického CO, je vysoce technologicky naro¢ny proces
dosahujici velmi vysokych vytézki [1, 13, 26, 29].

Poprvé byla popsdna studie dekofeinizace pomoci superkritického oxidu uhlicitého
v poloving Sedesatych let. Navrhované procesni podminky k odstranéni kofeinu byly 70-90 °C
pti rozmezi tlaku 160-220 bart. Zvlh¢end zelend zrna byla smichdna se superkritickym CO,
pfi navrhovanych procesnich podminkdch a po 10 hodindch extrakce byl témétf vSechen
kofein vyextrahovan z kdvovych zrn [27, 30].

Dalsim zptisobem odstranéni kofeinu je mokra neboli Svycarska metoda, pfi které se pouziva
jako extrak¢ni ¢inidlo voda a série filtra¢nich uhlikovych zatizeni. Principem této metody je
namaceni zrn ve vodé, kdy dochéazi k vyluhovani kofeinu. Nevyhodou je vymyvéani vonnych
tékavych latek extrakéni vodou. Kofein je ze smési separovan pomoci filtrGi s aktivnim
uhlikem. Zbytkovéa voda se zbyvajicimi vonnymi tékavymi latkami se odpaii na koncentrat,
kterym se zrna postiikaji, aby doslo k navraceni chuté a aromatu. Bezkofeinova zrna jsou déle
suSena ve specialnich nadrzich [1, 25, 26].

Bezkofeinovd zrna se podili 10 % na svétové produkci kavy. Odstranéni kofeinu je
technologicky 1 ekonomicky naro¢né, navic dochdzi spolecné k odstranéni 1 néckterych
aromatickych sloZzek. Proto vétSina bezkofeinovych kav obsahuje chemické pifimési a
cizorodé latky, které maji za kol maskovat plivodni vlastnosti zrn, které se odstranily pfi
procesu dekofeinizace. Pfipravena dekofeinovd zrna se nasledné su$i, bali a odesilaji

k prazeni [1].
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1.6 SloZeni kavy

Kéva obsahuje fadu organickych a anorganickych latek (Tabulka 1), jejichz mnozstvi zavisi
na druhu, pivodu a zplisobu prazeni kavovych zrn. V tabulce jsou uvedeny orientacni

hodnoty nékterych znamych latek v hmotnostnich procentech obsazenych v zelenych zrnech

kavovniku [1, 9, 12].

Tabulka 1: Procentualni obsah sloZeni zelenych kavovych zrn [1, 8]

ptitomna latka arabika [%] robusta [%]
rozpustné sacharidy y y
glukéza, arabindza, galaktdza, sachar6za 9,0az12,5 6,0az 11,5
nerozpustné sacharidy
polymery mandzy, galaktézy, arabinézy;celuléza a 46,0 az 53,0 34,0 az 44,0
hemicelul6za
KYSELINY A FENOLY 8,8az12,4 8,4az 14,4
tékavé kyseliny
. . . .Y , ; 0,1 0,1
kyselina octova, propionova, maslovd, valerova
_ hetekavekyseliny 2,0 422, 128222
kyselina citronovd, malonova, chinové, kdvova
chlorogenové kyseliny 6,7az9,4 7,1 az 12,0
LIPIDOVE SLOUCENINY 15,0 a7 18 8.0 a7 12,0
kafestol, kahweol
vosky 0,2az0,3 0,2az0,3
o oleje 7642178 | 7.6a717.8
prevazné estery kyseliny palmitové a linolové
DUSIKATE SLOUCENINY 11,0 az 15 11,0 az 15
‘ volné alfnnokyselmy . 0.2 27 0.8 0.1220.8
kyselina glutamov4, asparagova, asparagin
bilkoviny 8,5az12,0 8,4az12,0
kofein 0,8az 1,4 1,3az4,0
trigonelin 0,6 az1,2 0,3az0,9
mineralni latky . y
draslik, vapnik, fosfor, Zelezo, hotc¢ik 3,0a25,4 3,0a25,4
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1.6.1 Derivaty kyseliny chlorogenové

Deriviaty  chlorogenovych  kyselin  (CGA) jsou  hlavni tfidou  fenolickych
kavova zrna, lusténiny, ovoce a zelenina. Vznikaji esterifikaci trans-skoticovych kyselin jako
je kyselina kdvova, ferulovd a p-kumarova s kyselinou chinovou. Pfed prazenim kdvovych zrn
mohou zpusobit derivaty kyseliny chinové nezadouci ptichut kavy, kterd je zplsobena
oxida¢nimi nebo degrada¢nimi produkty [8, 12, 17, 32, 33].

Mezi hlavni derivaty patfi kyselina kafeoylchinovd (CQA), dikafeoylchinova
(diCQA) a feruoylchinova (FQA). Méné Cast¢  p—kumaroylchinova (CoQA)
a kafeoylferuoylchinovd kyselina (CFQA). Kazda z kyselin obsahuje nejméné tfi izomery.
Izomery kyseliny kafeoylchinové predstavuji 80 % celkového obsahu derivati
chlorogenovych kyselin. Mezi hlavni izomery kyseliny kafeoylchinové patii kyselina
neochlorogenova (3—CQA), kyselina kryptochlorogenové (4-CQA) a kyselina chlorogenova
(5-CQA, Obrézek 7). Chlorogenové kyseliny jsou prekurzorem fenold a katecholt [8, 12, 17,
32, 33].

0 HO. O OH
HO_O 0" 7 e
OH
OH HO OH
O N
OH OH
OH OH 0
kyselina chlorogenové (5 — CQA) kyselina neochlorogenova (3 — CQA)

HO.__O OH
OH

HO 10\
OHW OH
0

kyselina kryptochlorogenové (4 - CQA)

Obrazek 7: Izomery kyseliny kafeoylchinové

32



1.6.2 Mineralni latky

Nejvice zastoupenym prvkem v kavé je draslik, ktery predstavuje 40 % obsahu minerdlnich
latek. Dalsim dilezitym minerdlem v kaveé je fosfor, ktery tvoii 4 %. Zbyvajici obsah
minerall se sklada piiblizné z 30 riznych prvkl, vcetné sodiku, hoiciku, vapniku a siry. Ve
stopovém mnozstvi jsou zastoupeny zinek, stroncium, kiemik, mangan, zelezo, méd’, baryum
a jiné. Profil stopovych mineralii v kavé byva ovlivnén vnéj$imi podminkami, zejména

sloZzenim pidy [9, 17].

1.6.3 Proteiny, peptidy a volné aminokyseliny

Proteiny, peptidy a volné aminokyseliny jsou nezbytné pro aroma kavy. Dale se podili pfi
Maillardové reakci. Slouzi jako prekurzory pro tvorbu tékavych sloucenin, jako jsou furany,
pyridiny, pyraziny, pyrroly, aldehydy a melanoidy. Melanoidy jsou zodpovédné za barvu
kavy a do urcité miry také antioxidacni aktivitu. Celkové dusikaté slouceniny (kromé kofeinu

a trigonelinu) piedstavuji 9-16 % chemické kompozice zelené kavy [17, 34].

1.6.4 Trigonelin

Trigonellin (n—methyl-nikotindt, Obrazek 8) je alkaloid, ktery vznikd prazenim zelenych
kavovnikovych zrn. Jednd se o derivat kyseliny nikotinové, latky zndmé jako niacin.
Trigonelin plsobi na organismus povzbudivé, navic mé antiseptické, hypoglykemické
a hypocholesterolemické Gginky. Uginkuje téZ proti migréndm a jako antikarcinogen [1, 17,
36].

CH;

N+

-
=

Co,”

Obrazek 8: Trigonelin [35]
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1.6.5 Lipidy

Lipidy jsou hlavni slozkou kdvy a jejich celkovy obsah se 1i81 mezi druhy Coffea arabica (15
—18 %) a Coffea canephora (8 — 12 %). VétSina lipidi se nachazi v endospermu kdvovych
semen, pouze malé mnozstvi kavového vosku je umisténo ve vné&jsi vrstveé [17].

Kapalna frakce kavy se skladda prevazné z tryacylglycerolt (75 %), volnych mastnych kyselin
(1 %), sterolii (2,2 % neesterifikovanych a 3,2 % esterifikovanych), tokoferolt (0,05 %),
diterpenti (do 20 % celkové lipidové frakce) a diterpenickych alkoholl (kafestol a kahweol).
V kavé prevazuji nenasycené mastné kyseliny. Triacylglycerovou frakei tvofi prevazné
kyselina linoleov4, olejova a linolenovad. Mastné kyseliny jsou nejen dulezité pro zdravi, ale
také k udrzeni Cerstvosti kavy a k zabranéni starnuti, které je zptisobené hydrolyzou a oxidaci
triacylglycerolt [17].

Kéavové slouceniny kafestol a kahweol jsou pentacyklické diterpenové alkoholy na bazi
kauranového skeletu. V roce 1971 byl identifikovan kafestol v semenech robusty, zatimco
zrna arabiky obsahovala obé slouceniny. Tyto bioaktivni slouceniny a jejich derivaty, coz
pfedstavuji pfevazné soli, estery nasycenych mastnych kyselin a nenasycenych mastnych
kyselin ptedstavuji pfiblizné 20 % lipidové frakce kavy [17, 37 - 39].

Kafestol a kahweol (Obrazek 9) jsou slouceniny, které mohou zpiisobit zvySenou hladinu
sérového cholesterolu. Ob¢ slouceniny jsou extrahovany horkou vodou, ale jsou zadrZzovany
papirovymi filtry, coZz vysvétluje, pomémné vysoké mnoZstvi kafestolu a kahweolu v turecké

kave [17, 34, 37, 38].

H3C

Obrazek 9: Kafestol (vpravo), kahweol (vlevo) [35]
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1.6.6 Sacharidy

Sacharidy jsou hlavnimi sloZzkami kavy a tvofi vice nez 50 % suSiny. V tomto mnozstvi
najdeme rizné polysacharidy, oligosacharidy, disacharidy a monosacharidy, at’ uz redukujici,
nebo neredukujici. Sacharidy ptisobi jako stabilizatory pény a ptispivaji k chuti ndpoje, nebot’
prochazeji komplexnimi zménami (reaguji s aminokyselinami) béhem procesu prazeni.
Sirokou $kalu tvoii polysacharidy (arabinogalaktan, galaktomanan a celuléza), predstavuji
ptiblizn¢ 44 % suSiny v druhu coffea arabica a 47 % suSiny v coffea canephora. Obsah
polysacharidt je béhem prazeni snizen z diivodu degradace na nizkomolekularni sacharidy.
Déle byly identifikovany oligosacharidy, jako je rafindza a stachy6za a malé mnozstvi
jednoduchych cukrt, jako je fruktdza, glukdza, mandza, arabinéza nebo rhamnésa. Sacharéza
je hlavni volny cukr pfitomny v zelené kave. Jeho mnozstvi je zavislé na druhu kavy. Arabika

obsahuje az 9 % sachardzy, kdezto robusta ptiblizn€ o polovinu méné [17, 40 - 44].

1.6.7 Kofein

Kofein (1,3,7 — trimetylxantin, Obrdzek 10) je purinovy alkaloid stimulujici centrdlni nervovy
systém. Jednd se o nejrozsifenéjsi psychotropni latku. Je pfitomen v Sirokém spektru potravin,
napoji a rostlin. Hlavnimi zdroji jsou kdvovd zrna (Coffea arabica a Coffea canephora),
kakaové boby, cajové listy a kolovnik. Lze ho synteticky vyrobit pro pouZiti jako
potravinaiska ptridatna latka, dopln€k stravy nebo ve farmaceutickych ptipravcich, kde
synteticky kofein je totoZny s pfirodnim [8, 9, 46 - 48].

Vzhledem k jeho znamym povzbuzujicim ucinkim se bézné pouziva k posileni duSevni nebo
fyzické vykonnosti. Kofein je antagonista adenosinu, ktery se absorbuje rychle po poziti.
Dosahuje maximalniho G¢inku béhem 30 minut. Je metabolizovén lidskymi jatry za vzniku tii

hlavnich metabolitii, teobrominu, paraxantinu a teofylinu [46 - 48].
W N
)@ e
0 n|1 N
CHs

Obrazek 10: Kofein [45]
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1.7 Fenolické slou¢eniny

Fenolické slouceniny jsou vSudypifitomnymi slozkami vysSich rostlin, které se nachazeji
v Sirokém spektru bézn¢ konzumovanych rostlinnych potravin, jako je ovoce, zelenina,
obiloviny, lusténiny a v ndpojich rostlinného ptivodu, jako je ¢aj, kava nebo také vino. Tyto
slouceniny jsou sekunddrnimi metabolity rostlin, které chrani pfed Skodlivymi vinovymi
délkami ultrafialového zafeni nebo agresi patogenti a maji vysoké antioxidacni vlastnosti [49,
50].

Fenolické slouceniny Ize seskupit do riznych tfid podle jejich zékladni chemické struktury
(jako je typ a pocet fenolovych kruhi) a do riznych podtiid, kde rozdéleni zavisi na
specifickych substitucich v zdkladni struktufe (Tabulka 2). DalSim moZznym délenim
fenolickych latek je dle jejich vlastnosti. Chutové latky (taniny), barviva (lignany,
flavonoidy), pfirodni antioxidanty (flavonoidy), nebo také vonné latky (kumariny,
benzochinony) [49, 50].

Stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin lze stanovit spektrofotometrickou

metodou FCM — (metoda Folin — Ciocalteu) [9].

1.7.1 Metoda FCM

Principem metody je redukce komplexu fosfomolybdenanu a fosfowolframanu fenolickymi
slouceninami na modré reakéni produkty, které jsou sledovany spektrofotometricky pfii
vlnovych délkéach v rozmezi 550 — 760 nm. Celkovy obsah fenolickych latek je pfepocitan na

ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové, ktera slouZzi jako standard [51 - 55].
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Tabulka 2: Hlavni tiidy fenolickych sloucenin ve vysSich rostlinach[53]

tridy a podtridy priklady specifickych slouc¢enin

ne — flavonoidni slouceniny

derivaty kyseliny fenolové

derivty kyseliny benzoové kyseliny gallov4, pr/otokatechové,
p-hydroxybenzoovai

derivaty kyseliny hydroxyskoficové k.y sehna,kumarova, kdvovd, ferulovd,
sinapova

hydrolyzované taniny penta galoyl glukdzy

stilbeny resveratrol

lignany pinoresinol

flavonoidni slouceniny

flavonoly kaempferol, quercetin

flavony lutein, apigenin

flavanony naringin, hesperidin

flavanoly katechin, gallokatechin

anthokyany kyanidy, malvidin

kondenzované taniny nebo -

proantokyanidiny prokyanidiny

isoflavony daidzen, genistein

1.8 Antioxidanty

Volné radikdly vznikajici in vivo negativné plisobi na organismus. Jednd se piedevsim
o kyslikové a dusikové radikdly. Ty pozméiuji strukturu biologicky vyznamnym
slouceninam, jakou jsou lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, a tim dochazi ke zmén¢ jejich
funkce. Ddle dochdzi k poskozeni celych tkani, organii a dalezitych funkei v organismu.
Antioxidanty jsou slouceniny schopné zpomalit nebo inhibovat oxidaéni procesy. Podileji se
na obranném mechanismu organismu proti patologickym staviim, které jsou spojeny
s exogennimi i endogennimi radikdly [19, 56, 57].

VétSina antioxidanti pochdzi z exogennich zdrojli, kromé& kyseliny mocové, albuminu,
fadime vitamin C, E, karotenoidy, ale také vitamin K a D. Exogenni antioxidanty mohou
pochdzet jak z ptirodnich zdrojii (vitaminy, flavonoidy, anthokyany), jejichz zdrojem je
nejcasteji zelenina, ovoce, vldknina, €aj, vina, aromatické a 1é¢ivé rostliny nebo mohou byt
syntetické, jako gallaty, butylhydroxyanisol a butylhydroxytoluen [19, 56].

Existuje mnoho metod pouZivanych ke stanoveni antioxidacni aktivity. Antioxidanty mohou
pusobit rliznymi mechanismy. NejCastéji jde o pifimou reakci s radikdly (zhaseni,

vychytdvani) nebo reakci s pfechodovymi kovy. Existuji dva principy hodnotici miru
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antioxida¢niho pisobeni. Prvni z nich je metoda hodnotici schopnost eliminovat radikdly a

dale metoda posuzujici redoxni vlastnosti latek [56, 57].

1.8.1 Metody zaloZené na eliminaci radikala

Principem metody je schopnost vzorku vychytdvat volné radikdly. Radikdly mohou byt
v reakéni smési generovany nebo do reakéni smési pridavany. Jedna se o radikaly kyslikové
(hydroxyl, peroxyl, superoxidovy anion — radikdl) nebo radikdly syntetické (DPPH, ABTS,
galvinoxyl) [56, 57].

1.8.1.1 Metody hodnotici eliminaci syntetickych radikali
Metoda pouzivajici ABTS

Metoda ABTS je zalozena na spektrofotometrickém sledovani rozpadu radikélkationtu
ABTS™, ktery mize byt generovan z ABTS chemickou oxidaci, napf. peroxodisiranem
draselnym, manganistanem draselnym nebo pomoci enzymt (H,O,/peroxiddza). Méfeni je
zalozeno na schopnosti antioxidantii tento radikal zhéaset. Bez ptitomnosti fenolickych latek je
ABTS pomérné stabilni, ale reaguje s molekulami schopnymi pfedévat vodikové atomy nebo
elektrony, jako jsou fenolické slouceniny, které zplsobi odbarveni modro—zelené barvy
roztoku radikdlu, méfeného pifi 734 nm. Vyslednd antiradikdlovd aktivita vzorku je
prepocitana na koncentraci standardu Troloxu, z tohoto divodu je metoda oznacovana také
jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) [58, 59].

ABTS muze byt rozpuSténo ve vodnych i organickych rozpoustédlech, a proto mohou byt
stanoveny jak hydrofilni, tak lipofilni antioxidanty Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

pomoci ABTS se fadi mezi jednoduché a rychlé metody [60].

Metoda pouzivajici DPPH

Tato metoda se pouziva k méteni antiradikalové aktivity Cistych latek, ale i riznych smésnych
vzorkl. Principem DPPH testu je schopnost stabilniho organického radikdlu 1,1°‘-difenyl-2-
pikrylhydrazylu  reagovat sdonory vodiku. Reakce je nejCastéji  sledovdna
spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm. Mé&fi se pokles absorbance po uplynuti urcitého
Casu. Pii této metodé se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem (R") piivodné tmavé

purpurovy roztok odbarvi [56, 57, 61, 62].
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DPPH' + AH - DPPH-H + A’
DPPH +R" - DPPH-R
Metoda pouzivajici galvinoxyl

Principem dané metody je redukce radikalu galvinoxylu ((2,6-di-ferc-butyl-4-[(3,5-di-terc-
butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden) methyl] fenoxyl) latkami, které poskytuji vodik.

Reakce je sledovana spektrofotometricky pii vinové délce 428 nm [56, 57].

1.8.1.2 Metody hodnotici eliminaci kyslikovych radikali

Metoda ORAC

Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity) spo¢iva ve vytvofeni peroxylovych
radikali pomoci AAPH (2,2°-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlordi) a schopnosti
testované latky zpomalit nebo zastavit radikdlovou reakci. Detekce je zaloZena na sledovéani

ubytku fluorescence B-fykoeritrinu po pfidani testované latky [56, 57, 62, 63].
1.8.1.3 Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace predstavuje nejvyznamnéjSi patologicky pochod v organismu. Dany
pochod je vyvoldan volnymi radikdly. Pii potlaceni lipidové peroxidace mohou latky
hodnoceni vlivu antioxidantii na lipidovou peroxidaci se nejcastéji vyuzivaji metody zaloZzené
na detekci produktii peroxidace linolové kyseliny. AAPH je pouzivan jako inicidtor
radikdlové reakce. Produkty peroxidace jsou sledovany spektrofotometricky pti 234 nm [56,

57].

1.8.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Neenzymové antioxidanty reaguji s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. Z tohoto diivodu
lze antioxidacni aktivitu posuzovat na zdkladé¢ redukcni schopnosti latky a antioxidanty

charakterizovat jako redukéni Cinidla [56, 57].
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1.8.2.1 Metody chemické

Metoda FRAP

Jedna se o metodu, kterd je zalozena na redukci Zelezitych komplext, naptiklad TPTZ (2.,4,6-
tripyridyl-S-triazinu) s hexakyanoZelezitanem draselnym Kj3(Fe(CN)g) nebo chloridem
zelezitym FeCl;. Nartist absorbance se méii spektrofotometricky pii 593 nm [56, 57, 62].

1.8.2.2 Elektrochemické metody

Cyklicka voltametrie

Pii této metodé¢ se vkladda na pracovni elektrodu potencidlovy pulz s urcitou rychlosti
polarizace a soucasn¢ se sleduji proudové odezvy v roztoku studované latky. Vyslednym
zdznamem je cyklicky voltamogram. Redukéni schopnost latek je mozné vyhodnotit
z potencidlu anodického oxida¢niho piku E, (¢im je niz8i hodnota E,, tim latka snadnéji
odevzda elektrony) a jeho anodického proudu I,. Z vysky piku anodického proudu I, 1ze urcit

koncentraci latek [56, 57].
HPLC metoda s elektrochemickou detekei

Pouzitim amperometrickych nebo coulometrickych detektorii lze detekovat elektroaktivni
latky. Principem metody je vkladani kladného potencidlu na pracovni elektrodu a zdznam
piku v dobé, kdy je latka oxidovadna. Retencni Cas, ale také potencial, pii kterém dochazi
k oxidaci umoziiuje analyzovat komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé antioxidacni

komponenty TEAC [56, 57].

1.9 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd  kapalinovd  chromatografie =~ (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je v soucasné dobé jednou znejpouzivangjSich technik pro analyzu
jednoduchych molekul organickych latek az po peptidy, bilkoviny a polymerni slouc¢eniny.

K separaci latek vyuziva mnohonasobné opakovaného procesu distribuce latek mezi kapalnou
mobilni a zpravidla tuhou staciondrni f4zi. Doba, jakou strdvi analyt v mobilni nebo
staciondrni fazi, zavisi na afinit¢ analytu ke kazdé z nich. Uplatiiuji se mechanismy separace

jako je adsorpce, iontova vyména, sitovy efekt ¢i dalsi specifické interakce [64].
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1.9.1 Instrumentace

Nejrozsitengjsi technikou v HPLC je chromatografie s obrdcenymi fazemi, kdy je mobilni
faze polarni, obvykle tvofend smési vody a polarniho organického rozpoustédla a jako
nepoldrni staciondrni faze byva pouzivan ptedevSim chemicky vazany oktadecylsilikagel a
oktylsilikagel, ale existuji i faze s alkyly, aryly ¢i alkylaryly. Separace latek mulze byt
v chromatografii provedena bud’ za izokratického nebo gradientového rezimu. U analyzy
s izokratickou eluci se slozeni mobilni faze po celou dobu analyzy neméni, tudiz je
konstantni. Tento rezim je vhodny pro vzorky, jejichz latky se velmi malo li§i svou retenci.
U komplexnich vzorkl, které obsahuji slozky svelmi rozdilnou retenci se vyuziva
gradientové eluce. Dochdzi tedy k casové zméné polarity mobilni faze zménou poméru smési
mén¢ a vice polarniho rozpoustédla. Gradientova eluce umoziuje rychlejsi analyzu velmi
slozitych smési latek, a navic zajistuje lepsi rozliseni piku [64, 65].

V soucasné dobé€ se k Cerpani mobilni faze pouzivaji pistovd nebo membranova vysokotlakd
Cerpadla, ktera =zajiStuji konstantni pritok mobilni faze systémem v rozsahu
od 0,01 do 10 ml/min. V zavislosti na fadé faktori, vcetn¢ rozmérd kolony, velikosti ¢astic
stacionarni faze, pritoku a slozeni mobilni fize, mohou byt generovany tlaky az do 40 —
60 MPa, u ultravysokotc¢inné kapalinové chromatografie (UHPLC) az do 130 MPa. Materidl
cerpadla (nerezova ocel, keramika, plast) musi byt stabilni, nesmi dochazet k uvoliiovani latek
do mobilni faze [64, 66 - 69].

Nedilnou soucasti kapalinového chromatografu je ddvkovaci zatizeni, umoziujici vneseni
analyzovanych latek do toku mobilni fize. NejpouZzivanéj§im davkovacim systémem je tzv.
Sesticetny davkovaci ventil, jehoZ ddvkovaci smycka ma objem 3-20 ul. Davkovani mliZe byt
provedeno ruéné nebo s vyuzitim autosampleru [68, 69].

V kapalinové chromatografii se pfedev§im pouzivaji napliiové kolony, které jsou zhotoveny
z nerezové oceli. Kolony jsou kratké trubice o délce 5 az 25 cm a vnitinim primeéru 2 -
4,6 mm vyplnéné Casticemi sférického tvaru s primérem 2 az 7 um (¢im kratsi kolona, tim
jemnéj$i ndpln). Pokud jsou kolony plnéné Casticemi menSimi nez 2 pum, v tomto piipade
dosahuji pracovni tlaky az 130 MPa a mluvime o UHPLC. Kolony jsou vétSinou plnény
anorganickou matrici jako je silikagel, oxid hlinity nebo také pérovité sklo, na kterou mohou
byt chemicky vazany nebo zakotveny riizné stacionarni faze. Jako ochrana hlavni kolony se
pouziva ptedkolona. Jedna se o kolonku, ktera je naplnéna stejnou stacionarni fazi jako hlavni

kolona a je umisténa mezi Cerpadlem a ddvkovacim zatizenim [64, 67, 69].
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Zakladem detektoru je méfici systém, jehoz signal zavisi na slozeni mobilni faze odtékajici
z kolony obsahujici rozseparované latky. Mezi nejpouzivanéj$i detektory v kapalinové
chromatografii patfi spektrofotometricky, fluorescencni, hmotnostni a elektrochemicky

detektor [64, 66].

1.10 Analyza kavovych zrn

1.10.1 Stanoveni obsahu kofeinu a derivati chlorogenovych kyselin v kavé

Pro kvantitativni analyzu bioaktivnich slouc¢enin v kavé se nejvice vyuziva vysokoucinna
kapalinova chromatografie [70 - 73], ale také micelarni elektrokinetickd chromatografie [74 -
77], blizkd infraervend spektrometrie nebo nukledrni magnetickd rezonance [70, 78, 79]. Co
se ty¢e méné bézné plynové chromatografie, tak vétsina studii vyuziva k analyze plamenové
ionizacni detektor (GC-FID) za pouziti kapilarni kolony DB (nepolarni). Mobilni fazi byva
nejcasteji helium. Pro analyzu se pouziva predevsim gradient teploty [70, 80, 81]. K analyze
lze vyuzit i spektrofotometrii, ale stanoveni chlorogenovych kyselin je v tuto chvili nemozné
z ditvodu spektrélniho prekryvu s kofeinem v oblasti UV-VIS. Z tohoto diivodu se kofein
nejprve musi extrahovat za pouziti fady riznych rozpoustédel, jako je benzen, chloroform,
trichlorethylen nebo nejéast&ji dichlormetan. U¢innost dichlormetanu pro extrakci kofeinu
z kavovych zrn je 98 — 99 % [82].

Pro simultdnni stanoveni CGA a kofeinu se nej¢astéji pouziva chromatografie v systémech
s obracenymi fazemi se spektrofotometrickou detekci [71, 74, 75] ¢ ve spojeni
s hmotnostnim spektrometrem [76]. Kofein se nejcastéji detekuje pii vinovych délkach 270 —
275 nm a derivaty chlorogenovych kyselin pti 325 - 330 nm [78, 82]. Pro eluci jednotlivych
latek se vyuZivaji systémy s gradientovou eluci, kdy jedno rozpoustédlo je voda okyselena
kyselinou mravenci [83, 84], octovou [70, 80] nebo kyselinou trifluoroctovou [85] a druhé je
organické rozpoustédlo, nejCastéji acetonitril [85, 86, 87] nebo metanol [71, 83, 88].
U vétsiny studii bylo pro separaci vyuzito kolony s chemicky vdzanou C18 stacionarni fazi
[80, 84, 88]. Specidlni pfiprava vzorkd pfed analyzou obvykle neni nutni. K extrakci
biologicky aktivnich litek z kavovych zrn se pfevazné vyuziva horké vody, v nékterych

piipadech 1 organického rozpoustédla.
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1.10.2 Metody stanoveni celkového obsahu polyfenoli a antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivita se méfi riznymi chemickymi a fyzikélné-chemickymi metodami. Mezi
primarni metody méfeni antioxidant patii ORAC [89, 90], TRAP [90], FRAP [2, 90, 91]
DPPH [88, 90, 92, 93], ABTS [2, 89, 91] , ESR [89, 92, 93], NO [89] nebo TBARS [90, 92].
Antioxidacni aktivita zavisi na mnoha parametrech jako je cas, teplota, povaha latek,
koncentrace antioxidantl a dalSich sloucenin jako je kyselina chlorogenova, ferulova, kdvova
a kumarova. V prazené kavé jsou syntetizovany melanoidy, které jsou také silnymi
antioxidanty. Byly provedeny studie, zabyvajici se obsahem AA v zelené i v prazené kaveé
odridy arabika a robusta. Bylo prokazano, ze antioxidacni aktivita zelené kavy robusta je
vyrazn€ vyssi nez antioxidacni aktivita kavy arabika. Tento rozdil vSak prakticky zmizi po
lehkém prazeni [73].

Hlavni skupinou fenolickych latek v kdvovych zrnech jsou chlorogenové kyseliny (CGA),
které 1ze stanovit spektrofotometricky pomoci Folinova ¢inidla nebo pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie [2, 94] .
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Piistroje a zarizeni

kapalinovy chromatograf LC-30AD sloZeny z degaseru DGU-20 As, cerpadel LC-
30AD, UV/VIS detektoru SPD-20A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko) s ddvkovacim
systtm s vn&j§i davkovaci smyckou 2 ul (Valcovici, Schenkon, Svycarsko)
a termostatem kolon LCO 102 (Ecom, Ceské Meziti¢i, CR) (Obrazek 11)

pH metr (Metrohm 827 pH, Svycarsko)

analytické vahy Sartorius (Némecko)

kolona Ascentis Express F5 (150 x 3,0 mm; 2,7 um) (Supelco, USA), (Obréazek 11)
kolona Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2 um) (Supelco, USA)

kolona Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2,7 pm) (Supelco, USA)

kolona Kinetex Polar C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um) (Phenomenex, USA)

membranové filtry (PTFE; 0,45 um; 13 mm)

mikrostiikacky Hamilton (50 pl, Hamilton Company, USA)

vialky (4; 8 ml)

mlynek na kivu HANDY (Tescoma)

odmérné a bézné laboratorni sklo

suSarna (Carbolite Apex AX 120)

spektrofotometr Shimadzu UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) (Obrazek 12)
kyveta S/G10, optickd délka 10 mm (Fisher Scientific, Némecko)

Handy Step (BrandTech, Sci, Némecko)

ultrazvukové lazen (Kraintek)

injekéni stiikacky (3 ml)
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Obrazek 12: Spektrofotometr Shimadzu UV-2450

2.2 Chemikalie

e metanol (Sigma-Aldrich)
e kyselina mravenéi 98 % (PENTA, Chrudim, CR)
e deionizovana voda upravena ptes Cistici zatizeni Mili-Q (Merck Millipore, Némecko)

e kyselina chlorogenova (Sigma-Aldrich)
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e kyselina neochlorogenova (Sigma-Aldrich)

e kyselina kryptochlorogenova (Sigma-Aldrich)

e kofein (Zdravotnické zasobovani, Praha)

e Trolox (Sigma-Aldrich)

e peroxodisiran draselny (Lachema, Neratovice, CR)

e kyselina gallova (Sigma-Aldrich)

e DPPH (1,1°-difenyl-2-pikrylhydrazyl)(Sigma-Aldrich)
e FCM (Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo) (Sigma-Aldrich)

e ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfondt) (Sigma - Aldrich, USA)

e bezvody uhli¢itan sodny (J.T.Baker)

e chloroform (Sigma-Aldrich)

e cthylacetéit p.a. (PENTA s.r.0.)
e dichlormethan p.a. (PENTA s.r.0.)

2.3 Analyzované vzorky

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace bylo pouzito 64 vzorkli kdvy. Vzorky byly
rozdéleny do tii skupin. Kavy prazené (38 vzorkli, Tabulka 3, Obrazek 13), zelené (18
vzorkl,, Tabulka 4) a bezkofeinové (8 vzorki, Tabulka 5). Vzorky kdvy byly zakoupeny

VWV

v obchodnich fetézcich v CR nebo v rodinné prazirné¢ Krométiz.

Cast vzorki byla darovana

z prazirny BotaCoffee se sidlem v Brné€ nebo z prazirny PepeCoffee v Hradci Kralové.

Tabulka 3: Seznam analyzovanych vzorkii zrnkové prazené kavy a jejich

charakteristika
vzorek ¢. nazev sloZeni
P1 GAETANO DANELI ESPRESSO STRONG 100 % arabika
P2 DANIELS COFFEE 100 % arabika
P3 PERU ANDINA RARITAT TCHIBO 100 % arabika
P4 TOP SPOT ESPRESSO 100 % arabika
Ps COFFEESPOT (Cj(g)kggilf EXCELSO LA 100 % arabika
P6 LIZARD COFFEE PAPUA NEW GUINEA 100 % arabika
P7 DELICADO MARILA 100 % arabika
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vzorek ¢.

nazev

sloZeni

P8 STARBUCKS CHRISTMAS BLEND 100 % arabika
P9 MOVENPICK CAFFE CREMA 100 % arabika
P10 MOVENPICK AUTENTICO smés

P11 LAVAZZA ITALY'S FAVOURITE COFFEE smés

P12 TCHIBO PRIVAT KAFFE AFRICAN BLUE 100 % arabika
P13 MOKA CAFFEE CLASSICO 70 % arabika
P14 VELLUTO 30 % arabika
P15 MANUEL CAFFEE AROMA PIU 40 % arabika
P16 AROMA BAR 80 % arabika
P17 BELLAROM BIO ORGANIC 100 % arabika
P18 MOCHA ITALIA-COSTA smés

P19 BRASIL SANTOS 100 % arabika
P20 BELLAROM CREMA 100 % arabika
P21 LIMETA neuvedeno
P22 VANOCNI SMES 2017-COFFEESPOT 100 % arabika
P23 MEXICO SHG EP FINCA LAS CHICHARRAS 100 % arabika
P24 KROMERIZSKE ESPRESSO-CAFFEE GRAND 70 % arabika
P25 VIETNAM GR. 1 ROBUS WET POLISHED SCR.1 100 % robusta
P26 INDONESIA GREEN 100 % arabika
P27 CAFFE DIEMME MISCELA ORO 100 % arabika
P28 BRAZILA FAZENDA LAGOA 100 % arabika
P29 TCHIBO GUETAMALA GRANDE 100 % arabika
P30 MOVENPICK ESPRESSO 80 % arabika
P31 BRAZIL SANTOS 100 % arabika
P32 PERU 100 % arabika
P33 COLOMBIA 100 % arabika
P34 GUATEMALA 100 % arabika
P35 COSTA RICA 100 % arabika
P36 BRAZIL 100 % arabika
P37 HONDURAS 100 % arabika
P38 INDIA 100 % robusta
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Tabulka 4: Seznam analyzovanych vzorki zrnkové zelené kavy

vzorek ¢. nazev sloZeni
71 HONDURAS 100 % arabika
72 BRAZILE neznamé
73 BRASIL SANTOS 100 % arabika
74 PERU 100 % arabika
75 VIETNAM neznamé
76 COLOMBIA SUPREMO 100 % arabika
77 GUETAMALA neznamé
78 HONDURAS 100 % arabika
79 ETIOPIE 100 % arabika
710 BRAZIL 100 % arabika
711 COSTA RICA 100 % arabika
712 ARABIKA 100 % arabika
713 GUATEMALA 100 % arabika
714 COLOMBIA 100 % arabika
715 INDIA 100 % robusta
716 PERU 100% arabika
717 COLOMBIA 100 % arabika
718 HONDURAS 100 % arabika
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Tabulka 5: Seznam analyzovanych vzorku bezkofeinové kavy a jejich charakteristik

Metoda
vzorek €. nazev vzhled odstranéni slozeni
kofeinu
LAVAZZA CAFFE mleta, .
Bl DECAFFEINATO praZena €O, 60 % arabika
B2 COSTA DECAFFEINATED mleta, neuvedeno neuvedeno
ESPRESSO COFFEE POD prazena
B3 MANUEL CAFFE zmkov, neuvedeno neuvedeno
DECAROMA prazena
B4 ILLY GRANI DECA zrnliova}, neuvedeno 100 % arabika
prazena
TCHIBO PRIVAT KAFFE zrnkova, )
BS COLOMBIA FINO praZena neuvedeno 100 % arabika
BRASIL DECAF FAZENDA | zrnkova, .
B6 DA LAGOA selend CO, 100 % arabika
KOLUMBIE SUPREMO zrnkova, .
B7 DECAF pra¥end neuvedeno 100 % arabika
BS COLOMBIA zrkovd, | vedeno | 100 % arabika
prazena
¢

B

INDONESIA
(SIREEN

Q.(arab‘ ko)

ILLY
GRAN| Decal

Obrazek 13: Fotografie analyzovanych vzorku prazené kavy
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2.4 Pracovni postup

2.4.1 Priprava vzorki, standardi a kalibracnich rad

Vsechny druhy prazené kavy byly zpracovany stejnym zptisobem. Pomoci mlynku Tescoma
byla zrnkovd prazend kdva namleta v den zpracovani, nebot’ mletim dochéazi k uvolnéni
aromatickych latek, které rychle vyprchaji a Cerstvost viiné je omezena na nékolik hodin.
Kazdy druh zrnkové zelené kavy byl vlozen pted analyzou na 12 hodin do suSarny, jelikoz
dochazelo pfti procesu dekofeinizace k extrakci zelenych zrn rozpoustédlem. Z tohoto divodu
bylo nutné zrna nasledn¢ zbavit vlhkosti, pfipadné zbytkli organickych rozpoustédel. Aby
bylo mozné porovnat obsahy latek a ucinnost extrakce dekofeinizovanych zrn, bylo potieba
odstranit vlhkost ze vSech analyzovanych zelenych zrn. Cely proces navic usnadnil mleti zrn.
Ubytek vlhkosti byl prepoditan na ptivodni hmotnost zelenych zrn a poté byla zrna
zpracovana stejnym zpusobem. Na analytickych vahach bylo navazeno 7 g mleté kdvy. Dané
mnozstvi bylo extrahovdano 50 ml horké vody. Po péti minutich byla smés prefiltrovana
pomoci sklddaného filtracniho papiru. Takto pfipraveny vzorek byl nafedén destilovanou
vodou pro HPLC analyzu 40x, pro antioxida¢ni aktivitu 20x, poté byla smés prefiltrovana
pomoci stfikackového PTFE filtru. Po natfedéni a ptefiltrovani byly vzorky pfipraveny ke
stanoveni celkového obsahu polyfenolil, antioxidacni aktivity a pro HPLC analyzu. Kazdy
vzorek byl u HPLC metody prométen ttikrat, u antioxidacni aktivity bylo provedeno pét
méfeni.

Pro vypocet antioxidacni aktivity byl pouZzit standard Troloxu o ¢ = 10 mmol/l, ktery byl
rozpus$tén v metanolu. Ke stanoveni obsahu fenolickych latek byl pfipraven standard kyseliny
gallové o koncentraci ¢ = 1 g/l. Pfipravené kalibra¢ni roztoky (Tabulka 6) byly ptfidavany
ke 3 ml reak¢nich smési misto analyzovaného vzorku.

Pro chromatograficku analyzu byly pfipraveny zasobni roztoky kyseliny neochlorogenove,
chlorogenové a kofeinu o koncentraci ¢ = 1 g/l a kyseliny kryptochlorogenové o koncentraci
¢ =0,7 g/l. VSechny roztoky byly doplnény okyselenou destilovanou vodou o pH = 2,4.

Ze vsech uvedenych zasobnich roztokl byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky v rozmezi, kterd

jsou uvedena v tabulce 6.

50



Tabulka 6: Koncentracni rozsahy standardi

standard koncentracni rozsah
Trolox (ABTS) 0,01 — 0,07 umol/10 pl
Trolox (DPPH) 0,01 — 0,1 umol/30 ul
kyselina gallova 0,005 — 0,03 mg/100 pl
neochlorogenova kyselina 7,5 — 200 mg/1
kryptochlorogenova kyselina 14 — 175 mg/1
chlorogenovai kyselina 7,5 — 200 mg/1
kofein 7,5 —200 mg/1

2.4.2 Spektrofotometrické metody

2.4.2.1 Metoda ABTS

Tato metoda byla pievzata z diplomové prace [65] s mirnou modifikaci. Tableta ABTS (10
mg) byla rozpusténa v 5 ml destilované vody (3,6 mmol/l), poté bylo napipetovdno 100 ul
roztoku K,S,0s (0,064 mol/l). Roztok byl ponechan v chladnicce za nepfistupu svétla po dobu
12 - 16 hodin. Po uplynulé¢ dobé¢ bylo z tohoto roztoku odpipetovano 2,5 ml do 100 ml
odmérné bailkky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Ke 3 ml tmavé modrozelen¢ho
roztoku ABTS (Obrazek 14) bylo pipetovdno 10 pl extraktu vzorku (20x ziedéného
destilovanou vodou). Vznikld reakéni smés byla dikladn€ promichana a ponechana za
nepfistupu svétla. Po 10 minutach byl zméfen ubytek absorbance pii vinové délce 734 nm.
Ubytek absorbance byl vyjadien v procentech a pomoci rovnice regrese kalibraéni kiivky

pfepocten na ekvivalentni mnoZzstvi Troloxu.

Obrazek 14: Vialky s roztokem ABTS
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2.4.2.2 Metoda DPPH

Tato metoda byla ptevzata z diplomové prace [65] s mirnou modifikaci. Na analytickych
vahich bylo navézeno vypocitané mnozstvi DPPH a doplnéno do odmérné baiiky metanolem
na vyslednou koncentraci ¢ = 0,1 mmol/l. Ke 3 ml tohoto roztoku bylo ptidano 30 ul extraktu
vzorku (20x ziedéného destilovanou vodou). Reakéni smés byla ponechéna bez ptistupu
svétla 30 minut. Pti této dobé doslo k odbarveni piivodné fialového roztoku na svétle fialovy.
Tento pokles byl monitorovan pfi vinové délce 515 nm. Ubytek absorbance byl pomoci

kalibra¢ni kiivky piepocitan na ekvivalentni mnozstvi Troloxu.

2.4.2.3 Metoda FCM

Tato metoda byla pfevzata z diplomové prace [65] s mirnou modifikaci. Byl pfipraven
pracovni roztok obsahujici 2 M Folin-Ciocalteauovo c¢inidlo a destilovanou vodu
v pomeéru 1 : 9. Pro jednotliva stanoveni byl smichdn 1 ml tohoto ¢inidla, 1 ml destilované
vody a 100 ul vzorku (20x zfedéného destilovanou vodou). Smés byla protiepana a po
5 minutach byl pfidan 1 ml Na,COs (7,5 % hm.) Nésledn¢ byla smés promichdna a uchovana
za nepfistupu svétla 35 minut. Po 35 minutach byl zméten nartist absorbance pii vinové délce
750 nm. Nartst absorbance byl pfepocitan pomoci kalibra¢ni kiivky na ekvivalentni mnoZstvi

kyseliny gallové.

2.4.3 HPLC

Ve vzorcich kdvy byl stanovovén kofein a izomery chlorogenové kyseliny (neochlorogenova,

kryptochlorogenova a chlorogenova kyselina).

2.4.3.1 Optimalni podminky méreni

Findlni separace biologicky aktivni latek byla provedena na kolon¢ Ascentis Express F5 (150
x 3,0 mm; 2,7 pm). Nastiik vzorkl i1 standardl byl 2 pl. Behem chromatografické separace
byl udrzovéan konstantni pritok mobilni faze 0,6 ml/min a teplota kolony 40 °C. Mobilni faze
byla sloZena z metanolu a redestilované vody s piidavkem 98 % kyseliny mravenci na pH 2.,4.
Analyza derivatl chlorogenovych kyselin a kofeinu probihala za izokratické eluce 25 %
metanol pii dvou vlnovych délkach 273 nm pro analyza kofeinu a 325 pro derivaty

chlorogenovych kyselin.
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2.4.4 Dekofeinizace

2.4.4.1 Organicka rozpoustédla

Na analytickych vahach bylo navdzeno pfiblizné¢ 10 g zelené kavy. Navazené mnozstvi
vzorku bylo napafovano 30 minut a poté ponotfeno do vrouci vody na 10 minut. Po uplynuti
10 minut byla kdvové zrna smichdna s dichlormethanem, chloroformem nebo ethylacetdtem
v poméru 1 : 5 (vzorek : rozpoustédlo). Tato smés byla ponechana pfi laboratorni teploté nebo
zahtivana na teplotu nizsi, nez je bod varu rozpoustédla. Extrakce probihala po dobu 3 — 7
hodin v zavislosti na rozpoustédle. Po extrakci byla zrna opét napaiena, aby doslo

k odstranéni zbytkl rozpoustédla. Nasledné byla kava vysuSena v suSarné.

2.4.4.2 Superkriticka fluidni extrakce

Na analytickych vahach bylo navdzeno 10 g zelené kdvy. Pied samotnym procesem byla
kavova zrna napafena po dobu 30 minut a nasledné¢ namocena do vody. Do extrakéni
patronky byly odvadZeny cca 3 g napafeného vzorku. Nésledné byly nastaveny procesni
parametry jako je tlak, teplota a pratok superkritického CO,. Po extrakci byl vzorek vlozen do

susarny. Na obrazku 15 je znazornéno zatizeni extraktoru superkritické fluidni extrakce.

Obrazek 15: Zarizeni superkritické fluidni extrakce
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2.5 Statistické zpracovani experimentalnich dat

Pomoci statistického programu QC Expert 2.5 (Trilobyte) byly vyhodnoceny rovnice regrese
veskerych  kalibra¢nich  kfivek. VSechny testy byly provedeny na hladiné
vyznamnosti 95 % (x = 0,05). Kidentifikaci vlivhych bodd byl pouzit Wiliamsiv,
Pregibontiv a L-R graf. Odlehlé body byly nasledné odstranény. Na zaklad¢ analyzy
studentova t-testu byla zkoumana vyznamnost regresnich parametrti. Vicerozmérné statistické
metody, analyza hlavnich komponent (PCA) a faktorovd analyza (FA) byly vyhodnoceny
v programu Statistika 12 (StatSoft, CR).
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1.1.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

K méfeni antioxidacni aktivity byly pouzity reakéni roztoky ABTS *a DPPH, které byly
pfipraveny dle postupu uvedenych v kapitoldich 2.4.2.1 pro ABTS a 2.4.2.2 pro DPPH.
Nejprve bylo nutné najit vhodné mnozstvi vzorku kavy pridavané k dané reakéni smési, a to
postupnym zvySovanim objemu extraktu. Ze zdvislosti ibytku absorbance na objemu vzorku
(Obrazek 16) byl vybran ddvkovany objem 10 ul pro ABTS, 30 ul pro DPPH.

Ubytek absorbance byl vypoéten dle nasledujici rovnice:

A-4y
A

ubytek A = 100

kde A je absorbance v ¢ase t = 10 minut (ABTS), 30 minut (DPPH) od pocatku reakce a Ag je

pocatecni absorbance v ¢ase t = 0 min.

100
20 ABTS
80
70
60
50 .

40
30
20
10

ubytek A [%]

0 10 20 30 40 50 60
V [ul]

Obrazek 16: Zavislost ubytku A na mnoZstvi pridavaného vzorku

Aby bylo mozné porovnavat vysledky ziskané pomoci obou metod, byl u vSech vzorka
ubytek absorbance piepoften na ekvivalentni mnozstvi standardu Troloxu pomoci
odpovidajici kalibra¢ni kiivky (Obrazek 17). Hodnota celkové antioxidacni aktivity byla

vztazena na 1 g vzorku kavy.

aktivita vzorku (mmol Troloxu) f
m (9) R

TEAC ("";‘”)
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kde m je hmotnost analyzovaného mnozstvi kavy a fgje faktor zahrnujici fedéni a ddvkované

mnozstvi vzorku.

100

90 ABTS
80 ®
..
01 y=9368(236)x+1542(1,01) .-
: R* =0,9819 .
60
50 .

40

ubytek A [%]

o y = 6322 (9,)x+10,13 (0,54)
30 " R? = 0,9912

20
10

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Trolox [pmol]

Obrazek 17: Kalibra¢ni kiivka zavislosti ibytku A na mnoZstvi Troloxu

3.1.2 Méreni antioxida¢ni aktivity vzorki kavy

Celkem bylo zméfeno 64 vzorkd prazené, zelené a bezkofeinové kavy. Pied analyzou byl
kazdy vzorek pfipraven dle postupu, ktery je uveden v kapitole 2.4.1. Kazdy vzorek byl
méten 5x. Vysledné primérné hodnoty TEAC a jejich smérodatné odchylky jsou uvedeny
v priloze 1- 3,

grafické zndzornéni je uvedené na obrazcich 18 - 20. Hodnoty DPPH jsou vzdy vyssi. ABTS
zfejm¢ nereaguje se vSemi slozkami pfitomnymi v kavovém extraktu. Je patrné, Ze obsah
antioxidac¢ni aktivity souvisi se sloZzenim kdvovych zrn. Pfikladem je vzorek Z15, P25 a P38,
kde se jednd o zrna 100 % robusty. Zrna robusty zpravidla zplisobi vy$si antioxidacni
aktivitu.

U bezkofeinovych kav (Obrazek 18) se hodnoty TEAC naméfené metodou ABTS pohybuji
v rozmezi 0,031 — 0,126 mmol/g vzorku. Hodnota 0,031 mmol/g patii vzorku B6. Jedna se
o vzorek bezkofeinové, zelené kavy. Nizky obsah dokladd tvrzeni, Ze procesem praZeni
vznikaji latky s vysSi antioxidaéni aktivitou nez u vzorki zelenych kdv. Naopak vyssi obsah
u vzorku B5 muze byt zplisoben vys$im stupném praZeni, odridou, zpiisobem zpracovéni, ale

také zemi piivodu. Hodnoty DPPH jsou v rozmezi 0,130 — 0,211 mmol/g.
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U vzorkil zelenych kav (Obriazek 19) se TEAC pohybuji v rozmezi 0,025 — 0,186 mmol/g
u ABTS u DPPH v rozmezi 0,185 — 0,336 mmol/g. Nejvyssi hodnoty TEAC u obou metod
dosahuje vzorek Z15 a Z5, coz je pravdépodobné zptsobeno druhem kavy. U vzorku Z15 se
jedné o kavu 100 % robusty. U kavy Z5 nebyla zndma informace o slozeni kavovych zrn, ale
z experimentalné zjiSténych hodnot lze ptedpokladat, Ze se jedna o zrna kavy robusta.

U metody DPPH bylo dosazeno vysokych hodnot i u vzorka Z17 a Z18.

BEZKOFEINOVA KAVA
0,25

(9]

0,20
0,1
0,1

0,00 I| II I| 'I I| .‘ I‘ '|
Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8

]

¢ [mmol/g]

0,0

W

EABTS mDPPH

Obrazek 18: Antioxida¢ni aktivita infuzi pripravenych ze vzorku bezkofeinovych

prazenych zrn
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Obrazek 19: Antioxidacni aktivita infuzi pFipravenych ze vzorki zelenych zrn
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U vzorki prazenych kav bylo analyzovano celkem 38 extrakti metodou ABTS a DPPH
(Obrazek 20). Hodnoty ABTS jsou v rozpéti 0,017 — 0,292 mmol/g, u metody DPPH 0,159 —
0,333 mmol/g. Nejvyssi hodnotu TEAC u obou metod vykazuje vzorek P26 nazvany
INDONESIA GREEN i piesto, ze se jednd o zrna 100 % arabiky. U tohoto vzorku byl

vyrobcem deklarovéan zvySeny obsah chlorogenovych kyselin.

PRAZENA KAVA
0,40
0,35
0,30
0.25 T
20,20
S 0,15
0,10
’ — NN T VN O ANt O~ ANt O~ —aAalon <t O~
Akl e R SR Sh il Sh SRS Sh o B U S S NE SRR VRSN S S o

Obrazek 20: Antioxidacni aktivita infuzi pFipravenych ze vzorki praZzenych zrn

Experimentalné zjist€éné hodnoty zobrazuji souvislost mezi extrémné tmavymi (¢ernymi) zrny
a svétle uprazenymi vzorky. Tohoto zjisténi bylo pfedev§im sledovano u prazenych
kofeinovych zrn (Obrazek 21). Tento diikkaz neni zcela prokazatelny u bezkofeinovych kav.
Bezkofeinova zrna jsou extrémné tmava a hodnoty antioxida¢ni aktivity jsou pomérné malg.
To lze vysvétlit procesem dekofeinizace, pfi kterém dochazi k ubytku predev§im kyseliny
chlorogenové, coz je latka vykazujici silnou antioxidacni aktivitu. Na experimentalné zjisténa
data bezkofeinovych kav mize mit také vliv metoda odstranéni kofeinu. U analyzovanych

vzorki byla zndma informace o zplisobu odstranéni kofeinu (CO;) pouze u dvou vzorki kav.
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9,

Obrazek 21: Rozdilné stupné praZeni

3.1.2.1 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek

I u této metody byla provedena optimalizace spocivajici rovnéz ve vybéru mnozstvi vhodné
fedéného vzorku kavy ptiddvaného k reakéni smési (Obrdzek 22). Pro stanoveni celkového
mnozstvi fenolickych latek byl vybran 20x fedény vzorek kavy, ktery byl ddvkovan do
roztoku v objemu 100 pl.
Nartst absorbance byl vypocten dle rovnice

AA=A-A,
kde A je absorbance v €ase t = 35 min od pocatku reakce a A, je pocatecni absorbance v Case

t = 0 min.
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Obrazek 22: Zavislost zmény A na mnoZstvi piidavaného vzorku

Nésledné byla sestrojena kalibra¢ni kiivka zavislosti AA na mnoZzstvi kyseliny gallové
(Obrazek 23). Narist absorbance u vSech sledovanych vzorkli byl pomoci rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky prepocten na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové. Hodnota celkového

obsahu fenolickych latek byla vztazena na 1 g vzorku kavy.

- R

g m (g)

kde m je hmotnost analyzovaného vzorku kdvy a fy je faktor zahrnujici fedéni a davkované

(mg) aktivita vzorku (mg kyseliny gallové)
c = .

mnozstvi vzorku.

1,2
e —— .
08 | o
< o
‘o6 | T
o4 | e y = 31,235 (0,2507) x + 0,04 (0,01)
s o R? = 0,9984
0.2 o
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

kyselina gallova [mg/100ul]

Obrazek 23: Kalibracni krivka zavislosti zmény A na mnoZstvi kyseliny gallové
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3.1.3 Stanoveni celkového mnozZstvi fenolickych latek

Celkem bylo zmétfeno 64 vzorkl bezkofeinové (Obrazek 24), zelené (Obrazek 25) a prazené
kavy (Obrazek 26). Pred analyzou byl kazdy vzorek ptipraven dle postupu, ktery je uveden
v kapitole 2.4.1. Kazdy vzorek byl méfen 5x. Vysledné primérné hodnoty a jejich smérodatné

odchylky jsou uvedeny v pfiloze 1, 2, 3.

BEZKOFEINOVA KAVA
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EFOLIN
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w o S 3 G

)

Obrazek 24: Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek v extraktu bezkofeinovych
praZenych kavovnikovych zrn

U bezkofeinovych kdv se namétené hodnoty fenolickych latek od sebe navzdjem pftili§ nelisi
(Obrazek 24). Nejniz§i hodnotu obsahuje vzorek B2, B4. Vzorek B2 nazvany COSTA
DECAFFEINATED ESPRESSO COFFEE POD byl dodan v podobé mleté kavy. Hrubost

namleti by v§ak nemélo mit vliv na mnozstvi fenolickych latek v piipravené infuzi.
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Obrazek 25: Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych litek v extraktu zelenych

kavovnikovych zrn

U vzorku zelenych kdv se hodnoty fenolickych latek pohybuji v rozpéti 36,43 — 55,58 mg/g.
Nejvyssi mnozstvi obsahuje vzorek Z5, nasledné¢ Z15. Zde je vidét vliv sloZzeni zrn na
stanovovany obsah. Korela¢ni zavislosti byl prokdzan vztah mezi metodou DPPH a FCM, coz

dokl4d4 koeficient determinace R*= 0,56 (Priloha 4).
PRAZENA KAVA
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Obrazek 26: Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek v extraktu praZenych

kavovnikovych zrn
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Nejvyssi obsah fenolickych latek byl pozorovan u tii vzorkii prazenych kav P25, P26 a P38.
Jak jiz bylo zminéno obsah fenolickych latek je zavisly na sloZzeni kavovych zrn. Vzorky P25,
P38 charakterizuji zrna 100 % robusty. Vzorek P26 nazvany INDONESIA GREEN vykazuje

témer nejvyssi hodnoty ve vSech spektrofotometrickych metodach, coz je zplsobeno

Tv w7

v

coz pravdépodobné bylo zpiisobeno vysokym stupném prazeni.

3.1.4 Stanoveni kofeinu a izomeru chlorogenovych kyselin v kavé pomoci HPLC
3.1.5 Optimalizace separa¢nich podminek

Optimalizace separace byla provedena na modelovém vzorku kdvy P2 a pomoci smési
standardii. Pro optimalizaci byly nejprve vybrany oktadecylsilikagelové kolony, které se lisily
velikosti Castic (Ascentis Express 100 x 2,1 mm; 2 pm a 2,7 pm). Jako mobilni faze byla
vyuzita smes metanolu a vody, kterd byla okyselena kyselinou mravenci pro potlaceni
disociace chlorogenovych kyselin. Mezi optimalizované parametry patfila koncentrace
metanolu pfi izokratické eluci (10 — 25 %), prutok mobilni faze (0,2 az 0,5 ml/min) a teplota
kolony (30 az 40 °C). Dale byly testovany rtizné podminky gradientové eluce. S vyuZitim
izokratické eluce (Pfiloha 5) ani s vyuZzitim riznych gradienti (Pfiloha 6) nedoSlo k separaci
sledovanych izomert chlorogenovych kyselin a kofeinu ani na jedné z testovanych kolon. Na
obrazku 27 je vidét vliv zmény pratoku mobilni fdze na separaci biologicky aktivnich latek
v kdvovém extraktu u vybrané gradientové eluce. Jak je z obrazku patrné, dochézi k ¢aste¢né
koeluci sledovanych latek. Pro optimalizaci byly kritické zejména pary kyselina chlorogenova
s kryptochlorogenovou a kyselina chlorogenova s kofeinem. Na obrdzku 28 je zobrazen vliv
teploty kolony na separaci vzorku pfi izokratické eluci. Vyssi teplota ovlivnila pouze rychlost
analyzy, avSak nedoSlo ke zvySeni rozliSeni sledovanych latek, naopak dosSlo ke koeluci

chlorogenové kyseliny s kofeinem.
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Obrazek 27: Vliv priitoku na separaci vzorku P2: kolona: Ascentis Express C18 (100 x

2,1 mm; 2 um); T = 30°C, davkovani 2 pul, F, = 0,2 ml/min (oranzova); 0,3 ml/min

(fialova); MF: metanol : H,O + kyselina mravenci (0,1 %), gradientova eluce: 0 min-25% B,

6 min-35% B, 7 min-60%, detekce: 273 nm
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Obrazek 28: Vliv teploty kolony na separaci vzorku P2: kolona: Ascentis Express C18
(100 x 2,1 mm; 2 um); T = 30°C (fialova), T = 40°C (oranzova), davkovani 2 pul, F,, = 0,3

ml/min, MF: metanol : H,O + kyselina mravenci (0,1%), izokraticka eluce: 15% metanolu,

detekce: 273 nm
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Po nezdafené separaci na klasické oktadecylsilikagelové kolon¢ byla vyuzita kolona Kinetex
Polar C18 (150 x 3,0 mm; 2,7 um), kterd je vhodnd zejména pro separaci poldrnich latek
(Obrazek 29). Na této kolon€ byly opét optimalizovany parametry — priitok a pH mobilni faze,
koncentrace metanolu pii izokratické eluci (10, 14, 15, 20, 25 %) a gradienty s riznou
strmosti a pocatecni koncentraci metanolu. Ani na této kolon¢ nedoslo k rychlé separaci
studovanych biologicky aktivnich litek s rozliSenim vétSim neZ jednotkovym, proto byla
zvoleno kolona s chemicky vadzanou F5 fazi, kterda mé vysokou rozliSovaci schopnost pro
polohové izomery. Pouziti gradientové eluce nepfineslo zlepSeni, ani urychleni separace, a
proto byla pro separaci zvolena izokraticka eluce (Obrazek 30). U této kolony bylo dosazeno
separace vSech stanovovanych latek s rozliSenim vice nez R = 1,2 za izokraticka eluce 25 %

metanolu za konstantni teploty 40°C.
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Obrazek 29: Separace smési standardu: kolona: Kinetex Polar C18 (150 x 3 mm; 2,7 um);
T = 40°C, davkovani 2 pl, F,, = 0,6 ml/min; MF : metanol : H,O + kyselina mravenci (pH =

2,4), gradientova eluce: 0 — 5 % za 10 minut; detekce: 273 nm

Retencni Casy jednotlivych latek byly zprimérovany. Eluce biologicky aktivnich latek byla
v nésledujicim potadi: kyselina neochlorogenova (neo) tg= 2,19 min, kryptochlorogenova

(krypto) tg = 3,48 min, chlorogenova (chloro) tg = 4,09 min a kofein tg = 5,41 min.
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Obrazek 30: Separace smési standardii: kolona Ascentis Express F5 (15 cm x 3,0 mm;
2,7um), T = 40°C, davkovani 2ul, F,, = 0,6 ml/min, MF : metanol : H,O + kyselina

mravenci (pH = 2,4), izokraticka eluce: 25 % metanol, detekce: 273 nm

3.1.6 Kvantitativni stanoveni kofeinu a chlorogenovych kyselin

Po optimalizaci HPLC separace byly prométfeny kalibracni roztoky neochlorogenové,
kryptochlorogenové a chlorogenové kyseliny a kofeinu a poté sestrojeny kalibracni kiivky
zavislosti plochy piku na koncentraci jednotlivych standardti. Na zaklad¢é studentova t-testu
byl prokdzdn absolutni c¢len kalibraéni zavislosti u kyseliny chlorogenové a
kryptochlorogenové jako nevyznamny, tudiZ pfimka prochézi nulou. U ostatnich kalibra¢nich
zavislosti byl absolutni ¢len vyznamny. Regresni parametry jednotlivych kalibra¢nich
zavislosti spolu s jejich smérodatnymi odchylkami a koeficientem determinance jsou uvedeny
v tabulce 7 Z kalibracnich zdvislosti vySky piku na koncentraci byly stanoveny valida¢ni
parametry, jako je mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ), které byly vyhodnoceny
jako trojndsobek (LOD) a desetindsobek (LOQ) poméru signalu ku Sumu (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Parametry kalibracnich zavislosti, koeficienty determinace (Rz), meze

detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé standardy

LOD | LOQ

standard smérnice asek R?
[mg/1] | [mg/1]
chlorogenovd kyselina 12,05 +£0,04 | 6,35 +10,29 | 0,9998 | 0,0393 | 0,0393

neochlorogenova kyselina 13,58 +£0,08 | 17,22 +4,10 | 0,9995 | 0,0215 | 0,0716

kryptochlorogenova kyselina 13,36 £ 0,02 | -5,14 £ 3,13 1 0,0406 | 0,1352

kofein 11,60 £0,03 | 12,44 £2,21 | 9,9999 | 0,0430 | 0,1435

Dale byla stanovena pfesnost metody proméfenim dvou kalibra¢nich roztokd celkem
desetkrat. Spravnost byla ovéfena standardnim roztokem o zndmé koncentraci studovanych
biologicky aktivnich latek. Odchylky stanoveni u obou kalibracnich roztoki nepteséhly 0,9
%. Pro zjisténi opakovatelnosti extrakéniho kroku byl vybran jeden vzorek praZzené kavy
(P31), u kterého byla extrakce provedena v péti opakovanich v jednom dni. Stejny postup byl
proveden i nasledujici tyden. Opakovatelnost analytické metody neptesahla hodnotu 7 %

(Ptiloha 7).

Pro kvantitativni analyzu studovanych biologicky aktivnich latek byly jednotlivé vzorky
prazeng, zelené a bezkofeinové kavy ptipraveny dle postupu, ktery je uveden v kapitole 2.4.1
a ihned po extrakci byl stanoven obsah jednotlivych latek. Vysledné primérné hodnoty,
véetné smérodatnych odchylek jsou uvedeny v piiloze 8 - 10. Grafické zndzornéni obsahu
studovanych latek v 64 vzorcich kdvy je uvedeno na obrazcich 31- 33. Z uvedenych obrazkt
je patrné, Ze nejveétSi rozdily mezi analyzovanymi vzorky kavy jsou v obsahu kyseliny
chlorogenové a kofeinu. Obsahy neochlorogenové a kryptochlorogenové kyseliny se lisi
pouze nepatrng.

Nejvetsi obsah kofeinu nalezneme u vzorku Z5 a Z15 (Obrazek 31, Ptiloha 8). Jednd
se o vzorky kdvy robusta, které obsahuji vétsi mnozstvi kofeinu (2x az 4x vice neZ arabika).
Minimalni mnozstvi kofeinu Ize pozorovatu vzorku Z17, jelikoz se jednd o zelend
bezkofeinovd zrna. Z experimentalné zjisténych dat nebylo prokazano, Ze zrna robusty
ovlivituji mnoZstvi derivatl kyseliny chlorogenové. Nejvyssi obsah chlorogenové kyseliny

obsahuje vzorek Z5. Jednd se o vzorek z Vietnamu nezndmého sloZeni. Z experimentalné
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zjisténych dat, z vysokého obsahu kofeinu a antioxidac¢ni aktivity, mizeme urcit, ze se jedna
zcela jisté¢ o zrna robusty. U zelené kdvy je patrné, Ze na obsah studovanych latek mé vliv

zpusob zpracovani, odrida a zemé ptavodu.

ZELENA KAVA
1 0 O R L

Z1 72 73 74 75 Z6 Z7 Z8 79 Z10 Z11 Z12 Z13 Z14 Z15 Z16 Z17 Z18

ENEO ®mKRYPTO mCHLORO = KOFEIN

Obrazek 31: Analyza kofeinu a derivati chlorogenové kyseliny pomoci HPLC/UV

systému u zelenych kavovych zrn

U vzorki bezkofeinovych kdv bylo experimentdlné ovéfeno, Ze zrna obsahuji sniZzeny obsah
kofeinu (Obrazek 32, Ptiloha 9). Nejvétsi obsahy vSech latek obsahuje vzorek B6. To lze
oduvodnit tim, ze se jedna o zelenou bezkofeinovou kavu, kterd obsahuje vEtsi mnozstvi
chlorogenovych kyselin oproti kavé prazené. U ostatnich vzorkil je obsah chlorogenovych
kyselin srovnatelny, jelikoZ se jednd o prazend zrna. VyS$$i obsah latek mizeme vidét

také u vzorku B8. To mize byt zptisobeno Setrnéjsi metodou odstranéni kofeinu.
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Obrazek 32: Analyza kofeinu a izomeri Kkyseliny chlorogenové v praZenych

bezkofeinovych zrnech

Prazenych kav bylo analyzovano celkem 38 vzorkl (Obrazek 33, Ptiloha 10). Nejvétsi rozdily
nalezneme opét u obsahu kyseliny chlorogenové (2,26 - 13,21 mg/g) a kofeinu (11,17 — 26,28
mg/g). Nejvétsi mnozstvi kofeinu bylo stanoveno ve vzorku P38 (INDIA), jedna se o zrna
100 % robusty. Z experimentalnich dat bylo zji§téno, Ze stupeil prazeni ma vliv na obsahy
studovanych latek (¢im jsou zrna tmavsi, obsahuji mensi mnozstvi derivatt chlorogenovych
kyselin). To bylo pozorovdno u vzorku P8, kde bylo stanoveno nejniz§i mnoZstvi
neochlorogenové a kryptochlorogenové kyseliny, nebot’ se jedna o velmi tmava zrna. Velkym
prekvapenim byl vysoky obsah kofeinu u vzorku P26. JelikoZ se jedna o zrna 100 % arabiky,
nebyl takto vysoky obsah kofeinu predpokladan.
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Obrazek 33: Analyza kofeinu a chlorogenovych Kkyselin pomoci HPLC/ UV

systému u praZenych kavovych zrn
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Obrazek 34: Analyza kofeinu a izomeri chlorogenovych kyselin vzorku P36 ve formé

praZenych a zelenych kavovnikovych zrn

Na obrdzku (Obrazek 34, Ptiloha 11) je zobrazen obsah kofeinu a izomerti chlorogenovych
kyselin u vzorku P36, ktery byl analyzovan jak ve form¢ prazené kévy, tak ve formé¢ kavy

zelené (Z10). Zobrazku je patrné, ze obsahy derivati kyseliny chlorogenové
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(neochlorogenové, kryptochlorogenové) jsou nepatrné vyssi u zelenych zrn nez u vzork
prazenych kav. Ddle je viditelny zjevny rozdil v obsahu kyseliny chlorogenové. Zelend zrna
obsahuji az 10x vice dané latky. Niz§i obsah derivati kyseliny chlorogenové v prazenych

kavach je zplsoben tepelnou tipravou kavovych zrn (prazenim).
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Obrazek 35: Analyza kofeinu a chlorogenovych kyselin pomoci HPLC/UV systému v

kavé COLOMBIA v bezkofeinové, prazené, zelené a zelené bezkofeinové formé

Na obrdazku 35, (Pfiloha 12) je uvedeno porovndni obsahu stanovovanych liatek u kédvy
COLOMBIA ve4 variantich (kdvy zelené, zelené bezkofeinové, prazené a prazené
bezkofeinové). Nejvétsi rozdil je patrny v obsahu chlorogenové kyseliny. Zelend zrnka
obsahuji nejvySsi mmnozstvi této latky, procesem dekofeinizace dochdzi k snizeni
chlorogenové kyseliny zhruba o 25 %. Obsah se dale snizuje prazenim zelenych zrn.
V prazené kaveé a v kaveé bezkofeinové prazené je obsah chlorogenové kyseliny téméf totozny.
V prubéhu procesu prazeni nedochdzi k vyrazné zméné obsahu neochlorogenové, tak
kryptochlorogenové  kyseliny.  ZvySeny obsah  kyseliny  neochlorogenové a

kryptochlorogenové v zelené bezkofeinové kavé miize byt zplisoben piipravou kavy.

Pro porovnani jednotlivych vzorka zelené, bezkofeinové a prazené kavy byly namétfené
hodnoty podrobené vicerozmérné statistické analyze. Na obrazku 36 lze vidét Catelliv
indexovy graf, ktery zobrazuje relativni velikost jednotlivych vlastnich Cisel a slouzi k urceni
vyznamnych hlavnich komponent. Prvni dvé komponenty pokryvaji 87,12 % celkového
rozptylu a spolu se tfeti komponentou dokonce 99,5 %. Ze statistického vyhodnoceni byla
prokdzdna velmi silnd korelace mezi chlorogenovymi kyselinami (PCAW 1-2), zatimco

jednotlivé izomery chlorogenovych kyselin nevykazuji zadnou korelaci s kofeinem, jelikoz
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sviraji témer pravy uhel (Obrazek 36). Z jednotlivych grafii komponentnich vah je mozné
prifadit prvni faktor obsahu chlorogenovych kyselin, a tedy antioxidacni aktivit¢ vzorku a
druhy faktor odpovida mnozstvi kofeinu ve vzorcich. Z obrazku PCAW 1-3 a 2-3 je patrné, ze

treti faktor rozlisSuje jednotlivé derivaty chlorogenovych kyselin.
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Obrazek 36: Cattelliv graf a grafy komponentnich vah
Z grafu komponentniho skére (Obrazek 37) lze rozlisit jednotlivé vzorky kavy jednak na
zéklad¢ obsahu kofeinu a jednak na zakladé obsahu chlorogenovych kyselin. V horni fadé

grafu komponentniho skore PCAS 1-2 jsou pozorovany vzorky bezkofeinovych kav (modra
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barva) spolu s kavou Z17, protoze se jedna o zelenou, ale rovnéz bezkofeinovou kavu.
Naproti tomu kdvy s vysokym obsahem kofeinu (P23, P25, P26, P38 a Z5) jsou umistény
v dolni oblasti grafu PCAS 1-2. Vysoky obsah kofeinu je typicky pro odriidu kavy robusta
(P25 a P38). Ve stfedové oblasti jsou lokalizovany vzorky kavy zelené (zelena barva) a
prazené (Cervend barva) se srovnatelnym obsahem kofeinu. Déle jsou z grafu PCAS 1-2
patrné shluky vzorkl kavy zelené a prazené, které se 1i$i celkovym obsahem chlorogenovych
kyselin. Zelené kavy jsou umistény v levé poloviné grafu, zatimco prazené vzorky kavy
v pravé poloving grafu.

Graf komponentniho skére PCAS 1-3 rozdé€luje vzorky studovanych vzorkil kav do dvou
hlavnich shlukii dle obsahu jednotlivych derivath chlorogenovych kyselin na zelené a
prazené. Prazenim dochdzi ke znacnému tubytku kyseliny chlorogenové, coz zpusobuje
jednoznacnou klasifikaci vzorkli na zelené a prazené zrna. V grafu PCAS 1-3 jsou
pozorovany nékteré odlehlé body v ramci jednotlivych shlukid. Jedna se o bod B6, ktery
odpovida zelené, bezkofeinové kaveé. Z prazenych kav obsahuje kava P23 nejvyssi mnozstvi
neochlorogenové a kryptochlorogenové kyseliny, zatimco kava P8 obsahuje nejmensi

mnozstvi téchto kyselin.
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Obrazek 37: Grafy komponentniho skoré

Pro potvrzeni vysledkii ziskanych analyzou hlavnich komponent byla také provedena
faktorovd analyza s pouzZitim rotace Varimax normalizovany (Obrazek 38). Pro vytvoreni
shlukii byla pouzita Wardova metoda. Graf faktorovych vah (FAW) potvrzuje popis dvou

hlavnich faktord. Faktor 1 odpovidd obsahu derivati kyselin chlorogenovych, protoze tato
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proménna je lokalizovana v grafu faktorovych vah nejblize jednotkové hodnoté daného
faktoru. Zatimco faktor 2 odpovida mnozstvi kofeinu. Graf faktorového skére FAS potvrzuje

zjisténi ziskané pomoci analyzy hlavnich komponent. Tento graf je téméf totozny s grafem

PCAS 1-2 na obrazku 37.
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Obrazek 38: Grafy faktorové analyzy
Na obrazku 39 je zobrazen dendrogram, u kterého jsou jasné zietelné Ctyfi shluky (2 shluky
prazenych kdv — Cervend barva, 1 shluk zelené kavy — zelend barva a 1 shluk bezkofeinové
kavy — modré barva). Vysledky opét potvrzuji zjisténi pomoci analyzy hlavnich komponent a

faktorové analyzy.

Vzdalenost spoje
N

O=_2NWAhOON®O

Obrazek 39: Dendrogram analyzovanych vzorki zelené, praZené a bezkofeinové

prazené kavy
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3.2 Studium dekofeinizace a jeji optimalizace

3.2.1 Organicka rozpoustédla

Pro optimalizaci procesu odstranéni kofeinu pomoci organickych rozpoustédel byla pouzita
zelend napafena zrna kdvy Z12. Optimalizace spocivala ve vybéru rozpoustédla, teploty a
doby samotné extrakce. Nejprve byla provedena extrakce pomoci chloroformu (Obrazek 40,
Ptiloha 13). Zrna byla extrahovana po dobu 5 hodin za laboratorni teploty. Z nésledujictho
obrazku lze pozorovat, ze uziti chloroformu je nevyhovujici z divodu odstranéni témeét vSech
analyzovanych latek na minimalni mnozstvi. DalSim davodem nevyuziti chloroformu
k dekofeinizaci je zCernani zelenych kdvovych zrn po extrakci a nasledném susSeni (Obrazek

44). Z tohoto diivodu byla provedena pouze jedna analyza.
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Obrazek 40: Optimalizace procesu dekofeinizace pomoci organického rozpoustédla —

chloroform

Nasledovala optimalizace pomoci ethylacetatu (Obrazek 41, Pfiloha 14) po dobu 3, 5 nebo 7
hodin za laboratorni teploty nebo teploty niZ§i, neZ je bod varu rozpoustédla. V tomto piipadé
teplota niz$i nez 77°C. Z obrazku lze vidét, Ze Gcinnost extrakce kofeinu se pfili§ nelisi pii
zahtevu 3 az 7 hodin. Nasledny obrdzek zobrazuje také tibytek kyseliny chlorogenové, ktery
se ptili§ neli§i dobou extrakce zelenych kdvovych zrn. Naopak obsah neochlorogenové

a kryptochlorogenové kyseliny je téméf totozny s ptivodnim obsahem latek. Z grafu vypliva,
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ze ulinnost extrakce je vySSi pii zahfevu organického rozpoustédla. Ucinnost extrakce

kofeinu z kdvovych zrn nepiesahla hodnotu 83 %.
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Obrazek 41: Optimalizace procesu dekofeinizace pomoci organického rozpoustédla -

ethylacetat

Pro dekofeinizaci zelenych zrn bylo také vyuzito dichlormetanu (Obrazek 42, Pfiloha 15).
Mezi optimalizované podminky patfila pfedevS§im doba a teplota organického rozpoustédla.
Na obrazku je vidét Ubytek kyseliny chlorogenové, naopak obsahy neochlorogenové
a kryptochlorogenové kyseliny se pfili§ neliSily. Z obrdzku je patrny vliv teploty na G¢innost
extrakce. Nejefektivn€j$i doba pro extrakci kofeinu je zdhifevem rozpoustédla 7 hodin.
Utinnost odstranéni pro tuto dobu byla 85 %, pro zahiev po dobu 5 hodin 83 %. Ubytek
kofeinu nebyl tak odliSny, z tohoto diivodu bylo pro odstranéni kofeinu z analyzovanych
vzorkd vyuzito zahfevu dichlormetanu po dobu 5 hodin. Pro zjisténi robustnosti metody
odstranéni kofeinu byl vybran vzorek zelené kavy Z12, ktery byl ve tfech opakovanich
extrahovan zahtfivanym dichlormetanem po dobu 5 hodin, jelikoz tato doba a typ rozpoustédla

byla nejvhodnégjsi. Opakovatelnost analytické metody byla 2,2 %.
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Obrazek 43: Dekofeinizace dichlormetanem u vzorku Z6

Pfesto, ze uCinnost extrakce je témeft totozna s uzitim ethylacetatu, nebylo tohoto rozpoustédla
uzito, nebot’ doslo také ke zméné barvy kdvovych zrn (Obrazek 44). U vzorki zelenych kav
COLOMBIA (Obréazek 43, Ptiloha 16), BRASIL (Ptiloha 17) a PERU (Ptiloha 18) byla
provedena dekofeinizace pomoci dichlormetanu po dobu 5 hodin. Uginnost extrakce kofeinu

byla u vzorku Z6 - 91 %, Z10 - 86 % a vzorku Z14 - 79 %.
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Obrizek 44: Utinek organického rozpoustédla na zelena zrna kavy

3.2.2 SUPERKRITICKA FLUIDNI EXTRAKCE

K odstranéni kofeinu bylo vyuzito také superkritické fluidni extrakce. Pro analyzu byly
pouZity cca 3 g napafené zelené kavy. Pro zjisténi optimalnich podminek extrakce dochazelo

ke zmén¢ dynamické a statické extrakce, pritoku CO», ale i teploty a tlaku.
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Obrazek 45: Dekofeinizace pomoci superkritické fluidni extrakce pii zméné pritoku
CO,

Na obrazku 45 je graficky znazornén pribéh dynamické extrakce liSici se zménou objemu
CO,. Pti porovnani hodnot 1ze sledovat vyrazny linedrni pokles latek (Pfiloha 19). Nejvyssi
ubytek je zaznamendn u chlorogenové kyseliny. Obrazek 46 prokazuje, Zze ¢im déle extrakce
probihd, tim je proces odstranéni ucinngj$i. Experimentalné byla maximdlni ucinnost

odstranéni kofeinu stanovena na 70 %.
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Obrazek 46: Dekofeinizace pomoci superkritické fluidni extrakce — statické

Pti procesu dekofeinizace bylo vyuzito také statické extrakce (Obrazek 46). Pfi statické
extrakci byla extrakcni cela naplnéna nadkritickou tekutinou po dobu 15 a 30 minut, poté byl
extrakt vypustén do sbérné nadoby a nésledovala dynamicka extrakce pfi stejném objemu
CO,. Pii statické extrakci probihajici 30 minut bylo extrahovano vys$$i mnozstvi latek to je

znazornéno na obrazku 46, (Priloha 20).
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4 ZAVER

Néplni této diplomové prace bylo studium antioxidacni aktivity, kvantifikace chlorogenovych
kyselin a kofeinu a v zdvéru mozné metody odstranéni kofeinu z kdvovych zrn.

Prvni ¢ast této diplomové prace byla zaméfena na stanoveni antioxida¢ni aktivity metodami
ABTS a DPPH a stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek v kavé s vyuzitim
spektrofotometrickych technik. Nejprve byly optimalizoviny podminky pro analyzu
studovanych vzorkl, nasledn¢ byla provedena kalibrace s vyuzitim standardt (Trolox —
ABTS a DPPH, kyselina gallovd — FCM). S vyuzitim kalibracnich zavislosti byla pfepoctena
zména absorbance na celkovou antioxidacni aktivitu a celkovy obsah fenolickych latek
vztaZzeny na 1 g vzorku kavy. Bylo potvrzeno, Ze kava obsahujici zrna robusty obsahuji vySsi
podil antioxidacni aktivity nez zrna kéavy arabiky. Nésledné bylo zjiSténo, Ze procesem
prazeni vzrustd obsah antioxidacni aktivity, coz muze byt zpisobeno vznikem melanoidd.
Z analyzy fenolickych latek byl prokdzan vztah mezi slozenim kévovych zrn a metodou
DPPH.

Druh4 ¢ast byla zaméfena na stanoveni obsahu chlorogenovych kyselin a kofeinu v extraktu
kdvy snéslednym  statistickym  vyhodnocenim. Byla provedena optimalizace
chromatografické separace. Pro analyzu chlorogenovych kyselin a kofeinu byla zvolena
kolona Acentis Express F5 (150 x 3 mm;2,7 um). Separace probihala pfi izokratické eluci 25
% metanolu ve vodé okyselené kyselinou mravenc¢i na pH 2,4. VSechny analyzované latky
byly separoviny do 6 minut. Poté byla provedena kalibrace s vyuZitim standardi
neochlorogenové, kryptochlorogenové a chlorogenové kyseliny a kofeinu. S vyuzitim
programu QC expert byly vyhodnoceny kalibra¢ni kfivky, z nichZ byly stanoveny obsahy
jednotlivych latek. Analyzou bylo zjiSténo, Ze pifi procesu praZeni dochdzi k vyraznému
poklesu  pfedev§im  chlorogenové kyseliny, avSak obsah neochorogenové a
kryptochlorogenové kyseliny se vyrazné nelisi. Ze statistického vyhodnoceni byla prokdzana
velmi silnd korelace mezi chlorogenovymi kyselinami. Z naméfenych hodnot mimo jiné
vyplynulo, ze procesem dekofeinizace dochéazi k tbytku chlorogenové kyseliny i pomoci
superkritické fluidni extrakce. Méteni potvrdilo deklarovany vyssi obsah kofeinu v odridé
kavy robusta.

Tieti cast byla zaméfena na proces dekofeinizace pomoci organickych rozpoustédel,
ethylacetatu, chloroformu a dichlormetanu. Byla provedena optimalizace metody v zavislosti
na Case, teploté a typem rozpoustédla. Za pouziti chloroformu dochézelo k nejvyssi i¢innosti

odstranéni kofeinu, ale také dochédzelo k ubytku izomert chlorogenovych kyselin, nasledné
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doslo k zhnédnuti kavovych zrn z tohoto diivodu nemélo smyl provadét dekofeinizaci pomoci
tohoto rozpoustédla. Prokazalo se, Ze ucinnost extrakce pomoci ethylacetatu se vyrazné nelisi
v zavislosti na Case. V pripad¢ ethylacetatu jako rozpoustédla ucinnost extrakce nepiesahla
hodnotu 83 %. Nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro extrakci kofeinu byl vyuzit dichlormetan,
kdy nedochédzelo k vyraznému ubytku ostatnich latek a ucinnost extrakce byla nejvyssi.
Jelikoz vétSina organickych rozpoustédel je toxickych a zanecha malou stopu chemickych
latek v dekofeinovanych zrnkdch kévy, opousti se od dané metody pomoci organickych
rozpoustédel a vyuziva se superkritické fluidni extrakce. Vyhodou dekofeinizace pomoci
superkritického oxidu uhlicitého je netoxicita a schopnost zachovat vlini a aroma dané kavy.
Nejpouzivangj$i metodou anorganické dekofeinizace je superkritickd fluidni extrakce. Tato
laboratorni metoda je v zavislosti na case nejucinngjsi pro dekofeinizaci zelenych kavovych
zrn. V prubéhu mého méteni, ale dochazelo ke snizeni obsahu vSech chlorogenovych kyselin.
Utinnost extrakce nepiesahla hodnotu 70 %. Naméfené hodnoty v této diplomové praci a
parametry normou ovlivnila Casovd expozice kdvovych zrn pomoci superkritické fluidni
extrakce, nebot’ z ¢asovych divodu byla zrna exponovana maximalné 2,5 hodiny misto
prezentovanych 11,5 hodin. Z experimentalné zjisténych dat bylo mozné sledovat linearni
pokles derivéti chlorogenovych kyselin, pfedevsim kyseliny chlorogenové v zdvislosti na
dobé extrakce kdavovych zrn. Z vysledkil analyzy Ize pfedpokladat, ze pfi extrakci 11,5 hodin

by byly téméf vSechny derivaty chlorogenovych kyselin z kavovych zrn odstranény.
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6 PRILOHY

Priloha 1: Primérné hodnoty antioxidacni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek

v extraktu vzorkili bezkofeinovych kav véetné jejich smérodatnych odchylek

BEZKOFEINOVA KAVA
. .| ABTS DPPH FOLIN
oznaceni [mmol/g] SD [mmol/g] SD [me/e] SD
B1 0,108 0,001 0,211 0,003 | 41,246 | 0,068
B2 0,090 0,003 0,140 0,004 | 33,499 | 0,412
B3 0,093 0,004 0,206 0,005 | 37,898 | 0,389
B4 0,036 0,003 0,130 0,001 | 31,505 | 0,184
BS 0,126 0,002 0,164 0,003 | 41,155 | 0,268
B6 0,031 0,001 0,198 0,002 | 38,152 | 0,166
B7 0,080 0,001 0,194 0,001 | 38,685 | 0,128
BS 0,035 0,002 0,210 0,005 | 41,259 | 0,088

Piiloha 2: Primérné hodnoty antioxidacni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek

v extraktu vzork zelenych kdv vcetné jejich smérodatnych odchylek

ZELENA KAVA
., ABTS DPPH FOLIN
oznadeni [mmol/g] SD [mmol/g] SD [me/e] SD
71 0,112 0,004 0,207 0,006 39,854 0,440
22 0,041 0,002 0,217 0,004 41,940 0,091
Z3 0,026 0,001 0,185 0,000 37,836 0,103
Z4 0,058 0,006 0,210 0,005 41,215 0,192
Z5 0,186 0,003 0,336 0,002 55,582 0,367
26 0,052 0,002 0,234 0,004 40,780 0,202
77 0,031 0,003 0,223 0,007 37,837 0,289
Z8 0,025 0,002 0,197 0,002 36,856 0,158
29 0,060 0,005 0,257 0,004 43,489 0,019
710 0,035 0,001 0,202 0,009 38,744 0,300
711 0,057 0,008 0,227 0,007 42,049 1,070
712 0,072 0,009 0,236 0,004 41,225 0,051
713 0,091 0,002 0,255 0,003 43,867 0,222
714 0,058 0,005 0,230 0,003 39,030 0,217
715 0,091 0,005 0,256 0,003 38,775 0,549
716 0,165 0,005 0,311 0,004 48,387 0,516
717 0,101 0,003 0,327 0,011 40,219 0,340
718 0,081 0,000 0,290 0,007 36,433 0,020
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Priloha 3: Primérné hodnoty antioxida¢ni aktivity a celkového mnozstvi fenolickych latek

v extraktu vzorkl prazenych kav vcetné jejich smérodatnych odchylek

PRAZENA KAVA
. . ABTS DPPH FOLIN
oznadeni [mmol/g] SD [mmol/g] SD [me/e] SD
P1 0,075 0,001 0,180 0,002 35,424 0,119
P2 0,141 0,002 0,226 0,006 43,177 0,416
P3 0,085 0,001 0,183 0,001 37,896 0,337
P4 0,084 0,009 0,228 0,006 41,788 0,146
P5 0,089 0,005 0,212 0,010 39,775 0,483
P6 0,135 0,005 0,201 0,003 35,713 0,249
P7 0,113 0,005 0,246 0,007 40,259 0,262
P8 0,070 0,005 0,189 0,003 32,846 0,224
P9 0,095 0,001 0,226 0,006 37,745 0,082
P10 0,190 0,020 0,198 0,005 33,917 0,123
P11 0,201 0,010 0,212 0,015 34,383 0,022
P12 0,238 0,005 0,237 0,005 40,054 0,169
P13 0,115 0,008 0,235 0,006 39,869 0,114
P14 0,147 0,006 0,243 0,001 41,447 0,704
P15 0,115 0,005 0,221 0,004 38,005 0,234
P16 0,065 0,006 0,190 0,005 37,081 0,356
P17 0,044 0,010 0,176 0,005 37,440 0,357
P18 0,131 0,009 0,187 0,002 40,809 0,521
P19 0,108 0,003 0,170 0,006 38,899 0,190
P20 0,033 0,007 0,151 0,004 34,819 0,315
P21 0,068 0,002 0,161 0,007 37,733 0,534
P22 0,064 0,004 0,159 0,007 35,463 0,388
P23 0,081 0,009 0,166 0,005 37,545 0,339
P24 0,139 0,000 0,245 0,003 41,924 0,732
P25 0,197 0,006 0,333 0,012 51,644 0,155
P26 0,292 0,006 0,314 0,023 53,355 0,852
P27 0,100 0,007 0,216 0,014 37,067 0,059
P28 0,114 0,005 0,237 0,009 40,394 0,903
P29 0,083 0,006 0,215 0,006 41,781 0,710
P30 0,074 0,003 0,205 0,009 37,598 0,691
P31 0,086 0,005 0,217 0,012 40,014 0,665
P32 0,062 0,008 0,229 0,013 36,418 0,728
P33 0,074 0,004 0,255 0,015 38,343 0,317
P34 0,107 0,003 0,264 0,015 40,583 0,224
P35 0,018 0,005 0,204 0,014 38,619 0,282
P36 0,017 0,005 0,192 0,010 37,176 0,678
P37 0,024 0,005 0,206 0,015 40,261 0,356
P38 0,172 0,008 0,272 0,008 46,357 0,940
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Piiloha 4: Zavislost mezi celkovym obsahem fenolickych latek a celkové antioxidacni

aktivity stanovenou metodou ABTS
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Piiloha 5: Separace vzorku P2 kolona: kolona: Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2
um); T = 40°C, davkovani 2 ul, F,, = 0,2 ml/min, MF: metanol : H,O + kyselina mravenc¢i

(0,2 %), izokraticka eluce: 20% metanolu, detekce: 273 nm
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Piiloha 6: Separace vzorku P2: kolona: Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2 um); T =

40°C, davkovani 2 ul, F,, = 0,4 ml/min, MF: metanol: H,O + kyselina mravenc¢i (0,1 %),

gradientova eluce: 0 min — 15 % metanolu, 1 min — 20 %, 6 min — 25 %, 8 min — 60 %,

detekce: 273 nm

Priloha 7: Robustnost metody v ramci jednotlivych dnii a celého méfeni

NEO | KRYPTO | CHLORO | KOFEIN
1. den 5,2818 | 2,5451 3,6879 4,4925
2. den 5,0149 | 6,7494 2,4534 3,6232
v ramci celého méfeni | 5,8743 | 6,0623 6,8235 4,6192

Priloha 8: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin véetné smérodatnych

odchylek v extraktu zelenych zrn

ZELENA KAVA
. .| NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznatent | orel | S0 | mgg | 5P [mg/g] SD | Imgrg | SP
Z1 4,230 [0,017| 5,863 0,055 45319 0,158 | 12,886 0,110
72 4,723 10,091 | 6,466 |0,036 40,430 0,030 | 12,642 [0,218
73 3215 10,073 4,529 0,133 33,822 0,250 | 10,170 | 0,083
74 3,757 10,029 5,519 |o0,121 39,734 0,230 | 10,443 | 0,080
75 5,729 | 0,078 | 7,776 | 0,050 50,186 0217 | 23,348 |0,247
76 4248 10,231| 6,503 |0,066 45,452 0,277 | 11,762 0,094
77 3,893 | 0,035| 6,089 |0,078 43,627 0,366 | 12,245 0,071
78 3,465 | 0,079 | 5,330 | 0,063 38,051 0,474 | 10,688 | 0,056
79 2,835 | 0,011 | 4,880 |0,091 47,362 0,478 | 10,740 | 0,300
710 4,078 10,032 | 5604 |0,195 37,307 0,336 | 12,202 | 0,131
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Z11 3,886 | 0,035 5,895 0,034 45,495 0,183 | 13,377 | 0,190
212 3,432 | 0,028 5,376 0,008 43,708 0,065 | 11,104 | 0,275
713 4,030 | 0,096 6,516 0,221 46,191 0,539 | 10,967 | 0,159
714 3,795 | 0,052 5,623 0,024 43,189 0,233 | 11,653 | 0,085
Z15 4,197 | 0,356 5,709 0,026 42,069 0,343 | 21,583 | 0,096
7216 3,794 | 0,023 5,593 0,115 43,183 0,011 | 11,552 |0,416
217 6,539 | 0,020 8,536 0,049 35,618 0,078 | 0,462 | 0,010
718 3,211 | 0,074 4,768 0,190 39,146 0,038 | 10,364 | 0,142

Piiloha 9: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin véetné smérodatnych

odchylek v bezkofeinové kave

BEZKOFEINOVA KAVA
. .| NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznaceni [mg/a] SD [mg/a] SD [mg/a] SD [me/a] SD
B1 2,611 | 0,082 3,902 0,035 6,734 0,042 0,070 | 0,009
B2 2,086 | 0,011 3,424 0,007 4,962 0,007 0,120 | 0,012
B3 2,056 | 0,022 3,400 0,014 4,910 0,033 0,265 |0,010
B4 1,934 | 0,102 2,521 0,074 4,368 0,144 0,376 | 0,039
B5 2,797 | 0,014 3,914 0,019 6,806 0,059 0,048 | 0,045
B6 5,288 | 0,151 6,777 0,157 41,888 1,211 0,676 | 0,033
B7 2,737 | 0,093 4,257 0,055 7,974 0,163 0,537 0,026
B8 4,287 | 0,013 6,222 0,011 12,445 0,108 0,507 10,011
Piiloha 10: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné¢ smérodatnych

odchylek v prazené kave

PRAZENA KAVA
. .| NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznaceni | 1 orel | S | imgrel | S | (mgel | 5P | [mgg | SP
Pl 2,163 | 0,004 | 3,746 | 0,046 | 5,656 | 0,200 | 17.614 | 0,083
P2 2,745 | 0,027 | 4479 | 0,011 | 7,236 | 0,031 | 17,299 | 0,031
P3 3521 | 0,029 | 5,029 | 0,025 | 9982 | 0077 | 11,956 | 0,029
P4 3474 | 0,010 | 5,163 | 0,032 | 10,000 | 0,041 | 12,510 | 0,063
P5 3368 | 0,019 | 5,151 | 0,038 | 10,110 | 0,071 | 11,389 | 0,049
P6 1,931 | 0,012 | 3,559 | 0050 | 5831 | 0,078 | 13,118 | 0,041
P7 3231 | 0,025 | 4881 | 0,044 | 8851 | 0,059 | 11,867 | 0,053
P8 0,722 | 0,028 | 1,806 | 0,060 | 2258 | 0,062 | 12,243 | 0,321
P9 2412 | 0,014 | 3,847 | 0,030 | 6,110 | 0,045 | 12,474 | 0,065
P10 1,874 | 0,013 | 3,127 | 0,019 | 4417 | 0,008 | 16,452 | 0,045
P11 2074 | 0,011 | 3,483 | 0,014 | 5,162 | 0,029 | 17,888 | 0,143
P12 | 4275 | 0,035 | 5806 | 0013 | 11,913 | 0,026 | 12254 | 0,043
P13 1,694 | 0,046 | 2902 | 0,086 | 3,972 | 0,158 | 19,313 | 0,546
P14 1,931 | 0,024 | 3,384 | 0079 | 4,653 | 0,042 | 17,728 | 0222
P15 1,334 | 0,011 | 2,549 | 0012 | 3263 | 0017 | 19,953 | 0,051
P16 1,980 | 0,016 | 3,333 | 0,038 | 5,587 | 0,073 | 17,151 | 0,056
P17 2744 | 0,114 | 3,631 | 0,481 | 7,543 | 0324 | 11,868 | 0411
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P18 3,987 | 0,014 5,487 0,070 10,526 0,240 | 15,156 | 0,128
P19 3,999 | 0,050 5,116 0,249 10,994 0,063 | 12,930 | 0,080
P20 2,332 | 0,013 3,394 0,162 5,627 0,037 | 11,172 | 0,037
P21 3,420 | 0,017 4,921 0,067 10,169 0,101 9,539 0,052
P22 4,491 | 0,066 6,036 0,192 13,207 0,320 | 12,874 | 0,143
P23 4,984 | 0,029 7,148 0,067 12,482 0,021 | 20,458 | 0,102
P24 3,481 | 0,126 4,903 0,027 8,513 0,054 | 16,317 | 0,055
P25 4,116 | 0,046 5,679 0,101 10,311 0,337 | 21,003 | 0,046
P26 4,564 | 0,027 6,495 0,066 11,520 0,358 | 23,400 | 0,287
P27 2,459 | 0,029 4,024 0,057 6,536 0,103 12,641 | 0,203
P28 2,838 | 0,378 4,433 0,423 7,504 1,117 | 12,835 | 0,073
P29 3,882 | 0,025 5,259 0,015 10,404 0,058 | 12,139 | 0,059
P30 1,452 | 0,014 2,585 0,022 3,932 0,037 | 13,616 | 0,121
P31 3,144 | 0,010 4,688 0,026 8,427 0,029 | 12,469 | 0,059
P32 3,155 | 0,017 5,108 0,023 9,356 0,075 | 13,271 | 0,063
P33 4,157 | 0,027 6,246 0,050 12,707 0,178 | 12,398 | 0,034
P34 4,010 | 0,045 6,011 0,061 11,872 0,084 | 12,867 | 0,083
P35 3,292 | 0,016 5,102 0,034 9,572 0,043 | 12,290 | 0,063
P36 2,545 | 0,010 4,267 0,028 7,079 0,036 | 13,135 | 0,022
P37 3,964 | 0,009 6,035 0,023 11,701 0,013 | 12,784 | 0,033
P38 2,556 | 0,024 4,206 0,050 6,448 0,077 | 26,281 | 0,237

Piiloha 11: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych

odchylek vzorku P35 ve formé praZenych a zelenych kavovych zrn

NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznacdeni SD SD SD SD
ZRACet | Img/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
prazena 3,292 | 0,016 5,102 0,034 9,572 0,043 12,290 0,063
zelena 3,886 | 0,035 5,895 0,034 45,495 0,183 13,377 0,190

Piiloha 12: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné¢ smérodatnych

odchylek v kavée COLOMBIA v bezkofeinové prazené, zelené, praZzené a zelené bezkofeinové

formé
NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznaceni SD SD SD SD
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
bezkofeinovd 4287 10013 | 6222 |0011| 12445 |0,108| 0507 |0011
prazena
prazena 4,157 10,027 | 6246 |0050| 12,707 |0,178 | 12,398 | 0,034
zelend 4,030 0,09 | 6516 |0221| 46,191 |0,5539| 10,967 |0,159
zelena 6,539 | 0,020 8,536 |0049| 35618 |0,078| 0462 |0,010
bezkofeinova
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Priloha 13: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych

odchylek  ziskané procesem dekofeinizace pomoci organického rozpoustédla-

CHLOROFORM

DEKOFEINIZACE CHLOROFORM

NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Ceni SD SD SD SD
oznacent | img/gl [mg/g] [mg/g] [mg/g]
71 4,230 | 0,017 5,863 0,055 45,319 0,158 12,886 0,110

Z1 bez
zahfevu 1,208 | 0,089 1,752 0,106 9,941 0,106 1,025 0,171
5 hod

Piiloha 14: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin véetné smérodatnych
odchylek  ziskané procesem dekofeinizace pomoci organického rozpoustédla-

ETHYLACETAT

DEKOFEINIZACE ETHYLACETAT
NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Eeni SD SD SD SD
oznacent | Img/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]

716 3794 10,023 | 5593 |0115| 43183 |0011| 11,552 |0.416
216 i‘(‘gev 30 4048 10063 | 5349 |0021| 23475 |o0115| 2310 |0022
Z16 }Zlizrev > 1 4308 |0035| 5984 |0024] 26041 |0099| 2241 |0038

716 bez
zéhievu 3745 0,013 5400 |0047| 26846 |0053| 4459 |0,012
5 hod
Z16 fl"(‘gev 703711 |0028| 5353 |0020] 31129 |o0151| 2358 |0038
716 bez
zéhfevu 4525 10031 | 6427 |0.162| 30564 |0.119| 2023 |0,035
7 hod
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Priloha 15: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych

odchylek  ziskané procesem dekofeinizace pomoci organického rozpoustédla-

DICHLORMETAN

DEKOFEINIZACE DICHLORMETAN
NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN

oznateni | 1 oiel | SP | mggl | 5P | mggl | 5P | mgg | P

216 3,794 | 0,023 5,593 0,115 | 43,183 0,011 | 11,552 | 0,416
zahtev 3 hod | 4,546 | 0,021 6,390 0,107 | 29,044 |0,218| 3,131 0,046
zahfev 5 hod | 3,694 | 0,048 5,088 0,082 | 22,359 0,053 1,800 | 0,023

bezszEg(rievu 3,368 | 0,066 | 4,712 0,022 | 20,793 |0,058| 2,828 {0,009

zahfev 7 hod | 3,298 | 0,025 4,575 0,088 | 26,559 | 0,089 1,558 0,039

bezfﬁilgevu 3,749 10,020 | 5398 [0049| 26345 |0083| 1834 |0012

Piiloha 16: Primérmné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych
odchylek v extraktu zeleného vzorku Z6, u n¢hoz byla provedena dekofeinizace pomoci

DICHLORMETANU

ZELENA KAVA — DEKOFEINIZA CE DICHLORMETAN
NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Seni SD SD SD SD
oznacent | Img/g) [mg/g] [mg/g] [mg/g]
zlg gaﬁgzv 3041 |0,032| 4479 |0066| 23345 |0.037| 1.118 | 0,023
76 4248 10231 6503 |0066| 45452 |0277| 11,762 | 0,094

Piiloha 17: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych
odchylek v extraktu zeleného vzorku Z10, u n¢hoZ byla provedena dekofeinizace pomoci

DICHLORMETANU
ZELENA KAVA - DEKOFEINIZA CE DICHLORMETAN

NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Eeni SD SD SD SD
oznaceml | Img/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
Z10zéhtev | 3 oo | 6025 | 4694 | 0,034 24436 |0085| 1681 | 0,024
D 5 hod
710 4078 | 0,032| 5604 |0195| 37,307 |0,336]| 12,202 | 0,131
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Priloha 18: Primérné obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych

odchylek v extraktu zeleného vzorku Z14, u néhoz byla provedena dekofeinizace pomoci

DICHLORMETANU

ZELENA KAVA — DEKOFEINIZA CE DICHLORMETAN
NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
oznaceni SD SD SD SD
[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
Zldzéhtev | 3210 10028 | 4,847 |0110| 26398 |0271| 2345 | 0,020
D 5 hod
714 3795 | 0,052 | 5623 |0,024| 43,189 |0,233| 11,653 | 0,085

Piiloha 19: Primémé obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych
odchylek v extraktu zeleného vzorku Z16, u né¢hoz byla provedena dekofeinizace pomoci
superkritické fluidni extrakce pti zméné pritoku CO,

SUPERKRITICKA FLUIDNI EXTRAKCE

NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Ceni SD SD SD SD
oznacent | Img/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
716 3,794 | 0,023 5,593 0,115 43,183 0,011 11,552 0,416

Z16-10L | 2,824 | 0,098 3,941 0,253 21,717 10,629 | 5,174 | 0,008
Z16-15L | 2,329 | 0,028 3,248 0,132 18,345 10,020 | 3,885
Z16-30L | 1,866 | 0,026 2,675 0,005 15,103 | 0,003 3,469 | 0,006

Piiloha 20: Primérmé obsahy kofeinu a chlorogenovych kyselin vcetné smérodatnych
odchylek v extraktu zeleného vzorku Z16, u n¢hoz byla provedena dekofeinizace pomoci
superkritické fluidni extrakce pfi zméné Casové statické extrakce

SUPERKRITICKA FLUIDNI EXTRAKCE

NEO KRYPTO CHLORO KOFEIN
Seni SD SD SD SD
oznacent | rmg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
716 3794 [0.023| 5593 |0.115| 43,183 |0011| 11552 | 0416

Zl6staticky | 4 o3 | 0040 | 2482 |0026| 13198 |0056| 3316 |0.009
30min 15 L

Zl6staticky | 5 11 10011 | 2570 |0067| 17565 |0054| 4672 |0.065
15minl15L
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