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Seznam pouzitych zkratek

AHNSA kyselina 4-amino-3-hydroxynaftalensulfonova
BSTFA N,O-bis(trimethylsilytrifluoracetamid
DCM dichlormethan

DPV diferencné pulzni voltametrie

FT Fourierova transformace

HAA heterocyklické aromatické aminy

HMDS hexamethyldisilazan

HPLC vysokoucinnd kapalinovéa chromatografie
LC kapalinova chromatografie

MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MS hmotnosti spektrometrie

napf. napitiklad

NIRS blizka infracervena spektroskopie

Obr. obrazek

PSE vysokotlaka extrakce rozpoustédlem
RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
SPE extrakce na pevné fazi

SWASV square wave anodicka stripping voltametrie
Tab. tabulka

tzv. takzvany, takzvané

UVI/VIS ultrafialovo-viditelna spektroskopie
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1 Uvod a cile

Slovo kava pochazi z arabského slova ,,qahwah®, které bylo ptivodné pouzivano pro
oznadeni vina, a znamena silu a vzruseni®™. K4va je spole¢né s ¢ajem jednim z nejvice
konzumovanych napoji na svété. Mezi nejznaméjsi druhy patii Coffea arabica a Coffea
canephora, bézn¢ znamé jako arabica a robusta. V dne$ni dobé je mezi konzumenty
nejosvédcengjsi arabica, kvuli jeji vyraznéj$i vini a chuti. AvSak viiné a chut’ nejsou
jedinymi parametry, nebot’ arabica je znama i svou lepsi kvalitou, ktera se odrazi na jeji
cené. Ob¢ kavy se lisi tvarem svych zrn, zatimco arabica ma zrna zelena a ovalna, tak

robusta ma zrna hnéda a kulatal?l.

Vzhledem k vysoké poptavce tohoto produktu je jeji vyroba velmi rozsifena a to
prinasi vznik velkého mnozstvi vedlejsich produktt, které mohou byt toxické a predstavuji
vedle pifimého ohrozeni zdravi konzumenta/spotiebitele také vazné riziko pro zivotni

prostiedi.l].

Mezi zékladni latky, které kdva obsahuje, patii jednoznaéné kofein. Kofein je derivat
xantinu, ktery stimuluje centralni nervovy systém. Dalsi zakladni latkou je trigonelin, coz je
derivat pyridinu, ktery b€hem prazeni nepiimo pfispiva ke vzniku vonnych produktd, mezi
které patii napt. furany, pyraziny nebo pyrroly. Béhem prazeni dochazi k jeho demethylaci,
ktera vede ke vzniku kyseliny nikotinové, coz je ve vodé rozpustny vitamin B3. Trigonelin
je navic znamy svou antiinvazivni aktivitou viéi rakovinnym buiikdm!*® a m4 schopnost
regenerovat dendrity a axony nervovych bunck. Tteti hojné obsazenou latkou kavy je

disacharid sacharozal*11!,

Cilem této prace je najit vhodnou metodu pro stanoveni heterocyklickych
aromatickych amint (dale jen HAA) v kéavé, které vznikaji pti prazeni kdvovych zrn. HAA
jsou zavazny problém nejen pro Zivotni prostiedi, ale 1 pro naSe zdravi, nebot” patfi mezi
mutagenni latky, a proto je potieba sledovat jejich koncentraci. Pro jejich stanoveni je tfeba
nejprve najit vhodny postup precisténi kavové matrice a nasledné najit vhodnou

kvantifikaéni metodu.



2. Teoreticka c¢ast

2.1 Historie kavy

Kéva je konzumovana jiz pies 1000 let a v dnesni dobé je to jeden
Z nejkonzumovanéjSich napoji svéta. Za Sifeni kavy byla zodpovédna Arabie. I prestoze
koteny kavové kultury zac¢inaji v Arabii a Etiopii, tak ve skute¢nosti kava pochazi z vychodni
Afriky, konkrétné z okoli Velkych jezer. Zde miizeme i v soucasné dob¢€ nalézt mnozstvi
divoce rostoucich keiti kavovnikul*®l. Nejstarsi rukopisy o kultuie kavy pochazi z roku 575
z Jemenu, ale poprvé byly kavové boby prazeny v Persii v 16. stoleti. V roce 1615 se zacala
kava objevovat i v Evropé diky tehdejSim cestovatelim. Zejména pak Némci, Francouzi a
Italové zacali hledat zpuasob, jak kdvové plantaze rozvijet. Jako prvnim se to ale podaftilo
Holand’antim, ktefi ziskali kdvova zrna a zacali je péstovat v botanickych zahradach
vV Amsterdamu a nasledné z nich pfipravovali napoj, ktery zname dnes. Postupem casu
dostali Francouzi od Holand’ant1 jiz zminéné kdvova zrna a jejich kultivace se rozsifila po
evropskych koloniich. Evropsky trh najednou rostl a jeho cilem bylo rozsifeni kavovych
plantazi do Afriky, ze které se dostaly napf. aZ na Kubu nebo do Guiney. Pfes Guineu se
kava dostala az do severni Brazilie, odkud bylo tajemstvi Arabii rozSifeno po celém

syetal7-21,

2.2 Kavovnik

Kévovnik je zelena dievina, jejiz vySka se pohybuje mezi 1,5-15 metry, avSak na
plantazich jsou kete upravovany tak, aby mély 3 metry. Dlivodem je snazsi sklizenl. Na svéte
existuje n€kolik desitek druhd kavovniku, ale nejznaméjsi jsou Coffea arabica (arabica) a
Coffea canephora (robusta). Arabica je jemn&jsi, bohatsi na chut’ a na rozdil od robusty
obsahuje mén¢ kofeinu. Prvni plody kavovnik poskytne po 5 letech od vysazeni (Obr. 1).
Plody, které jsou jiz zralé, maji podobu t¥e$ni, jsou tedy kulaté a Cervené. Na kavovniku se
nachazi jak zralé plody, tak i zralé kvéty. Zralé plody se sklizi bud’to ,,ru¢né* do kost, coz
je vyhodnéjsi, nebot’ zkuSeny sbératel sbird pouze plody zralé a neposkozené, nebo se

settesou do plachet, které jsou rozlozeny pod stromy. Druhy zplsob neni tak vyhodny

zZ hlediska kvality, protoze se nasledn¢ musi zral¢ plody odd¢lit od nezralych, ale vysledek
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neni vzdycky stoprocentni. Kdyz je sklizen u konce, tak se plody dale zpracuji

Vv tovarnachl?2,

Obr. 1: Kavovnik!?!

Kavovniky jsou pocetnou skupinou nizsich tropickych rostlin. Strom rodu Coffea
druhu arabica ma paralelni parové bo¢ni vétveni, ale spodni vétve se sklanéji smérem dolu.
Zaroven je to i samoopylujici rostlina. Coffea canephora ma véjitovité usporadani vétvi.
Typicky se u n€j pozoruje pravidelné stiidani vstticnych vétvi. Na rozdil od Coffea arabica
neni samoopylovaci rostlinou. Kavovniky jsou ¢asto napadany listovou rzi (Hemileia
vastatrix) nebo kavovym broukem (Stephanoderes coffeae), ktery atakuje pifimo plody. Listy
jsou rozmanité, maji stale zelenou barvu s nddechem Zluté nebo i fialové, tvary maji ovalné
a vzdy maji voskovity povrch. Vrchni i spodni ¢ast listu je vzdy Spicatd, coz je zakladni
charakteristicky znak pro vSechny druhy kavovniku. List zaroven slouzi i jako ochrana
rostliny, v noci pfed mrazem a pies den pied silnym slune¢nim zafenim. Listy kavovniku
dosahuji délky az 15 cm a obsah kofeinu je v nich nejvétsi?®l. Kvéty maji bilou barvu a
hvézdnicovity tvar, kvetou po trsech, které obsahuji az 15 kvéti. Kvéty kvetou jen nékolik
dni, nejcasteji po desti, a maji silnou vini. Po opyleni kvétl se objevi malé zelené bobule,
které kdyz dozravaji, tak postupné méni svou barvu ze zelené na cervenou. Doba zrani je
okolo 14 mésict. V posledni fazi zrani maji hnédou barvu. Kazd4 bobulka obsahuje
zpravidla dvé kavova zrna, ale nékdy muze byt obsazeno i1 jen jedno nebo naopak vice.
Kavovnikova bobule se sklada z nékolika vrstev (Obr. 2). Vnéjsi vrstva (exokarp) je hruba

a odolna vici poskozeni. Pod ni se nachdzi gelova vrstva (mezokarp), kterd obsahuje
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nasladlou duzinu. Dalsi vrstvou je slupka, nebo-li pergamenovy obal (endokarp), na ktery

hned navazuje ¢ast nazyvana stfibrna blanka, ktera se po prazeni samovolné odd¢li.

kuze

duzina

jadro

stfibrna blanka

Obr. 2: Prifez kdvovnikovou bobuli?4

Péstovani kavovnikl zavisi hlavné na kvalité¢ pudy (pH pudy, mineralizaci, zivinach a na
mnozstvi dusikatych hnojiv), na nadmotské vySce plantazi (vliv slune¢niho zafeni, umélé
faktor v oblasti jakosti. V piipadé, ze je puda mirné alkalicka, tak ma kavovnik zpomaleny
rust. Pokud je ptida siln€ kyseld nebo alkalicka, tak rostlina odumira. Optimalni teplota pro
péstovani arabiky je 17-24 °C, u robusty je teplota v rozmezi od 24-30 °C. V pfipadg, Ze
teplota klesne pod bod mrazu, tak oba zminéné druhy odumiraji. Optimalni vlhkost pro

péstovani kavovnikil by méla mit zhruba 90 %1,

2.2.1 Coffea arabica

24

ma i po 6 letech. Co se tyce velikosti, tak dorlista az do vysky 5 metrli a je odolna na zmény

pocasi. Oproti robusté obsahuje méné kofeinu. V této praci budou zminény jen zakladni
typy:

e Arabica Typica — zakladni druh pochazejici z Etiopie. Tento typ kavovniku rostl jiz
v Jemenu na prvnich plantaZich. Je to velmi kvalitni druh konického tvaru dortstajici

do vysky az 4 metra.
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2.2.2

Arabica Bourbon — tento druh ma malé plody rostouci t€sné u sebe. Arabica Bourbon
neni tolik odolna vii¢i zménam pocasi, nebot’ pii desti nebo silnéjsim vétru odpadaji
zralé plody samy. Stejné jako u typu Arabica Typica je i v tomto piipadé kvalita
velmi dobra.

Arabica Caturra—tento typ je mutaci druhu Arabica Bourbon. Jeji produkce je velmi
vysokéd a zaroven i kvalitni. Je ndro¢na na péci a hnojeni.

Arabica Mundo Nuovo — tento druh je povazovan za piirodni hybrid mezi Typicou a
Bourbonem. Tato odriida je velmi silna a odolna. Ma velmi vysokou produkci, ale
zraje pozd¢ji nez ostatni druhy.

Arabica Maragogype — tato odrida je také mutaci Typicy. Ma nizkou produkci a
dosahuje velkych rozmérti. Zrna této odridy jsou velmi velké a jsou povazovéana za
nejvetsi kdvova zrna na svete.

Arabica Pacamara — uméle vyslechténa odruda z odrid typu Maragogype a Pacas.
Ma vyrazné aroma s kofenitymi tony.

Arabica Geisha — v posledni dob¢ patii mezi nejzadangjsi. Dorusta do velkych vysek

a jeji chut’ je nasladla s tony lesniho ovoce.

Coffea canephora

Patii mezi levné&jsi a méné kvalitni kdvy. Dorasta do vysky az 13 metrd. Pro svij rlst

potiebuje teplé a stabilni klima s teplotou 24 °C az 29 °C. Oproti arabice je mén¢ naro¢ny

na péstovani. Prvni sklizenl se dostavi obvykle po 3 letech. Je odolnéjsi a plody zraji rychleji.

Obsahuje vice kofeinu, a proto ma vyrazné hotkou chut’. Od druhu arabica se 1isi i tvarem

zrn. Arabica ma zrna plocha a protahla se zakiivenou ryhou uprostied zrna, zatimco robusta

ma zrna vypouklej§i s rovnou ryhoul?l,
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Obr. 3: Vétveni kavovniku Coffea arabica a Coffea robustal?!

Kavovniky jsou produktivni po dobu 30 az 40 let a jejich Zivotnost je ptes 100 let.
Na priimyslovych plantdzich jsou nahrazovany zhruba po 30 letech. Kofeny zasahuji az do
1,5 metrové hloubky. Rocné se na jedné rostliné kavovniku urodi az jeden kilogram zrn.
Duzina obsahuje velké mnozstvi sacharidi, které se po zkvaseni pouzivaji i na vyrobu likéru.
Stiibrna blanka se po odstranéni vyuziva jako ptisada do kosmetickych piipravki.
Rozmnozovani kdvovnikt se provadi dvéma zptlsoby, a to bud’ vysévanim nebo fizkovanim,
kterému je v primyslu davana ptednost. Na jeden hektar se vyuzije az 1500 sazenic. Kvuli
udrzovani trodnosti a efektivnéjSimu pouzivani pesticidl se kdvovniky musi pravidelné po
sedmi letech stfihat. Jak jiZ bylo zminéno vysSe, tak po dozrani pfichazi na fadu sbér a
preferuje se sbér ruéni (picking). Stejné jako u sbéru hroznll se nékdy provadi pozdni sbér.
Tento zplsob se vyuziva, kdyz se chce docilit zmény chuti. Bobule se na kavovniku
nechavaji az do Uplného dozrani. Vysledny kédvovy produkt pfipraveny z téchto zrn ma

ptijemné nasladlou chut?4,

or r

2.3 Technologie zpracovani kavy a jeji uprava

Bezprostiedné po dozrani prichazi na fadu sbér. V oblastech okolo rovniku se sklizen
provadi po cely rok, zatimco na sever od rovniku sklizen probiha od zati do prosince a na
jih od rovniku od dubna do kvétna. V niZSich nadmotskych vyskach zraji plody mnohem

rychleji, proto sklizefi zagina pravé v tdchto mistech. Samotna sklizeti trva okolo 8 tydnal?l,
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Sbér se provadi nekolika zplisoby:

Prvnim z nich je tzv. ,,pasové™ trhani bobuli, pfi kterém se vSechny plody posbiraji jednim

pirechodem pies plantaz.

Druhou metodou je tzv. ,,vybérové“ obirani. U druhého zplisobu se plantdz ptrechazi
n¢kolikrat v intervalech mezi osmi az deseti dny a sbiraji se pouze cervené bobule, tedy jen

zralé plody??l.

Dalsim zptisobem je sbér strojovy. U tohoto typu sbéru se pouziva kombajn, ktery ale mize
byt pouzit pouze na rovnych plochach. Stroj strhava vSechny plody vcetné listl. Tento

zpusob sbéru je mnohem rychlejsi, ale za to velmi drasticky vii¢i kavovnikim(?3l,

Z divodu sbéru pouze zralych plodt se uptednostiuje rucni sbér. Thned po sbéru
nasleduje technologické zpracovani, pii kterém se z plodl ziskéavaji zelend zrnka. Pouzivaji
se ti1 postupy, a to je suchy, mokry nebo polo-promyvany postup. Vsechny zminéné postupy

maji vliv na vyslednou kvalitu kone¢ného produktu.

2.3.1 Suchy postup

v

Nejjednodussi postup pouzivany pro zpracovani zrn podiadnéjsi jakosti. V prvnim
kroku se posbirané bobule zbavi necistot a zeminy, rozlozi se na betonovy nebo cihlovy
povrch a nechaji se volné susit na slunci. Je jen potieba bobule piehrabavat v pravidelnych
intervalech, aby nedochazelo k jejich fermentaci. Zhruba po mésici jsou jiz bobule suché a
jejich vngjsi slupka dostane hnédou barvu, stane se kiehkou a chiesti v ni zrnka. Sucha
metoda zpracovani kavovych zrn je ekonomicky méné narocnd, avsSak cely postup trva

mnohem déle.

2.3.2 Mokry postup

Tato metoda dokonaleji odd¢li zralé plody od plodi nezralych ¢i poskozenych, tim
se tedy zachova kvalita zrn. Rozdil oproti metod¢ suché je v tom, ze pii mokré metodé se
duzina odstrani od zrna hned, zatimco u suché metody se bobule nechavaji jesté néjaky Cas
dosusit. V prvnim kroku se plody plavi ve velkych nadobach, ve kterych dochazi
k odstranéni listi, vétvicek a suchych nezralych plodii. Proudem vody jsou pieneseny do

»vylupovacich® stroji, kde je nasledn¢ odstranéna i duznina. Z diivodu zachovani kvality
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zrn se proces vylupovani musi provadét nejpozdéji do 24 hodin od jejich sbéru. Vyplavovaci

kanaly slouzi k oddéleni leh¢ich, nevyzralych zrn od téz§ich, zralych zrn.

Dalsim krokem je fermentace, pii které se odd¢li kluzky slizovity povrch od oplodi.
Fermentace probiha 12-36 hodin. Pro fermentaci se vyuziva Lactobacillus acidophilus.
Béhem fermentace vznika kyselina mlé¢nal®l. Po ukonceni fermentace se oplodi, které
obklopuje zrno, zbavi veskeré slizkosti a na dotek je tvrdé jako ,.kdmen®. Cely fermentacni

proces musi byt peclivé kontrolovan, aby nedochazelo ke hniti zrn.

V dal$im technologickém stupni dochézi k suseni zrn, ktera maji stale obal oplodi.
Obaly obsahuji asi 50 % vlhkosti a spole¢n¢ se zrnem se nazyvaji ,,pergamino®. Pro suseni
se vyuzivaji mechanické susi¢e nebo se jen rozlozi na betonovou podlahu. Nejvyuzivanéjsim
susicim Cinitelem je slunecni zafeni. Kvili udrzeni rovnomérnosti suSeni se musi zrna
pravidelné obracet a cely proces trva zhruba 12-15 dni. Dilezité je hlidat, aby nedochéazelo
k praskani oplodi vlivem vysoké teploty, v tomto ptipadé se musi zrna chranit vhodnym
zastinénim. Timto krokem zpracovani zrn kon¢i a zrna jsou nazyvana jako ,,pergamenova‘.

Takové zrna jsou jiz uchovéna do okamziku expedice.

2.3.3 Polo-promyvany postup

Pfi tomto postupu putuji nékterd zrna do vodnich lazni, kde dochazi k rozdéleni na
zrna zrald a nezrala. Zralé plody putuji do loupact. Poté nasleduje suSeni na slunci. Zrna
musi byt pravidelné obracena, aby nedochazelo k jejich plesnivéni. Takto zpracovavana zrna
obsahuji na povrchu cukry, které ¢asem fermentuji a tim dodavaji kdvé jemnou a sladkou
chut’, proto se jim n¢kdy fika medova zrna. Vyhodné na tomto zptsobu je, Ze se nespotiebuje

tak velké mnozstvi vody jako u mokrého zptisobu?®l,

2.3.4 Loupani

Pfed exportem se kdvova zrna oSetfi loupadnim, coZz znamend, Ze se odstrani
pergamenova slupka — oplodi. Pro odstrafiovani pergamenové slupky se v praxi pouzivaji

specidlni loupace. Existuji dva zakladni typy — tfeci a narazovy.
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2.3.5 Lesténi

Po oloupéni zlistava na zrnech stiibrnd blanka, kterd se odstranuje lesténim. Jako
Vv piipadé loupacu existuji i pfi tomto postupu specialni lestice, které pracuji na principu tieni

a tim odiraji povrch zrn.

2.3.6 Tridéni

Zrna se tiidi prvné podle velikosti a az nasledné podle jejich hustoty. Tiidéni probiha
prosévanim na sitech. Problémem vsak je, Ze se do konecného produktu dostanou i zrna sice

stejné velikosti, ale odlisné hmotnosti, proto se tam mohou vyskytnout i zrna poskozena.

Odd¢leni téchto poskozenych zrn probihd za pomoci vzduchu. Tato metoda se
nazyva jako pneumaticka. Je to ru¢ni metoda, pfi které se oddé€luji té¢zka a lehka zrna pomoci

vzduchové¢ dyzy.

DalSim stupném tfidéni je pfebirani. Timto krokem se odstranuji zapachajici ¢i
zkazend zrna. VétSina prebiracich postupll je vizudlni a rucni zélezitosti. Dal$i metoda
vyuziva elektronického tfidéni zrn dle barvy. Toto barevné tfidéni se pouziva v piipadé
ttidéni zrn robusty. I pfes tyto technologické vymozenosti je nejlepSim ,,nastrojem* lidské

oko.

2.3.7 Export

Pfi transportu jsou kadvova zrna zabalena do hrubovldknitych jutovych pytla.
Transport musi byt uskutecnén tak, aby kdvova zrna nebyla vystavovana vlhkosti, pii které
muze dochazet k napadeni zrn mikroskopickymi houbami produkujicimi aflatoxiny nebo

hnilobnymi bakteriemi.

2.3.8 Prazeni

Samotna zelena kavovnikova zrna jsou nepozivatelnd, proto musi byt upravena
prazenim. Prazeni je povazovano za nejkrititéj$i cast celého technologického postupu.
Teplota prazeni se 1is$i dle druhu kavy, ale nejcastéji pouzivané teploty se pohybuji okolo
300 °C!?2, B&hem procesu prazeni jsou zrna oti¢ena v otaGejicim se bubnu. Prazi se za

pomoci horkého vzduchu, pfi¢emz teplota neustale stoupa. PraZeni trva zhruba 15 minut.
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Po 9 minutach nastava first crack (prvni prasknuti) a 6 minut poté nastava second crack
(druhé prasknuti). Pokud se prazi dale, jsou pfeprazend, coz mé za nasledek velmi hotkou
chut’ a ztratu ving. V piipadé, ze je Zadouci, aby vysledna kdva méla jemnou chut’, tak se
prazeni zastavi jiz po prvnim prasknuti™®l, V moment&, kdy zrna ztmavnou, tak za¢ina
vystupovat kavova ving. Béhem prazeni zrna ztraceji 20 % své ptivodni vahy a jejich povrch
je na pohled leskly. V nékterych zemich, napft. v Etiopii, se pfi konci prazeni piidava koteni,
mezi které patii zazvor, skofice a hiebicky. Pro kavu podavanou s mlékem jsou nejlepsi zrna
svétle prazena, zatimco tmava zrna jsou vhodna pro ¢ernou kévu. Velmi tmava zrna se

pouzivaji pro siln& hoiké espressol?l.

V priib&hu prazeni dochazi k fadé chemickych reakci. Skroby se méni na jednoduché
sacharidy, které zacinaji trochu karamelizovat. Dale dochazi ke vzniku nékterych kyselin.
Bunkovy skelet zrna za¢ne tat a dojde k ,,pukani zrn. Jakmile zacne dochazet ke zméné
barvy ze zelené na hnédou, tak to znamena, ze se zacaly tvofit hnédé antioxidacni latky,
kterym se fikd melanoidy. Kromé rozkladu Skrobu dochazi zaroven i k degradaci proteinil
na mensi peptidy. Kromé vyse zminénych latek dochézi i ke vzniku riznych fenolovych
latek. V tomto stupni zacne dochazet k uniku oleji na povrch. Pti prudkém prazeni dochazi
K tzv. ,,poceni zrna®, pii kterém se tuk dostava na povrch zrna a znaén¢ ovlivituje vyslednou
jakost finalniho produktu. Béhem prazeni musi byt zrna neustale michana, aby nedochézelo

K jejich ptipaleni, coz by mohlo zptsobit vzniceni zrn.

Kavovnikova zrna se prazi do rizného stupné (Obr. 4). Kavu Ize prazit i v domacich

podminkach a to za vyuZiti trouby, mikrovlnné trouby ¢i specialni panve.
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Cerstvd neprazend zrna

Svétle praZena

Stredné prazena

Tmavé prazend

Zcela uprazenad

Obr. 4: Prazena kavova zrnalll

2.3.9 Chlazeni prazenych zrn

Bezprosttedné po uprazeni kavy do pozadovaného odstinu musi byt zrna zchlazena

na chladicich sitech, kterymi prochazi proud chlazeného vzduchu.

2.3.10 Mleti prazenych zrn

Nejlepsi je, kdyz se zrna namelou tésné pted pfipravou kavy, protoze po pomleti

z nich vyprchavaji aromatické latky a silice. Dtive byl k mleti pouzivan hmozdit, ale ten
nem¢l kvalitni vysledky, a proto se dnes na domaci mleti pouzivaji ruéni mlynky na kliku
nebo mlynky elektrické s plynulou regulaci otacek. U elektrickych mlynkd, které nemaji

plynulou regulaci otacek, hrozi piepaleni zrn a jejich nasledné znehodnoceni.

Pro ptekapéavani je vhodna kdva mleta nahrubo, pro vakuovy zplsob stfedné mleta a

jemné mletd kdva se pouZziva pro piipravu v papirovych filtrech. Nejjemnéjsi mleti

(praskové) se pouziva pro pripravu kavy v dzezvé (specidlni konvicka). V primyslu se pro
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mleti pouzivaji velkokapacitni mlyny s mlecimi valci chlazenymi vodou, aby nedoslo
k prepaleni kavy. Pomleta kava by méla byt chranéna pied vlhkem, svétlem a vzduchem,
proto je balena do vakuovych obali naplnénych inertnim plynem. Divodem je zachovani

véech dilezitych vonnych a chutovych latek!??,

Mleti je rozdéleno do ¢ty stupniti — hrubé, stiedni, jemné a praskové (Obr. 5). Hrubé
mleti trva 7 az 10 sekund, stfedni 10 az 13 sekund, jemné 15 az 20 sekund a praskové 20 az
25 sekund®), Jemné& mletd kiva ma konzistenci pfipominajici polohrubou mouku a takto
namletd kava se vyuziva pro ptipravu espressa. Stredné mleta kdva ma konzistenci hrubé
mouky a takto namletd kdva se pouziva pro pripravu v moka konvi¢ce. Hrubé mletd kava

pipomina krupici a vyuziva se pro piipravu filtrované kavy?4,

Nahrubo mletd Stredné mletd

Jemné mleta Praskova

Obr. 5: Druhy mletych kav!

2.4 Hodnoceni kvality a degustace kavy

Kéva prochazi desitkami degustaci. Toto ochutnavani je povazovano za takovy
ritualni obfad. Kava k degustaci by méla byt nahrubo umleta. Nejdiive se k umleté kavé
pric¢ichne. Posuzuje se sila vling a vSe, co se v kavé citi. Pro urceni viing jsou vzorky zality

horkou vodou o teploté 94 °C. Pouziva se kvalitni filtrovana voda, nebot’ i voda ovliviiuje
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vyslednou chut’ kavy. Po zhodnoceni viiné se odstrani kavova péna a hodnoti se chut. Cich
i chut’ jsou velmi diilezitymi smysly pti degustaci, které spolu velmi uzce souvisi a vzajemné
se doplituji. Cichem se hodnoti kvalita plynné latky, zatimco chuti se hodnoti latky
rozpusténé ve slinach. Kava se srka z hlubokych specialnich ,,cuppingovych® 1zi¢ek. Plna
1zicka kavy se vlozi do Ust a jazykem ,,povali“. Stejny postup se provede se vSemi vzorky a
u kazdého si déla poznamky a bodové kazdy vzorek ohodnoti kvalifikovany degustator. Pro
bodovani se pouzivaji specialni stupnice (Tab. I). Kazdy degustator musi mit své vybaveni,
mezi které patii vaha, mlynek, miniaturni prazirna, nadoba na pouzitou kavu, 1zicky a ptistroj

na méfeni vlhkostil?4,

Tab. I: Terminologie pouZivana pii senzorickém hodnoceni kavy?4!

typ arabica, robusta, arabica prana, apod.
vzhled a barva zelenych a prazenych zrn
kyselost nevyrazna, slaba, silna, piili§ povrchni
vék staré nebo Cerstvé zrno
chyby prilis kysela chut’, travnata, zatuchla
chut’ v $alku preprazend, slab¢ spalena, stara

neutralni, kofenéna, ovocna, trpka, dievnata, cokoladova,
celkové hodnoceni chuti

apod.
o slaba, silna, popelova, spalena, chemicka, tabadkova,
viné )
gumova
chut’ova plnost mirna, znaCna
pocit v ustech vyvazeny, svirajici, trpky, plny

Pted ochutndnim se posuzuji kritéria, jako jsou velikost, barva, vlastnosti zrn po

uprazeni a mikrobiologické poZzadavky.

Hodnoceni velikosti je zasadni v piipad€, ze se prodava celé zrno, nikoliv pomleté. Pro

posouzeni velikosti se pouziva sada sit.

Pti posuzovani barvy se degustatoti soustiedi na barvu surovych zrn kavovniku. Bézna barva
téchto zrn je zelend, kterd nékdy prechazi pies zlutou az do hnéda. DelSim skladovanim

barva bledne.
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Pti kontrole vlastnosti zrn po upraZeni se hodnoti pfitomnost chemickych latek. Nejvétsi
pozornost se upind na obsah polycyklickych aromatickych uhlovodiki, které vznikaji pii

prazeni zrn.

Z hlediska mikrobiologickych pozadavkli se kontroluje pfitomnost patogennich
mikroorganismd, hub a toxint. Diraz se klade na ptitomnost ochratoxinu A. V zrnech nesmi
byt nalezeni zivi ani mrtvi Skiidei a pocet mikroskopickych hub nesmi ptekroc¢it 100 na
1 gf?®],

Kdyz se posuzuje kvalita kdvy v salku, tak jsou na degustatora kladeny vysoké

odborné pozadavky. Musi mit odborné zkuSenosti z praxe. Degustatori pro celkové

ey e

Tab. II: Terminy pouZivané pii hodnoceni kvality piipravené kavy v salkul?4!

fine cup jemny Salek
good cup dobry salek
good to fine cup dobry az jemny Salek
fine and good cup jemny a dobry salek
very good cup velmi dobry Salek

very fine and good cup
fair cup
poor cup
bad cup
full body
without body

velmi jemny a dobry salek
uchazejici Salek
slaby salek
nedobry Salek
plny, velmi vyrazny

prazdny, bez charakteru

Mezi prvni posuzovanou vlastnost patii aroma, protoze ving je prvni vjem, ktery se

pocit'uje pii servirovani jesté pred samotnym ochutndnim.

Dale nasleduje zhodnoceni chuté. Mezi hlavni chuté, které se posuzuji, patii chut’
sladka, sland, hotka a kysela. Ur¢i se, zda je chut’ pfijemna nebo nepiijemna. Sladké a kyselé

tony se fadi mezi pozitivni, naopak jako negativni se povazuje trpkost.

Dale se hodnoti kyselost (acidita), kterd postupné pii chladnuti méni svou intenzitu,
proto se vzorek ochutnava vicekrat. Timto pojmem se nemysli octova chut, nybrz pocit

suchosti, ktery kava vytvari pod jazykem. Kyselost se u kv projevuje ostrou, pikantni a
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mohutnou kvalitou, kterou tvofi ptirodni kyseliny spolecné s cukry. Bez kyselosti je kava

plana.

V neposledni fad¢ se hodnoti ,télo%, jestli je plné, hutné, t€zké, bohaté nebo slabé,
jemné. Pod timto pojmem se skryva chutovy pocit. Hodnoti se viskozita, sila, hmotnost a

olejnatost!?!l. Robusty maji silné a nezaménitelné télo.

Jako posledni se ur¢i dochut’ (chut’, ktera ztistane v puse). Doba jejiho pisobeni je rizna,
nékdy trva chvili a nékdy se zase velmi dlouho drzi. Mize byt jemna a pfijemna nebo naopak
hruba a hoika. Pfed samotnou degustaci se nesmi nic jist, maximalné suchy chléb nebo

suchary, aby nedoslo ke zkresleni chutil?®l.

2.5 Zpisoby pripravy kavy

Priprava kavy je zalozena na jejim vyluhovani v kratkém case po spafeni varici
vodou. Delsi luhovani kvalitu kdvy nezlepsi. Dulezitym parametrem je teplota vody. Voda
o teploté varu zvySuje hotkost kavy a stejny ucinek ma i dlouhé spafovani. V obou

zminénych piikladech se vyrazné zhorSuje chut’ i viiné kavy.
Pro ptipravu lahodné kavy se pouzivaji dvé metody!l:

Prvni z nich je dekokce, coZ je vodni extrakce kavovych zrn do té doby, aZ jsou vSechny

chut'ové a vonné latky vyextrahovany.

V druhém piipadé je to infuze, kterd je zaloZena na vodni extrakci kavovych zrn za pouZiti

teplot, které jsou vsak nizsi nez je teplota varu smésil?°l.

Existuje n¢kolik postupti, jak kdvu pfipravit. V této praci budou zminény ty nejcastéji

pouzivané.

2.5.1 Priprava pomoci dZezvy

Tato ptiprava kavy patii mezi nejstarsi. DZezva je médéna nddobka s Sirokym dnem
a uzkym hrdlem. V dne$ni dobé€ se uz vyrabi i z jiného materialu nez je méd’, napf. z hliniku

nebo nerezové oceli.
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S dzezvou se pracuje nasledovné:

Do nadoby se nasype piislusné mnozstvi mleté kavy, ktera se dolije studenou vodou. V této
fazi se pridava i cukr, je-1i zddouci. Az se zaCne smes vafrit, tak se dZzezva odstavi a ¢eka se
na pokles pény. Poté se opét piivede k varu a cely postup se opakuje nejméné 3x. Kava se
rozlévé do $alkt v okamziku, kdy kava klesne na dno. N¢které narodnosti, jako jsou napf.

Turci nebo Arabové, pridavaji kromé cukru i rizné druhy koteni.

2.5.2 Filtra¢ni metoda

Takhle pripravend kava se nazyva prekapavana a ptipravuje se ve specialni nadobé.
V horni ¢asti nadoby se nachazi papirovy filtr, na kterém je mleta kédva. Horka voda prochazi

skrze ni a kava tedy odkapava do dolni ¢asti nadoby.

2.5.3 Priprava pomoci kony

Vyhodou této ptipravy je, Ze si miizeme sami urcit silu vysledného napoje. Vysledna
sila zavisi na poctu probéhnutych procesti. Do spodni nadoby se nalije studend voda a na
tuto nadobu se vlozi dalsi naddoba, kterd obsahuje mletou kavu na filtru nebo na sitce. Cela
tato soustava se vlozi na tepelny zdroj. Pfi zahtivani vody vznika ve spodni nadobé pretlak,
ktery zpiisobi vytlaceni vody do nadoby horni. Odstavenim soustavy z tepelného zdroje, teda
zménou teploty, se tlak za¢ne vyrovnavat a kdva piekapava do spodni nadoby. Proces se
opakuje dle Zddané intenzity vysledného napoje. Tato metoda se nékdy nazyva také jako

Mmetoda vakuova.

2.5.4 Metoda s francouzskym lisem (french press)

Do sklenéné nadoby se na dno nasype mletd kéava, ktera se zalije téméf vatici vodou,
zamichd a uzavie vikem, které se skladé z pistového filtru. Po vyluhovéni (asi 4 minuty) se

stlacenim pistu kdva odd¢li na dno naddoby a kéva se mize prelévat do salka.

2.5.5 Cesky turek

Nejznaméjsi zpusob piipravy je tzv. Cesky turek. V tomto ptipadé¢ se do Salki nasype

mletd kava, ktera se zalije vrouci vodou, ale na rozdil od ptedeslych metod se v tomto piipadé
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kava od napoje neodd¢li, tedy po celou dobu konzumace se luhuje, ¢cimz postupné ztraci

svou kvalitu i chut'??,

2.5.6 Priprava pomoci perkolatoru

Kava pfipravovana timto postupem ma hoikou chut’, nebot se po celou dobu pfipravy

vari.

2.5.7 Metoda studené vody

Tato metoda se pouziva pro ptipravu studenych kavovych napoji. Pomletd kava se
smicha se studenou vodou a necha se extrahovat zhruba 12 hodin. Poté se smés prefiltruje a
sediment se odstrani. Extrakt se uchovava v lednici nebo se miize nechat zmrazit na ptipravu
kavovych kostek ledu. Takto pfipravend kdva ma velké aroma, a proto se pii ptipravé napoje

dale kombinuje s normalné pfipravenou kdvou v poméru 1:4.

2.5.8 Metoda obracené konvice

Ptistroj se sklada ze dvou prekapavajicich konvic, které jsou ale obracené. Na jejich
rozhranti je filtr nebo sitka s mletou kdvou. Ve spodni konvici je umisténa voda, ktera kdyz
dosdhne bodu varu, tak se konvice obréati a horka voda za¢ne piekapavat pies filtr nebo sitku

do konvice druhé.

2.5.9 Metoda oteviené konvice

Tato metoda patii mezi nejzakladnéjsi. Mletd kéva se umisti na dno konvice a zalije
horkou vodou. Smés se promicha a necha se chvili extrahovat. Poté je extrakt piefiltrovan a

piipraveny napoj se mize ihned podavat.

2.5.10 Metoda espressa

Pro piipravu espressa se pouzivaji tmave uprazend zrna. Vysledny napoj je intenzivni
a velmi aromaticky. Pfiprava espressa je zalozena na protlaceni vody skrze namleta prazena

kavova zrna. Dle odbornikil patii piiprava espressa mezi nejtéz3i zptisoby piipravy?l.
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2.6 Dalsi modifikace kavy

2.6.1 Instantni kava

Prvni praskova instantni kava byla uvedena na trh roku 1938 firmou Nestlé pod
znaCkou Nescaf¢. Tento produkt byl velmi oblibeny za 2. svétové valky, kdy byly nejvetsimi
konzumenty armady[®]. Viing ani chut’ instantni kavy se ned4 srovnavat s pravou kavou.
Instantni kava se vétSinou vyrabi z robusty, ktera neni tolik kvalitnil??, Na vyrobu 1 kg
instantni kavy je potfeba 2,2 kg zelenych kdvovych zrn a vysledny produkt obsahuje velmi

malo tukovych latek, proto jeji konzumace nezptisobuje zvyseni cholesterolu v krvil?l,
Instantni kéva se ptipravuje dvéma zplsoby:

2.6.1.1 SuSené rozpraSovani

Pripraveny velmi silny kavovy koncentrat, ktery je zchlazen na teplotu 4 °C, se
horkym vzduchem vhani do vysoké véze. Voda je kvili horkému vzduchu ¢aste¢né odpatena
a na dno dopadaji usuSena zrnicka. Vyrobek ma lepsi rozpustnost, avSak horSi aroma.

Nejcastéji pouzivany zplsob.

2.6.1.2 SuSeni mrazenim

Tento zpusob je zalozen na lyofilizaci. Pfipraveny silny kavovy koncentrat je

wewr

aviak kdva ma vyrazné&jsi aroma nez kéva vyrobena predchozim postupem!?2.

Obé metody jsou zalozeny na fyzikalnim, nikoliv na chemickém procesu?.

V ptipadé, Ze chceme, aby vysledna kdva byla v podobé¢ granuli, tak se dale provadi
postup zvany aglomerace. Aglomerace je technologicky postup pouzivany pii vyrob¢€ nejen
kavy, ale 1 ¢aje. Shlukovani se provadi ve specialnich pfistrojich — ,,aglomeratorech. Jako
vychozi surovina slouZzi vysuSeny praskovy extrakt, ktery je v aglomeratoru strhavan pérou,

kvali které se shlukuji a nasledné opét susi. Vysledny produkt mé vyrazné€jsi aroma.

Na trhu existuji 1 tzv. nepravé (falSované) instantni kdvy. Pod timto oznacenim se

rozumi ne pfili§ ,,¢ista” instantni kédva. K pravému kavovému extraktu se pfimiché podil
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kavovin (prazené obilniny, cikorka). Takto vyrobené kavy musi mit na obale vyznaceno, Ze

se nejedna o 100% kavovy vyrobek, nybrz o smés kavového a kavovinového extraktul?®l,

Co se tyCe jeji pripravy, tak je rychla a velmi snadna. Kévova lzicka se jen zalije
horkou vodou. Pro ptipravu instantni kavy by se neméla pouzivat vatici voda, nebot’ hrozi
prepaleni kavy. Dle odbornikii je idedlni teplota vody pro pfipravu instantni kavy do

83 °oCl23],

2.6.2 Kava bez kofeinu

Dalsi variantou kavy, kterd je vhodna i pro lidi s vysokym krevnim tlakem, je kava
bez kofeinul??, V dnesni dobé existuji dva druhy bezkofeinové kavy. U jednoho typu byl
kofein odstranén az na tpIné¢ minimum (0,1 % kofeinu v zeleném zrnku) a u druhého typu,
kde jsou tzv. zrna chudé na kofein, nepfesahuje kofein hranici 0,2 % v zeleném zrnku. To
tedy znamena, Ze v jednom $alku takto pfipravené kavy se nachazi 1-5 mg kofeinu. Kofein
tedy neni nikdy zcela vyloucen a z tohoto divodu by lidé, kteti jsou extrémné citlivi na

kofein, neméli konzumovat ani tuto kavu.
Technologie, které se vyuzivaji na odstranéni kofeinu, jsou nasledujici:

2.6.2.1 Neprima metoda

Tato metoda je zaloZena na odstranovani kofeinu s vyuZitim organickych
rozpoustédel, jako je napt. chloroform nebo ethylacetat. Nejprve jsou zrna napafovana, ¢imz
zvEtsi svilj objem a jsou prostupnéjsi pro pouzité rozpoustédlo. Nabobtnana zrna se namaci
do rozpoustédla a tim se kofein luhuje ven. Tento postup se opakuje vicekrat. Poté je
rozpoustédlo oddéleno a zrna znovu napafovana a vysousena kvuli odstranéni zbytkového
rozpoustédla. Nej€astéji pouzivanym rozpousStédlem byl dichlormethan, nebot’ ze vSech
uzivanych rozpoustédel na sebe nejméné vazal ostatni aromatické latky obsaZené
vV kavovnikovém zrnu, avSak jeho pouzivani bylo od roku 1995 v Evropé zakazano kvili

poskozovani 0zonové vrstvy.

2.6.2.2 Svycarska metoda

Jako extrakéni ¢inidlo pro kofein je pozivana pouze voda a uhlikové filtracni zafizeni.
Zrna jsou namacena do vody a kofein je do ni vyluhovan. Nevyhodou je, Ze spolecné

s kofeinem jsou vyluhovany i dalsi vonné latky. Tato kofeinova voda se ptefiltruje pres
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specialni filtry obsahujici aktivni uhli, které kofein z vody odstrani. Filtrat se odpaii za
vzniku koncentratu, kterym se vysuSena zrna pokropi za t€elem zpétného ziskani vonnych

latek bez kofeinu.

2.6.2.3 Metoda superkritické extrakce

Proces, pii kterém se jako extrakéni ¢inidlo pouziva tekutina v superkritickém stavu.
Jako jeden z plynt pouzivanych pfi této metodé je oxid uhli¢ity. Prvnim krokem je
napafovani zrn vodni parou pii teploté 70 °C a za zvySeného tlaku. Kofein se navaze na
kapalné médium a je odstranén vlivem absorpce s recirkulaci plynu. Vyhodou této metody
je, Ze je odstranén pouze kofein a vonné latky ztstavaji v kdvovnikovém zrnu. Nevyhodou
této metody je jeji energetickd a technologickd naro¢nost. Vyextrahovany kofein je dale

pouzit v potravinafském nebo farmaceutickém pramyshut?4l,

2.7 Chemie kavy

Dle odbornikli obsahuji zelena kavova zrna nékolik set chemickych latek, z nichz
vétsina nebyla podrobné prozkoumana. Mezi nejznaméjsi tiéi latky obsazené v kavé patii
kofein, teobromin a teofylin. VSechny tfi zminéné latky patii mezi alkaloidy a maji

nahotklou chut?4,

Piipraveny $alek kavy obsahuje fadu organickych i anorganickych latek (Tab. Il).
Kromé& zminénych tfi dominantnich latek (kofein, teofylin a teobromin) je v pfirodnim
rostlinném materidlu obsaZeno i mnozstvi tfislovin a pentozanti. Ve stopovém mnoZzstvi je

zde obsazen i niacin[?4!,
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Tab. III: Obsahové latky v zelenych zrnech kavovniku (obsah v hmotnostnich %)124!

Pritomna latka

rozpustné
sacharidy

nerozpustné
sacharidy

kyseliny a fenoly

tékavé kyseliny

netékavé kyseliny

chlorogenové
kyseliny

lipidové slouceniny

vosky

oleje

dusikaté slouceniny

volné
aminokyseliny

bilkoviny

kofein

trigonelin

mineralni latky

Coffea arabica

9,0az 12,5

46,0 az 53,0

8,8az 12,4

0,1

2,0az2,9

6,7 az 9,4

15,0 az 18,0

0,2az0,3

7,6 az 17,8

11,0 az 15,0

0,2 az0,8

8,5az12,0

0,8az 1,4

0,6 az 1,2

3,0az 5,4

29

Coffea canephora

6,0az 11,5

34,0 az 44,0

8,4az 144

0,1

1,2az2,2

7,1 az 12,0

8,0az 12,0

0,2az0,3

7,6 az 17,8

11,0 az 15,0

0,1 az 0,8

8,4a712,0

1,3 az 4,0

0,3az0,9

3,0az 54

Slouceniny

glukoza, arabinoza,
galaktdza, sacharoza

polymery mandzy,
galaktozy a
arabindzy, celuldza,
hemiceluloza

kyselina octova,
propionova,
maselna, valerova
kyselina citrénova,
malonova, chinova,
kavova

kafestol, kahweol

pfevazné estery
kyseliny palmitové a
linolové

kyselina glutamova
a asparagova,
asparagin

draslik, vépnik,
fosfor, zelezo,
hot¢ik



Kavovy olej obsahuje fadu tukd, mezi které patii prevazné triglyceridy kyseliny
linoleové a palmitové. Dale obsahuji diterpeny kafestol a kahweol (Obr. 6), které maji za
nasledek zvysSovani hladiny cholesterolu v krvi. Jejich koncentrace ve vysledném napoji
zavisi na zpusobu pfipravy. Je-li ptiprava zaloZena na filtraci pies napi. papirovy filtr, tak je

obsah t&chto latek minimalnil?®!,

Obr. 6: Struktura kafestolu (vlevo) a kahweolu (vpravo)[é

Cukry a aminokyseliny jsou dilezitymi prekurzory tzv. Maillardovy reakce, pfi které
dochazi ke zméné barvy a tvorbé aroma. Béhem Maillardovy reakce v kavé dochazi ke
vzniku 5-hydroxymethylfurfuralu (Obr. 7), ale mtze dochazet i ke vzniku akrylamidu, ktery
ma karcinogenni u€inky. Maillardova reakce je zodpovédna i za vznik t€kavych latek, které
jsou zodpovédné za vimil?’l. Nejvétsim prekurzorem pravé zminéného akrylamidu je
sachardza, ktera je dominantnim cukrem v zelenych zrnech arabiky, kde je koncentrace
90 mg/g, zatimco v zelenych zrnech robusty je koncentrace vyrazné nizsi a to 45 mg/g.
Alanin je aminokyselina s nejvyssi koncentraci 1200 pg/g, nasledné asparagin 680 pg/g
Vv robusté, zatimco v arabice je koncentrace alaninu 800 ug/g a asparaginu 360 ug/g. Z toho

vyplyva, Ze nejvice aminokyselin je obsaZeno v robusté a nejvice sacharidi v arabicel?,

@

(@)
o N

Obr. 7: Struktura 5-hydroxymethylfurfuraluf?’l

Dalsi latkou je kyselina chlorogenova (Obr. 8) a jeji laktony. Povazuje se za silny
antioxidant. Stejné jako kofein stimuluje vnimani a zvySuje reaktivitu organismu. Kofein se
V travicim traktu vstfebava sliznici a navaze se na kyselinu chlorogenovou za vzniku soli, a
proto je kyselina chlorogenové povazovéna za transportni prvek, ktery zodpovida za rychlost

priniku kofeinu do krevniho ob&hu!?,
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Obr. 8: Struktura kyseliny chlorogenové(?°!

Nasledné¢ budou v této praci zminény nejbéznéjsi heterocyklické slouceniny, které se

vyskytuji v kavé.

2.7.1 Purinové heterocykly (kofein, teofylin, teobromin)

Kofein (Obr. 9) je purinovy alkaloid. Z hlediska organické chemie patii mezi
dusikaté latky, které maji obvykle zasadity charakter. Patfi mezi derivaty xantinu
(1,3,7-trimethylxantin). Nachazi se pfedevsim v semenech, ale je obsazen i v listech, kvétech
a vétvickach kavovniku. Cista forma kofeinu je bily prasek. Patii do skupiny ,,tolerovanych
navykovych latek®, mezi které patii i ethanol nebo nikotin. Denni davka kofeinu, ktera se
povaZzuje za optimalni pro dospélého &lovéka, je zhruba 400 mgl?4. Kofein a teofylin maji
stimulac¢ni G¢inky na zivy organismus. Stimulacni mechanismus je zaloZen na vazbé mezi
kofeinem nebo teofylinem a pfisluSnym receptorem. Navazani kofeinu nebo teofylinu

zabrani navazani adenosinu na receptor, coZ je ptirodni uspavaci prostiedek.

o)
~ N/
N
1r
0 ITI N
Obr. 9: Struktura kofeinu?4

Teofylin (Obr. 10) je obsazen piedevsim v listech ¢ajovniku. Vyuziva se ve farmacii

v nékterych 1é&ivych ptipravcich jako diuretikum!?,
O
~ N
N
A A
07 "N~ N
|
Obr. 10: Struktura teofylinuf?4!

31



Teobromin (Obr. 11) nema stimulaéni G¢inky, ale patii také mezi diuretika, tedy
odvodnuje organismus. Teobromin a jeho t¢inky jsou davodem, pro¢ se v kavarnach ke kave
podava sklenice vody. Kromé zminénych latek kavova zrna obsahuji i fadu latek, které

ovlivituji traveni??. Teobromin je pfedev§im soudast kakaovych bobul?4l,

ey
N

HN
A A
0 >N~ N
|
Obr. 11: Struktura teobrominul?4

2.7.2 Furany

Patii mezi organické heterocyklické slouceniny, které¢ se v ptirod€¢ vyskytuji jako
produkty Maillardovy reakce. V kavé vznikaji prevazné ze sachar6zy béhem prazeni
(pyrolyzy)?°l. Pravé furany jsou v kavé zodpovédné za pifjemné aroma. Jako hlavni se

povazuje 2-methylfuran (Obr. 12)[3%,

2N

@)

Obr. 12: Struktura 2-methylfuranuf®°!

2.7.3 Thiofeny

Organické heterocyklické slouceniny, které maji ve svém cyklu atom siry (Obr. 13).

V kavé byly nalezeny jako produkty prazeni. Bylo jich nalezeno celkem 1454,

B

S

Obr. 13: Struktura thiofenuf3!

2.7.4 Pyrroly

Organické heterocyklické slouceniny obsahujici ve své struktuie atom dusiku.
V potravindch vznikaji tepelnou upravou. V kaveé hraji dilezitou roli ve vini. Konkrétné

v kavé byly nalezeny 1-methylpyrrol a 2-acetylpyrrol (Obr. 14)12°]. Rozdil mezi arabicou a
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robustou je dan i vyskytem jednotlivych pyrrolt, napf. v arabice prevlada obsah
N-furfurylpyrroli (Obr. 14)321,

Obr. 14: Struktura 1-methylpyrrolu (vlevo), 2-acetylpyrrolu (uprostied)®? a
N-furfurylpyrrolu (vpravo)©?

2.7.5 Oxazoly

Organické heterocyklické slouceniny obsahujici ve své struktufe atom kysliku a
dusiku. Jejich vyskyt v kaveé neni tak ¢etny, ale v kdvovém aromatu miizeme nalézt napt. 5-

acetyl-2-methyloxazol (Obr. 15)[31,

Obr. 15: Struktura 5-acetyl-2-methyloxazoluf®®!

2.7.6 Thiazoly

Organické heterocyklické slouc¢eniny obsahujici ve své struktufe atom dusiku a siry.
Stejn¢ jako ostatni skupiny heterocyklickych sloucenin, tak 1 thiazoly maji svou roli
vV kavovém aromatu. Prvni thiazoly, které byly v kéavé charakterizovany, jsou
2-propionyl-4-methylthiazol a 2-acetyl-4-methylthiazol (Obr. 16)4l. Postupem &asu bylo

objeveno dalsich 23 thiazolal®],

N N
S S
o) 0
Obr. 16: Struktura 2-propionyl-4-methylthiazolu (vlevo) a 2-acetyl-4-methylthiazolu

(vpravo)34!
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2.7.7 Pyridiny

Organickeé heterocyklické sloueniny obsahujici ve své struktuie atom dusiku. Stejné
jako furany vznikaji z cukri a aminokyselin Maillardovou reakci béhem prazeni kavy.
V kavovém aromatu bylo nalezeno celkem 15 pyridina®®l. Nejznaméj$imi pyridiny jsou

niacin a trigonelin.

Nedostatek niacinu (Obr. 17) zpasobuje prujmy, anémické stavy, ale i demenci.
Nadbytek se projevuje zEervenanim a svédénim kize. Jeho obsah je v prazenych zrnech asi
25x vys$si nez v zelenych zrnech. Zatimco koncentrace kofeinu béhem prazeni zlstava, tak
obsah niacinu béhem prazeni rapidné nariista, a proto se fadi mezi dalsi pyrolytické produkty

kavyl?4,

N\

Obr. 17: Struktura niacinuf?4

Dalsi latkou obsazenou v kavé je trigonelin (betain kyseliny N-methyl-nikotinové)
(Obr. 18). Vznika pfi prazeni zrn pii teplotach 230 °C. Trigonelin je prekurzorem vitaminu
B3. Pouziva se pii migrénach a ma antiseptické, hypoglykemické, hypocholesterolemické a

antikarcinogenni Gi¢inky!?4,
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Obr. 18: Struktura trigonelinuf?4

2.7.8 Pyraziny

Organické heterocyklické slouceniny obsahujici ve své struktuie dva atomy dusiku.
Pyraziny objevené v kavovém aroma jsou samotny pyrazin, 2,5-dimethyl-1-pyrazin a
2,6-dimethylpyrazin (Obr. 19)137],
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Obr. 19: Struktura 2,5-dimethyl-1-pyrazinu (vlevo) a 2,6-dimehylpyrazinu (vpravo)t’

2.7.9 Heterocyklické aminy

Vétsina heterocyklickych aromatickych amini patfi mezi silné mutagenni
slouceniny. Lidé jsou jim pravidelné vystaveni prostfednictvim stravy a okolniho
prostiedi®®. HAA vznikaji tepelnou upravou (pyrolyzou) v potravinach bohatych na
bilkoviny v koncentracich ng/g, ale jsou pfitomny i v okolnim prostfedi napt. ve vzduchu,
Vv deStové a ficni vode€ nebo v cigaretovém kouii. Doposud bylo izolovano vice nez 20 HAA

z nékolika vzorkt potravin véetné cigaretového koutel*?,

Hlavni cesta metabolické aktivace vétSiny HAA zacind hydroxylaci exocyklické
aminoskupiny, pii ¢emz tento krok je katalyzovan pievazné cytochromem P4501A2. Dale
nasleduje acetylace nebo sulfatace za vzniku pfimych reaktivnich mutageni, které meéni

DNA a genom[*?],

Mezi HAA, které se vyskytuji v kaveé, patii B-karboliny harman a norharman
(Obr. 20)*11, Obé tyto latky patii mezi fluorescenéni sloudeniny!*? a jsou klasifikovany jako
alkaloidy kvili jejich pfirozenému vyskytu v rostlinné #5i*¥], kde vznikaji reakci tryptofanu
s pyruvatem nebo acetitem*, Harman i norharman byly také navic detekovany u savci,
kde je za endogenni prekurzor povazovan tryptamin®®l. Dale bylo zji§téno, ze harman i

norharman patii mezi u¢inné inhibitory monoaminooxidazy™®l.

N N
H H

Obr. 20: Struktura harmanu (vlevo) a norharmanu(vpravo)l
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2.8 Vybrané analytické metody a jejich aplikace

V této kapitole budou zminény nékteré analytické metody, které byly doposud
nejvice vyuzivany ke stanoveni riznych latek obsazenych v kavé. V kazdé podkapitole
budou uvedeny i ptiklady jejich vyuziti vcetné¢ ptikladi pouziti ke stanoveni

heterocyklickych aromatickych amint (HAA).

2.8.1 Separa¢ni metody

Jednou z hlavnich metod je plynova chromatografie, ktera byla pouzita k analyze
odorantt pfitomnych v kavé. Semmelroch a Grosch stanovovali vysoce tékavé vonné latky
metodou headspace v kavach typu arabica a robusta. Zjistili, Ze klicovymi vonnymi latkami
pro oba typy zminénych kav byly 2,3-butandion, 2,3-pentandion, 3-methyl-2-butenthiol,
methional, 2-furfurylthiol a 3-merkapto-3-methylbutylformiat*?l,

K analyze heterocyklickych aromatickych amini byla pouzita metoda plynové
chromatografie s detektorem elektronového zachytu. Po zpracovani vzorku byly aminy
derivatizovany N-methyl-N-(tert.-butyldimethylsilyl)trifluoroacetamidem. Derivaty byly
charakterizovany  pomoci  hmotnostnich  spekter, kde se sledovala ztrata
tert.-butyldimethylsilylové skupiny. Tento jednoduchy, rychly a pfesny postup je vhodny

pro rutinni analyzu a vyuziva se pro analyzu nékterych béznych potravin!*3l,

Dalsim zptuisobem pouzivanym pii analyze HAA je kombinace metod SPE a HPLC
S UV nebo fluorescenénim detektorem. SPE zahrnovala zdkladni extrakci na kiemeliné
(Extrelut) s naslednym piecisténim na gelu s propylsulfonovou kyselinou. Efektivita
extrakce se pohybovala od 45 % do 90 %. Po ptecisténi nasledovalo stanoveni metodou
HPLC 4,

Dalsi metody pouzivané pro identifikaci a analyzu HAA jsou HPLC/MS a RP-HPLC
s fluorescen¢ni detekci. Byly testovany vzorky vatfené a surové kavy. Bylo zjiSténo, ze
koncentrace norharmanu v surovych zrnech byla vyrazné vyssi. Oba B-karboliny se zacaly
objevovat az pii uvareni kavy. Studie doSla k zavéru, ze piti uvarené kavy je hlavnim

zdrojem t&chto bioaktivnich B-karbalinovych alkaloidt! %!,

Nejpouzivangjsi elektromigracni technikou pouZzivanou pii analyze kavy je MEKC.

Tato metoda byla napi. pouzita pfi stanoveni fenolickych kyselin. Bylo rozpoznano 5
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hlavnich fenolickych kyselin v kave, veetné kyseliny kavové a ferulové. Metoda byla

testovana jak na zelenych zrnech, tak i na zrnech prazenych®l,

2.8.2 Optické metody

Prvni metoda, kterd zde bude zminéna, je infraervend spektrometrie, kterd byla
vyuzita k analyze kofeinu, teobrominu a teofylinu v praZzenych zrnech arabiky a robusty.
Jako referen¢ni metoda pro kalibraci systému NIRS byla pouzita metoda LC-UV. Bylo
analyzovano 83 kdvovych extraktii, na kterych bylo vyhodnoceno, Ze metoda NIRS je velmi
dobra alternativa za LC-UV ve firmach produkujicich kavu, nebot’ nabizi rychlou analyzu

b&hem né&kolika sekund*"].

Dalsi hojn¢ pouzivanou metodou je Ramanova spektroskopie. EI-Abassy aplikoval
mikro Ramanovu spektrometrii s excitaci ve viditelné oblasti na analyzu kyseliny
chlorogenové u kav typu arabica a robusta. Jako nejvyznamnéjsi rozmezi pro analyzu

kyseliny chlorogenové v kavé se ukazal interval od 1000-1750 cm™[4€,

Jako jiny ptiklad vyuziti Ramanovy spektroskopie je analyza kahweolu v kavovych bobech.
Pomoci FT Ramanovy spektroskopie s excitaci 1064 nm bylo mozné pozorovat
charakteristické Ramanovy péasy v zelenych zrnech. Méfeni bylo provadéno na nékolika
typech kavy. Relativni zastoupeni kahweolu v kdvovych zrnech bylo moZzno kvantitativné
stanovit analyzou jednotlivych slozek spektra, ze kterych se ziskal kahweolovy index (oka),

ktery byl tmérny relativnimu obsahu kahweolu v zrnech[*?],

DalSim ptikladem optické metody je UV/VIS spektrofotometrie. Tato metoda byla
pouzita pro ziskani molarniho absorp¢niho koeficientu a piechodného dipélového momentu
¢istého kofeinu ve vod¢ a v dichlormethanu pii 272 a 274,7 nm. Po této charakterizaci
kofeinu ve vodé€ a v dichlormethanu byly dale vyvinuty rychlé a jednoduché metody, které

umoziuji kvantifikovat obsah kofeinu v kavovych zrnech™,

Metodou pro soucasné stanoveni harmanu a norharmanu se stala fluorimetrie.
Stanoveni harmanu a norhamanu se vyhodnocovalo pomoci sekundarni derivace
fluorimetrického spektra. VVzhledem Kk jejich podobné struktufe je obtizné je soucasné
stanovit ve smési pomoci konvencni fluorimetrie. Metoda byla pouzita pro soucasné

stanoveni obou slougenin ve vzorcich kavy s uspokojivymi vysledky®l.
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2.8.3 Elektroanalytické metody

Jako jedna z elektroanalytickych metod, pouzitych pii analyze kofeinu, byla
SWASV. Pro sledovani kofeinu byla pouzita jednoduché grafitova elektroda. Byly zjistény

optimalni experimentalni podminky pro analyzu kofeinul®?l,

Dalsim ptikladem, pro méfeni kofeinu v kave, je modifikovana elektroda ze skelného
uhliku. V tomto piipad¢ byla kyselina 4-amino-3-hydroxynaftalensulfonova (AHNSA)
elektropolymerizovana na sklenéné uhlikové elektrodé. Vznikly film vykazoval
elektrokatalytickou aktivitu k oxidaci kofeinu. Modifikovana elektroda méla vysokou
citlivost, selektivitu a stabilitu pfi stanoveni kofeinu v kavé. Analyza kofeinu nebyla

ovlivnéna matricovymi slozkami vzorku ani strukturné podobnymi slou¢eninamil®.

Jinym piikladem je pouziti uhlikové pastové elektrody modifikované
1,4-benzochinonem. Tato metoda je jednoducha a vysoce citliva pro stanoveni kofeinu.
Metoda je zalozena na potlaceni proudu 1,4-benzochinonu po ptidani kofeinu. Byla pouzita
technika square-wave a cyklicka voltametrie. Tato metoda byla Gspé$né aplikovana na

stanoveni kofeinu v kavel®,

Poslednim ptikladem v této podkapitole je stanoveni derivatii kyseliny chlorogenové
pomoci DPV. Tato studie potvrdila, Ze elektrochemické vlastnosti jsou siln€ zavislé na jejich
chemické strukture. Méfeni DPV ukazalo, Ze elektrochemické oxidace nékterych derivati
byla reverzibilni. Bylo prokazano, ze DPV je velmi citlivou a selektivni metodou pro

stanoveni celkového obsahu kyseliny chlorogenové a jejich derivatii v kavel®).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristrojova technika a chemikalie

Pro analyzu vSech vzorkii byl pouzit plynovy chromatograf znacky Agilent

Technologies 7890A GC System a Agilent Technologies 5975C inert XL EI/Cl MSD with
Triple-Axis Detector (Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA). Jako nosny plyn bylo pouzito
helium 5.5 (rychlost pritoku 0,9 ml/min). Dale byla pouzita kiemenna kapilarni kolona
HP-5MS (parametry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent, Palo Alto, Kalifornie, USA).

Dale byly pouzity nasledujici techniky:

e analytické vahy AB204 (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)

e centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e termostat blokovy SBH130 + blok hlinikovy SBH (Stuart, Staffordshire, UK)

e tfepacka Reax Top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e ultrazvukova lazeti 10LM (Kraintek Czech s.r.0, Hradec Kralové, CR)

e elektricky mlynek na kavu SilverCrest SKME 150 C2 (Kompernass Handels GMBH,
Bochum, Némecko)

e bézné laboratorni sklo, plastové pomucky a automatické pipety

Seznam chemikalii, které byly pouzity:
e dusik (99,99 %, Messer, Bad Soden, Némecko)
e helium 5.5 (Cistota 99,9995 %, SIAD, Bergamo, Italie)
e harman (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e horharman (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e hexamethyldisilazan (HMDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e pyridin (PENTA, Chrudim, CR)
e nikotin (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e chinin (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e 2-aminobifenyl (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
e trichlorfenylhydrazin (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
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e chinuklidinol (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

e brucin (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

e fenantrolin (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

e 2,2-bipyridyl (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

e hexan (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e dichlormethan (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e chloroform (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e tetrachlorethylen (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e diethylether (Lach-Ner, Neratovice, CR)

o tert-butylmethylether (Acros Organics, Geel, Belgie)
e ethylacetat (Lach-Ner, Neratovice, CR)

¢ methylisobutylketon (Loba Feinchemie GMBH, Fischamend, Rakousko)
e aceton (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e acetonitril (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e methanol (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e toluen (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e hydroxid draselny (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice, CR)

3.2 Vzorky kavy

Vsechny analyzované vzorky kavy byly zakoupeny v béznych obchodech a
prazirnach. V nasledujici tabulce jsou vSechny vzorky kavy blize charakterizovany (Tab.

V).

Tab. IV: Testované vzorky

Cislo vzorku Vyrobce Typ kavy

1 Henri Olomouc mleta

2 Uganda Bwindi Coffee zrnkova
3 Manu cafe karamel zrnkova
4 Cafe Sati Peru zrnkova
5 Tchibo Barista Caffé Crema zrnkova
6 Tchibo Privat Kaffee African blue mleta

7 Melangerie Colombia zrnkova
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3.3 Priprava vzorki kavy

V ptipad¢ zrnkové kavy bylo potieba ji nejprve umlit v kdvovém mlynku. Nasledné
byla tato kava (4 g) navazena do extrak¢ni patrony a extrahovéna do acetonu pii teploté
150 °C a tlaku 150 bar metodou PSE. Pracovalo se ve dvou cyklech po 10 minutich a
vysledny kévovy extrakt mél objem 20 ml. Takto pfipraveny vzorek bylo nutno pied

samotnou analyzou dale precistit.

4 I 4

3.4 Zpusoby precisténi

3.4.1 Precisténi metodou SPE
Prvnim zptisobem piecisténi je extrakce na pevné fazi.

Nejprve byla provedena kondicionace SPE kolonky smési acetonu (2 ml) a 1M HCI
(0,4 ml) a nasledné byl nadavkovan kavovy extrakt (2 ml), ktery byl pfedem okyseleny
1M HCI (0,4 ml). Nadavkovany vzorek byl poté promyvan stejnou smési acetonu (2 ml) a
1M HCI (0,4 ml). Prosly roztok byl jiman do Cisté kadinky, kde byl alkalizovan smési
5M KOH (1 ml) ve vodé (4 ml). Nasledné byla provedena kondicionace druhé SPE kolonky
smési SM KOH (1 ml) ve vodé (4 ml) a acetonu (2 ml). Po promyti nasledovalo naneseni
vyse uvedeného alkalizovaného vzorku a opétovné promyti smési SM KOH (1 ml), vody
(4 ml) a acetonu (2 ml). Kolonka byla poté vysuSena a vzorek byl eluovan ¢istym acetonem

(3 ml). Vysledny eluat byl odpaten a podroben derivatizaci.

3.4.2 Precisténi L-L extrakci

Druhym zpusobem piecisténi je extrakce kapalina-kapalina s pouzitim vhodnych

rozpoustédel.

Nejprve bylo odebrano potiebné mnozstvi kavového extraktu (2 ml), ke kterému byla
pfidana voda (2 ml). Tato smés byla okyselena 1M HCI (0,4 ml). Dale nasledovalo
odstranéni pfebyte¢nych nepolarnich matricovych komponent extrakci do DCM (2 ml). Po
extrakci byla organicka faze odstranéna a vodna faze byla alkalizovana SM KOH (1 ml) ve
vodé (4 ml). Poté byla provedena opakovana extrakce (alespon 2x) pozadovanych HAA

(harman, norharman) opét do DCM (1 ml). Po protiepani na Vortexu a nasledné centrifugaci
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byla organicka faze odebrana a odpafena v kovovém bloku s pomoci proudu dusiku. Ziskany

odparek byl posléze derivatizovan.

3.5 Derivatizace

Ziskany odparek po piedchozim piecisténi byl derivatizovan HMDS (0,2 ml)
Vv pyridinu (0,2 ml) pfi 50 °C v kovovém bloku po dobu 30 minut. Po ochlazeni byla smés
doplnéna hexanem (0,1 ml). Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan pomoci plynové

chromatografie.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Priprava vzorku a jeho precisténi

Pti precisténi se vychazelo z acidobazickych vlastnosti HAA, nebot’ jsou to slabé
baze (pKa = 6,8)k¢, které jsou v kyselém prostiedi protonizované. Z tohoto divodu u SPE
prechazely HAA po okyseleni kavového extraktu do iontovych forem, zatimco kyselé slozky
matrice zastaly neutralni a byly spolu s nepolarnimi slozkami matrice zachyceny na SPE
kolonce (C18). Prosly roztok, ktery obsahoval HAA, byl nasledné alkalizovan, ¢imz doslo
zpét k pfechodu HAA z iontovych forem do forem neutralnich a mohly byt tedy poté
zachyceny na dalsi kolonce, zatimco polarni komponenty matrice kolonkou prosly. Dale je

dilezité zminit fedéni vodou, ¢imz doslo ke snizeni elu¢ni sily.

Uvahou bylo vyuzit tohoto chemického chovani v jiném extrakénim systému, kde by
mohlo byt alternativou nepolarni SPE kolonky rozpoustédlo, nebot’ pfece jenom SPE
extrakce patfi K naro¢néjsim postupim jak z hlediska ekonomického, tak i praktického.
Dalsim negativnim parametrem SPE extrakce je jeji niz$i robustnost oproti jinym
prekoncentra¢nim metoddm. Z téchto zminénych diivodl bylo vhodné pouzit néjakou méné
naro¢nou a nakladnou metodu piecisténi a jako vhodna se ukazala byt zdkladni extrakéni

technika kapalina-kapalina.

Nejprve bylo nutné tuto techniku vhodnym zptisobem optimalizovat. Pti analyze
Cistého kavového extraktu byla zjisténa ptitomnost zna¢ného mnozstvi kyseliny palmitové,
které bylo nutno odstranit (Obr. 21). Kyselina palmitova za danych podminek koeluuje
s harmanem a norharmanem a jeji nadbytek nepfiznivé ovliviiuje ionizaci v iontovém zdroji
a citlivou detekci. Navrzeny extrak¢ni postup dovoluje efektivni oddéleni kyselych slozek
od bazickych analyt. Pro uplné potlaceni vlivu zbytku kyseliny palmitové, ktery nebyl
oddélen extrakci, byla navrzena jednoducha derivatizace dovolujici pfevedeni kyseliny

palmitové na derivat s jinym retenénim casem.
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Obr. 21: Chromatogram surového kavového extraktu

kys. palmitova
951610 ys-p

85 1 \
80

45 1 norharman

30 1 harman
25 1
20 1

Prvnim tkolem bylo zjistit, jaké rozpoustédlo je nejvhodnéjsi pro extrakci surovych
zrn kavy s nejvyssi ucinnosti. Kavova zrna byla extrahovana metodou PSE pfi teploté 150 °C
a tlaku 150 bar. Pfi tomto experimentu byla pouZita nasledujici rozpoustédla — acetonitril,
aceton, methanol, dichlormethan, chloroform, tert-butylmethylether, ethylacetat a
methylisobutylketon. Soucasti experimentu bylo zaroven vyzkouSet nederivatizované i
derivatizované vzorky. Na zakladé¢ vysledkt z analyzy (Graf 1) se jako rozpoustédlo

s nejveétsi extrakeni G€innosti kdvovych zrn prokéazal aceton s naslednou derivatizaci, nebot’

davala lepsi vysledky.
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Graf 1: Extrakce kavovych zrn ve vybranych rozpoustédlech (ND = nederivatizovany,

D = derivatizovany)
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Vzhledem k tomu, Ze Se Vv navazujicim pteCisténi extraktd vyuziva dvoustupiiové
extrakce, tak bylo tieba vénovat se kazdému extrakénimu kroku zv1ast.

Pro optimalizaci prvniho extrakéniho kroku byl pouZit kdvovy extrakt (2 ml) se
standardnim roztokem harmanu (0,04 ml) a norharmanu (0,04 ml) s pouzitim nasledujicich
rozpoustédel - hexan, dichlormethan, chloroform, tetrachlorethylen, diethylether, terc-
butylmethylether, ethylacetat a methylisobutylketon (MIBK). Pfi druhém extrakénim kroku
byl v tomto pfipadé pouzit vzdy methylisobutylketon. Vysledky této analyzy ukazaly, ze
nejvhodnéjsim rozpoustédlem pro prvni extrakéni krok, ve kterém jsou odstranény balastni
matricové komponenty neutralni a kyselé povahy (véetn¢ nadbyte¢né kyseliny palmitové) a
zaroven jsou ztraty analyti (harmanu a norharmanu) minimalni, je DCM s pouzitim nasledné

derivatizace vzorku (Graf 2).
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Graf 2: Rozpoustédla pouzitd v prvnim extrakénim kroku (ND = nederivatizovany,

D = derivatizovany)
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Dale bylo zadouci sledovat vliv vybranych rozpoustédel na druhou fazi extrakce. Pro
jeji optimalizaci byla pouzita nasledujici rozpoustédla — hexan, dichlormethan, chloroform,
tetrachlorethylen, diethylether, tert-butylmethyleher, ethylacetat, methylisobutylketon a
toluen. V tomto pripadé opét vySlo jako nejucinnéjsi rozpoustédlo DCM a znovu se
potvrdilo, Ze derivatizace vzorku je nutnym krokem k potlaceni vlivu kyseliny palmitové
(Graf 3). V druhém kroku extrakce bylo zarovei zjisténo, ze je zadouci provést opakovanou
extrakci (alespont 2x) kvuli vétsi ucinnosti extrakce analytti do organické faze. Pti vyuziti

dvou extrakénich kroku je tak dosazeno celkové vytéznosti (navratnosti) extrakce pies 90 %.
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Graf 3: Rozpoustédla pouzitd v druhém extrakénim kroku (ND = nederivatizovany,

D = derivatizovany)
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Pro kontrolu a zaroven potvrzeni celého postupu precisténi byla dvoustupniova
extrakce zopakovana s jiz vybranym rozpoustédlem — DCM (Graf 4, Obr. 22). Vysledky
dokladaji, Ze pro potla¢eni nezddouciho vlivu kyseliny palmitové a dalSich matricovych
komponent je nutné provadét jak extrakéni odstranéni nadbytku kyseliny palmitové, tak
koneéné dogisténi s vyuzitim derivatizace rezidui kyseliny palmitové. Zadny z dil¢ich
Cisticich kroki neni sdm o sob¢ dostacujici pro ucinné potla¢eni vlivu matrice. Je na misté
zduraznit, Ze derivatizace v tomto piipade nevede k chemické preméné cilovych analytt, ale
ma vyznam pro chemickou pfeménu hlavni koeluujici necistoty (kyseliny palmitové) a

potlaceni jejiho vlivu v disledku zmény retenéniho chovani.
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Graf 4: Kontrola celého postupu piecisténi (ND = nederivatizovany, D = derivatizovany)
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Obr. 22: Chromatogram po precisténi
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Pii zopakovani experimentu a porovnani metody L-L extrakce s metodou SPE bylo

zavérem zjisténo, ze G¢innost L-L extrakce byla v tomto piipad¢ vyrazné vyssi (Graf 5).

Graf 5: Porovnani G¢innosti L-L extrakce s metodou SPE

L-L extrakce SPE

EHarman ® Norharman

4.2 Derivatizace

Po optimalizaci jednotlivych extrakénich krokti byla vénovana pozornost
nejvhodnéjs$im podminkam derivatizace. Na testovani riznych derivatizacnich podminek
byl pouzit kavovy extrakt (1 ml) se standardnim roztokem harmanu (0,04 ml) a norharmanu
(0,04 ml). Z takto pfipravené smési bylo nadavkovano do deviti vialek 0,1 ml vzorku. Jeden
vzorek byl ponechan bez upravy a zbyvajicich osm vzorkd bylo odpateno v kovovém bloku.
Poté byla provedena derivatizace s riznymi Cinidly (HMDS a BSTFA) a za riznych
podminek (teplota, ¢as). Objem jednotlivych ¢inidel a pyridinu byl vzdy 0,2 ml. Po reakci
byly derivatizované vzorky i ptivodni neupraveny vzorek doplnény hexanem na objem
0,5 ml. Takto pfipravené vzorky byly analyzovadny pomoci plynové chromatografie.
Po analyze bylo zjiSténo, Ze nejvhodnéjSim derivatizaénim postupem je pouziti HMDS

Vv pyridinu pfi 50 °C po dobu 30 minut (Graf 6).
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Graf 6: Derivatiza¢ni podminky
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V porovnani s ¢istym kavovym extraktem nam tento graf zaroven opét potvrzuje, ze

precisténi a nasledna derivatizace jsou nezbytnymi kroky k dosazeni lepSich vysledk.

4.3 Stanoveni koncentrace HAA v kavovych extraktech

Pro stanoveni koncentrace HAA v kdvovych extraktech byly pro srovnani pouzity tfi
nasledujici kvantifikacni metody — metoda kalibra¢ni ptimky, metoda standardniho ptidavku
a metoda vnitiniho standardu.

Pti stanoveni obsahu HAA v extraktech metodou kalibra¢ni pfimky se vychazelo
z regresnich rovnic, které byly vygenerovany z kalibracnich piimek standardti harmanu

(Graf 7) a norharmanu (Graf 8).
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Graf 7: Kalibracni pfimka harmanu
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Graf 8: Kalibra¢ni pfimka norharmanu
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Pii stanoveni metodou standardniho ptfidavku byl pokazdé jako pfidavek do vSech

vzorkl pfidan 1 pl standardi harmanu 1 norharmanu. Tato metoda déavala vysledky téméf

shodné s vysledky z metody kalibra¢ni ptimky (Tab. V).

Jako posledni metoda byla pouzita metoda vnitiniho standardu. Jako wvnitini
standardy byly testovany nasledujici latky — nikotin, chinin, 2-aminobifenyl,
trichlorfenylhydrazin, chinuklidinol, brucin, fenantrolin a 2,2-bipyridyl. Vnitini standard byl
pfidan do surového acetonového extraktu bezprostiedné po akcelerované extrakci (PSE).

Jako vhodny vnitini standard pro koneénou kvantifikaci byl zvolen chinin, jelikoz vykazoval

podobné analytické chovani jako analyty.
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Vysledky z jednotlivych méfeni jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. V):

Koncentrace harmanu [ug/g kavy]

. Metoda kalibracni Metoda standardniho  Metoda vnitrniho
Cislo vzorku
primky pridavku standardu

1 4,397 4,242 4,384

2 3,731 3,75 3,416

3 2,186 2,131 2,132

4 5,049 5,157 4,938

S 4,669 4,804 4,839

6 3,061 2,972 3,071

7 2,588 2,575 2,160

Koncentrace norharmanu [pg/g kavy]

. Metoda kalibracni Metoda standardniho =~ Metoda vnitiniho
Cislo vzorku
primky pridavku standardu

1 7,953 7,924 8,138

2 8,862 8,731 8,256

3 4,997 5,004 4,937

4 8,283 8,687 7,891

S 9,873 9,851 9,299

6 7,540 7,459 7,675

7 5,614 5,503 4,766

4.4 Stanoveni koncentrace HAA v pripravenych napojich

Krome¢ stanoveni koncentrace HAA v kavovych extraktech bylo dale Zadouci provést
stanoveni koncentrace HAA piimo v pfipravenych napojich a tento obsah porovnat

s obsahem HAA pfitomnym v surovém extraktu.

Ze vsech vzorki byly pfipraveny napoje (4 g kavy zalité 20 ml horké vody), které se

dale zpracovaly stejnym postupem jako kavové extrakty. Jako kvantifikaéni metoda byla
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V tomto piipadé pouzita jiz osvédcend metoda kalibracni piimky, ktera davala velmi dobré

vysledky pfi stanoveni obsahu HAA v extraktech.

Vysledky z jednotlivych méfeni napoji jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. VI):

Cislo vzorku Koncentrace harmanu MnoZstvi harmanu extrahovaného
[ng/ml napoje] Z kavy do napoje [%]
1 0,055 6,249
2 0,041 5,560
£ 0,026 5,089
4 0,057 5,679
£ 0,061 6,565
° 0,032 5,147
! Gz 5,255

Y Koncentrace norharmanu MmneoZstvi norharmanu extrahovaného
Cislo vzorku

[ng/ml napoje] z kavy do napoje [%]
1 0,099 6,212
2 0,102 5,727
3 0,058 5,756
4 0,077 4,674
5 0,104 5243
6 0,087 5,782
7 0,070 6,261
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5 Zavér

Tato prace je zalozena na stanoveni heterocyklickych aromatickych aminti (HAA)
v kavé metodou plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Bylo analyzovano 7
vzorkd, které jsou dostupné v béznych obchodech a prazirnach. V bézné praxi se HAA
stanovuji pfevazné metodou HPLC a piedlozena prace poukazuje na moznost jejich

stanoveni i metodou plynové chromatografie po vhodném postupu precisténi kavové

matrice.

Po optimalizaci vsech extrak¢nich krokid nasledovalo stanoveni HAA v kavovych
extraktech jednotlivych vzorki. HAA, které se v kavé vyskytuji, jsou harman a norharman.
Oba zminéné aminy byly ve vzorcich kavy ptitomny v koncentraci v fadu jednotek pg/g.

Koncentrace norharmanu byla vzdy zhruba 2x vyssi nez harmanu.

Po analyze extrakti bylo dale Zzadouci stanovit koncentraci HAA piimo
Vv ptipravenych napojich a nasledné srovnat jejich obsah s obsahem v kavovém extraktu.
V tomto piipadé se obsah HAA v pripravenych napojich pohyboval v desetinach az
setinach pg/ml. Koncentrace norharmanu byla i v tomto ptipadé zhruba 2x vyssi nez
harmanu. Dale lze na zaklad¢ vysledku konstatovat, ze koncentrace HAA v piipravenych
napojich je mnohonasobn¢ nizsi nez v kavovych extraktech. Vzhledem k tomu, ze napoje
jsou ptipravovany z vody, tak moznym diivodem téchto nizkych koncentraci miize byt nizka

rozpustnost HAA ve vodé¢.

Zavérem této prace lze konstatovat, ze byla navrZzena vhodna metoda pro extrakci
harmanu a norharmanu ze vzorkl kévy. Byl navrZen postup pro efektivni preciSténi extrakt
s vyuzitim disociacni rovnovéahy analyti (pKa, zména pH a zména elu¢ni sily). Néavratnost
extrakéniho postupu byla ovérena opakovanymi extrakcemi a celkova vytéZnost extrakce se
pohybovala okolo 90 %. Dale zde byla vyuzita derivatizace, plsobenim béznych
analytickych ¢inidel, jako nastroj pro G¢inné potlaceni vlivu matricovych komponent a

nakonec byl nalezen i vhodny vnitini standard pro kvantifikaci.
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