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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva stanovenim furanickych latek a maltolu v rGznych fazich prazeni
kavy pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s DAD detektorem. Pozornost je
vénovana také sacharidim, které byly stanoveny pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie s refraktometrickym detektorem. K analyze byly pouzity komeréné dostupné
vzorky zrnkové a instantni kavy a také vzorky kavy odebirané v urcitych ¢asovych intervalech

behem prazeni.
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TITLE

Determination of selected substances in different stages of coffee roasting

ANNOTATION

The diploma thesis is focused on the determination of furanic substances and maltol in different
stages of coffee roasting using high-performance liquid chromatography with DAD detector.
Attention is also paid to carbohydrates which were determined using high-performance liquid
chromatography with refractometric detector. Commercially available bean and instant coffee
samples as well as coffee samples taken at specific time intervals during roasting were used for

the analysis.
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UvVOD

Kéva je napoj pfipravovany z uprazenych a Cerstvé namletych kdvovych zrn rostliny zvané
kavovnik (Coffea) a zality vodou o teploté ptiblizné 90 °C. Vzhledem ke své vyrazné chuti,
vini a povzbuzujicim uUCinkim na lidsky organismus se fadi mezi nejoblibengjsi

a nejkonzumovangjsi napoje po celém svete.

Prazenim dochézi ke vzniku kontroverzniho 5-hydroxymethylfurfuralu (HMF), jehoz derivaty
jsou predmétem vyzkumi kviali potencidlnim karcinogennim a mutagennim ucinklim.
Mnozstvi HMF v kavé oproti naptiklad medu neni dan normami. Krom¢ HMF b&hem prazeni
vznika také akrylamid, ktery se jiz objevuje dle IARC mezi karcinogeny pro ¢lovéka a jeho
mnozstvi jsou v prazené i instantni kavé kontrolovany. Pfi prazeni zelenych kavovych zrn
dochdzi k Maillardovym reakcim, to jsou reakce mezi redukujicimi sacharidy

a aminokyselinami, bilkovinami a peptidy.

Cilem diplomové préace bylo najit optimalni podminky pro analyzy furanickych latek, maltolu
a sacharidl a nasledné tyto latky identifikovat a kvantifikovat v redlnych vzorcich zrnkovych,

instantnich kav a také ve vzorcich arabiky a robusty v riznych fazich prazeni.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Kavovnik

Zelend kavova zrna jsou obsazena v ovoci ze stroml a keil zvanych kavovnik. Jedna
se 0 vytrvalou a stale zelenou rostlinu. Zivotni cyklus obvykle trva 10 az 15 let, ale produkce
ovoce klesd podstatné diive, proto musi byt na plantdzich stromy pravidelné obnovovany.
Péstuji se v tropickych oblastech, jako je rovnikova Afrika, Java, Sumatra a dal$i ostrovy
Nizozemské vychodni Indie, Zapadni Indie, Indie, Ardbie, ostrovy Tichého ocednu, Mexika
a Stfedni a Jizni Ameriky [1]. Taxonomie kdvovniku je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1 — Taxonomie kavovniku [1]

Oddé¢leni Krytosemenné
Ttida Dvoudélozné
Rad Hofcotvaré

Celed’ Motenovité
Rod Kavovnik
Druhy kavovnik arabsky

kavovnik robusta

kavovnik liberijsky a dalsi

Prvni kavovniky byly objeveny jiz v 16. stoleti, v&tSi pozornost si ovSem tyto rostliny ziskaly

az v druhé poloviné 19. stoleti, kdy se o n¢ zacali zajimat badatel¢ a botanici z celého svéta [1].

V ramci rodu Coffea je zndmo ptes 100 druhti, 25 druhti bylo podrobn¢ zkoumano a pouze dva
maji vyrazny obchodni vyznam: Coffea arabica a Coffea canephora (robusta). Kava arabika
predstavuje piiblizné 60 % svétové rocni produkce a ma vyssi cenu nez robusta, ktera tvori
pfiblizn€ 40 % ro¢ni produkce. Vétsi oblibenost kavy arabika je zfejmé zplisobena niZSim

obsahem kofeinu a vynikajicim aroma [1,2,3].

Vzhledem k rozdilnym podminkam péstovani a zpusobu zpracovani lze pozorovat urcité
rozdily mezi arabikou a robustou. Arabika se péstuje ve vySsich nadmotskych vyskach, mirnych
teplotach (cca 15 az 24 °C), mé sladkou kvétinovou chut’ a stromy dosahuji vysky 6 metri.
Robusta, ktera je odolné;si vici chorobam a sktidciim, roste v rovinatych teplejSich oblastech
(24 az 29 °C), ma slabou chut,, nékdy vyraznou hotkost a stromy rostou ptiblizné do vysky 10

metrti [1,4,5,6].
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1.1.1 Plody kavovniku

Plody kavovniku jsou 10 az15 mm dlouh¢ bobule, nazyvané také tfesné€, obsahujici dvé semena
(kdvova zrna). U nezralych kavovych plodu byva slupka zbarvena zeleng, zralé kavové plody
se zbarvuji do Cervenofialové nebo tmavé Cervené barvy. Jsou tvofeny slupkou (epikarp
nebo exokarp), duzinou (mezokarp), pektinovou vrstvou (bezbarvou, tenkou, viskozni a vysoce
hydratovanou vrstvou slizu), nazloutlym pergamenem (endokarp), stfibfitou blankou a zrny
s rozdilnou morfologii a vlastnostmi (viz. Obrazek 1). Kavové plody jsou bohaté
na vlakninu, fytochemické slouceniny a ziviny, ov§em 90 % z nich se béhem zpracovani ztraci

[1,7,8].

- stiibfita blanka
- pergamenovy obal

_ duzZnina

Obrdazek 1 — Rez kdvovou tiesni [9]

1.1.2 SloZeni kavovych zrn

Slozeni zelenych kavovych zrn, které nasledné urcuje vlastnosti a kvalitu kavy, zavisi na druhu
kavovniku, podminkach péstovani, stupni zralosti pfi sklizni, zplisobu sklizné
a neposledni fad¢ také na zptsobu zpracovani [8].

Béhem procesu praZeni dochazi ke zménam chemickych, fyzikalnich a senzorickych vlastnosti
kavovych zrn. Tyto zmény jsou zplsobeny po sob¢ jdoucimi reakcemi véetn¢ Maillardovy
reakce, rozkladu cukru (karamelizace) a oxidace lipida [10].

Slozeni zelenych 1 prazenych kavovych zrn tedy nelze piesné vyjadiit. Bézné se vyskytujici
latky vcetné jejich pfiblizného obsahu v zelenych a prazenych kavovych zrnech zobrazuje

nasledujici tabulka.
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Tabulka 2 — Porovnani obsahu latek v zelenych a prazenych kavovych zrnech [11]

Arabika Robusta

Slozka zelena prazena zelend kavova = prazena kavova

kavovéa zrna | kdvova zrna zrna zrna
Polysacharidy 50,0 - 55,0 24,0 - 39,0 37,0-47,0 -
Oligosacharidy 6,0—-8,0 0-35 50-7,0 0-35
Lipidy 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0
volné aminokyseliny 2,0 0 2,0 0
Bilkoviny 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0
CGA 55-8,0 1,2-23 7,0-10,0 39-4,6
Kofein 09-1,2 0-1,0 16-24 0-20
Trigonelin 1,0-1.2 05-1,0 0,6-0,8 0,3-0,6
mastné kyseliny 15-20 10-15 15-20 10-15
mineralni latky 3,0-4,2 35-45 4,0-45 46-5,6
Melanoidiny - 16,0 -17,0 - 16,0-17,0

Hodnoty jsou uvedeny v % suché hmotnosti.

Sacharidy tvofi az 60 % zelenych kavovych zrn. 34 % aZz 53 % tvoti pievazné nerozpustné

polysacharidy (mannan, Skrob, celuldza, pektiny), 6% aZ 12% rozpustné sacharidy. Nejvetsi

zastoupeni ma sachardza, kterd tvoii az 9 % suSiny. DalSimi cukry jsou gluk6za a fruktoza

a vyskytovat se muze také galaktdza, arabindza, rafindza a polymery galaktdézy, manodzy,

arabinozy a glukozy [12].

Sachar6za se procesem praZzeni méni na alifatické kyseliny, furany a aldehydy, které ovlivituji

chut’ kavy (viz. Obrazek 2).

. i HMF
aromaticke slouceniny <
HMTA

sachardza

/\

alifaticke kyseliny

kyselina octova
kyselina mlécna
kyselina mraven¢i
kyselina glykolova

Obrdazek 2 — Preména sacharozy béhem procesu prazeni kavovych zrn [11]
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Kromé sachardzy degraduji také dalsi sacharidy, pfedevsim glukéza a fruktoza a v kavovych
napojich se mohou nachazet pouze ve stopovych mnozstvich. V instantni kavé se z hlediska

nizkomolekularnich sacharidii vyskytuji pfedevsim arabin6za, galaktoza a manoza [12].

V zelené kaveé jsou obsazeny netékavé alifatické kyseliny (kyselina citronova, jablecnd)
a t€¢kavé kyseliny (kyselina octova, propanova, butanova, isovalerova, hexanova a dekanova).
Z fenolickych sloucenin se vyskytuji predev§im kyselina chlorogenova (CGA) a jeji derivaty.
V niz§im obsahu se v kdvovych zrnech z hlediska fenolickych latek vyskytuji tfisloviny,
lignany a antokyany [5,8,11,12]. Lipidy jsou zastoupeny triacylglyceroly, esterifikovanymi
dipeptidy, volnymi mastnymi kyselinami, volnymi diterpeny, steroly, tokoferoly a fosfolipidy
[13]. Dalsi slozkou jsou aminokyseliny, bilkoviny a mineraly draslik, hoicik, vapnik, zelezo,

zinek, sodik [14,15,16].

Pii prazeni dochazi k reakcim (Maillardovy reakce, karamelizace, Streckerova degradace aj.),
pti kterych dochazi k rozpadu sacharidli, aminokyselin, trigonellinu, ¢asti kyseliny chinové,
karotenoidl a minoritnich lipidl a vzniku tékavych latek aldehydu, furanii, pyrazini, ketont,

alkoholt, esterti, slouceniny obsahujici siru (2-furfurylthiol) a guaiacol [11,17,18].

Z furani ma nejvetsi obsah 5-hydroxymethylfurfural. Jeho mnoZstvi v kavé je ddno typem
kavovych zrn, teplotou a dobou prazeni [19]. Béhem prazeni dochazi také k tvorb¢ akrylamidu,
ktery se vyskytuje ve vétsSim mnozstvim v robusté nez v arabice. Béhem skladovani ovSem jeho
obsah v kav¢ klesa [8]. Nejvyssich koncentraci dosahuje akrylamid na zac¢atku procesu prazeni
kavy, kdy v této fazi dochézi ke spottebovani volného asparaginu. V piipad¢ prazené kavy
nesmi mnozstvi akrylamidu pfekrocit 400 pg/kg a u instantni kavy se hranice pohybuje kolem

800 pg/kg [20].
Hlavnim alkaloidem v kavovych zrnech, at’ zelenych ¢i prazenych je kofein.
Kofein

Kofein neboli 1,3,7-trimethylxantin, vzorec je zndzornén na obrazku 3. Jeho obsah se lisi

v zavislosti na druhu kavy. Jedna se o psychoaktivni drogu.
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Obrazek 3 — Kofein
Kofein je nositelem hotkosti, zvySuje bdélost stimulaci centralniho nervového systému a krevni
tlak, zrychluje dychéni, zlepSuje naladu, zvySuje vykonnost a zmirfiuje piiznaky spojené
s Parkinsonovou chorobou a tfesy. Nadmérma konzumace kavy resp. kofeinu ma i negativni
ucinky na zdravi ¢lovéka, naptiklad nespavost, uzkost, neklid, napéti, nervozitu, vyssi riziko
kardiovaskularnich onemocnéni nebo piipadnou zavislost na kofeinu. PiedevSim kvuli

zavislosti na kofeinu vznikla snaha pfipravit bezkofeinovou kavu [8,21].

Tento alkaloid se zcela vstiebava 45 minut po peroralnim poziti v zaludku a tenkém strevé.

Polocas rozpadu kofeinu u dospé€lého ¢loveka je pfiblizné 2,5 az 4,5 hodiny [22,23].
Obsah kofeinu v jednotlivych druzich kdvy popisuje nasledujici tabulka.

Tabulka 3 — Obsah kofeinu v susiné v riuznych druzich kavy [6]

Druh kavy Obsah kofeinu v suSiné
Kéva praZzena nejmeéné 0,6 %
Instantni kéva nejméné 2,5 %
Kava praZzena bez kofeinu nejvice 0,1 %
Kéva instantni bez kofeinu nejvice 0,3 %

Mikrobiologie kavovych tfesni

Kavové tfteSné mohou byt kontaminovany celou fadou mikroorganismil véetné toxinogennich
druhii. Nejbéznéj$imi prirozenymi kontaminanty kavy jsou Aspergillus, Fusarium, Penicillium,
které¢ se vyskytuji b&hem péstovani, zpracovani, piepravy 1 skladovéani. Maji-li tyto
kontaminanty vhodné podminky jako je dostate¢nd teplota a vlhkost, produkuji Skodlivé

mykotoxiny [24].

K tvorbé mykotoxinti dochazi nejcastéji po sklizni a zdrojem plisni mize byt pida, povrchy

a zafizeni v susarn€. Vyskyt mykotoxind lze ovSem eliminovat dodrZzovanim poskliziiovych
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postuptl a vyuzitim pouze kvalitnich kavovych plodi. Doporucuje se, aby zelend kavova zrna
arabiky obsahovala maximalné¢ 12-14 % vlhkosti, relativni vlhkost mezi 50

a 75 % a aby teplota byla niz8i nez 26 °C [24].
1.2 Technologie zpracovani kavy

Sklizen

Velmi ditlezitym krokem pro ziskani kvalitnich plodin kavy je sklizen zralych kdvovych tfesni.
V ptipad¢ sklizn€¢ nezralych nebo naopak piezralych tfesni jsou vysledkem nekvalitni
avadnd kavova zrna. Jelikoz kdvové tfesn¢ nedozravaji ve stejny cas, se sbérem kavovych tresni

je vhodné zacit, jakmile je jiz vétSina zrala [1,25].

Sklizent mtze byt realizovana dvéma zplsoby, ru¢né nebo mechanicky. Ru¢né 1ze sbirat jednu
kavovou tfesen za druhou nebo stiihat vétvicky. Mechanicka sklizen spociva v tfeseni stromem
pomoci stroje s mechanickymi vibracemi. Rucni sbér se jevi jako ¢asove narocnéjsi a vyzaduje

r~r

vice pracovnich sil, ovSem piinasi kvalitnéjsi vybér kavovych tiesni [1,25].

Mezi nejvyznamnéjsi vady ovlivitujici kvalitu kavy patii nezralé, cerné, kyselé kavové tiesné
nebo kavové tiesné poskozené hmyzem ¢i mechanicky. Nutnosti je taktéz zamezit kontaminaci
a ristu mikroorganismii predevsim plisni, a to nejen béhem samotné sklizné, ale také ptisuseni
a skladovéani kédvovych zrn. Kontaminace ma vliv nejen na senzorickou kvalitu kdvového

napoje, ale také v ptipad€ produkce mykotoxinli miiZze negativné ovlivnit lidské zdravi [1,25].

Zpracovani kavovvch zrn

Po sklizni prochazi plody primdrnim zpracovanim, zrna jsou oddélena od zbytku plodu
a nasledné se tfidi dle po¢tu a druhu vad, velikosti atd [1]. V pfipadé kavy lze rozliSit dva
zplsoby zpracovani, a to suché a mokré. Zpiisob zpracovani zelené kdvy ma zasadni vliv
na vysledné senzorické vlastnosti. LepSim aroma, vy$§im obsahem chlorogenové kyseliny,

4

trigonelinu a niz§im obsahem sacharézy se vyznacuje kéva zpracovana mokrym zptisobem [8].

Suché zpracovani

Suché zpracovani spociva v suSeni sklizenych kavovych tfeSni na slunci, nésledované
mechanickym loupanim a odstranénim slupky, duZiny, slizu, pergamenu a je-li to mozné,
tak 1 stfibfité blanky [8]. Suchy zplsob zpracovani se vyuziva predev§im v Brazilii a Africe

ree
1

a produktem suchého zpracovani je ,,pfirodni“ zelena kava [1].
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Mokré zpracovani

v

Mokry zpiisob zpracovani piedstavuje sofistikovanéjsi postup s tendenci vytvaret kvalitngjsi
kavovy napoj [1]. U tohoto zpiisobu zpracovani se poskozené a nezralé plody oddéli ve vodé
flotaci od zralych plodl, které se potopi. Z potopenych plodi se slupka a vétSina duziny
mechanicky odstrani ve vod¢é lisovanim pfes sito (pomoci rozvlaknovace).
Nasledn¢ se odstranuji zbytky duziny a také sliz tzv. ,.fizenou* fermentaci, ktera probiha 12

az 48 hodin mytim v betonovych nadrzich, nebo mechanickym drhnutim (aquapulping) [8].

Béhem fermentacniho kroku dochdzi k hydrolyze slizu enzymy a mikroorganismy
nachazejicimi se na slupkach plodii. Tyto mikroorganismy maji vliv na konec¢nou kvalitu
kavovych zrn [8]. Zrna se susi bud’ na dvorcich nebo na stolech, ¢i lze vyuzit kombinaci
se suSenim horkym vzduchem. Mokry zplisob zpracovani se vyuziva v mistech, kde se kavové

tteSné sklizi ru¢né, naptiklad v Kolumbii, Asii a Stfedni Americe [1].

Hlavnim rozdilem mezi suchym a mokrym zpiisobem zpracovani je ten, ze pii mokrém
zpracovani je vétSina Casti, které tvori kdvovou tfeSent odstranéno kromé stiibfité slupky
pfed suSenim. Stiibfita slupka se odstrafiuje az béhem procesu fermentace a po ném [1].
Pii mokrém zpracovani se vyuzivaji zralé cervené kdvové tfesné€, naopak pii suchém zpracovani
se pouzivaji kavové tfesné v riznych stupnich zralosti. Zaroven mokry zplsob zpracovani

kavovych tesni vyzaduje vétsi peclivost a presnost [26].

Bez ohledu na to, jaky zpisob zpracovani je vyuzivan, je nezbytné kavova zrna vysusit. Behem
procesu suSeni se obsah vody v kdvovych zrnech snizi z 50 % az na 12 %. V ptipadé suché¢ho

roMr

zpracovani probiha suSeni az tfi tydny, u mokrého zpracovani fadové nékolik dni [26].

Polosuchy zpusob zpracovani

Alternativni metodou vyvinutou v Brazilii mize byt polosuchd metoda zpracovani,
kterd kombinuje suchou a mokrou metodu zpracovani. Spociva v promyti, vybéru plodi
ve flotacnich nadrzich a vyuZziti rozvldknovace jako u mokrého zpiisobu s absenci
fermentac¢niho kroku. Nasledné jsou kavova zrna skladovana, tfidéna rucné€ ¢i mechanicky,
pfipadné oddélena od vadnych zrn a pfipravena na prazeni. Kavova zrna také mohou byt

zbavena kofeinu nebo pifed prazenim oSetfena parou [1].
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Prazeni

S 24

vysledné kave komplexni viini a chut’. Stupné prazeni 1ze hodnotit posouzenim barvy zrn okem,

kolorimetrem nebo dle ubytku hmotnosti vody po prazeni [11].

Kavovd =zrna se prazi vprazicich strojich rozmanité konstrukce (horizontalni
¢i vertikalni rotujici bubny s lopatkami, vertikalni rotujici misy nebo horizontalni/vertikalni
fluidni loze) horkym vzduchem, ktery je =zahiivan plynem. Proces prazeni probiha

za atmosférického tlaku [27,28].

Prazeni zelenych kavovych zrn je mozné rozdelit do tfi zakladnich stupnd,
a to na svétlé (230 °C po dobu 12 minut), stfedni (240 °C po dobu 14 minut) a tmavé (250 °C
po dobu 21 minut). Kavova zrna jsou béhem procesu neustale promichdvana a je stale sledovana
teplota, vlhkost a barva kdvovych zrn [27,29]. Ve skutecnosti existuje az 10 riznych stupiti
prazeni kavovych zrn a to: Svétla skofice (Light Cinnamon), Skofice (Cinnamon), Nova Anglie
(New England), Amerika (American), Svétlé mésto (Light City), Mésto plus (City Plus),
Stiedni (Medium), PIné mésto (Full City), Svétlad Francie (Light French), Viden (Viennese),
Francie (French), Italie (Halian) a Spanélsko (Spanish) [17].

Proces prazeni je ale mnohem slozitéjsi a da se vysvétlit pomoci tzv. teplotnich fazi. V prvni
se odpatuje voda, volnd i1 vdzana a tato faze probiha v teplotnim rozmezi 20 az 130 °C. Vzroste-
li teplota nad 130 az 140 °C, kédvova zrna za¢nou ménit svij tvar, barvu, zacnou bobtnat
v procesu ozna¢ovaném jako neenzymatické hnédnuti. Pfi zvySovani teplot na 140 az 160 °C
se zvysi objem kavovych zrn aZ dochazi k vzniku trhlin a k jejich rozpadu. Zaroven béhem této
faze vznikaji aromatické latky a také se sniZzuje obsah chlorogenové kyseliny.
Pti teplotach nad 180 az 190 °C vznikaji latky odpovidajici za aroma, barvu a chut’ kdvovych
zrn. Pfi teplotach v rozmezi 190 az 220 °C vznikaji dal$i aromatické latky (napt. HMF),

uvoliiuje se voda a oxid uhlicity [29,30].

Jakmile jsou kdvové zrna uprazena, béhem 4-10 minut jsou na sitech nebo v chladicich bubnech
schlazena studenym vzduchem. Nésledné se odstrani vadné zrna a kdvova zrna namelou a bali,

nejcastéji pod inertnim plynem nebo vakuové [27].
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Arabica

Robusta

Obrazek 4 — Porovnani tvaru zrn arabiky a robusty [31]

Prazeni Torrefacto

Zvlastni typ praZeni vyuZivajici se predevS§im v zemich jizni Evropy a jizni Ameriky
je tzv. Torrefacto. Tento zplsob prazeni spociva v pfidani cukru do kavy robusta na konci
procesu, aby doslo ke zhnédnuti kdvového vyluhu a zamaskovani negativni chuti. Teplota
prazeni je vyssi nez 200 °C, sachar6za se méni na karamel a tvoti kolem prazenych zrn spaleny
film. Cukr se zde vyuZziva k maskovéani nekvalitnich a vadnych zrn. Tento zplsob praZeni byl
vynalezen proto, aby se zabranilo kazeni kdvy zamezenim kontaktu kysliku se zrny. Prazena

kava Torrefacto ma charakteristickou karamelovou chut’ [11].
1.2.1 Technologie instantni kavy

K vyrobé instantni kavy je tfeba pouzit prazena kavova zrna. Jednd se ovSem
o technologicky a finan¢né velmi naro¢ny proces. Nej€astéji se k vyrobé instantni kavy vyuziva
smés, ve které prevlada robusta nebo se instantni kava vyrabi pouze ze 100% robusty, hlavni

roli hraje pfedevsim cena.

Zakladni surovinou pro vyrobu instantni kavy je tekuty extrakt zpracovany z prazené kavy
a suSeny sprejovanim, aglomerovanim nebo vymrazovanim. SuSeni kavového extraktu
sprejovanim spociva ve stiikani kavového extraktu spole¢né s horkym vzduchem do vysoké
véze. Plisobenim vysoké teploty dochazi k odpateni vody a na dné véze se zachycuje usuSeny
kavovy prasek. Jednd se o pomérné snadny zplisob pfipravy instantni kdvy, ovSem vlivem

vysoké teploty miize byt ovlivnéno vysledné aroma a chut’ instantni kavy [6].

Suseni sprejovanim dale nasledovala aglomerace neboli shlukovani, kdy se k usuSenému
kavovému prasku ptidd malé mnozstvi vody nebo kdvového oleje a drobné casteCky kavy
se poslepuji do granuli a vysusi.
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Poslednim zplsobem vyroby instantni kavy je suSeni vymrazovanim. Kévovy extrakt
je zmrazen na teplotu -45 °C az -50 °C. Vyuziva se proces lyofilizace neboli vakuové vymrazeni
spoc¢ivajici v odstranéni vlhkosti vakuem a jelikoz nedochazi k zahfivani smési, vyrobku

zustava jeho chut’ a aroma. Vyslednym produktem je mrazenim vysusend krystalicka instantni
kava [6].

1.3 5-hydroxymethylfurfural

5-hydroxymethylfurfural (HMF) s nazvem dle IUPAC 5-(hydroxymethyl)furan-2-karbaldehyd
je tvofen furanovym kruhem s aldehydovou a alkoholovou funkéni skupinou [29]. Jedna

se o krystalickou pevnou latku s charakteristickou viini kvéti hefmanku [32].

O OH
\ o
\ 7/
Obrazek 5 — HMF

Tato latka je dobfe rozpustna v béznych organickych rozpoustédlech, naptiklad v methanolu,
ethanolu, acetonu, ethylacetatu, dimethylformamidu, vod¢. Dale je rozpustny také v etheru,

benzenu, chloroformu a mén¢ rozpustny v tetrachlormethanu a petroletheru [32].

Tabulka 4 — Viastnosti HMF [29,32]

5-hydroxymethylfurfural

molekulovy vzorec CsHeO3
molarni hmotnost 126,11 g/mol
bod tani 31,5°C
bod varu 114—-116 °C
hustota 1,2062 g/cm?

Zatim neni zafazen mezi karcinogeny, ovSem jeho metabolity, jmenovité
5-sulfoxymethylfurfural a 5-chloromethylfurfural jsou intenzivné studovany pro svou

potencialni karcinogenitu a genotoxicitu [33]. Také mohou zptusobit rakovinu klize a jater [34].

HMF je jednim z nejbéznéjSich meziproduktli Maillardovy reakce, dale vznikéd jako jeden

z produkti rozkladu kyseliny askorbové a vyuziva se k hodnoceni intenzity zahfivani
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pfi zpracovani ovocnych §tav. Kromé toho je dllezitym parametrem Cerstvosti a kvality

potravin a indikatorem nedostatecné doby nebo teploty skladovani v riiznych potravinach [34].

Vysoky obsah 5-hydroxymethylfurfuralu obsahuje ptedevSim prazena kéva, bramburky,
hranolky a suSenky [33]. Tuto latku lze nalézt také v medu, balzamikovém octu, chlebu,
obilovinach, ovocnych stavach, suseném ovoci, dzemu, s6jové omacce, vinu a pivu viz. tabulka

5.V Cerstvych potravinach je ale jeho koncentrace nizka [35,36].

Tabulka 5 — Obsah HMF v potravinach [36]

Potravina Koncentrace HMF (mg/kg nebo mg/l)
kava 900-1200
ocet 43-455
ceredlie 15-717
chleba 14,8-17,1
pivo 4,3-7,0
suSené ovoce 4-2400
ovocna Stava 0,1-3,0

Lze se setkat i s pozitivnimi efekty na lidské zdravi, a to antioxida¢nimi, antialergennimi

-----

skladovat [37].

1.4 2-furaldehyd (furfural)

2-furaldehyd, téz zvany furfural je bezbarva olejovitd kapalina se specifickym zapachem
pfipominajicim pach benzaldehydu. Na vzduchu a svétle méni barvu — Zloutne aZ hnédne
a pryskyfi¢nati (polymeraci urychluji horké alkalické roztoky). Furfural lze castecné rozpustit

ve vode, ovSem lépe je rozpustny v alkoholu ¢1 etheru [38].

| o

\ /

Obrazek 6 — Furfural

24



Tabulka 6 — Viastnosti furfuralu [38]

2-furaldehyd

molekulovy vzorec CsH40Oo
molarni hmotnost 96,09 g/mol
bod tani -36,5 °C

bod varu 162 °C
Hustota 1,1563 g/cm?

Furfural je obsazen v esencialnich olejich. Primyslové se pfipravuje z pentozant,
které jsou obsazeny ve stéblech a otrubach obili. Laboratorné se piipravuje z kukuiicnych klast

nebo ho lze pfipravit z pyridinu.

Pouziva se pifi vyrob¢é furfural-fenolovych plasti jako je naptiklad Durite, dale
nachdzi vyuziti pfi rozpoustédlové rafinaci ropnych oleju a jako rozpoustédlo pro nitrovanou
bavlnu a acetat celuldzy. Déle se pouziva k vyrob¢ lakt, nebo jako insekticid, fungicid, germicid

¢i jako katalyzator nebo ¢inidlo v analytické chemii [38].
1.5 2-furylmethylketon (2-acetylfuran)

Jednd se o latku se sladkym balzamiko-skoficovym nadechem. Hojné se vyskytuje
v esencidlnich olejich, sladkych kukufi¢nych produktech, ovoci a také v kvétinach [39].
Z hlediska rozpustnosti je rozpustny v etanolu, velmi maélo rozpustny ve vodé, Iépe
v propylenglykolu a rostlinnych olejich. Nejcastéji se vyuziva jako potravinaiskd prtisada,

aromatizacni prostfedek nebo ptichut’ [40].

Obrdzek 7 — 2-furylmethylketon

Tabulka 7 — Viastnosti 2-furylmethylketonu [40]

2-furylmethylketon

molekulovy vzorec CsHsO2

molarni hmotnost 110,11 g/mol
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2-furylmethylketon

bod tani 33°C
bod varu 67 °C
hustota 1,102 - 1,107 g/cm’

1.6 5-methylfurfural (5-methylfuran-2-karbaldehyd)

5-methylfurfural je bezbarvou kapalinou s lehkou karamelovou viini. Lze ho pomérné snadno
rozpustit v olejich, méné¢ dobie ve vodé¢ a je také misitelny s etanolem. Nejcastéji

se vyuziva jako potravinafska piisada, aromatizacni prostfedek nebo piichut’ [41].

Obrazek 8 — 5-methylfurfural
Tabulka 8 — Viastnosti 5-methylfurfuralu [41]

5-methylfurfural

molekulovy vzorec CeHsO2

molarni hmotnost 110,11 g/mol

bod varu 89—-90°C

hustota 1,098 — 1,108 g/cm’
1.7 Maltol

Maltol je bila krystalicka latka s viini po karamelu. Rozpousti se v horké vod¢, chloroformu,
mén¢ pak v benzenu, etheru, petroletheru. V alkalickych hydroxidech se rozpousti za vzniku
zlutych roztokl. Vyuziva se predevsim jako ochucovadlo, pe€ivu dodava ,Cerstvé upecenou*

vuni a chut’ [42].

OH

0 CH,

Obrazek 9 — Maltol
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Tabulka 9 — Viastnosti maltolu [42]

Maltol
molekulovy vzorec CsHsO3
molarni hmotnost 126,11 g/mol
bod tani 161 -162 °C
sublimuje pii 93 °C

Maltol se nachézi predevsim v kiife mladych modiint, borovém jehli¢i, ¢ekance, dehtech
izolovanych ze dfeva a také v prazeném sladu. Ziskava se alkalickou hydrolyzou soli

streptomycinu [42].
1.8 Analyza furanickych latek v potravinach

Z furanickych latek je nejcastéji analyzovanou latkou HMF. Pro jeho stanoveni v rtznych
potravindch jsou vyuzivané spektrometrické, chromatografické a elektroanalytické techniky.
I kdyz ptevazuji chromatografické techniky, pro svou jednoduchost, rychlost a v neposledni

fad¢ i ekonomickou nendro¢nost jsou vyuzivané i spektrofotometrické techniky [36].

Velmi ¢asto je analyzovan med, kde je maximalni mnozstvi HMF stanoveno normou jakosti
[43]. Pro jeho stanoveni byla vyuzita napiiklad technika iontové-vyménné chromatografie [44]
¢i plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii [36,45], kde je nezbytné pouzit

derivatizaci.

Technikou HPLC v systému obracenych fazi s UV detekci byl stanoven hydroxymethylfurfural
1 dalsi furany ve vzorcich medu a medovice [46], chlebu [47], kdve [10,19,29,48,49].

Dal§imi technikami jsou GC-MS nebo UHPLC s UV detekci, kde byl stanoven obsah
furanickych latek v plodech diinu lékatského [36,50,51,52,53,54]. HMF byl analyzovéan
ve vzorcich détské vyzivy technikou LC-MS s APCI zdrojem. Obsah furanickych latek byl
stanoven také technikou HPLC-MS v kavovych zrnech pfi rGznych zptsobech jejich

zpracovani [55].
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1.9 Sacharidy

Sacharidy jsou polyhydroxyaldehydy ¢i polyhydroxyketony nesouci v molekule alesponi tfi
alifaticky vazané uhlikové atomy a slouceniny, které se z nich tvofi vzajemnou kondenzaci

za vzniku acetalovych vazeb [16].

Tato skupina latek predstavuje pro lidsky organismus rychly a dilezity zdroj energie [56].
Vznikaji v bunikdch fotoautotrofnich organismti asimilaci vzduS$ného oxidu uhli¢itého
v pfitomnosti vody a s vyuzitim energie svétla. V bunikach plni tyto latky fadu funkei, naptiklad
jsou zdrojem energie, jednd se o biologicky aktivni latky nebo jsou slozkami mnoha biologicky
aktivnich latek (napt. glykoproteiny), jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami mnoha bunck

a chrani buniky pfed ptisobenim vnéjsich vlivt [16].

Sacharidy lze d¢lit z nékolika hledisek, naptiklad podle jejich funkce ve vyzivée na:
e sacharidy vyuzitelné
e sacharidy $patné vyuzitelné

e sacharidy nevyuZitelné

Mezi vyuzitelné sacharidy patifi nékteré polysacharidy, predevSim Skrob, glykogen
a dextriny nebo oligosacharidy sachar6za, maltéza, laktdoza ¢i monosacharidy glukéza
a fruktoza. Spatné vyuzitelnymi sacharidy jsou z monosacharidi napiiklad xyloza a arabindza,
z oligosacharidli rafindza, stachyoza, galaktoinozitol a z polysacharidi predevS§im inulin,
ktery se vyskytuje v topinamburu nebo Cekance, pouziva se jako sladidlo pro diabetiky.
Mezi sacharidy nevyuzitelné se z monosacharidi ftadi napiiklad manndza, sorbdza
a z polysacharidii celuldza, hemiceluldzy, rezistentni Skrob, pektiny nebo chitin vyskytujici

se v houbéch [56].

Sacharidy lze déle d€lit dle poctu cukernych jednotek, které v molekule obsahuji na:
e monosacharidy (1 cukerna jednotka)
e oligosacharidy (2-10 cukernych jednotek)
e polysacharidy (vice nez 10 cukernych jednotek) [16]

1.9.1 Glukoéza

Tento sacharid byva oznacovan jako hroznovy c¢i Skrobovy cukr [16]. Glukoza patii
mezi monosacharidy a jedna se o zdroj energie pro rostliny a zivoc€ichy a také sladidlo potravin,

napoji. Hodnota hladiny glukézy v krvi nad 7 mmol/l indikuje onemocnéni zvané diabetes [57].
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Vyskytuje se predevsim v ovoci a medu, je to zdkladni volny cukr cirkulujici v téle vyssich

zivocichu [58].

H—C—OH
HO—C—H
H—C—OH
H—(!.:—OH
C|:H20H

D-glukdza

Hzc"’c’"I

a-D-glukopyrandza

Obrazek 10 — Glukoza

Tabulka 10 — Viastnosti glukozy [57,59]

Glukoza
molekulovy vzorec CeH1206
molarni hmotnost 180,16 g/mol
bod tani 146 °C
hustota 1,56 g/cm®

1.9.2 Fruktoza

Fruktéza je monosacharid, tvoii bilé krystalky bez zapachu. Obdobné jako glukdza a sachar6za
1 frukt6za se vyuziva jako sladidlo. Vyskytuje se predev§im v ovoci a medu. Tento sacharid 1ze
rozpustit ve vodé, v methanolu, pyridinu, ethylaminu, methylaminu ¢1 horkém acetonu [60].

CH,OH
o
HO—C—H CH, . HC

| | |
H—C—OH c/H ho~¢

| I I
H —(i.: —OH H \clz (!':/HO

CH-,0H ClJH I-ll
D-fruktoza a-D-fruktofurandza

Obrazek 11 — Fruktoza
Tabulka 11 — Viastnosti fruktozy [60]
Fruktéza

CsH1206
180,16 g/mol

molekulovy vzorec

molarni hmotnost
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Fruktoza

bod tani 103 °C

hustota 1,6 g/cm?

1.9.3 Sacharoza

Sachar6za, synonymem titinovy cukr, stolni cukr nebo fepny cukr, je bilé krystalicka ¢i pevna
praskova latka bez zépachu, kterd zahtatim karamelizuje. Tuto latku Ize velmi dobfe rozpustit
ve vodé a methanolu, méné v ethanolu a nelze ji rozpustit v ethyletheru. Sachar6za patii

mezi disacharidy. Zdrojem tohoto disacharidu je cukrova fepa, Cirok nebo titinovy cukr [61,62].

Vyuziva se jako sladidlo do potravin a nealkoholickych napojt. Jedna se o vstupni surovinu
pro vyrobu etanolu, butanolu, glycerolu nebo kyseliny citronové, konzervant, antioxidant
nebo jako nahrada glycerolu [61,62]. Lze ji také vyuzit jako surovinu pro vyrobu invertniho
cukru, fruktooligosacharidii, palatinézy a palatinitolu [16]. Sachar6za je v travicim systému
Stépena na glukdzu a fruktdzu a jeji prebytecné mnozstvi se méni v tuk [56].
CH,OH CH,OH
0) O_ OH

OH o~ \\OH
HO

OH OH

Obrazek 12 — Sacharoza

Tabulka 12 — Viastnosti sacharozy [61]

Sacharoza
molekulovy vzorec Ci12H2201
molarni hmotnost 342,30 g/mol
bod tani 185,5°C
hustota 1,59 g/cm®

1.9.4 Analyza sacharidi v potravinach

Sacharidy lze stanovit velkym mnoZstvim metod fyzikalnich, chemickych a enzymovych.
Mezi metody fyzikdlni patfi metody denzitometrické, refraktometrické a polarimetrické
[63,64]. Chemické metody vychazi zredukénich vlastnosti sacharidi ¢i barevnych

kondenzac¢nich reakcich jejich degradacnich produkta [65].
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Spektrofotometrické metody pro stanoveni sacharidi jsou dnes hojné vyuZzivany predevsim

pro dobrou citlivost, snadnou manipulaci a dostupnost vybaveni [66].

Moderni techniky pouzivané ke stanoveni sacharidi v potravinach jsou metody
chromatografické s RI detekci [67,68] a elektroforetické s fluorescencni detekci [69], UV
detekci [70] a vodivostni detekci [71].

Technika HPLC s RI detekci byla pouzita pro stanoveni sacharidii v medu [72], medovinach

[73] s ELS detekci v medu, melase, dzemu, liskootiskové pomazance a arasidovém masle [74].

Technikou kapildrni zénové elektroforézy s UV detekeci po piedchozi derivatizaci byly

stanoveny sacharidy v pivu a mléce [70], s fluorescenc¢ni detekei v medu [69].

Sacharidy lze stanovit pomoci plynové chromatografie s plamenové-ionizaénim detektorem.
Jedna se o metodu velmi hojné pouZivanou ke sledovani kvality mléka v mlékarenském
pramyslu. Jejim nejvétsim nedostatkem je nezbytnost derivatizace sacharidi s cilem zvysit
jejich tékavost. Nejcastéji se sacharidy prevadi na methylestery, trifluoroacetaty
¢i trimethylsilyl ethery [75]. Touto technikou byly sacharidy stanoveny také v datlovém sirupu
[76].

V zelené kavée lze sacharidy analyzovat naptiklad pomoci aniontové-vyménné chromatografie
s pulzni amperometrickou detekci. Metoda je pouZzitelnd pro zpracovani velkého mnozstvi

vzorki a vyhodou je, Ze nevyzaduje derivatizaci [77,78].

31



2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) se fadi mezi separacni techniky zalozené
na rozdilném dé€leni analyti mezi dvé faze — stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou).

Stacionarni fazi byva tuha latka nebo kapalina zakotvena na nosici, mobilni fazi je kapalina

[79].

Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z nasledujicich ¢asti:
e zasobniky mobilni faze
e vysokotlaké ¢erpadlo
e davkovaci zatfizeni (autosampler, manudlni davkovaci ventil)
e chromatograficka kolona
e detektor

e vyhodnocovaci zafizeni (software, pocitac) [79]

Zasobniky mobilni
faze AaB

Davkovaci zafrizeni

Chromatograficka
kolona

ooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooo

Detektor .
Pocitac

TI: Odpad

Binarni Cerpadlo mobilni faze

Obrazek 13 — Schema kapalinového chromatografu [80]

Zasobniky mobilni faze

Zasobniky mobilni faze ptredstavuji vétsinou sklenéné nadoby riiznych objemil, nejcasteji 1 —
2,5 litru. Nezbytnym krokem je odstranéni plynu z mobilni faze, k ¢emuz se pouziva helium,
vakuovy pritocny odplynovac¢ (degaser) nebo ultrazvuk. Odplynéni mobilni fize se vyuziva
proto, aby nedochazelo k uvolnéni bublinek rozpusténych plynl pfi zméné tlaku na vystupu

z chromatografické kolony nebo v kolon¢. SlouZzi k eliminaci problému, jako jsou naptiklad
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nestalost zékladni linie, ktera vede k poklesu citlivosti detekce, nedostatecné opakovatelnosti

davkovaného objemu vzorku, nereprodukovatelnym reten¢nim ¢astim a dalsim [79,81].

Vysokotlaké ¢erpadlo

Cerpadla jsou uréena k Gerpani mobilni faze a jsou zhotovena ztakového materialu,
ktery odolava korozi a zaroven agresivnimu charakteru mobilnich fazi. Nejcastéji se pouziva
nerezova ocel, titan nebo keramika. Cerpadla musi poskytovat pfedeviim stabilni priitok
mobilni faze, nejcastéji se jedna o prutoky 0,1 — 5 ml/min. V HPLC lze rozlisit n€¢kolik typt
Cerpadel a to: pneumaticka Cerpadla, cerpadla injek¢niho typu, pistova ¢erpadla, membranova
cerpadla nebo dvoupistova Cerpadla zapojena do série. Nejvice pouzivanymi Cerpadly jsou

pistova Cerpadla [79,81].

Davkovaci zafizeni

V soucasné dob¢ se k ddvkovani vzorkli vyuzivaji manudlni ddvkovaci ventily ¢i automatické
davkovace tzv. autosamplery. Ob& tyto metody jsou zaloZeny na davkovaci smycce,

ktera je vymeénitelnd a umoznuje volit davkovany objem vzorku od 1 do 100 pl i vice [79].

Chromatografické kolony

Chromatografické kolony, které se pouZzivaji v HPLC musi spliiovat tfi podminky:
e byt chemicky odolné vii¢i plisobeni mobilni faze
e musi byt odolné vii¢i vysokym tlaktim
e vnitini povrch kolony by mél byt dokonale hladky [79]

Typy kolon v€etné jejich parametri znazornuje nasledujici tabulka.

Tabulka 13 — Viastnosti kolon pouzivanych v HPLC [81]

Typ kolony délka priumér Castice pritok mnoZstvi vzorku
[em] [em] [wm] [ml/min] [g]

Konvenéni 6-25 0,3 -0,46 3-10 1-3 10— 10"

analytické

Pro rychlé 2-5 0,3 -0,46 1,5-5 2-5 10— 10"

analyzy

Mikrokolony 10-50 | 0,05-0,21 3-10 0,02-0,2 1012 - 107

PInéné kapilarni | 10— 100 | 0,01 — 0,05 3-10 0,001 — 0,02 1014 - 10

Pro SEC 15-100 | 0,6-1,0 5-20 0,5-2 10— 10"

Semipreparativni = 10 -25 | 0,8-1,0 5-20 10— 100 102 - 10!
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Typ kolony délka prumér Castice pritok mnoZstvi vzorku
[cm] [cm] [nm] [ml/min] [g]

Preparativni 10 -25 2,0-5,0 5-20 100 — 1000 102-10

V porovnani s plynovou chromatografii se v HPLC uplatiiuji ptimé kolony. Obvykle uzivané
kolony maji délku 10 nebo 15 cm, vnitini pramér 4,6 mm a tyto kolony jsou naplnény ¢asticemi

o pruméru 5 pm. Umoznuji rozliseni 40 000 az 70 000 teoretickych pater na 1 m [82].

Detektory

Detektory se nachdzi za chromatografickou kolonou, do detektoru je zaveden eludt praveé
z chromatografické kolony a ukolem detektorti je zaznamenat odliSnost v signdlu mezi
prichodem ¢isté mobilni fAze a mobilni faze, kterd obsahuje analyt. Detektory lze klasifikovat

na detektory koncentra¢ni a hmotnostni nebo na detektory nedestrukéni a destrukéni.

Idedlni detektor by mél byt nedestruktivni, spolehlivy a snadno pouzitelny, specificky, mél by
poskytovat Siroky linedrni dynamicky rozsah, byt univerzalni, vysoce citlivy atd. Idedlni

detektor ovSem neexistuje, je tfeba hledat kompromisy [79,81].

V soucasné dob¢ se hojné vyuzivaji spektrofotometrické detektory vychazejici z Lambert-
Beerova zakona a zalozené na principu absorpce zaieni v ultrafialové ¢i viditelné oblasti

elektromagnetického zateni.

Kromé& spektrofotometrickych detektorti (detektor s diodovym polem) se rozliSuji také
detektory fluorescencni, elektrochemické — amperometrické, coulometrické; detektory na bazi

aerosolu — ELSD, CAD; refraktometrické ¢i vodivostni detektory.

Detektor s diodovym polem (DAD detektor) ptedstavuje spektrofotometricky jednopaprskovy
detektor, ktery je tvofen plosnymi fotodiodami, jejich pocet se pohybuje od 512 do 1024.

Detektor dava v aktualnim ¢ase UV spektra pro kazdy pik na chromatogramu [79,81].
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Obrazek 14 — Detektor s diodovym polem, 1 - zdreni ze zdroje, 2 - Stérbina, 3 - cocka, 4 - clona,
5 - mérna cela detektoru, 6 - holograficka mrizka, 7 - pole fotodiod [81]

Refraktometricky detektor patii mezi univerzalni detektory majici ov§em nékteré nevyhody
jako napriklad nizka citlivost detekce, teplotni zavislost odezvy nebo nemoznost pouziti
gradientové eluce. Pti prichodu latky detektor poskytuje odezvu imérnou rozdilu indexu lomu

eluatu v mérné cele a indexu lomu mobilni faze v referencni cele detektoru [79,81].

2.1 Chromatografie v systémech s obracenymi (prevracenymi) fazemi

Vyuziva se k separaci nepoldrnich, polarnich, n€kdy i iontovych latek. Separace spociva
v nepolarnich interakcich mezi analyzovanymi latkami, mobilni i stacionarni fazi. Mobilni faze
je vtomto uspofddani polarni, stacionarni faze nepolarni. Staciondrni fazi jsou nejCastéji
oktadecylové (C18), oktylové (C8) nebo jiné alkylové a alkylarylové skupiny chemicky vazané
na silikagelu, pfipadné nitrilové skupiny. Mobilni fazi je voda s vhodnymi polarnimi
organickymi rozpoustédly, nejcastéji se jednd o metanol ¢i acetonitril. S klesajici polaritou
organického rozpoustédla roste elu¢ni sila mobilni faze. Podle rostouci elu¢ni sily mobilni faze
1ze nejbeZnéji pouzivana rozpoustédla setadit takto:

voda < metanol < acetonitril < propan-2-ol < dioxan < tetrahydrofuran

Pouze voda bez organického rozpoustédla neni dostacujici mobilni fazi v RP-HPLC a to

z divodu, Ze nedostate¢né smaci povrch bézné stacionarni faze.

Velmi casto se s chromatografii na obracenych fazich lze potkat jako s prvotni moZnosti
pii vyvoji a optimalizaci nové HPLC metody. Pouziva se také pfi studiu biologickych vzorkd,

predevsim metabolitli novych 1éCiv ¢i rostlinnych extrakta [79,81,83].
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2.2 Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi

Chromatografie v systémech s normalnimi fazemi byla prevladajici technikou od 70. let 20.
stoleti v oblasti tenkovrstvé chromatografie a nizkotlaké LC. Tyto systémy se vyznacuji
polarnimi staciondrnimi fazemi (silikagel nebo polarni chemicky vazané faze na silikagelovém
nosic¢i) a mén¢ polarnimi mobilnimi fazemi (propanol a n-hexan), zpravidla se jedna o smési
dvou rozpoustédel s rozdilnou polaritou. Retence latek na koloné s rostouci polaritou roste.
Dle rostouci polarity na funk¢nich skupin Ize organické slouceniny s jednou funkéni skupinou
uspotadat v potadi rostouci retence na polarni adsorbentu:

Alifatické uhlovodiky < aromatické uhlovodiky < halogenslouceniny < ethery < tercialni aminy
< nitrily < nitroslouceniny < estery karboxylovych kyselin < ketony < aldehydy < primarni

aminy < amidy < alkoholy < fenoly < karboxylové kyseliny < sulfokyseliny

Z hlediska vyuzitelnosti tohoto typu separace latek jiz v soucasnosti upousti, naptiklad
z divodu pouziti té¢kavych organickych rozpoustédel. Tuto chromatografii Ize také vyuzit

k separaci izomeri — tokoferoltl, retinoltl nebo retinalti [79,81].
2.3 Hydrofilni interak¢ni chromatografie (HILIC)

Mechanismus HILIC separace neni v soucasné dobé zcela vysvétlen. Jednim z moznych
principt je, ze HILIC spociva v rozdélovani latek mezi hydrofobni ¢asti mobilni faze a silné
hydrofilni vrstvou vody, ktera je imobilizovana na povrchu stacionarni faze. Stacionarni faze

funguje jako tzv. ,,pfenasec* vody [79].

HILIC piedstavuje alternativu HPLC pro separaci polarnich latek, umoznuje také analyzu
nabitych latek a poprvé se tato chromatografie objevuje v roce 1990, kdy ji jako prvni navrhl
Alpert. HILIC pouzivé polérni stacionarni faze (silikagel) jako u NP-HPLC zatimco mobilni
faze jsou podobné s RP-HPLC (napf. acetonitril, tetrahydrofuran, propanol-2-ol, ethanol
nebo methanol). Tento typ chromatografie 1ze pouzit k analyze malych organickych kyselin,
sacharidd, 1éCiv, peptidd, vitamint, fenoll, pesticidl, toxind, estrogenti a cytostatik

[79,84,85,86].

Vyuziti HILIC poskytuje fadu vyhod jako naptiklad: dobrou retenci pro polarni latky, moZznost
vyuziti vy$Sich pritokt mobilni faze, jednoduchou nahradu NP-HPLC nebo Ize tuto metodu
spojit s ionizaci elektrosprejem, a to diky mobilnim fazim obsahujicim vysoka procenta

acetonitrilu [79].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Pristroje a zarizeni

Analyza furanickych latek, maltolu a kofeinu byla uskutecnéna za vyuziti LC systému Agilent
1200 Series (Agilent, Palo Alto, CA, USA), jehoZ soucasti bylo dudlni vysokotlaké Cerpadlo
mobilni faze, odplynova¢ mobilni faze, autosampler, termostat kolony a DAD detektor.
Pro separaci latek byla vyuzita kolona Kinetex C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,6 pm)

od firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA).

Pro analyzu sacharidd byl rovnéz vyuzit systém Agilent 1200 Series (Agilent, Palo Alto, CA,
USA), jehoz soucasti bylo dudlni vysokotlaké ¢erpadlo mobilni faze, odplyniova¢ mobilni faze,
autosampler, termostat kolony a RI detektor RID-10a od firmy Shimadzu (Kjoto, Japonsko).
Pro separaci byla pouzita kolona Luna Omega SUGAR (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm)
od firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA).

Pro veskera navaZovani byly vyuZity analytické vahy od firmy SARTORIUS model A 200 S
(Usti nad Labem, Ceska republika). Pro pipetovani objemii v fadech jednotek az tisicti
mikrolitri byly pouzity automatické pipety of firmy Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA,
USA). Mleti kavovych zrn bylo provedeno pomoci elektrického kavového mlynku ETA Magico
(Praha, Ceska republika). Pro tUpravu vzorku a odplynéni mobilni fize byla pouzita
ultrazvukova lazen od firmy Bandelin Sonorex (Berlin, Némecko). Pro centrifugaci vzorkt byla
pouzita centrifuga Biofil, firmy Merci (Brno, Ceska republika). Vzorky byly pied HPLC
analyzou filtrovany pies PTFE (polytetrafluorethylen) stiikackové filtry o velikost port

0,45 pm a praméru 13 mm od firmy Labicom (Olomouc, Ceska republika).

3.2 Chemikalie
e 2-Furfural (analyticky standard), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e 2-Furylmethylketon (99 %), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e 5-Hydroxymethylfurfural (= 99 %), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e 5-Methylfurfural (99 %), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e Acetonitril (vhodny pro HPLC, > 99,9 %), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e Demineralizovand voda — purifikace v systému Mili-Q® od firmy Merck KGaA
(Darmstadt, Némecko)
e D-Fruktoza (> 99 %), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

¢ D-Glukéza monohydrat (pro analyzu), Penta (Praha, Ceska republika)
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e Kofein (ze zasob Univerzity Pardubice)
e Maltol (analyticky standard), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)
e Metanol (vhodny pro HPLC, > 99,9 %), Sigma Aldrich (Steinheim, Germany)

e Sachardza (pro analyzu), Penta (Praha, Ceska republika)
3.3 Analyzované vzorky

Pro prvni ¢ast experimentalni prace bylo zakoupeno celkove 22 vzorki kavy, pricemz 17 vzorkt
bylo kavy zrnkové a 5 vzorkli kdvy instantni. Vzorky se liSily znackou, zemi plvodu

a zastoupenim poméru arabika/robusta. Vzorky byly skladovany v suchu a v uzaviratelnych

obalech. Seznam vzorkt véetné typu kavy a zeme ptivodu je shrnut v tabulce 14.

Tabulka 14 — Seznam vzorki kav

Oznaceni Nazev Druh kavy Zemé piivodu
71 TCHIBO Privat Kaffee Brazil Mild 100% arabika Brazilie
72 TCHIBO Privat Kaffee Brazil Decaf 100% arabika Brazilie
73 TCHIBO Volcano Beans 100% arabika Vychodni Afrika
74 TCHIBO Espresso Milano Style 100% arabika Smés rizného

puvodu
75 TCHIBO Barista Espresso 100% arabika fairtrade
producenti
76 TCHIBO Privat Kaffee Latin Grande 100% arabika Latinskd Amerika
77 Marila standard 100% robusta Afrika
78 Deluxe Tanzania Thamani 100% arabika Tanzanie
79 Kralovska praZirna kavy Ethiopia 100% arabika Etiopie
Sidamo Grande 2
710 Kralovska prazirna kavy Colombia 100% arabika Kolumbie
Supremo 18+
711 Kralovska prazirna kavy Guatemala 100% arabika Guatemala
SHB Teresita
712 Cafedirect Machu Picchu 100% arabika Peru
713 L’or 100% arabika Brazilie
714 Mokasirs DECISO 20% arabika neuvedeno
715 Mokasirs ORO BIO arabika neuvedeno
716 Lavazza Cafte espresso 100% arabika neuvedeno
717 Staroceska jihlavanka smés smés robusty Asie, Latinska
Amerika
Il L’or Classique smooth & aromatic smés arabiky a neuvedeno
robusty
12 Tesco original instant coffee smés arabiky a neuvedeno
robusty
13 Jihlavanka Crema 100% robusta Asie, Latinska
Amerika
14 O Poranku 30 % inst.kava, neuvedeno
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Oznaceni Nazev Druh kavy Zemé ptuvodu
I5 Nescafé gold rich aroma & smooth arabika neuvedeno
taste

Pro druhou ¢ést experimentdlni prace byly ziskdny vzorky kavy arabika (Brazilie) a kavy
robusta (Indie) a to v riznych stadiich procesu prazeni (od zelené kédvy po konecny produkt).
Kéva arabika byla odebirana béhem prazeni v néasledujicich intervalech — zelena kava; 4; 6; 8
a 12 minut. Kava robusta byla odebirana v intervalech — zelena kéva; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16
a 17 minut. Dale byly obdrzeny dva dalsi vzorky kavy arabika (Peru a Etiopie), avSak u téchto
vzorki byly porovnavany pouze stadia zelené kavy a kone¢ného produktu. VSechny tyto vzorky
byly ziskdny ve spolupraci s pardubickou prazirnou ZRNO44. Obdrzené vzorky byly

skladovéany v suchu a v papirovych obalech az do doby mleti a extrakce.
3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Uprava vzorku k analyze

Na zaklad¢ vysledkli optimalizace extrakénich podminek byl pro upravu vzorkt zvolen
nasledujici postup: Na analytickych vahach byly do Erlenmeyerovy baiiky o objemu 100 ml
navazeny co nejpresnéji 2 g namletého vzorku kavy. K tomuto vzorku bylo pfidano 20 ml
demineralizované vody ptfedehiaté na teplotu 60 = 2 °C. Erlenmeyerova banka byla ihned
vlozena do ultrazvukové lazné predehtaté na teplotu 60 °C £ 2 °C a byla provedena extrakce
vzorku do rozpoustédla po dobu 10 minut. Po ukonceni extrakce byly 3 ml kazdého extraktu
pfevedeny do dvou mikrozkumavek Eppendorf o objemu 1,5 ml a centrifugovany po dobu 10
minut. Po centrifugaci byl roztok nad sedlinou filtrovan pies PTFE sttikackovy filtr a umistén

do lednice do doby analyzy.
3.4.2 Stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu metodou HPLC-DAD

Vzorky kavy potizené z ¢eskych obchodii a vzorky kavy obdrzené ve spolupraci s pardubickou
prazinou ZRNO44 byly proméfeny findlni optimalizovanou HPLC-DAD metodou
(viz. Kapitola 4.1 — Optimalizace HPLC-DAD metody). Podminky analyzy jsou uvedeny
v tabulce 15. Davkovany objem 0,3 ul byl pouzit pro analyzu kofeinu u vSech vzorki a pro
analyzu HMF u vzorkt instantni kavy. HMF a ostatni latky ve vzorcich zrnkové kavy byly

vyhodnoceny na zéklad¢ vysledki ziskanych pii davkovani vzorku 3 pl.
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Tabulka 15 — Podminky méreni HPLC-DAD

Kolona Kinetex C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,6 um)

Mobilni faze A Demineralizovana voda + 0,1 % kyseliny octové

Mobilni faze B Acetonitril + 0,1 % kyseliny octové

Profil gradientu 3% B od0do5min;3-20% B od5 do 23 min; 20 — 100 %
B 0od 23 do 23,1 min; 100 % B od 23,1 do 28 min

Pritok mobilni faze 0,4 ml/min

Teplota kolony 15 °C

Davkovany objem 3a0,3ul

Vinové délky detekce 280 a 264,8 nm

Detektor Detektor s diodovym polem

Piiprava kalibra¢ni fady a jeji promeéfeni

Kvantifikace latek probéhla na zadkladé metody vnéjsi kalibrace. Pro pfipravu zasobnich
roztokd standardi furanickych latek a maltolu bylo navdzeno 10 mg daného standardu
a rozpusténo v 10 ml demineralizované vody. Z takto ptipravenych roztokli byla vytvofena
kalibra¢ni fada o koncentracich 0,5; 1; 5; 10; 25; 50 a 100 mg/l. Kazdy kalibra¢ni roztok byl

proméften tiikrat. Kalibra¢ni pfimky jsou uvedeny v ptilohach 1-3.

Na pftipravu zasobnich roztoki HMF a kofeinu bylo navazeno 10 mg a rozpusténo v 1 ml
demineralizované vody. Z téchto roztokii byla pfipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 50;

100; 250; 500; 1000; 2000 a 3000 mg/1. Kazdy kalibra¢ni roztok byl prométen tiikrat.
3.4.3 Stanoveni vybranych sacharidii metodou HPLC-RI

Analyza glukdzy, fruktdzy a sachardzy byla provedena optimalizovanou HPLC-RI metodou
(viz. Kapitola 4.2 — Optimalizace HPLC-RI metody). Stanoveni sacharidli prob&hlo pouze
pro vzorky ziskané ve spolupraci s pardubickou prazirnou ZRNO44. Podminky pro analyzu

sacharidd jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 — Podminky méreni HPLC-RI

Kolona Luna Omega SUGAR (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm)
Mobilni faze Acetonitril/demineralizovana voda (85:15)

Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Davkovany objem Sul

Detektor Refraktometricky detektor

Ptiprava kalibra¢ni fady a jeji proméfeni

Kvantifikace sacharidi probéhla na zdkladé metody vnéjsi kalibrace. K ptipravé zasobniho

roztoku glukozy, fruktdozy a sacharozy byly navazeny 3 g od kazdého cukru, rozpusténo
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a doplnéno na konecny objem 50 ml demineralizovanou vodou. Z tohoto roztoku byla
ptipravena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,9; 2,1; 3; 6; 9; 15 a 21 g/1. Kazdy kalibra¢ni roztok

byl prométen tiikrat.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace HPLC-DAD metody

Pti optimalizaci metody se vychéazelo ptfedevsim z publikaci zalozenych na RP-HPLC-DAD
analyzach [48,51,52,53] jiz zminénych v kapitole 1.8. Pfi vyvoji metody byl pouzit obecny
gradient od 3 % B (acetonitril) do 50 % B pfi celkové dobé gradientu 30 minut a zjiStovala
se retence jednotlivych latek na koloné¢ Kinetex C18 (150 % 3 mm, velikost ¢astic 2,6 pm).
Nasledné byly zvoleny optimalni vinové délky detekce na zdkladé absorpcnich maxim
jednotlivych pikt. Pro furanické latky a maltol byla zvolena vinova délka 280 nm a pro kofein
264,8 nm. Nasledn¢ byla snizovdna strmost gradientu, aby bylo dosazeno pozadovaného

rozliSeni vSech latek alespon na zakladni linii.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze nebylo mozné maltol a furfural oddé€lit ani pii zafazeni kroku
izokratické eluce po dobu prvnich 5-ti minut pti 3 % B, bylo nezbytné vyzkouset vliv teploty
na separaci téchto dvou latek. Postupnym snizovanim teploty z 30 °C bylo dosazeno
uspokojivého rozliSeni této dvojice az pii teploté¢ 15 °C. V praxi ovSem neni bézné pouzivat
tak nizkou teplotu, nicméné pii této teploté nedochéazelo vyraznéji k rozsitovani piki a zaroven
byla zachovana dobréa opakovatelnost reten¢nich ¢ast. Vysledny zdznam analyzy kalibra¢niho
roztoku o koncentraci 10 mg/l je zndzornén na obrazku 15 a kone¢na metoda je popsana

v kapitole 3.4.2.
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Obrazek 15 — Chromatogram kalibracni smesi standardit o koncentraci 10 mg/| naméreny finalni
metodou (davkovany objem 3 ul; vinova délka 280 nm). HMF-5-hydroxymethylfurfural, F-furfural,
M-maltol, 2-FMK-2-furylmethylketon, 5-MF-5-methylfurfural, K-kofein
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Pro ovéteni vhodnosti metody pro analyzu vybranych latek v realnych vzorcich byla provedena
analyza zkuSebniho vzorku Z16 (obrazek 16), kdy bylo do kadinky navdzeno 10 g vzorku
a zalito 100 ml vrouci demineralizované vody, michdno po dobu 10 minut a ochlazeno
na laboratorni teplotu. Nasledn¢ byly 3 ml vzorku odpipetovan do dvou Eppendorf zkumavek,
centrifugovano a filtrovano s pouzitim PTFE filtrti o velikosti port 0,45 um. Z tohoto vzorku
byly pfipraveny dva roztoky pro analyzy, jeden se samotnym vzorkem a druhy s pfidavkem
smési standardd, tak, aby vyslednd koncentrace ptidavku byla 1 mg/l. Tyto dva roztoky byly
méfeny optimalizovanou metodou (Gradient 1) a dvéma dal§imi metodami (Gradient 2 =3 %
B od 0 do 5 min; 3 — 40 % B od 5 do 30 min; teplota kolony 15 °C a Gradient 3 =3 — 30 %
od 0 do 30 min; teplota kolony 30 °C). Optimalizovanou metodou byl rovnéz zméfen roztok

thiomocoviny o koncentraci 10 mg/1 pro zjisténi mrtvého objemu kolony.
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Obrazek 16 — Chromatogram vzorku Z16 namereny finalni metodou (davkovany objem 3 ul; vinova
delka 280 nm). HMF-5-hydroxymethylfurfural, F-furfural, M-maltol, 2-FMK-2-furylmethylketon,
5-MF-5-methylfurfural, K-kofein

Ziskané retencni Casy jsou zaznamenany v tabulce 17. Porovnani reten¢nich cast, resp.
retencniho chovéani jednotlivych pikll s retenénimi casy standardnich ptidavki slouzilo
pro ovéteni identifikace jednotlivych latek. DalSim zpisobem ovéteni identifikace latek bylo
porovnani absorp¢nich spekter standardi s absorpénimi spektry pikl ve vzorku (viz. ptilohy
4-15). Limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) byly ziskdny na zadklad¢ smérnic
kalibracnich kiivek z vySek pikll a velikosti Sumu odezvy detektoru dle rovnic 1 a 2.

Rovnice 1 — Vztah pro vypocet limitu detekce LOD

(3xh)

LOD = (1),

h — Sum detektoru, m — smérnice kalibra¢ni kiivky (zavislost vySky piku na koncentraci)
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Rovnice 2 — Vztah pro vypocet limitu kvantifikace LOQ

(10xh)

LOQ = ),

h — Sum detektoru, m — smérnice kalibracni kiivky (zavislost vysky piku na koncentraci)

Tabulka 17 — Hodnoty retencnich casii pro ovéreni identifikace vybranych latek a hodnoty LOD a LOQ

tr (Gradient | tr(Gradient | tr (Gradient LOD LOQ

1) 2) 3) [mg/l] [mg/]
4,16 4,17 3,68

HMF 417 414 3.69 0,274 0,912
5,88 5,89 5,28

Furfural 5.90 5.85 5.8 0,260 0,866
6,30 6,25 5,40

Maltol 6.28 6.21 541 1,321 4,403
13,01 12,35 9,39

2-Furylmethylketon 13.03 1231 9.37 0,534 1,780
16,03 14,53 12,06

5-Methylfurfural 16.02 14.49 11.94 0,515 1,718
Kofein (davkovani 0,3 18,94 15,30 11,68

ul) 18,92 15,29 11,60 14,651 = 48,835

Podtrzené hodnoty jsou retencni casy pridavkii standardnich latek ke vzorku Z16.

Byla optimalizovana metoda pro analyzu vybranych furanickych latek, maltolu a kofeinu
v k&vé. Poslednim krokem bylo zjisténi rozsahu koncentraci kalibra¢ni roztokti pro kvantifikaci
slouc¢enin na zakladé metody vné&jsi kalibrace. Pouzité rozmezi koncentraci pro tvorbu
kalibra¢nich pfimek je shrnuto v kapitole 3.4.2. V pfipad€ kofeinu bylo nezbytné aplikovat
davkovani vzorku 0,3 pl (obrazek 17) a to zdlvodu, Ze odezva pti davkovani 3 pnl
se nepohybovala v ramci linearity kalibrace. To samé platilo v piipadé¢ HMF u analyzy vzorka

instantni kavy (I1 —I5). Z tohoto diivodu byly vSechny vzorky zméteny pii davkovani 3 a 0,3
ul.
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Obrazek 17 — Chromatogram vzorku Z16 naméreny finalni metodou (davkovany objem 0,3 ul; vinova
délka 264,8 nm). K-kofein

4.2 Optimalizace HPLC-RI metody

Optimalizace podminek pro stanoveni sacharidd, konkrétné glukézy, fruktézy a sachardzy
vychazi z predeslé diplomové prace [73]. K detekci sacharidii bylo mozno vyuzit RI detektor,
ktery lze oznacit za pomérné selektivni pro sacharidy, tedy latky vyznacujici se optickou
otacivosti. Pro rozdéleni jednotlivych sacharidi byla vyuZita separace v systému HILIC. Byla
pouzita izokratickd eluce ACN/H,0O na kolon& Luna Omega SUGAR 100 A (150 x 3 mm,

velikost ¢astic 3 um).

K vytvofeni metody byla pouzita smés standardii sacharidi o koncentraci 9 g/l. Bylo
optimalizovano mnoZstvi ACN jako organického modifikatoru mobilni faze (90%, 87%, 85%
a 80% ACN), aby probéhla separace co nejrychleji a s piijatelnym rozliSenim jednotlivych
dvojic. Optimalni podminky separace sacharidii jsou uvedeny v tabulce 16 a chromatogram
kalibra¢ni smési standardii sacharidi je zndzornén na obrazku 18. Vzhledem k nizkému obsahu
glukoézy a fruktézy v kave a k jejich detekénim limitim (Tabulka 18) bylo mozné identifikovat
z vybranych sacharidi, az na jednu vyjimku (zelena kavova zrna Brazilie), ve vSech vzorcich
pouze sachardzu.

Tabulka 18 — Limity LOD a LOQ pro jednotlivé sacharidy

LOD[g/l] | LOQ [g/l]

Fruktoza 0,222 0,740
Glukoza 0,341 1,136
Sacharoéza 0,486 1,619
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Obrazek 18 — Chromatogram kalibracni smési standardii sacharidii 9g/1.

4.3 Volba podminek upravy vzorku

Vzorek kavy byl upraven pomoci extrakce v ultrazvukové lazni. Prvni experimenty byly
provedeny nésledovné: do Erlenmeyerovy banky byly navazeny 2 g vzorku Z16, vzorek byl
zalit 20 ml vrouci demineralizované vody a extrahovan v ultrazvukové 1azni po dobu 20 minut.
Pti prvnich experimentech nebyla kontrolovédna teplota ultrazvukové lazné. Vzorek kavy byl
po extrakci ochlazen a napipetovan do plastovych Eppendorf mikrozkumavek a centrifugovan
po dobu 10 minut. Na zavér byl vzorek kavy zfiltrovan ptes PTFE filtry do sklenénych vialek

a analyzovan metodou HPLC-DAD pro stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu.

Za téchto podminek bylo identifikovano vSech 6 latek ve vzorku kavy. Nasledné byly voleny
optimalni podminky pro dalsi analyzy, a to teplota a doba extrakce, typ rozpoustédla, hrubost
mleti a mnozstvi vzorku k analyze. Optimalizované podminky pro extrakci byly vybrany

na zaklad¢ vysledkt HPLC-DAD analyz.
4.3.1 Typ rozpoustédla a teplota extrakce

Prvnimi optimalizovanymi parametry byly typ rozpoustédla a teplota extrakce. Pro volbu
vhodného rozpoustédla (vybrano na zéklad€ literatury [87,88]) a extrakcni teploty byla
testovana samotna demineralizovana voda (40; 60; 73 °C + 2 °C), smés demineralizované vody
ametanolu 1:1 (40; 60; 73 °C £+ 2 °C) a samotny metanol (40; 60 °C £ 2 °C). Rozpoustédla byla
pfed smichanim se vzorkem pfedehfivana na cilovou teplotu experimentu. Dale bylo
vyzkouseno zaliti vzorku kévy 20 ml demineralizované vody piedehiaté na 90 °C a ponechani
v ultrazvuku bez cileného vyhfivani lazné. Navazka pro tyto experimenty byla 2 g, doba

extrakce 20 min a objem rozpoustédla byl zvolen 20 ml. Vysledné extrakty byly filtrovany
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ptes skladany filtr a doplnény na ptivodni objem 20 ml. Totéz bylo provedeno u vSech extraktt

v prubehu celého procesu optimalizace extrakénich parametra.
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Obrazek 19 — Vysledky optimalizace volby rozpoustédla a teploty extrakce vyjadiené jako primeér
celkové plochy vybranych latek ze dvou méreni.

Vyhodnoceni bylo provedeno na ziklad¢ sumy ploch furanickych latek a maltolu. Kofein
do sumy ploch zapocitan nebyl, jelikoZ by vyrazné ovlivnil celkovy vysledek. Celkova plocha
pro jednotlivé experimenty je vzdy primérem ze dvou analyz. Z obrazku 19 je patrné,
ze za danych podminek je nejvhodnéjsim extrakénim rozpoustédlem demineralizovana voda
pii teplot¢ 60 °C. Naopak nejméné vhodnym extrakénim rozpoustédlem se jevi samotny
metanol pii teploté 40 °C. Pro dalsi experimenty byla zvolena pouze demineralizovana voda

a teplota extrakce 60 °C.

4.3.2 Doba extrakce

DalSim optimalizovanym parametrem byla doba extrakce. Pro volbu vhodné doby extrakce
byly testovany tfi casové urovné — 10; 20 a 30 minut. Jako extrakéni rozpoustédlo byla pouzita
demineralizovand voda, teplota extrakce byla 60 °C, navazka byla zvolena 2 g a objem

rozpoustédla byl 20 ml.
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Obrazek 20 — Vysledky optimalizace doby extrakce vyjadrené jako priimér celkové plochy vybranych
latek ze dvou meéreni.

Vyhodnoceni bylo provedeno na zdklad¢ sumy ploch furanickych latek a maltolu. Kofein
do sumy ploch zapocitan nebyl, vyrazné¢ by ovlivnil celkovy vysledek. Celkova plocha
pro kazdou casovou Uroven extrakce je vzdy primérem ze dvou analyz. Dle obrazku 20
1ze usuzovat, ze nejlépe se jevi doba extrakce 10 minut, ackoliv tento vysledek miize byt zatizen
chybou v opakovatelnosti extrakce. Nicmén¢ Ize fici, ze doba extrakce 10 minut se jevi jako

dostacujici.
4.3.3 Hrubost mleti

DalSim optimalizovanym parametrem byla hrubost mleti. Hrubost mleti byla vyzkousena
na vzorku Z13. Pro ovéfeni vlivu urovné mleti a velikosti vysledného zrna byly testovany tfi
urovné mleti — jemné, stfedni, hrubé. Navazka kavy byla zvolena 2 g, objem demineralizované
vody byl 20 ml, doba extrakce 10 minut a teplota 60 °C. Pro kaZdou uroveil mleti byly
provedeny dvé analyzy metodou HPLC-DAD.

Tabulka 19 — Plochy jednotlivych latek pro optimalizaci hrubosti mleti

Mleti HMF | Furfural | Maltol 2-Furylmethylketon 5-Methylfurfural Kofein
Jemné_01 | 787,1 320 107,2 67,4 201,3 23640,2
Jemné_02 | 786,2 326,4 106,1 65,2 196,2 23683,2
Stfedni_01 | 752,9 314,4 160,9 81,6 197,3 22481,3
Stéedni_02 | 751,7 316,4 164,7 76,3 198,4 22406,8
Hrubé_01 721 307,9 133,9 80,8 190,7 22525,5
Hrubé_02 | 721,3 305,2 134 72,4 185,7 22541,2

Pro ovéteni vlivu hrubosti mleti, bylo vyuZito statistické testovani ANOVA (analyza rozptylu).
Toto statistické testovani slouzi pro ovéfeni podobnosti souborti dat ziskanych pii dvou a vice

riznych podminkach méfeni. V naSem piipad¢ souborem dat byly plochy pikt (viz. Tabulka
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19) a riznymi podminkami byly tfi rizné hrubosti mleti. Aby bylo mozné porovnat data
jako celek, musely byt plochy jednotlivych piki vydéleny primérem ploch pro danou latku
(v takovém ptipad¢ dojde k zachovani hodnoty RSD). Napt. pro HMF bylo ziskano celkem 6
ploch (pfi dvou méfeni kazdé ze tii hrubosti) a z téchto Sesti ploch byla ziskana primérna
hodnota. Tim bylo ziskano 6 hodnot relativnich ploch piku. Takto se postupovalo v ptipadé
kazdé latky, véetné kofeinu. Ziskana data nyni bylo mozno vlozit do online statistické softwaru
Statistics Kingdom (Statskingdom, Melbourne, Australia) pro vypoet ANOVA, pii¢emz byly
vyuzity celkem tfi soubory dat, kdy kazdy soubor reprezentoval konkrétni hrubost mleti.
Vstupni parametry pro vypocet byly néasledujici: hypotéza Ho — vSechny priméry jsou si rovny;
hypotéza Hi — alespon jeden prumér je odliSny od ostatnich; Groven vyznamnosti a = 0,05;
efekt — stfedni; velikost efektu — 0,25; odlehl¢ hodnoty — zahrnuty; typ efektu — f;

zaokrouhleni — 4.

Po vypoctu byly ziskdny nasledujici vystupni parametry: hodnota F' = 3,2845; hodnota
p = 0,05002. JelikoZz hodnota p byla vétsi nez hodnota a, byla pfijata hypotéza Ho — vSechny
primeéry jsou si rovny a tim pddem hrubost mleti nema vliv na extrakei vybranych latek za jiz

zminénych podminek.
4.3.4 Navazka

Nésledujicim optimalizovanym parametrem byla navazka vzorku, resp. pomér navéazky
a objemu rozpoustédla. Optimalni navazka vzorku byla testovana na vzorku Z13. Pro zjiSténi
vlivu velikosti navazky byly zvoleny tfi rGzné arovné — 1; 2 a 3 g kavy. Objem
demineralizované vody byl 20 ml, doba extrakce byla zvolena 10 minut a extrakce probihala
pii teploté 60 °C. Pro kazdou navazku byly provedeny dvé HPLC-DAD analyzy.

Tabulka 20 — Plochy jednotlivych latek pro optimalizaci navazky vzorku

HMF | Furfural | Maltol | 2-Furylmethylketon | 5-Methylfurfural Kofein

Navazka 1g_01 404,1 176,6 54 46,6 105 11520,3
Navazka 1g_ 02 405,2 170,5 56,3 44,1 102,5 11531,8
Navazka 2g 01 7431 3239 104,5 88,4 187,7 22084,3
Navazka 2g 02 748,1 328,2 103,6 92,3 190 22037

Navazka 3g 01 | 11179 501,5 260,4 140,5 282,1 30480,3
Navazka 3g 02 | 11276 499,7 267,5 148,5 282,8 30533,1

Stejny zptsob, jakym se postupovalo v piipadé ovefeni vlivu hrubosti mleti, byl pouzit i pro
ovéteni vlivu velikosti navazky, resp. poméru navazka — objem rozpoustédla. Jedinym rozdilem
byla nutnost sjednoceni velikosti ploch na konkrétni navazku. K tomuto ucelu byly hodnoty

ploch pro navazku 1 g vyndsobeny dvéma a hodnoty ploch pro navazku 3 g byly vydéleny
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hodnotou 1,5, ¢imz doslo k pfepoctu vSech ploch na navazku 2 g. Nasledné byly vSechny plochy
pfepocitany na relativni plochy a byly vloZeny do softwaru pro vypocet ANOVA (viz. Tabulka
20).

Vypoctem byly ziskédny nasledujici vystupni parametry: hodnota F = 2,3533 a hodnota p =
0,1108. Hodnota p byla vétsi nez Grovenn vyznamnosti a a byla pfijata hypotéza Ho — vSechny
praméry jsou si rovny a vliv velikosti navazky nema vliv na extrakci vybranych latek za jiz
zminénych podminek. Nicméné¢, pro findlni upravu vzorku byla zvolena navazka 2 g, jelikoz
pfi této hodnoté¢ byly ziskdny vyssi piky, nez v pfipad€ navazky 1 g a zaroven zlstal zachovan
relativné nizky pomér navazka — objem rozpoustédla, nez v pripad¢ navazky 3 g.

Findlni podminky pro upravu vzorku jsou tedy nasledujici: extrakénim rozpoustédlem byla
pro findlni experimenty zvolena demineralizovand voda, teplota extrakce 60 °C, doba extrakce

10 minut a navazka vzorku 2 g.
4.3.5 Opakovatelnost extrakce

Na zavér experimentu byla zjiStovéna opakovatelnost extrakce. Do tii Erlenmeyerovych ban¢k
byly navazeny 2 g vzorku Z13 a dale jiz byla provedena extrakce za jiz zminénych finalnich
podminek — objem demineralizované vody byl 20 ml, doba extrakce byla zvolena 10 minut
a extrakce probihala pfi teplot¢ 60 °C. Kazdy extrakt byl analyzovan dvakrit metodou
HPLC-DAD.

Tabulka 21 — Opakovatelnost extrakce vyjadrena jako RSD ploch pikii pro i riizna opakovani

HMF | Furfural | Maltol | 2-Furylmethylketon 5-Methylfurfural Kofein

Extrakce 1_01 733,5 303,6 170,1 66,3 181,8 23943,4
Extrakce 1_02 733,1 298,9 1713 66 187,2 23949,2
Extrakce 2_01 753,7 319,4 181,7 68,3 185,9 24764,4
Extrakce 2_02 745,6 320,1 186,7 65,5 188,8 24835,2
Extrakce 3_01 733,5 321,6 176,3 60,4 180,9 24966,9
Extrakce 3_02 735,2 323,7 184,4 62,2 185,3 25242,8
RSD [%] 1,16 3,34 3,88 4,50 1,66 2,21

Pro kazdou latku byl vypocitan primér a hodnota smérodatné odchylky, nasledné byla
vypocitana hodnota residudlni smérodatné odchylky (RSD) v %, ktera je ukazatelem rozptylu
dat (viz. Tabulka 21). Lze si pov§imnout, ze pro vSechny latky je hodnota RSD mensi nez 5 %,

coz lze povazovat za uspokojivy vysledek.
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4.4 Vysledky stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu

Veskeré analyzované vzorky kavy, tedy vzorky zrnkové, instantni kavy i vzorky kavy

z pardubické prazirny ZRNO44 byly analyzovany pomoci HPLC — DAD metody.
4.4.1 Stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu u komerc¢nich vzorki

K analyze bylo pouzito celkem 22 vzorka kavy, 17 zrnkovych a 5 instantnich. Nejvice vzorkt
méla zastoupena spolecnost TCHIBO, déle Kralovska prazirna kavy a Mokasirs. Od spole¢nosti
TCHIBO byl mezi vzorky pro porovnani analyzovén také jeden vzorek bezkofeinové kavy.
Mezi instantnimi vzorky kav byl kromé typickych znacek, jako jsou L’or nebo Nescafé
analyzovan vzorek polské instantni kavy O Poranku. Tento vzorek dle etikety obsahoval pouze
30 % instantni kavy a ze 70 % byl tvofen praZzenymi ceredliemi. Vysledky analyzovanych latek
v danych vzorcich kévy jsou shrnuty v tabulce 22 ve formatu koncentrace + smérodatna

odchylka (SD) ze tfi métend.
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Tabulka 22 — Vysledky stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu ve vzorcich zrnkové a instantni kavy

HMF Furfural Maltol 2-Furylmethylketon 5-Methylfurfural Kofein
Vzorek [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [g/kg £ SD]
Z1 TCHIBO Privat Kaffee Brazil Mild 300,9+ 0,31 61,1 +0,55 92,6 + 6,61 22.0+0,72 34,4+ 2287 17,3+ 0,02
Z2 TCHIBO Privat Kaffee Brazil Decaf 276,9 + 1,44 60,0 +0,79 109,9 £ 6,78 18,8 +£1,85 35,7+1,98 2,1+0,04
Z3 TCHIBO Volcano Beans 459,0 +£2,08 98,8 + 0,60 112,9 + 4,30 23,9+0,32 49,2 + 1,57 15,6 £ 0,01
Z4 TCHIBO Espresso Milano Style 287,0 £ 0,20 65,4+0,26 1392+ 0,37 22,4+ 0,44 40,5+ 0,46 14,8 + 0,04
Z5 TCHIBO Barista Espresso 51,5+1,15 16,4 +£0,31 202,2 +£3,53 19,7 £ 0,39 17,5+0,52 13,3+ 0,02
Z6 TCHIBO Privat Kaffee Latin Grande 285,3+0,15 65,1+ 0,54 141,1 £ 041 24,0+ 0,62 40,7+ 0,54 15,0+ 0,05
Z7 Marila standard 435+0,11 13,4+ 0,44 141,4+£2.37 512+ 1,17 *8,0£0,33 24,3+ 0,05
Z8 Deluxe Tanzania Thamani 151,7+ 1,32 44,6 + 0,37 162,1 £0,72 22,2 + 0,84 33,9+ 0,85 13,1 +£0,02
79 Krélovska prazirna kavy Ethiopia Sidamo Grande 2 312,3+0,32 71,2 +0,14 1189 + 0,44 19,5+ 1,34 38,9 +0,25 18,5+ 0,06
710 Kralovska prazirna kavy Colombia Supremo 18+ 126,5+0,53 36,3 +0,60 208,2 +£2,00 24,1+ 0,50 30,6 + 0,47 15,5+0,01
711 Kralovska prazirna kdvy Guatemala SHB Teresita 163,2+0,82 39,2+0,17 147,0 + 4,86 19,0 £ 0,28 29,0+ 0,23 15,2+ 0,01
Z12 Cafedirect Machu Picchu 472,2 + 1,03 103,6 + 0,41 96,3 + 2,04 25,3+0,01 48,4+ 0,61 15,1+ 0,05
713 L’or 158,7 + 1,44 42,4+ 0,26 156,6 £ 3,37 *17,2+ 0,50 27,1+0,72 15,5+ 0,05
Z14 Mokasirs DECISO 54,8 +0,42 33,4+ 0,65 226,6 + 1,29 25.8+0,30 18,0 +0,25 21,9+0,02
Z15 Mokasirs ORO BIO 155,1 £0,89 61,6 £0,47 219,24+ 1,92 22.8+0,18 43,6 +0,19 13,2 +0,04
Z16 Lavazza Caffe espresso 132,3+0,62 30,4 + 0,40 119,8 +£1,52 19,5+ 0,36 35,2+ 0,80 16,7 £ 0,03
717 StarocCeska jihlavanka smés 92,0 +0,23 44,1 +£0,61 151,1 £0,55 41,7 £ 0,66 24,5+ 0,46 26,3+ 0,03

I1 L’or Classique smooth & aromatic 6212,6 £ 15,11 95,2+ 0,46 4541+ 0,61 57,6 0,67 68,6 = 0,94 31,0+0,09
12 Tesco original instant coffee 3223,7 + 7,49 47,2+ 0,60 398,5+ 3,28 74,4 + 0,49 57,5+ 0,79 49,6 + 0,06
13 Jihlavanka Crema 15453 +£5,44 39,5+0,71 412,0+3,16 479+0,26 52,1 +0,29 455+ 0,07
14 O Poranku 1830,2 £ 6,21 17,4 + 0,44 573,1+2,14 *15,8 +0,58 *15,4+0,15 10,9+ 0,02
I5 Nescafé gold rich aroma & smooth taste 1301,3 £2,46 15,8 +0,36 248,8 £ 1,33 *13,5+ 0,68 19,0 £ 0,74 20,0+ 0,03

* hodnoty jsou pod mezi kvantifikace
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Z vysledkt méteni vyplyva, ze vzorky zrnkové kdvy obsahuji méné HMF nez vzorky kavy
instantni v porovnani s koncentracemi ostatnich furanickych latek, kde jiz takové rozdily
mezi zrnkovymi a instantnimi vzorky kav pozorovany nejsou. Dale lze pozorovat pomérné
vyrazné koncentrace kofeinu u prvnich tfi vzorkl instantnich kav (I1, 12 a 13) v porovnani
s ostatnimi vzorky. Tyto tii zminéné vzorky, pfedev§im vzorek Jihlavanka Crema (I13) je tvofen
100% robustou a vzorky L’or (I1) a Tesco original (I2) jsou smési arabiky a robusty. Vykazuji
tak vysoké koncentrace kofeinu v porovnani s ostatnimi vzorky proto, ze robusta obsahuje
2-3x vice kofeinu nez arabika (viz. Tabulka 2), toto tvrzeni bylo také analyzami potvrzeno.
Ze zrnkovych kév dosahuje obdobné vysokych koncentraci pouze Marila standard (Z7)
a Staroceska jihlavanka smés (Z17), kdy se také v prvnim piipad¢ jedna o 100% robustu,
bezkofeinové kavy TCHIBO Privat Kaffee Brazil Decaf (Z2). Obsah kofeinu v bezkofeinové
kavé by mél byt nizsi nez 0,1 % (v 1 kg bezkofeinové kavy musi byt obsah kofeinu nizsi
nez 1000 mg), tudiz dle tohoto kritéria vzorek Z2 piekracuje povoleny obsah kofeinu

v bezkofeinové kave (viz. Tabulka 2).

Z pohledu HMF byla nejvyssi koncentrace této furanické latky zjisténa u kavy L’or (I1),
nasledovala kava Tesco original (I2) a O Poranku (I3). Naopak nejméné¢ HMF obsahovala kava
Marila standard (Z7), nasledovala TCHIBO Barista Espresso (Z5) a Staroceska Jihlavanka smés
(Z17).

Nejvyssi koncentrace maltolu byla nalezena u polské kavy O Poranku. U tohoto vzorku byla
ocekavana a potvrzena nejvyssi koncentrace této latky, jelikoz obsahuje 70 % prazenych
ceredlii a pouze 30 % kavy a zaroven ze vzorkl instantni kdvy obsahuje nejméné kofeinu.

Cvwr

obsahem kofeinu mezi v§emi vzorky.

Koncentrace HMF u vzorkid zrnkovych kav se pohybovaly v rozmezi 43,5 — 472,2 mg/kg,
u furfuralu 13,4 — 103,6 mg/kg, maltolu 92,6 — 226,6 mg/kg, 2-furylmethylketonu 17,2 — 51,2
mg/kg, S-methylfurfuralu 8,0 — 49,2 mg/kg a kofeinu 13,1 — 26,3 g/kg.

Koncentrace HMF u instantnich vzorki kév se pohybovaly v rozmezi 1301,3 — 6212,6 mg/kg,
u furfuralu 15,8 — 95,2 mg/kg, maltolu 248,8 — 454,1 mg/kg, 2-furylmethylketonu 13,5 — 74,4
mg/kg, S-methylfurfuralu 19,0 — 68,6 mg/kg a kofeinu 20,0 — 49,6 g/kg. Do téchto
koncentra¢nich rozmezi pro jednotlivé latky nebyly zohlednény vzorky TCHIBO Privat Kaffee
Brazil Decaf (Z2) a O Poranku (14).
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4.4.2 Stanoveni furanickych litek, maltolu a kofeinu pri procesu prazeni

Dale byly analyzovany vzorky arabiky (Brazilie) a robusty (Indie) v riznych stupnich prazeni
(od zelené kavy az po finalni produkt) a také vzorky arabiky (Peru a Etiopie), u kterych byla
analyzovéna pouze zelena kava a nasledn¢ finalni produkt. U arabiky trval cely proces prazeni
12 minut, u robusty 17 minut (robusta byla kviili experimentu praZzena do vyssiho stupn¢).
Z prazirny ZRNO44 byly ziskany zaznamy teplotnich profili prazeni arabiky a robusty,

které jsou uvedeny v ptiloze 16-17.
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Tabulka 23 — Vysledky stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu ve vzorcich kavy v riiznych stupnich prazeni (arabika)

Vzorek HMF Furfural Maltol 2-Furylmethylketon | 5-Methylfurfural Kofein
[mg/kg £ SD] | [mg/kg +SD] | [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] lg/kg + SD]
Zelena Brazilie <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 13,4+ 0,03
4 min *0,9+0,13 *5,5+0,16 <LOD <LOD <LOD 15,3+ 0,01
6 min 18,4 £ 0,07 *6,2 + 0,06 <LOD <LOD *1,0+0,14 13,7+ 0,03
8 min 100,0 = 0,43 *6,1 £0,36 82,8 £2.95 <LOD *1,8+0,13 12,9+0,21
10 min 587,5+0,34 34,4+ 0,73 100,9 + 1,23 <LOD *12,4+ 0,16 15,6 + 0,04
12 min (Prazend Brazilie) | 472,9 £0,53 494 +£0,15 79,6 + 0,65 <LOD 30,1 +£0,17 15,6 + 0,03
Zelena Etiopie <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 9,5+0,03
PraZena Etiopie 456,3 + 0,28 70,6 +£0,14 107,0 £ 0,94 *15,8 + 0,43 36,8 +0,11 14,0 + 0,04
Zelena Peru <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 8,5+0,03
Prazena Peru 615,0+0,48 85,4+0,11 104,4 = 0,99 19,3 +0,22 39,8 + 0,69 14,6 £ 0,04
* hodnoty jsou pod mezi kvantifikace
Tabulka 24 — Vysledky stanoveni furanickych latek, maltolu a kofeinu ve vzorcich kavy v riiznych stupnich prazeni (robusta)
Vzorek HMF Furfural Maltol 2-Furylmethylketon | 5-Methylfurfural Kofein
[mg/kg = SD] | [mg/kg £SD] | [mg/kg = SD] [mg/kg + SD] [mg/kg + SD] [g/kg £ SD]
Zelena robusta <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 15,9+ 0,02
2 min <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 16,0 +£ 0,04
4 min *0,6 0,03 <LOD <LOD *7,5+0,06 <LOD 24,0+ 0,01
6 min *1,0+0,10 <LOD <LOD *8,4+0,28 <LOD 22,8 £ 0,02
8 min 11,9 £ 0,01 *2,8+0,16 47,8+0,18 *7.6+0,43 *0,3+0,11 25,8+ 0,03
10 min 110,8 £ 0,68 14,5+ 0,26 86,9+ 0,72 *14,3+0,16 *2,7+0,11 24,5+ 0,02
12 min 290,3 +0,79 37,5+£0,22 118,4+ 0,63 *17,1+0,13 *14,1 £ 0,04 25,9+ 0,03
14 min 144,2 + 0,30 37,2+ 0,07 172,6 0,53 21,8+0,17 26,3 £0,32 27,6 +£0,02
16 min 41,5+0,69 19,4 + 0,09 211,5+0,76 22,9+0,08 19,1 +£0,19 25,7 £ 0,04
17 min (PraZena robusta) 31,1 +£0,69 15,3 +£0,28 259,8+0,90 27,7+0,27 *15,1+0,20 30,8 + 0,05

* hodnoty jsou pod mezi kvantifikace
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Z tabulky 23 a je patrné, ze v zelené kavé arabika (Brazilie, Etiopie, Peru) se nenachézely
furanické latky ani maltol, ale pouze kofein. Prazend kava (Brazilie, Etiopie, Peru)
jiz obsahovala furanické latky, maltol 1 kofein ovSem s vyjimkou prazené Brazilie, ve které
nebyl detekovan 2-furylmethylketon. Koncentrace kofeinu se u kavy arabika (Brazilie) béhem
prazeni piili§ vyrazné¢ neménila v porovnani se zelenou a prazenou Etiopii nebo zelenou
a prazenou Peru, kde je zietelny vyznamnéjsi rozdil (zelend kava — prazend kdva). Koncentrace
HMEF, stejn¢ tak maltolu dosahuje svého maxima v 10. minuté, s rostouci dobou prazeni
pak jejich koncentrace klesa. Koncentrace furfuralu, stejné¢ jako S5-methylfurfuralu s dobou
prazeni roste a maxima tyto latky dosahuji v 12. minuté, tedy na konci prazeni (viz. Obrazek

21).

Obdobn¢ jako u arabiky, také u robusty nebyly kromé kofeinu detekovany zadné furanické latky
ani maltol v zelené kavé (viz. Tabulka 24). Srostouci dobou prazeni byly postupné
identifikovany jednotlivé furanické latky, maltol i kofein. Koncentrace HMF a furfuralu do 12.
minuty prazeni rostla, kde dosahla svého maxima, nasledné prudce klesala. Maltol zac¢al vznikat
az od 8. minuty praZeni a zaznamenal plynuly ndrlst koncentrace az do konce prazeni.
Koncentrace 2-furylmethylketonu zaregistrovala od 4. minuty prazeni ndrast, v 8. minuté mirny
pokles a pak nasledoval jiz narist koncentrace az do 17. minuty prazeni. Koncentrace
5-methylfurfuralu zaznamenala své maximum v 14. minuté, poté jiz s dobou prazeni jeho
koncentrace plynule klesala (viz. Obrazek 22). Koncentrace kofeinu se béhem prazeni pomérné
vyrazné méni. Na tuto skutecnost odkazuje 1 studie [89], kterd prokazala odliSnost kofeinu

v jednotlivych kavovych zrnech ze stejného sbéru.

L. Macheiner a kol. [51] ve své praci analyzovali furany v riznych stupnich prazeni a dosli
ke stejnému zaveru, ze ze sledovanych furanickych latek vznika béhem prazeni nejvice HMF
v porovnani s ostatnimi furanickymi latkami, HMF dosdhlo béhem prazeni svého maxima
v odliSném case. To mlZe byt dano druhem kavy a teplotnim profilem praZeni. Zaroven

se autofi nezaméfili na analyzu maltolu, ktery nemuze byt s touto studii porovnan.
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Obrdazek 21 — Zavislost relativni koncentrace na dobé prazeni furanickych latek a maltolu (arabika).
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Obrazek 22 — Zavislost relativni koncentrace na dobe prazeni furanickych latek a maltolu (robusta).
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4.5 Vysledky stanoveni sacharidii

Glukoza, fruktoza a sachardza byly analyzovany pomoci HPLC metody s RI detekci. K analyze
byly pouzity pouze vzorky arabiky a robusty v rtiznych stupnich prazeni z prazirny ZRNO44,
kde byl ocekavan vysoky obsah téchto sacharidi. U komercné dostupnych vzorka nebyl
predpokladan tak vysoky obsah sacharidi, proto tyto vzorky nebyly podrobeny analyzam.

Tabulka 25 — Vysledky stanoveni sacharidii v ruznych stupnich prazeni (arabika)

Sacharoéza
Vzorek [e/kg £ SD]
Zelena Brazilie 92,1 £5,36
4 min 93,6 +9,16
6 min 75,7 + 8,56
8 min 48,3 +2.24
10 min 22,0+5,03
12 min (Prazena Brazilie) *7,7+ 1,00
Zelena Etiopie 107,8 £ 12,05
Prazend Etiopie <LOD
Zelena Peru 61,8 +13,53
Prazena Peru *1,5+0,29

* hodnoty jsou pod mezi kvantifikace

Pouze v zelené kave (Brazilie) byla detekovana glukdza a frukt6za, ovSem jejich koncentrace
se nachazi pod hodnotou LOQ. V dalSich stupnich prazeni a vzorcich zelené a prazené kavy
byly hodnoty glukézy a frukt6zy pod LOD. Koncentrace sachardzy se vzriistajici dobou praZeni
klesa. Béhem prvnich 4 minut prazeni se jeji koncentrace jest¢ neménila, probihala faze suSeni
(viz. Tabulka 25). Pokles koncentrace sachardzy si Ize vysvétlit tak, Ze béhem prazeni dochazi
k reakcim sacharidd s aminokyselinami, peptidy a bilkovinami a k ubytku sacharidi
za vzniku napt. furanickych latek a také dochazi ke karamelizaci.

Tabulka 26 — Vysledky stanoveni sacharidii v riiznych stupnich prazeni (robusta)

Sacharoza
Vzorek le/kg + SD)
Zelena robusta 35,2+ 0,44
2 min 347+1,12
4 min 22.4+3,08
6 min 17,0+ 1,84
8 min *11,4+ 1,24
10 min *4.7+1,83
12 min *0,8 £ 0,71
14 min <LOD
16 min <LOD
17 min (PraZena robusta) <LOD

* hodnoty jsou pod mezi kvantifikace
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V robust€ jiz nebyla detekovana glukéza a fruktdza ani v zelené kave. Koncentrace sacharozy
opét procesem prazeni klesala v disledku reakei sacharidii s aminokyselinami, bilkovinami
a peptidy. Koncentrace sachardzy se na zacatku prazeni nemeénila, prvni 2 minuty probihalo
suSeni kdvovych zrn. V 8. — 12. minuté se hodnoty nachazely pod LOQ a od 14. minuty

jiz nebyla detekovana ve vzorku kévy ani sacharéza (viz. Tabulka 26).

100 m Robusta
¥ Brazilie
0 2 4 6 8 10 12

14 16 17

IN o ©
o o =

Relativni koncentrace (%)

N
o

Cas prazeni (min)

Obrazek 23 — Zavislost relativni koncentrace na dobé prazeni sacharidii v arabice a robuste.

Pokles sachardzy je ve vzorcich arabiky a robusty viceméné linearni v ¢ase az do 12. minuty,
kdy se jeji koncentrace blizi nule (obrazek 23). Z tabulky 26 je patrné, Ze zelena arabika

obsahuje témeft trojndsobné mnozstvi sachardzy.
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ZAVER
Diplomova prace se zabyva stanovenim furanickych latek, maltolu a sacharidi ve vzorcich
kavy. K analyze byly pouzity komercné dostupné vzorky zrnkové a instantni kavy a také vzorky

kavy v raznych fazich prazeni, které byly ziskany ve spolupraci s pardubickou prazirnou

ZRNO44.

V experimentalni ¢asti prace byly nejprve optimalizovany podminky pro stanoveni furanickych
latek, maltolu a kofeinu technikou HPLC s DAD a pro stanoveni sacharidi technikou HPLC
s RI detekci. Déle byla optimalizovana uprava vzorkl ptfed analyzou. Vhodnym extrakénim
rozpoustédlem pro jednotlivé analyzy byla zvolena demineralizovana voda, teplota extrakce 60
°C, navazka vzorku 2 g, objem rozpoustédla 20 ml a doba extrakce 10 minut.
Dle statistického testovani pomoci analyzy rozptylu ANOVA bylo zjisténo, ze hrubost mleti

kavovych zrn ani velikost navazky nema vliv na extrakci analyzovanych latek.

Optimalizované podminky byly pouzity pro stanoveni furanickych latek, maltolu, kofeinu
a sacharida ve 22 komercné dostupnych vzorcich kav a dale také ve vzorcich arabiky a robusty
v riznych fazich prazeni (od zelené kavy az po konecny produkt). Byly porovnavany obsahy
jednotlivych furanickych latek a maltolu ve vzorcich zrnkovych a instantnich kav. Z vysledki
meéteni vyplyva, ze vzorky zrnkové kavy obsahovaly nizs§i obsah HMF nez vzorky instantni
kavy. U ostatnich furanickych latek jiz takové rozdily pozorovany nebyly. Nejvyssi koncentraci
byla analyzovéna také bezkofeinova kédva znacky TCHIBO, ktera ptekrocila povolené mnoZzstvi
kofeinu, které by mé¢lo byt nizsi nez 0,1 %. Nejvyssi koncentrace maltolu byla potvrzena
u vzorku polské instantni kdvy O Poranku, jelikoz tato kava byla pouze ze 30 % kavou a zbylych

70 % tvorily praZzené cerealie.

Obsah furanickych latek, maltolu a sachardzy byly vyhodnoceny a porovnany také ve vzorcich
arabiky a robusty vriznych fazich prazeni. Bylo potvrzeno, Ze zelend kavova zrna
neobsahovala furanické latky ani maltol a tyto latky zaaly vznikat az procesem praZeni.
Naopak sachar6za dosahovala nejvysSich koncentraci v zelenych kédvovych zrnech a béhem
prazeni postupné klesala. Procesem prazeni totiz dochazi k reakci sacharidii s aminokyselinami,

bilkovinami, peptidy a vzniku furanickych latek.

Vzhledem k nizkym koncentracim glukozy a fruktdzy nebylo mozné tyto sacharidy ve vzorcich

kav identifikovat. Vyjimkou byla sacharoza, kterd se v kavé vyskytovala fadove v desitkach
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g/kg, a proto ji bylo mozné ve vzorcich jako jedinou ze sacharidi stanovit. V porovnani
arabika/robusta obsahovala zelend kdvova zrna arabiky az trojndsobné vyssi koncentrace

sachardzy nez robusta.
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6 PRILOHY

Ptiloha 1: Kalibra¢ni zavislost plochy piki furanickych latek a maltolu na jejich koncentraci
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Ptiloha 2: Kalibra¢ni zavislost plochy piki HMF a kofeinu na jejich koncentraci
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Ptiloha 3: Kalibracni zavislost plochy pikti jednotlivych sacharidl na jejich koncentraci
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Ptiloha 4: UV spektrum standardu HMF o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD analyzy
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Ptiloha 5: UV spektrum HMF z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16
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Ptiloha 6: UV spektrum standardu furfuralu o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD analyzy
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Ptiloha 7: UV spektrum furfuralu z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16
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Ptiloha 8: UV spektrum standardu maltolu o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD analyzy
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Ptiloha 9: UV spektrum maltolu z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16
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Ptiloha 10: UV spektrum standardu 2-furylmethylketonu o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD

analyzy
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Ptiloha 11: UV spektrum 2-furylmethylketonu z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16
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Ptiloha 12: UV spektrum standardu 5-methylfurfuralu o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD

analyzy
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Ptiloha 13: UV spektrum 5-methylfurfuralu z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16
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Ptiloha 14: UV spektrum standardu kofeinu o koncentraci 10 mg/l z HPLC-DAD analyzy
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Ptiloha 15: UV spektrum kofeinu z HPLC-DAD analyzy vzorku Z16

300 -
250 -
200 -

150 |

Intenzita

100 -

50

210 260 310 360
Vlnova délka [nm]

80



Ptiloha 16: Zaznam teplotniho profilu prazeni Brazilie (arabika)
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