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ANOTACE

Tato diplomovd prace se zabyvd stanovenim antioxidanti a alkaloidi v kavé.
V teoretické Casti je popsano slozeni kavy, technologicky proces prazeni kavy a mozné zptsoby
stanoveni antioxidantl a alkaloidii separacnimi technikami. Experimentalni Cast je zaméiena
na optimalizaci separace antioxidantl a alkaloidi v kavé pomoci kapalinové chromatografie
s UV a hmotnostni detekci a na optimalizaci ptipravy vzorku k analyze. Vybrané podminky
byly pouzity pro stanoveni antioxidantti a alkaloidii v zalévané kaveé a kaveé ptipravené

v kavovaru. Dale byl zkouman vliv prazeni na obsah téchto latek v kave.

KLICOVA SLOVA

Kéva, antioxidanty, alkaloidy, HPLC-UV, prazeni kavy

TITLE

The effect of roasting coffee on the content of antioxidants and alkaloids

ANNOTATION

The aim of this diploma thesis is the determination of antioxidants and alkaloids
in coffee. In theoretical part, the coffee composition and the technological process of coffee
roasting as well as the possibility of determination of antioxidants and alkaloids by separation
methods are described. The experimental part is focused on optimization of the separation
of antioxidants and alkaloids in coffee by liquid chromatogaphy with UV and mass
spectrometry detection and optimization of the sample preparation for the analysis.
The selected conditions were used for the determination of antioxidants and alkaloids content
in brewed coffee and in coffee prepared in coffeemaker. Furthermore, the influence of coffee
roasting on alkaloids and antioxidants content in coffee was studied.
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1 UVOD

Kava patii k jednomu z nejoblibenéjSich napoji na svéte. Piiprava kavy a kavova
kultura je v poslednich letech velice diskutované téma jak mezi laickou vefejnosti, tak mezi
odborniky. Tato tématika zaziva urcity progres v Ceské spolecnosti. Lidé radi navstévuji
kavarny at’ uz kvuli relaxaci ¢i setkdni s prateli. Kazdy z nas se rad pozastavi par minut nad
hrnkem dobfe pfipravené kavy a variant, jak oblibeny napoj spravné ptipravit, aby chutovy

profil odpovidal narokim spotiebitele je mnoho a do jisté miry také urcita forma alchymie.

Mezi nejvyznamnéjsi alkaloid obsazeny v kavé patii kofein. Tento purinovy alkaloid
ma priznivé ucinky na centralni nervovou soustavu a doCasné potlacuje unavu. Kofein se dale
vyskytuje v ¢ajovych listcich nebo kakaovych bobech. Dalsi velice vyznamnou biologicky
aktivni latkou obsazenou v kavé je kyselina chlorogenova. Tento antioxidant se nachazi hlavné

v kavé zelené a podili se na neutralizaci volnych radikall v lidském téle.

Pro stanoveni alkaloidli a antioxidantli se nejb&znéji pouzivaji chromatografické
separa¢ni metody. V této praci byla ke stanoveni vyznamnych alkaloidl a antioxidantl pouzita
kapalinova chromatografie. K experimentu bylo vybrano 9 druht kav z celého svéta, u kterych
bylo zjistovano, jak prazeni ovliviiuje obsah téchto latek a také, jaky vliv ma hrubost mleti na

ptipravu espressa a zalévané kavy, ktera stale zustava v oblibé ceské spole¢nosti.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie kavy

Prvni zminky o kdvovniku sahaji do dob pfed nasim letopoctem. Je zndma fada historek
a legend z Afriky a Arabského poloostrova o povzbudivych Ué¢incich zvlastnich ¢ervenych

plodii, dnes zndmych jako kavové tiesné.

Piivodnim domovem kavovniku je Etiopie ve vychodni Africe. Do Evropy se kava
dostala az pted koncem 16. stoleti, kde velice rychle nabrala na popularité a zacatkem 17. stoleti
se zacCaly otevirat prvni evropské kavarny zejména v Italii. V prabéhu 17. stoleti byla kava
pfenesena holandskymi péstiteli na Sri Lanku, Javu a Sumatru, proto se hlavnim dovozcem
kavy stala Indonésie, ktera si dodnes drzi predni pricky ve vyvozu kavy do celého svéta. Béhem
18. stoleti byla kava rozsifena také do francouzskych kolonii v Jizni a Stiedni Americe. Odkud

je dodnes svétové znama odriida Blue Mountaint?,

Ptiprava kavy spocivala v louhovani pomletych zrnek kavy v horké vodé. Velky prilom
Vv pripravé prinesl v roce 1901 Luigi Bezzera, ktery vynalezl espresso. Vymyslel stroj, kterym

jde diky vysokému tlaku a uréité teploté snadno a rychle pfipravit silnou erstvou kavu®.

Prvni kavarna v Cechach byla oteviena v Brné zagatkem 17. stoleti Turkem Ahmedem.
O néco pozdéji byla oteviena i prvni kavarna v Praze. Arabsky prodejce Gorgos Hatalah il
Damaski, ktery byl nejdiive pouli¢nim prodejcem tohoto lahodného napoje, pozdéji v roce
1714 ziskal povoleni na otevieni své vlastni kamenné kavarny pod malostranskou Mosteckou

vezit®

2.2 Kavovnik

Kavovnik (Obrazek 1) fadime mezi ovocné dieviny do rodu Coffea do celedi
moienovitych, ktera zahrnuje kolem 500 rodi a vice jak 6000 druhti. Tato rostlina roste v celém
tropickém a subtropickém pasmu. Muze dosahovat vysky az 15 metrQi, avSak nékteré druhy

kavovniku fadime mezi kefe, jiné mezi stromy. Délka Zivota je kolem 50 let. Prvni plody miva
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mezi 2 az 6 rokem po zasazeni, dle konkrétniho druhu. Kévovnik kvete nékolikrat do roka

a jeho drobné bilé kvéty Easto pripominaji kvéty jasminu®.

Obrizek 1: Plody kavovniku’

Plody k&vovniku, ze kterych vznika kava, se nazyvaji kavové tfesné. Prifez kavovou
tieSni je zobrazen na Obrazku 2. Prvni vrstvu tvofi zevni slupka (exokarp), pod ni je sladka
lepkava duzina (mezokarp) a pergamenova slupka obsahujici jednotliva semena, ktera jsou

pokryta stifbrnou blankou®?,

& DuZina

Seminko

& Stribrnd vrstva

4 , Pergamen

®—— Exocarp ( venkovni vrstva)

Stopka

Obriazek 2: Slozeni kavové tiesng?
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2.2.1 Druhy kavovniki

Mezi kavovniky rodu Coffea mtizeme zatadit vice jak 70 zastupci, ale pouze dva z nich
maji ekonomicky vyznam. Komeréné péstovany kévovnik arabsky, ktery tvoii zhruba 65 %
celkové produkce a kavovnik robusta piiblizné s 30 % svétové produkce. Mezi dalsi, ale méné

vyznamné druhy patii kavovnik liberijsky, uzkolisty, Sari, affinis a congensis.

2.2.2 Kavovnik arabsky

Kavu Arabika fadime mezi kvalitnéjsi druhy kav. Kavovnik arabsky (Obrazek 3) roste
ve vyssich nadmotskych vySkach okolo 600 az 2000 metri nad mofem, dosahuje vysky az 5
metrll a neni pfili§ naroény na péstovani, nevadi mu ani proménlivé pocasi. Péstuje se pfi
teplotach mezi 15 az 24 °C. Kavovnik arabsky obsahuje méné kofeinu nez kavovnik robusta

a je ¢asto napadan listovou rzi, plody a semena kavovym broukem?®1°

Mezi nejvyznamnéjsi odrudy patii Arabika Typica, piivodem z Etiopie, ktera je cenéna
pro svoji kvalitu, ale ma nizkou produktivitu kavy. Arabica Burbon roste v Brazilii a Latinské
Americe, vyznacuje se relativné rychle zrajicimi drobnymi plody zluté i cervené barvy. Tato
kava ma excelentni kvalitu, a 0 30 % vyssi produktivitu kavy nez odriida Arabika Typica. Mezi
dalsi vyznamné odridy patii Arabica Caturra, Pacamara, Geisha, Mundo Nuovo a také svétove

znama Blue Mountain®?,

Obriazek 3: Kavovnik arabsky!?
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2.2.3 Kavovnik statny

Kévovnik statny téZ nazyvany kavovnik robusta patii mezi levnéjsi a méné kvalitni
kavy. Roste v nizsich nadmoiskych vyskach okolo 200 az 600 metrii nad moiem a je daleko
méné naroény na péstovani nez kavovnik arabsky. Kavovnik dorusta vySky az 13 metra
a vyzaduje stabilni klimatické podminky. Zrani je mnohem rychlejsi a své prvni plody miva jiz
po 2 az 3 letech od zasazeni. S robustou se tedy setkdvame mnohem castéji, jelikoz je pro svou

niz§i kvalitu cenové dostupnéjsi.

Oba kavovniky arabika i robusta jsou péstovany v tropech, ale pfesto vyzaduji odlisné
klimatické a teplotni podminky. Arabika ma hlubsi kofenovy systém, proto ji lze péstovat
ve vySSich horskych oblastech, kde se teploty pohybuji do 25 °C. Naopak robusta vyZzaduje

teplej$i a stabilngjsi klima. Porovnani vlastnosti je uvedené v Tabulce 112,

Tabulka 1: Porovnani vlastnosti kdvovniku arabika a robusta®®

VLASTNOSTI ARABIKA ROBUSTA
Kofenovy systém Hluboky Melky
Idealni teplota 15-25°C 20-30 °C
Nadmoiska vyska 900-2000 m.n.m.  0-900 m.n.m.
MnoZzstvi srazek 1500-2000 mm  2000-3000 mm
Doba kveteni Po desti Nepravidelna
Doba od odkvétu k plodu 9 mésicu 10-11 mé&sicu
Obsah oleje v zrnech 15-17 % 10-12 %
Obsah cukru v zrnech 6-9 % 3-7%
Obsah kofeinu v zrnech 0,8-1,4 % 1,7-4 %

2.2.4 Kavovnik liberijsky

Kavovnik liberijsky tzv. liberika tvoii zhruba 1 % svétové produkce. Tato kava se
pouziva predevsim do smési. Kavovnik liberijsky dortista az do vysky 18 metrii a vyznacuje se

velkymi kvéty, kozovitymi listy a bohatou trodou. Patii mezi podiadnéjsi kavy z dtivodu slabsi
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kvality obsahovych latek. Poptavka na trhu je velice nizkd a péstuje se pouze okrajové

Vv oblastech Libérie, Konga a Pobfezi slonoviny.

2.2.5 Kavovnik uzkolisty

Kavovnik uzkolisty roste na kopcich destnych pralest v oblasti Guinei, Sierra Leoine
a Konga v nadmotskych vyskach okolo 200-700 metri. Kavovnik dortista do vysky 7 m a ma

drobné tmavozelené¢ listy a kavové tieSn€ maji v dobé€ zralosti tmavé fialovou az cernou barvu.

2.2.6 Kavovnik Sari

Rostlina kavovniku $ari tzv.excelsa dortsta do vysky 20 m, nevadi ji sucho a je odolna

vii¢i nemocem. Péstuje se prevazné v oblastech Konga a Vietnamu®311,

2.3 Sklizen kavy

Po 3 az 4 letech od zasazeni dava kavovnik své prvni plody. V pribéhu zrani se méni
jejich barva ze zelené na zlutou a postupem Casu na Cervenou. Doba sklizn€¢ se méni dle
zemépisné polohy. Severné od rovniku se kavové tiesné sklizi od zati do prosince, na jihu
od rovniku, tj. naptiklad v Brazilii, probiha hlavni sklizen od dubna do zac¢atku srpna. V zemich
lezicich na rovniku, v Ugandé ¢i Kolumbii sklizenn probih4 cely rok diky stalym klimatickym
podminkam. Sklizen se provadi dvojim zptisobem. Vybérové kvalitngjsi kavy se vzdy sbiraji
ruéné. Sbirani probihd v odstupech 8 az 10 dni. Sbiraji se vZdy pouze uzralé cervené plody.
Zbytek nezralych plodl se nechdvé na stromech dozrat. Zptsob této metody je velice Setrny
a navic se zamezi sbéru Spatnych nezralych ¢i nahnilych ploda. Dalsi moZnost ru¢niho sbéru je
tzv. strippning neboli ¢esani, kdy se ze stromil kavovnikii sbiraji veskeré plody, coz je Casoveé
mén¢ narocné, nicmén¢ veskeré sebrané plody se musi tfidit. Druhy zptsob ¢esani je strojovy.
Pouziva se v nizsich nadmotskych vyskach, je Casové nendrocny, ale velice nesetrny, dochdzi

k odtrzeni listd i celych vétvi kavovniku®.
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2.4  Zpracovani kavovych zrn

Bezprosttedné po sklizni se nasbirané kdvové tfeSn¢ musi zpracovat. Na Obrazku 4 je
zobrazeno celkové schéma zpracovani kavy. Ke zpracovani kavy lze vyuzit néktery ze tii

zpusobi, z nichz kazdy ma svilj vyznam a promitne se v celkové cenné a chuti kavy?.

KAVOVNIK

l

RUCNI SBER ——-- CESANI ——STROJOVY SBER

|

SUCHE ZPRACOVANI - MOKRE ZPRACOV ANI ---POLOPROMYTE ZPRACOV ANI

!

TRIDENI

!

SKLADOVANI

!

EXPORT

!

PRAZENI

BALENI

Obrazek 4: Schéma zpracovani kavy

2.4.1 Suché zpracovani

Pfi suchém zpracovani kavy se kavové treSné volné rozlozi na betonovych
¢1 kamennych podlahdch a v pravidelnych intervalech jsou prohrabavany a obraceny, aby
dochazelo k rovnomérnému schnuti. Na noc se plody zakryvaji kvili vlhkosti a zabranéni
fermentacnich pochodl. Suseni trva tak dlouho, nez vlhkost peckovic klesne na 12 %, coz jsou
zhruba 4 tydny. Vnéjsi slupka zhnédne a nasledné v loupacich strojich dojde k mechanickému

oddéleni semene od uschlé duziny>*!.
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Tato metoda patii mezi nejstarsi, nejjednodussi a finan¢né nenarocné, avsak je velice

gasové naro¢na. Pouziva se zejména pro méné kvalitni kdvy v oblastech Afriky a Arabie®?,

2.4.2 Mokré zpracovani

Metoda mokrého zpracovani vyzaduje vyssi naklady, ale lépe zachova kvalitu

a aromaticnost. Pouziva se zejména na zpracovani Arabiky.

Kavové tresné jsou shromazdény ve vodnich nadrzich, kde dochazi k jejich selekci.
Nedozralé, seschlé ¢i poskozené plody plavou na hladiné a jsou unaseny proudem z vodni
nadrze. Zralé plody naopak klesaji ke dnu. Vadné plody (Cerné nebo hnédé, nezralé ¢i
poskozené hmyzem), které ptredstavuji ptiblizné 11-20 % produkce kavy, mohou mit vliv na
chut’ prazenych produkti. Neposkozené plody jsou t€z8i, maji vyssi aktivitu vody a nizsi
kyselost nez plody poskozené. Obsah sacharézy, bilkovin, rozpustnych fenold je

u neposkozenych kavovych zrn také vyssil4,

Zralé plody jsou proudem unaSeny do vylupovacich zafizeni (tzv. pulpovnik), kde se
pomoci nastavitelnych c¢epeli umisténych v rotujicich vélcich odstrani vrchni slupka a ¢ast
duzniny. Z dtivodu uchovani kvality zrn je dulezité, aby k oloupani doslo do 24 hodin po

sklizni. Delsi ¢asova prodleva mezi sbérem a loupdnim muze zapficinit prischnuti duzniny

k zrnktim a poskozeni kavového semena pii vyloupavani.

Oloupana zrna jsou proudem unasena do kvasnych kadi, kde probih4 fermentace. Cely
proces, kdy enzymy uvoliuji zbyvajici lepkavou vrstvu oplodi, ktera pokryva pergamenovou
slupku semen, trva kolem 12-36 hodin. Doba ulozeni oloupanych zrn v kvasnych nadrzich se
fidi teplotou okoli, mnoZstvim enzymu a sile zbytkdi obalové vrstvy. Nasleduje posledni
promyvani semen vodou. Poté se kavova semena v pergamenové slupce zhruba s 50% vlhkosti
nechaji susit. Z divodu udrzeni jejich stability by méla vysuSena semena obsahovat pouze
10 % vlhkosti. Pti celém postupu zpracovani kavovych zrn je dulezita kontrola kvality a Cistoty,

aby se zabranilo nespravnému fermentaénimu procesu, kdy zrnka za¢nou zapachat a hnit®1%,

SuSeni probiha na slunci na betonovych terasach, suSicich stolech nebo V suSicich
strojich pfiblizn€ 14 dni. Semena jsou pravidelné obracena, aby doslo k jejich rovnomérnému
vysuSeni. PO vysuSeni se kavova zrna v pergamenové slupce (tzv. pergamenova kava) loupou.

Tento krok zpracovani nastava az pfed samotnym exportem. Kéva se zbavuje své pergamenové
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slupky pomoci specidlnich loupacich strojii. Poté se lesti, kdy dochazi k iplnému odstranéni

pergamenové vrstvy a uhlazeni povrchu. Zrnka se déle t¥idi dle velikosti a kvality?.

2.4.3 Polopromyté zpracovani

Pii polopromytém zpracovani kavy stejné jako u mokrého zpracovani putuji kdvové
tteSné do vodnich kadi, kde se odd¢€luji zralé od nezralych plodii. Zralé plody jsou v loupacich
strojich zbaveny vrchni slupky a ¢asti duzniny. Zrnka v pergamenové slupce se zbytkem
duzniny se nechavaji schnout na slunci stejné¢ jako u suchého zpiisobu zpracovani. Svrchni
vrstva zrnka obsahuje velké mnozstvi cukrl, a proto se tato kava vyznacuje vyraznou sladkosti
a plnosti. Velkou vyhodou této metody zpracovani je nizkéd spotieba vody a mensi Casova

naroénost, jelikoz se zrnka nechévaji schnout p¥imo na plantazich®*®

2.5 Prazeni

vvvvvv

definovano jako suché tepelné zpracovani potravin za ucelem tvorby aromatickych latek,
rozvoje barvy a zmény textury finalniho produktu. Jedna se o ¢asové teplotni fizeny proces

spojeny s fadou chemickych reakci®.

Proces prazeni kavy probiha pti teplotach mezi 160-220 °C po dobu 5-30 minut a Ize jej
rozdélit do dvou fazi. Prvni fazi je suSeni, kdy teplota zrna nepiesahne 160 °C. Druhou fazi
nazyvame prazeni, kde se teplota zrna pohybuje mezi 160-220 °C. Pii dosaZeni teploty 190 °C

se spousti pyrolytické reakce'®’

Pocateéni zmény nastavaji uz pii 50 °C, kdy zrno ztraci vlhkost. Okolo 100 °C
zaznamenavame prvni zmény barvy ze zelené na Zlutou az svétle hnédou. Pii 150 °C dochazi
k uvolnovani t€kavych latek (CO2), coz vede ke zvysSeni objemu zrna. Faze prazeni, ktera zac¢ina
pii 180-200 °C je rozpoznatelna prasknutim, tzv. first crack. Diky tlaku CO2 dojde uvnitt zrna
Kk poruseni bunécného skeletu. Vétsinou se kavy prazi do prvniho cracku, ale nekteré se prazi i
do druhého cracku. Zalezi ovsem na druhu kavy a pozadovaném stupni prazeni. Pfi prvnim
cracku nastavaji dilezité chemické procesy®® Dochézi k rozkladu proteint na jednoduché

peptidy a vzniku riiznych fenolovych latek. Skroby se pii riiznych teplotach méni na jednoduché
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cukry, které castecné karamelizuji. Probihaji reakce neenzymatického hnédnuti znamé také
jako Maillardovy reakce. Jedna se o komplexni sérii reakci mezi aminokyselinami a
redukujicimi cukry, respektive produkty jejich degradace. Pti reakci vznikaji hnédé pigmentové
latky, tvz. melanoidy. Dalsi reakci aminokyselin je Streckerovo odbouravani, kdy dochazi
k dekarboxylaci a deaminaci o-aminokyselin'®, T&émito chemickymi procesy, dochdzi za
vysokych teplot ke vzniku delikatnich aromatickych ¢i kavovych oleju, které se pti prasknuti
tzv. cracku, kdy je buné¢na struktura zrn naruSena, dostavaji na povrch. V prazené kaveé vznika
vice nez 600 t€kavych aromatickych latek. Pfedevsim se jednd o furany, pyraziny, alifatické
a aromatické uhlovodiky, pyroly, ketony a fenoly. Sirné latky jsou v prazené kave zastoupeny

v mensim mnozstvi, ale maji vyznamny vliv na aroma kavy®%,

2.5.1 Prazicky

Z pocatku byla kavové zrna praZena jednoduchym zplsobem, a to palenim bobuli na
pfimém ohni, pozdéji na kovovych panvich. Na ptfelomu 18. stoleti se zacaly objevovat prvni
prazicky podobné tém, které se pouzivaji v dnesni dob¢. Proces praZeni byl zdlouhavy a jednalo
se spiSe o paleni kavy nez prazenil!. V soudasné dobé je prazeni kivovych zrn védou a zaroven
uménim. Neodbornym prazenim je mozné znehodnotit i nejkvalitnéjsi kavu. Toto pravidlo plati
i opacné, kdy mnoho zkusenych prazici dovede i z méné kvalitnich zrnek uprazit kavu dobré

chuti®,

Ptistroje na prazeni kavy tzv. prazicky (Obrazek 5) pracuji na riznych principech
ptenosu tepelné energie na kdvové zrno. Nejstarsi pouzivany zplisob pienosu tepelné energie je
kondukce, pii niz teplo pfechazi na kavova zrnka fyzickym kontaktem z povrchu praziciho
stroje. V kavach prazenych timto zpisobem mutizeme citit spalenou chut’ a dochézi zde k vétsi
degradaci chlorogenovych kyselin a k velkym ztratam tékavych latek?'. Dalsi zptisob prazeni
muze byt konvekci. Prazeni horkym vzduchem se provadi ve specidlnich horkovzdusnych
prazickach, kdy jsou vSechna zrna praZena rovnomérné a nedochézi ke vzniku zplodin, které

ovliviuji findlni chut’ napoje???. Posledni a nejnovéjsi technologii prazeni je radiace®®.
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Obrazek 5: Prazicka kavy

V Evropskych prazirnach se vyuzivaji prazicky se specidlnim vyhtfivanym rotujicim
bubnem, ktery se pfi celém procesu otaci, a vSechna zrnka jsou dokonale promichdvana. Lze
fici, Ze v soucasnosti se zrnka prazi nezavisle na lidském faktoru. Cely proces prazeni je plné
automatizovan a nastaveni praziciho profilu je fizeno vypocetni technikou. Kazdy druh kavy
pottebuje jinou dobu a teplotu prazeni. ZkuSeny prazi¢ nejdiive pfipravi z kazdé Sarze zkuSebni
vzorky. Optimalni podminky se sleduji ve tiech vzorcich podle stupnice: jemné prazeny (light
city roast), stiedné prazeny (city plus roast), vice prazeny (full city roast). V malych prazickach
tento proces trva 8-12 minut. Tyto kdvy jsou degustovany a po piidani 1 dalSich specifikaci je

vybran ten nejlepsi profil (kiivka) prazeni®.

2.5.2 Chemické a fyzikalni zmény béhem praZeni

Slozeni kévovych zrn se dramaticky méni béhem prazeni v dusledku pyrolyzy,
karamelizace a Maillardovych reakci. Nékteré chemické slouceniny jsou degradovany a jiné
Jsou vytvoreny, veetné bioaktivnich sloucenin a latek s vysokou a stfedni tekavosti, které jsou
dalezité pro viini a chut. Konecné sloZeni prazené kavy se 1isi podle suroviny, stupné praZeni

a dalsich faktort, jako je typ prazicky, Cas a teplota.
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Prazeni zpusobuje ztratu CO», vodnich par a t¢kavych slouc¢enin. Kromé toho dochazi k
degradaci polysacharidli, cukrii, aminokyselin a chlorogenovych kyselin, coz vede k tvorbé
karameliza¢nich a kondenzacnich produkti. Celkové dochazi k naristu koncentrace
organickych kyselin a lipidd, zatimco koncentrace kofeinu a trigonelinu (N-methylnikotinové
kyseliny) zfistava nezménéna®*. Hlavni kyseliny pfitomné v zelenych zrnech jsou kyselina
citronova, jable¢na, chlorogenové kyseliny a kyselina chinova. Pii prazeni se koncentrace
prvnich tiech kyseliny snizuje, zatimco obsah kyseliny chinové se zvySuje Vv disledku

degradace chlorogenovych kyselin?.

Chlorogenové kyseliny pfi prazeni degraduji?®?’. Odborna literatura uvadi, ze stupen
degradace chlorogenovych kyselin je v pfimé zavislosti na teploté a asu prazeni?’. Perrone
a kolektiv uvadéji, ze kava prazena pouhych Sest minut si zachovava v praméru 47 % svych
chlorogenovych kyselin a celych 44 % je mozno nalézt v zalévané kavé®®, Dalsi studie uvadi,
7e zhruba 10 % chlorogenovych kyselin se ztrici jako tékavé slouceniny?®. Chlorogenové

kyseliny pravdépodobné reaguji s produkty Maillardovich reakci?®,

2.5.3 Stupné prazZeni

row

Pii prazeni rozliSujeme rizné stupné a hloubky prazeni (Obrazek 6). Cim delsi ¢as
prazeni, tim je kava tmavsi a ma hoi¢i chut’. Naopak ¢im kratsi ¢as prazeni, tim je kava svétlejsi

a kyselejsi.

X X %

#liura Superior

Mexiko (100% arabica)

Obrazek 6: Kéava v riznych stupnich praZeni

Ve svété je mnoho oznaceni a terminli pro rizné stupné prazeni, avSak univerzalni

oy

terminologii mezi prazi¢i jsou vyrazy: nizké, stfedni, vysoké nebo také svétle, stiedni a tmavé.
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Lze konstatovat, Ze i tato univerzalni terminologie stupnii prazeni je kazdym prazi¢em
chéapana jinak v ohledu na oblast odkud kava pochazi ¢i dle zazitych zvyklosti a obliby pro
danou oblast. Napiiklad v Brazilii, Francii, Vietnamu ¢i Italii se zrna prazi na velice tmavou,
naopak severské staty preferuji kavy svétlého skoficového odstinu a stfedni Evropa
upiednostiuje prazeni stfedni. Dal§i bézné pouzivané oznaCeni stupfit prazeni jsou

nasledujici 3%

a) Light Cinnamon — Zrna maji svétle hnédou barvu, vyraznou kyselost a chutové
pfipominaji toustovy chléb.

b) Cinnamon — Svétle hnéda zrna se stale vyraznou kyselosti.

c) New England — Svétle hnéda zrna se stale kyselou chuti. Pfi tomto stupni praZeni
dochazi k prvnimu cracku.

d) American, Light City — Tmavsi svétle hnéda barva, sladsi chut’. V tuto chvili kon¢i prvni
crack.

e) City Plus, Medium — Zrna jsou stiedné hnéda, je citit nékolik chuti najednou.

f) Full City — Stfedné tmava hnéda barva. Na povrchu zrn se zacinaji objevovat oleje,
sladké a hotké tony v chuti

g) Light French, Viennese — Tmavé hnéda barva s vice olejovymi skvrnami na povrchu,
vyrazné hotko-sladkd chut’, zrna ztraceji kyselost.

h) French — Tmavé hnéda barva, vyrazné oleje na povrchu, lehce spalené tony, absence
kyselosti.

i) Italian — Velmi tmava barva, silngjsi spalené tony, zadna kyselost.

J) Spanish — Zrnka témé&f ¢erna, pokryta olejovitou vrstvou, chut’ hoika az spalena.

2.5.4 Chlazeni

Po uprazeni zrn nastava proces chlazeni. Zrnka uprazené kavy musi byt ochlazena co
nejrychleji po uprazeni, aby dale neprobihaly zadné chemické procesy. Zrnka jsou vysypana do
specialnich otevienych kruhovych tankii se sitem a michadlem, pies které proudi studeny
vzduch. Pomoci michadla je kdva rovnomérné promichavana s proudicim vzduchem a dochazi
tak k rychlému ochlazeni. Ne¢kdy lze zrna ochladit i vodou. Chlazeni vodou je mnohem

rychlejsi, ale méné pouzivané z diivodi absorpce a vihnuti zrnek!631,
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2.5.5 Mleti kavy

Poslednim dalezitym krokem pied samotnou extrakci kavy je mleti prazenych zrn.
Jeden z nejstarsich zptisobu mleti kavy je hmozdit. Zrnka byla rozdrcena a tato pomérné hruba
kava byla louhovana. Pozd¢ji se k mleti kavy pouzivala metoda mlynského kamene, ktery
slouzil téz k mleti obili. DalSim jednoduchym mechanizmem na mleti zrn je dievény skiinovy
mlynek s konickymi kameny. V soucasné dobé se k mleti pouzivaji mlynky elektrické, ty
pracuji bud’ na principu dvou zdrsnénych kotouctli, nebo maji rotujici ¢epele a lamely. Maji
ovSem také své nevyhody. Pii dlouhém mleti vznikd velké mnozstvi tepla, a to muze
znehodnotit kvalitu zrna a tim i celého napoje. VétSina dneSnich mlynkd ma nastavitelnou

hrubost mleti. Stupné mleti rozlisujeme na hrubé, stfedni a jemné>*,

2.6  Slozeni latek v kavé

Zpracovani a prazeni kavovych zrn hraje vyznamnou roli v jeho chemickém sloZeni.
Latkové slozeni zavisi na oblasti odkud kavovnik pochazi, a na druhu kavovniku, dale na
podminkach péstovani a jeho technologickém zpracovani. Nize v Tabulce 2 jsou uvedeny

pramérné koncentrace jednotlivych slozek zelené kavy v hmotnostnich procentech.

Tabulka 2: Obsah latek pfitomnych v kavé v hmotnostnich %*®

SLOZKA ARABIKA ROBUSTA ‘
Rozpustné sacharidy 9-12,5 6-11,5
Nerozpustné sacharidy 34-35 34-35
Kyseliny a fenoly 8-11 9-17
tékavé kyseliny 0,1 0,1
netékavé kyseliny 2-2,9 1,3-2,2
Chlorogenové kyseliny 6,7-9,3 7,1-12,1
Lipidické slou¢eniny 15-18 8-12
vosky 0,2-0,3 0,2-0,3
oleje 7,7-17,8 7,7-17,8
Dusikaté slouceniny 11-15 11-15
Volné aminokyseliny 0,2-0,8 0,2-0,8
Bilkoviny 8,5-12 8,5-12
Kofein 0,8-1,4 1,7-4,0
Trigonelin 0,6-1,2 0,3-0,9
Mineralni latky 3,0-5,4 3,0-5,4
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2.6.1 Sacharidy

Sacharidy jsou hlavnimi slozkami kavy, pfedstavuji vice nez 50 % suSiny. Jednd se o ve
vodé¢ rozpustné a nerozpustné sacharidy. Pti praZeni tvoii barevné a aromatické produkty diky
karamelizaci a Maillardovym reakcim. Polysacharidy, oligosacharidy, disacharidy a
monosacharidy lze rozdélit na redukujici a neredukujici cukry. Polysacharidy maji majoritni
podil v zastoupeni cukernych slozek a piedstavuji pfiblizn€ 44 % susiny u C. arabicaa 47 % u
C canephoral®®3  Polysacharidy rozpustné ve vodé lze rozdélit na dvé frakce,
vysokomolekularni a nizkomolekularni**. Vysokomolekularni polysacharidy rozpustné
ve vodé¢ jsou primarné reprezentovany galaktomanany a arabinogalaktany. Nerozpustnd ¢ast

vysokomolekularnich polysacharidii tvofici bunééné stény semen se skladd z mannanu,

hemicelul6zy a celulozy. Jejich obsah je vyssi v Arabice nez v Robustg.

Monosacharidy a disacharidy jsou v kavé zastoupeny mén¢, avsak jSou nezbytné pro

v

tvorbu aroma, karamelizaci a Maillardovy reakce. Sacharéza je zdaleka nejhojngjsi
a monosacharidy se nachazeji v zelené kavé ve stopovych mnozstvich. Koncentrace glukozy
a fruktdzy stoupa v pocatecni fazi prazeni kvuli rozkladu sacharozy, téméf vSechny volné cukry
se pii prazeni ztraci. Strucné feceno, monosacharidy a disacharidy jsou pro tepelné oSetieni

velmi kiehké, pii prazeni jsou kvantitativné degradovany za nékolika minut®-%,

2.6.2 Kyseliny

Kyselost kavy je jedna ze zakladnich vlastnosti kavy. Intenzita kyselosti ma velmi
vyznamny vliv pii senzorickém hodnoceni kévy. Zelend kava obsahuje tékavé alifatické
kyseliny, netékavé alifatické kyseliny a fenolové kyseliny. Hlavni netékavé kyseliny jsou
chlorogenové kyseliny, kyselina citronova, kyselina jable¢na a kyselina chinova. Tckavé

kyseliny ptedstavuje hlavné kyselina mravenéi a octova®®,

Chlorogenové kyseliny (CGA) jsou fenolické latky ptirodniho ptivodu, které se tvofi
vrostliné kavovniku esterifikaci trans-skotficovych kyselin (hlavné kévové, ferulové
a p-kumarové kyseliny) s hydroxylovymi zbytky kyseliny chinové (Obrazek 7). V zelené

I prazené kavé se vyskytuje vice jak 30 estert skoticovych kyselin.
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Obrazek 7: Strukturni vzorce kyseliny chinové (a) a tti nejcastéjsi trans-skotricové kyseliny
skupiny CGA: kyselina kavova (b), kyselina ferulova (c) a kyselina p-kumarova (d)

Chlorogenové kyseliny lze rozdélit podle povahy a poctu skoficovych substituenti
a esterifikacni polohy v cyklohexanovém kruhu kyseliny chinové. Mezi hlavni chlorogenové
kyseliny patii kafeoylchinové kyseliny (CQA), dikafeoylchinové kyseliny (diCQA),
feruloylchinové  kyseliny (FQA) a  p-kumaroylchinové  kyseliny  (CoQA)
a kafeoylferuloylchinové kyseliny (CFQA).

Chlorogenové kyseliny maji mnoho uzite¢nych vlastnosti, jako je antioxida¢ni aktivita,
antikarcinogenni potencidl, zpomaluji uvoliovani glukézy do krve po jidle a maji silné
poslednich desetileti byly vydany odborné studie a ¢lanky, které se zabyvaji timto tématem.
Bohuzel pii nastudovani tohoto tématu mizeme byt siln¢ zmateni. Kvuli postupnym objevim
a izolacim jednotlivych izomerd z mnoha matric a kvuli ménicimu se systému nomenklatury
jsou nesrovnalosti v odborné literatuie bézné. Nejvétsi nesrovnalosti jsou s oznacenim dvou
slouenin patiici mezi kafoylchinové kyseliny. Témito slou¢eninami jsou kyselina
5-kafoylchinova (také znama jako chlorogenovd) a 3-kafoylchinovad kyselina (zndmé pod

nazvem kyselina neochlorogenova).

Hlavni pfi¢inou je Spatné oznaceni kyseliny chlorogenové (5-CQA), kterd byla
nazyvana jako kyselina 3-kafoylchinova (3-CQA) pied rokem 1976, kdy byla zvefejnéna nova
pravidla pro nomenklaturu. Bohuzel v odborné literatufe se stale objevuji ¢lanky, kde je
pouzivana nomenklatura pfed IUPAC a tim dochazi stidle k chybam, kdy je kyselina
3-kafoylchinova nazyvana jako chlorogenova. V soucasné dobé jsou obé tyto slouceniny
k dispozici v ¢isté krystalické formé koupitelné od komercnich dodavateld. Bohuzel vétsina
dodavatelli pouziva starou nomenklaturu a prodavéa kyselinu chlorogenovou jako kyselinu

3-kafoylchinovou. To je pravdépodobné zpusobeno tim, kdyz v roce 1976 IUPAC publikoval
29



¢islovaci systém pro cyklitoly, kyselina chlorogenova byla opravdu kyselina 3-kafoylchinova

a &ista forma kyseliny neochlorogenové nebyla dosud komeréné dostupna®®.

Pro ptesnéjsi orientaci v chlorogenovych kyselinach je na Obrazku 8, zobrazena
chemicka struktura kyseliny chinové s moznymi substituenty R3, R4 a R5 a v Tabulce 3 jsou

uvedeny ruzné substituce kyseliny chinové s kyselinou kavovou, ferulovou

typy
a p-kumarovou.
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Obrazek 8: Chemicka struktura kyseliny chinové s moZnymi substituenty R3, R4, R5

Tabulka 3: Riizné typy substituentd pro R3, R4, R5%

Zkratka kyseliny R3 R4 R5 ‘
3-CQA kyselina kavova H H
4-CQA H kyselina kavova H
5-CQA H H kyselina kavova
3-FQA kyselina ferulova H H
4-FQA H kyselina ferulova H
5-FQA H H kyselina ferulova
3-p-CoCQA kyselina p-kumarova H H
4-p-CoCQA H kyselina p-kumarova H
5-p-CoCQA H H kyselina p-kumarova
3,4-diCQA kyselina kavova kyselina kavova H
3,5-diCQA kyselina kavova H kyselina kavova
4,5-diCQA H kyselina kavova kyselina kavova
3,4-CFQA kyselina ferulova kyselina ferulova H
3,4-CFQA kyselina ferulova kyselina kavova H
3,5-CFQA kyselina ferulova H kyselina ferulova
3,5-CFQA kyselina ferulova H kyselina kavova
45-CFQA H kyselina kavova kyselina ferulova
45-CFQA H kyselina ferulova kyselina kavova

CQA = kaffeoylchinové kyseliny, diCQA = dikaffeoylchinové kyseliny
FQA = feruloylchinové kyseliny, COQA = p-kumaroylchinové kyseliny
CFQA = kaffeoylferuloylchinové kyseliny
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Obsah hlavnich chlorogenovych kyselin v prazené kavé je uvedeny v Tabulce 4.
V zelené kavée jsou v mensi Casti také zastoupeny izomery kyseliny ferulové (FQA) a kyseliny

p-kumarové (CoQA) 4043,

Tabulka 4: Obsah hlavnich chlorogenovych kyselin v prazené kave?

Kyselina Obsah v g.kg*
5-kaffeoylchinova (chlorogenova) 20

4-kaffeoylchinova (kryptochlorogenova)
3-kaffeoylchinova (neochlorogenova) 1

V zelené kaveé se mnozstvi CGA pohybuje od 8 do 14,4 % suSiny pro Robustu a od 3,4
do 4,8 % pro Arabiku**. Bylo zji§téno, Ze chlorogenova kyselina (Obrazek 9) je béhem prazeni
kontinudlné¢ degradovana a nasledné dochazi k degradaci kyseliny kryptochlorogenové

a neochlorogenové?®,

a) b)

Obrazek 9:Chemicka struktura kyseliny chlorogenové (a) a neochlorogenové (b)

Dalsi hojné zastoupenou kyselinou je kyselina citronova. Na rozdil od mnoha dalSich
kyselin se kyselina citronova béhem procesu prazeni nevznika, ale pomalu se rozklada. Ztrata
obsahu kyseliny citronové zévisi na tad¢ faktord, ale obecné bude stfedné¢ prazend kéva

obsahovat asi poloviéni koncentraci nez zelena kava*®.
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2.6.3 Alkaloidy

Kévové rostliny obsahuji dva rizné druhy alkaloidd. Jednim typem jsou purinové
alkaloidy jako je kofein (1,3,7-N-trimethylxanthin), theobromin (3,7-N-dimethylxanthin) nebo
theofylin  (1,3-dimethylxanthin). Druhym typem je pyridinovy alkaloid trigonelin
(N-methylnikotinova kyselina). Distribuce kofeinu a trigonelinu je v rostlinné #i8i odlisna,
kofein je pfitomen jak v kavé, tak v ¢aji, ale trigonelin se nachazi pouze v kave. Velké mnozstvi

trigonelinu je také v mnoha lusténinach®’.

Kofein

Kofein (Obrazek 10) fadime mezi nejvyznamnéjsi purinovy alkaloid obsazeny v kavé.
Obsah kofeinu v zelenych zrnech arabiky je 0,9-1,4 % zatimco v zrnech robusty je 1,4-4,0 %.
Jedna se 0 bilou krystalickou latku pattici do skupiny methylovanych derivati xantinu. Nachazi
se ve vice nez 60 rostlinich véetné kavovych zrn, ¢ajovych listki a kakau?>*. Stimuluje
centralni nervovou soustavu a zatazujeme jej do tzv. tolerantnich navykovych latek, mezi které
patii nikotin a ethanol®. Synteticky vyrabény kofein se vyuziva k obohacovani kolovych

a energetickych népoji a také ve farmacii.

0
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Obrazek 10: Chemicka struktura kofeinu

Soucasné studie naznacuji, Ze mirny piijem kofeinu neni spojen se zvySenym rizikem
celkového kardiovaskularniho onemocnéni, jako je arytmie, srde¢ni selhani nebo zmény
krevniho tlaku. Naopak, konzumace malého mnozstvi kofeinu je spojena se snizenym rizikem

kardiovaskularnich poruch?®.
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Theobromin

Theobromin je dimethylxanthin pfitomny ve velkych mnozstvich v kakaovém prasku,
a také v produktech jako je cokolada, v mensi mife ho pak mizeme nalézt v kavovych zrnech.
I kdyz je chemicky velmi podobny ostatnim methylxantinim, jako je kofein, teofylin

a trigonelin stimuluje centralni nervovy systém v mensim rozsahu nez tyto methylxanthiny*®>°.

Theobromin (Obrazek 11) je bezbarvy, bez zapachu s mirné hofkou chuti. Obsah
Vv zelenych zrnech arabiky je 36-40 mg/kg a v robusté 26-82 mg/kg. Studie prokazaly pozitivni
piinosy theobrominu na zdravi, véetné ochrany povrchu skloviny zubt®!, potla¢ovani kasle®?,

ochranu kardiovaskularniho systému, zvy$eni HDL cholesterolu a snizeni LDL cholesterolu®3,

O CHy
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Obrazek 11: Chemicka struktura theobrominu

Theofylin

Theofylin (Obrazek 12) je stejné jako kofein a theobromin pfirodni alkaloid, derivat
xanthinu izolovany z rostlin Camellia sinensis a Coffea arabica. Obsah v zelenych zrnech
arabiky je 7-23 ug/kg, v robusté 86344 pg/kg. V Cisté podobé je to bily krystalicky prasek bez
zapachu s hotkou chuti. Pouziva se k 1écbé respiranich onemocnéni, jako je chronicka
obstrukéni plicni nemoc nebo astma. Pivodné byl pouzit jako bronchodilator, ale pomérné
vysoké davky mely casté nezadouci ucinky. V novych studiich, bylo zjisténo, Ze pfi nizSich
koncentracich ma protizanétlivé Géinky pii astmatu a chronickych obstruk¢énich plicnich

nemocech® 26,
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Obrazek 12: Chemicka struktura theofylinu

Trigonelin

Trigonelin (Obrazek 13) je silné polarni hydrofilni slouéenina, ktera je po kofeinu
rychle degraduje, jeno koncentrace siln& zavisi na teploté a dobé prazeni®’. Béhem prazeni se
rozklada dvéma zpusoby. Prvnim zptisobem je migrace N-methylové skupiny, kdy vznikne
methyl-nikotinat, jehoz koncentrace Se v prazené kavé pohybuje okolo 0,6 % a v pfitomnosti
vody dochazi k hydrolyze na kyselinu nikotinovou. Druhym zpisobem je dekarboxylace, kdy
dochazi k rozkladu ptiblizné 88 % trigonelinu a vznika tékavy pyridin a 3-methylpyridin.
Dulezity meziprodukt 1-methylpyridiniumhydroxid je dale rozkladan na metylamin,
acetaldehyd a malon dialdehyd. Dal§imi reakcemi vznika velké mnoZstvi produktl, predevsim

alkylpiridiny a arylpiridiny?.

Bylo prokazano, ze uc¢inky kyseliny nikotinové, nikotinamidu a trigonelinu inhibuji

invazivitu rakovinnych bungk®e.

7

Obrazek 13: Chemicka struktura trigonelinu
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2.6.4 Mineralni latky

Kava obsahuje pfiblizn¢ 4 % mineralnich latek, v arabice je to 3,6-4,5 %, v robusté
3,6-4,8 %'°. Stejné jako u vsech rostlinnych material prevlada draslik (1,1 %), poté nasleduje
véapnik (0,2 %) a hot¢ik (0,2 %). Pievazujicimi anionty jsou fosfaty (0,2 %) a sulfaty (0,1 %)*8.
Stopovymi prvky v kavé jsou zinek, stroncium, kiemik, mangan, Zelezo, méd’, baryum, bor

a hlinik. Mnozstvi stopovych prvki v kavé se lisi podle slozeni ptidy®°.

2.6.5 Lipidy

Lipidy jsou dalsi hojné zastoupenou slozkou v kav¢, jejich celkovy obsah v arabice je
8-15 % a v robusté 8-12 %. Lipidova frakce kavy je sloZzena prevazné z kavovych oleji. Kavové
oleje jsou tvofeny ze 75 % triacylglyceroly a mezi nejvyznamnéjsi nenasycené mastné kyseliny
zastoupené v tryacylglycerolech patii kyselina linolova, olejové a linoleova®. Dalsi vyznamnou
slozkou lipidi jsou steroly, tokoferoly a v malém mnozstvi diterpenové alkoholy (kafestol a

kahweol), fosfatidy a derivaty triptaminu.

Diterpenové alkoholy se vyskytuji jako volné nebo vazané v esterech s mastnymi
kyselinami a v glykosidech. Prazenim kavy dochazi k dehydrataci a oxidaci téchto diterpent az
na aldehydy kefastrol a kahweol. Bylo prokazano, ze kafestrol a kahweol zvySuji hladinu
cholesterolu v krevnim séru v diisledku interakce palminatu s biologickymi membranami?®,
V nefiltrovanych nalevech kavy byl zjistén nartst diterpenovych alkoholti, ktery ma vliv na

narust hladiny sérového cholesterolu oproti kdvam filtrovanym.

Ackoli je vétSina lipidh umisténa v endospermu zelené kavy, tak i malé mnozstvi
kavového vosku nalezneme ve vnéjsi vrstvé kdvového zrna. Tato frakce piedstavuje 0,2 % az

0,3 % hmotnosti semen kévy62’64.

2.6.6 Bilkoviny

Proteiny, peptidy a volné aminokyseliny jsou nezbytné pro aroma kavy. Pfi praZeni
jsou proteiny vystaveny rozsdhlym zménam v piitomnosti sacharidi. Celkovy obsah

aminokyselin klesa asi o 30 %. Mezi reaktivni aminokyseliny mtizeme zafadit arginin, kyselinu

35



asparagovou, cystein, histidin, lysin, serin, threonin a methionin. Jejich obsah se
Vv pribéhu prazeni snizuje. Zatimco stabilni aminokyseliny, zejména alanin, kyselina
glutamova a leucin, po prazeni své mnozstvi relativn€ zvysi. Siranové aminokyseliny, cystin,
cystein a methionin jsou v zelené kave vétSinou vazané v bilkovinach a pfi prazeni interaguji
s redukujicimi cukry za vzniku intenzivné aromatickych tékavych latek thiofenu a thiazolu.
Hydroxylové aminokyseliny serin a threonin reaguji se sacharézou za vzniku tékavych
heterocyklickych sloucenin — alkylpyrazini, které vyznamné ptispivaji k chuti a viini prazené

kéwy6 567,

2.7 Chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, jez spociva v déleni smési latek mezi dvé faze.
Jedna faze je vzdy nepohyblivé a je nazyvana jako faze stacionarni, na niz dochazi k zadrzovani
délenych latek. Druha faze je faze pohybliva nazyvéana jako mobilni. Touto fazi jsou délené
latky unaSeny. Mechanismus chromatografie tedy vyuzivd zadrZzovani smési latek na
staciondrni fazi a opakované vytvafeni rovnovaznych stavl délenych latek mezi mobilni
a stacionarni fazi. Chromatografické metody muzeme rozd¢lit z nékolika hledisek. Podle

ptevazujiciho mechanismu interakci na:

e Adsorp¢ni chromatografie: jedna se o separaci, pfi niz rozhoduje rizna schopnost slozek
rizné adsorpce na povrch stacionarni faze.

e rozdélovaci chromatografie: pii separaci hraje roli rozdilna rozpustnost slozek vzorku
ve stacionarni fazi a mobilni fazi.

e (Gelova chromatografie: k déleni sloZzek ve vzorku dochdzi na zéklad¢ rozdilné velikosti
a tvaru molekul na porovité stacionarni fazi.

e Afinitni chromatografie: separaci slozek ve vzorku ovliviiuje afinita ke stacionarni fazi.

e lontové vymeénna chromatografie: o separaci rozhoduji rizné velké elektrostatické

piitazliveé sily mezi ionty vzorku a stacionarni fazi.
Podle uspotfadani stacionarni faze:

e Kolonova chromatografie: stacionarni faze je umisténa v koloné

e Plo$né techniky: stacionarni faze je umisténa na plose

36



Podle skupenstvi mobilni faze:

e Kapalinova chromatografie: mobilni faze je kapalina

e Plynova chromatografie: mobilni faze je plyn%8®°

2.7.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapalina, jak jiz vyplyva z ndzvu metody.
Tato metoda byla vyvinuta na poc¢atku 70. let z plynové chromatografie. Vysokych u¢innosti
bylo dosdhnuto pouzitim staciondrnich fazi, které obsahuji malé pravidelné Castice, které
homogenné vypliuji kolonu. Kapalinova chromatografie umoznuje déleni vétSiny organickych
kapalinova chromatografie (HPLC = high-performance liquid chromatography). HPLC je na
rozdil od bézné kapalinové chromatografie vykonnéjsi, a€innéjsi a také zkracuje dobu analyzy.
U kapalinové chromatografie také hraje dtlezitou roli mobilni faze, kterda maze ovlivnit retenci
jednotlivych slozek smési a tim i jejich vzajemné rozdéleni. Separace analytu zavisi na jeho
rozdéleni v mobilni a stacionarni fazi. Jeho ¢as strdveny v mobilni nebo stacionarni fazi zavisi
na afinit¢ ke kazdé z nich. Podle mechanismu separace miizeme kapalinovou chromatografii
rozdélit na adsorpéni, rozd€lovaci, iontové vyménou nebo gelovou permeacni

chromatografii® ",

Chromatograficky systém pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je slozen
z n¢kolika Casti. Zakladni schéma je znazornéno na Obrazku 14. Mobilni faze protéka pies
davkovaci zafizeni, a pred vstupem do kolony dochazi k aplikaci vzorku. VyuZiva se davkovaci
ventil, ktery zajist'uje pfesné nadavkovani vzorku. V koloné dochézi k separaci slozek vzorku

podle polarity separovanych latek a polarity mobilni a stacionarni faze.
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Obrazek 14: Schéma HPLC'?

Pro separaci HPLC je kladen vysoky diiraz na Cistotu rozpoustédel mobilni faze a také
na kontinualni pritok eluentu, ktery zajistuje vysokotlaké cerpadlo vyvijejici tlak az 120 MPa.
Podle polarity fazi pouzivanych v kapalinové chromatografii rozliSujeme dva zakladni typy.
Systém s polarni stacionarni fazi a méné polarni fazi mobilni je znam jako chromatografie
s normalnimi fazemi (NP-HPLC). Jde o historicky nejstar$i metodu kapalinové chromatografie,
kde analyt soutézi s mobilni fazi o aktivni mista na povrchu sorbentu a retence latek je
vysledkem jejich rozdilné polarity. V ptipadé€, Ze jsou polarity obou fazi opaéné, stacionarni
faze mé nepolarni charakter a mobilni faze je poldrni, je to chromatografie na obradcenych fazich
(RP-HPLC), ktera je v dne$ni dob& vyuzivana piiblizné¢ v 80 % aplikaci. Nejcastéji je

pouzivana chemicky vazana nepolarni faze (C8, C18) na silikagelu jako nosi¢i’®"2.

2.7.2 Chromatografické kolony pro HPLC

Chromatografické kolony (Obrazek 15) hraji dileZitou roli v separaci latek a vysledna
analyza vzorku je zavisla na kvalité¢ kolony a jeji naplni. Pro HPLC se pouzivaji napliové
kolony, coZz jsou rovné kratké trubice s hladkym vnitfnim povrchem zhotovené vétSinou
Z nerezové oceli, aby odolavaly relativné vysokym pracovnim tlakiim i chemickému piisobeni
mobilni faze a separovanych latek. Na ucinnosti kolony zavisi také jeji délka, tvar a material,
kterym je naplnéna. Pro HPLC se nejcastéji pouzivaji kolony o délkach 50-250 mm s vnitinim

pramérem 2,1- 4,6 mm a velikosti ¢astic 1,2-5 um.
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Obrazek 15: Chromatograficka kolona C18

Nejcastéjsi pouzivanou staciondrni fazi je oxid kifemicity, ktery je chemicky
modifikovany vhodnou funk¢ni skupinou, podle které rozliSujeme polaritu stacionarni faze.
Nejcastéji pouzivana stacionarni faze je s navazanym uhlikovym fetézcem C18, ktery
umozhuje praci i pii velmi vysokém pH (az pH 12), protoze bazické slou¢eniny nemohou
interagovat se silikagelem. Aktivita silanolové skupiny se snizuje S v€lenénim polarni skupiny
mezi silikagel a oktadecylovou skupinu. Uginnost separace roste s klesajici velikosti &astic

sorbentu’®’2,

2.7.3 Detektory v kapalinové chromatografii

K indikaci latek, které vychéazeji z chromatografické kolony, je pouZivana celd fada
detektorti. V HPLC se pouZzivaji detektory, které poskytuji signdl imérny koncentraci latky ve
vzorku. Déli se do dvou skupin na detektory univerzalni a selektivni. Detektor by za idealnich
podminek mél byt schopen detekovat vSechny typy latek a mél by poskytovat linedrni
koncentraéni odezvu v Sirokém rozmezi koncentraci. Dillezita je také vysoka citlivost a nizka
uroven Sumu. Idedlni detektor tyto podminky spliiuje, ale redlny detektor se témto podminkam

pouze ptiblizuje.
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Druhy detektori:

Spektrofotometrickée detektory

Tyto detektory patii mezi nejrozsifenéj$i a nejvice pouzivané k detekci v HPLC.
Detekované latky musi absorbovat zateni o dané vinové délce, které je pouzito k detekci. Podle
pouzitych vinovych délek, které se pouzivaji pii méfeni, mizeme detektory rozdélit na
detektory s fixni vinovou délkou, s nastavitelnou vinovou délkou nebo detektory diodového
pole (DAD), které zaznamenavaji celé UV/VIS spektrum béhem chromatografické separace.

Ziskana UV/VIS spektra piki Ize nasledné porovnavat s knihovnami spekter.

Fluorimetricky detektor

Tento detektor je velice citlivy a selektivni. Je schopny detekovat pouze latky vykazujici
fluorescenci. Detekovana latka absorbuje ultrafialové budici zafeni a tim jeji molekuly
pfechazeji ze zadkladniho stavu do vysSich vibra¢nich hladin. Absorbovanou energii analyt
vyzéaii v podobé sekundarniho emisniho zéfeni. Nejjednodussi detektory jsou vybaveny
rtutovou vybojkou a filtrem jako zdrojem monochromatického zéateni a detekuji soucasné i
fluorescencni zateni pii vSech vinovych délkach. Moderngjsi a drazsi detektory jsou vybaveny
monochromatory, které umoziuji volit si jakoukoliv libovolnou vlnovou délku jak budiciho,

tak emitovaného zafeni.

Refraktometricky detektor

Tento detektor je univerzalni, nespecificky, s nizsi citlivosti a 1ze s nim méfit v podstaté
vSechny latky. Je zaloZen na méfeni rozdilli indexu lomu eludtu a mobilni faze. Odezva

detektoru zavisi na teploté a je umérna rozdilti indexu lomu ve srovnavaci a mérné cele.

Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory jsou zalozené na méfeni proudu vyvolanym pfti prichodu
redukovatelné nebo oxidovatelné latky mérnou celou, v niZ jsou umistény elektrody s vloZzenym
napétim. Elektrochemicky detektory muize byt amperometricky, kde je méfen proud pfi
konstantnim elektrodovém potencidlu nebo coulometricky, kde dochazi k Gplné elektrolyze
analytu. K nevyhodam elektrochemickych detektorti patii vysoké naroky na Cistotu mobilnich

fazi z diivodi stability zakladni linie a reprodukovatelnosti vysledk®.
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2.7.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometry (MS) mohou byt pouzity jako detektory ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii a fadime je tak do skupiny spojenych technik (HPLC/MS).
Hmotnostni spektrometrie umoziuje rychlou kvantifikaci a identifikaci latek s vysokou
citlivosti a minimalnim mnoZzstvim spotiteby vzorku, avSak mezi nevyhody patii vysoka
pofizovaci cena a destrukce vzorku. Maji velky vyznam v bioanalytickych, environmentalnich
aplikacich, dale také v potravinové analyze, proteomice a pii vyzkumu novych 1ékaiskych

struktur.

Identifikace ¢i kvantifikace latek v hmotnostnim spektrometru probiha ve tfech krocich.
Nejdiive musi dojit k ionizaci vzorku kde jsou neutralni molekuly analytu pfevedeny na nabité
Castice. Poté nasleduje rozdéleni v hmotnostnim analyzatoru dle poméru m/z (hmotnost
/naboj) a nakonec detekce iontl v detektoru. Dal$i nezbytnou soucasti je vakuovy systém,

iontova optika pro urychleni a fokusaci iontt a pocita¢ k ovladani, sbéru a ukladani dat.

Dulezitym krokem pted samotnou analyzou je zvoleni spravné ionizace vzorku. Pro
ionizaci analytl mlzeme vyuzit Siroké spektrum technik, avSak neexistuje univerzalni pro
vSechny latky. Zvoleni spravné ionizacni techniky je ovlivnéno polaritou, té¢kavosti, tepelnou
stabilitou a molekulovou hmotnostni analytu. Pro spojeni HPLC/MS je nejpouzivanéjsi

technikou ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

lonizace elektrosprejem je mékka, velmi Setrna technika ur¢ena pro stiedné polarni az
iontové latky. Kdy v prvnim kroku dochazi ke zmlzeni roztoku vzorku na elektricky nabité
kapicky, poté  pii vypafovani rozpoustédla dochazi ke zvyseni hustoty
povrchového naboje a pii prekroceni kritické hodnoty povrchového naboje dochazi k rozpadu
na mensi kapicky s rozdélenim pivodnich néaboji. Vzniklé ionty z kapicek jsou systémem
fokusacnich a urychlujicich elektrod transportovany do hmotnostniho analyzatoru. Chemicka
ionizace za atmosférického tlaku je urcena pro méné polarni az stiedné polarni latky a je
druhou nejpouzivanéjsi technikou ve spojeni HPLC/MS. Ma obdobné uspotadani jako
ionizace ESI. Systém je vybaven jehlovou elektrodou s vloZzenym vysokym napétim
3-4 kV, ¢imz vznika koronovy vyboj, ktery ionizuje molekuly mobilni faze. Tyto ionizované

molekuly mobilni faze slouzi, jako reakéni plyn pro ionizaci analytu.

Mezi iontovym zdrojem a detektorem je umistén hmotnostni analyzator, ktery rozdéluje
jonty vpoméru m/z. Nejvice pouzivanymi analyzatory ve spojeni HPLC/MS jsou

kvadrupélovy analyzator, iontova past a analyzator doby letu®®73,
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Iontova past se sklada ze tii elektrod. Jedné kruhové a dvou koncovych, které jsou
vyklenuty do prostoru kruhu. Na elektrody je vloZeno napéti a ionty jsou kratkym napétovym
pulzem ptivedeny do pasti. Tam jsou zadrzovany milisekundy i déle. Postupnou zménou napéti
mezi elektrodami jsou ionty podle jejich m/z vypuzeny z prostoru pasti k detektoru. Vyhodou

tohoto analyzatoru je vysoka citlivost a lepsi rozliSovaci schopnost oproti kvadrup6lu®,

2.8 Stanoveni antioxidantii a alkaloidu separa¢nimi technikami.

Ke sledovani obsahu antioxidanti a alkaloidli je nejvice vyuZzivana technika
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Na detekci separovanych latek
vychazejicich z kolony lze pouzit UV-VIS™, MS™, amperometrickou’® nebo fluorescenéni
detekci’’. HPLC neni jedind metoda, ktera mliZze slouZit k separaci latek ve vzorcich kavy.
Lze vyuzit i kapilarni elektroforézu’®’®, tenkovrstvou chromatografii®®, plynovou
chromatografii®® nebo gelovou filtra¢ni chromatografii®?, ktera predstavuje zajimavou
alternativu k RP chromatografii. NejvétSimi vyhodami metody je soucasné stanoveni
chlorogenovych kyselin, trigonelinu a kofeinu pii pouziti ¢isté vody jako mobilni faze, coz je z

hlediska nakladt a ekologie velice atraktivni.

Pfiprava a uprava vzorku

Prazena zrnka kavy nelze analyzovat piimo. Je potiteba vzorek pied analyzou upravit,
tak aby bylo mozné pouZit nékterou ze separacnich metod. Pro HPLC jsou vzorky vétSinou
pripravovany zalitim horkou vodou nebo pomoci pakovych ¢i automatickych kavovart S
naslednou filtraci pies filtr s velikosti port 0,2 nebo 0,45um. Dale mize byt prazena kava
extrahovana methanolem ¢&i acetonitrilem’”®%. Dal§i moznosti tpravy vzorku je extrakce
pevnou fazi (SPE), kdy je vzorek nafedén horkou vodou a nasledné extrahovan pomoci SPE
kolonek’™. Tento postup se pouziva pro stanoveni latek, které jsou piitomné ve stopovém
mnozstvi. Pro plynovou chromatografii je nutné vzorky derivatizovat pomoci mepivacainu a
10M NaOH8L,

Chromatografické kolony

K separaci alkaloidt a antioxidantii v kavach se pouzivaji pfevazné kolony s nepolarni
staciondrni fazi. Staciondrni faze je tvofena chemicky vdzanymi nepolarnimi skupinami na
silikagelu jako nosici. Nejpouzivanéjsi stacionarni fazi je oktadecylovy zbytek (C18) a ¢astecné
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1 oktylovy zbytek (C8). Pro separaci alkaloidl a antioxidantl byly nejcastéji pouzivany kolony
s rozméry 100-250 mm s vnitinim pramérem 2-4,6mm a velikosti ¢astic 5 um. Pouzité kolony
jsou uvedeny v Tabulce 5. Pro filtra¢ni gelovou chromatografii 1ze pouzit kolonu TSK G-3000
SW HPGF®,

Tabulka 5: Kolony, které byly pouzity k separaci alkaloidi a antioxidanti

Kolona Rozméry V? !Ik.o st Separované latky Citace
castic
ODC-C18 250 x 4,6 mm 5 um Chlorogenové kyseliny [75]
Agquasil C18 200 x 4,2 mm 5 um Kofein [74]
. Kofein,Theobromin,
Bondesil C18 150 x 4,0 mm 5 um Theofylin [83]
LinChroCART RP C18 250 x 4 mm 5 pum Chlorogenové kyseliny [84]
Kofein, Trigonelin,
250 x 4 5 44
Merck Supersherp X4 mm pum Chlorogenové kyseliny [44]
Kinetex C18 100 x 4.6 mm 2.6 um Kofein, chlo_rogenove [77]
kyseliny
S5 0ODS2 150 x 2 mm 5 um Kofein, Trigonelin [85]
Podminky separace:

Pro analyzu kavy v systému s obracenymi fazemi jsou pouzivany mobilni faze slozené
ze smesi polarnich latek. K eluci latek je nejcastéji vyuzivana gradientova eluce, kdy v pribehu
separace dochdzi ke zmén€ poméru slozek mobilni faze. Tim dochdzi ke zvySovani elucni sily
a zrychleni celé analyzy. Jako mobilni faze byly pouzity: vodny roztok kyseliny citronové pH
2,4 + acetonitril®®, fosfatovy pufr o pH 2,4 + methanol’, 0,3% vodny roztok kyseliny mravenci
+ methanol® a také vodny roztok kyseliny octové 0 pH 3 + methanol’. Bylo prokazéano, ze
alkaloidy lze uspésné analyzovat na kolonach s nepolarni stacionarni fazi v jednoduchych
systémech obsahujici pouze vodu a organické rozpoustédlo bez ptidanych pufri a modifikatord.
Kofein, theofylin a teobromin byl stanoven v elu¢nim systému obsahujici pouze vodu s ACN
nebo vodu s methanolem®. Pro kapilarni elektroforézu lze vyuzit jako nosny pufr tetraboritan

sodny’®.
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Detektory

K detekci vyznamnych alkaloidii a antioxidantd Ize vyuzit rizné detektory. Nejcastéji
pouzivany detektor je UV/VIS?*8 s pevné nastavenou vlnovou délkou. Pro chlorogenové
kyseliny byla nejéastéji pouzita vinova délka 325 nm a 273 nm. Pro kofein, trigonelin
a theobromin 275 nm a 272 nm. Dale je mozné pouzit detektor UV/VIS s diodovym polem
(DAD), ktery umoznuje sledovat celé UV/VIS spektrum pii analyze. Lze také vyuzit
fluorescencni detektor s excitacni vinovou délkou napt. pro chlorogenové kyseliny a kofein 280
nm a emisni vlnovou délkou 310 nm’’. Dal§i moZnosti je dusiko-fosforovy detektor u plynové
chromatografie®!. Rovnéz l1ze k detekci vyuzit HPLC/MS s elektrosprejem® nebo TLC/MS®.
Dalsi moznosti stanoveni alkaloidi je amperometricka detekce, kde byla pouzita mérna

sklenéna uhlikova elektroda a elektroda argentchloridova jako srovnavaci’®.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf se spektrofotometrickym a hmotnostnim detektorem

Chromatografické analyzy kavy byly provedeny na kapalinovém chromatografu Agilent
1100 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Kapalinovy chromatograf byl
slozen ze zasobniku na mobilni fazi, odplynovace mobilni faze, kvarterni gradientové pumpy,
davkovaciho zafizeni, termostatu kolon, UV detektoru a hmotnostniho detektoru Agilent 1100
Series LC/MSD trap SL. Separace latek byla provedena na kolon¢ Gemini 5u C18/ 110A (150

x 3 mm, Phenomenex).

Dalsi zatizeni:
e analytické vahy KERN ABT 220 - 4M (Kern & Son, Balingen, Némecko)
e pH metr CG 842 (SCHOTT GLAS, Meinz, Némecko)
e Membranové filtry Nylon (PA) 0,45 um, 25 mm (Merck, Némecko)
e sada automatickych pipet (Biohit, Helsinky, Finsko)
e ultrazvuk Tk 52 (Bandelin electronic, Némecko)
e mlynek - Retsch GM 200 (Fisher Scientific, Pardubice)
e kavovar - De Longhi ESAM 5500 M, (De Longhi, Italie)
e kavovar - De Longhi EC 680, (De Longhi, Italie)
e mlynek na kavu - De Longhi KG 89, (De Longhi, Italie)
e mlynek na kavu - Mahlkonig VTA 6S3 (Stawert Miihlenbau, Némecko)
e prazi¢ka - 1kg Elektric coffee roaster TJ- 067 (North coffee, Cina)
e (prava vody - MILI-Q, (Merck Milipore, Némecko)

e bézné laboratorni sklo
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3.2 Standardni latky a chemikalie

Standardni latky:

Tabulka 6: Seznam pouzitych standardnich latek

(@]

HaC oHs
ey ama A
Kofein O)\N| N/> 1942 1952 SlgNrrla Alirlch
CHs émecko
CHs
P Sigma Aldrich
Theobromin  gZ~n~ N 180,2 181,2 igma Aldric
‘ Italie
CHs
0]
HsC‘N‘ j\—N
Theofylin OJ\N lNJ 180,2 1812 SlgmgAIdrlch
Sy, H Cina
CHs
o
NS
) i Idrich
Trigonelin | P P 137.2 138.2 Slgrys?c,:;Sko
O

354,31 355,31 Indie

= OH
Kyselina HOEJ:DSKA@OH Sigma Aldrich
OH

chlorogenova OH

OH

neochlorogenova Némecko

o]
Hq‘ OH
Kyselina Q/\)DLOW&OH 35431 355 31 Sigma Aldrich
OH ! !
OH

Chemikalie

o Acetonitril pro HPLC > 99,9 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
e Methanol pro HPLC > 99,9 % (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
e Ethanol 96 % (Lach-Ner, Neratovice, CR)

e Kyselina mravenci konc. > 99,9 % (Sigma Aldrich, USA)
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3.3 Vzorky

Vsechny vzorky byly ziskdny ve spolupraci s kavarnou LamCafé v Hradci Kréalové.

Seznam pouzitych vzorkt k analyze je uveden v Tabulce 7.

Tabulka 7: Seznam pouzitych vzorka kav

. . Zemé puvodu .

India Cherry AAA Indie
Chanchamayo Peru
SHG Ocotopeque Las Honduras
Mataras
Cerrado Dulce Brazilie
Colombia Supremo 18+ Kolumbie
Altura Superior Mexiko
Bali Kintamani Bali

Flores Bajawa Indinésie -Flores

Mandheling Lake Toba Indie

3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Priprava mobilni faze

Kofenéna chut’ s tony muskatového ofisku,
kardamomu a pepie

Vyvazend chut’ s pfijemnou vanilkovou
sladkosti a ¢okoladovou dochuti

Chut tropického ovoce prechazejici do kokosu
a mandli.

Oriskova tony s ¢okoladovou viini
Ovocna chut’ s nddechem citrusovych ploda

Chut’ se stopami mlécné cokolady a mandli

Sladké chut’ s ndznakem tmavé cokolady a
tabaku

Zemita chut’ s tony tmavého kakaa

Chut s tony muskatového ofisku, kardamomu a
pepie

Mobilni faze A (MF-A) byla pfipravena z vody upravené piistrojem na upravu vody

ajeji pH bylo upraveno kyselinou mravenci na 3,2. Mobilni fazi B (MF-B) tvofil Cisty

methanol.



3.4.2 Priprava standardi

Zasobni roztoky standardt alkaloidti a antioxidantd o koncentraci 10 mg/ml byly
pfipraveny navazenim 0,5 g do 50 ml odmérnych banék a rozpustény v methanolu pomoci
ultrazvuku po dobu 5 minut. Ze zasobnich roztokd byly piipraveny kalibra¢ni roztoky
0 nasledujicich koncentracich: kofein (5-3000 ug/ml), trigonelin (5-1000 ug/ml), theobromin
(1-250 ug/ml), theofilin (1-250 ug/ml), kyselina chlorogenova (10-6000 ug/ml), kyselina
neochlorogenova (5-1800 ug/ml). Vsechny tyto roztoky byly postupné analyzovany pro

vSechny kalibra¢ni fady.

3.4.3 Podminky HPLC analyzy

Pro separaci antioxidantl a alkaloidd byly po optimalizaci pouzity nasledujici podminky

uvedené v Tabulce 8.

Tabulka 8: Podminky separace pro antioxidanty a alkaloidy HPLC

Kolona

Gemini 5u C18 (150 x 3,0 mm; 5 pm)

Mobilni faze A (MF-A)

redestilované voda okyselena kys. mravenci na pH 3,2

Mobilni faze B (MF-B)

Methanol

Gradientova eluce

0 min-5% MF-B
2min-5% MF-B

7 min - 30 % MF-B
21 min - 32,5 % MF-B

Pritok 0,5 ml/min
Teplota kolony 40 °C
Davkovany objem 2 ul
Vinova délka detektce 280 nm

Podminky MS pro ESI ionizaci

Nebulizer: 40 PSI

Dry gas: 9,0 I/min

Dry temp: 350 °C

Scan m/z: 100-800

Target Mass m/z: 250
Averages: 10

Compound Stability: 100 %
Trap Drive Level: 100 %
Polarity: Pozitive
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3.4.4 Priprava vzorku

Veskeré vzorky pouZité k analyze byly pfipraveny ve spolupraci s kavarnou LamCafe.
Celkem bylo prazeno 9 druhti zelené kavy. Z kazdého druhu byly béhem praZeni odebrany dva
meziprodukty oznacené jako stupeni prazeni 1 a 2 (SP1 a SP2) a hotova uprazena kava (SP3).
Od kazdého druhu kavy byly tedy analyzovany celkem 4 vzorky: kava zelena (neprazena), kava
ve dvou mezistupnich prazeni (SP1 a SP2) a kava prazena (SP3). Seznam druht kav a z nich
ptipravenych vzorki pro analyzu je uveden v Tabulce 9. V tabulce je zaroven uvedeno, ve
kterych €asech a pfi jakych teplotach byly jednotlivé vzorky odebirdny. VSechny ptipravené

vzorky byly uchovany ve specidlnich sac¢cich na kavu.

Tabulka 9: Seznam a stupn¢ prazeni vzorkd

STUPEN PRAZENI
DRUH
v
Indie 180 °C 7,5 min 200 °C 10,5 min 215°C 12,5 min
Peru 180 °C 9,5 min 200 °C 11,0 min 215 °C 13,5 min
Honduras 180 °C 7,5 min 200 °C 10,5 min 215 °C 12,0 min
Brazilie 180 °C 7,5 min 200 °C 10,5 min 215 °C 12,5 min
Kolumbie 180 °C 7,5 min 200 °C 10,5 min 214 °C 12,5 min
Mexiko 180 °C 8,0 min 200 °C 10,0 min 215°C 12,5 min
Bali 180 °C 8,0 min 200 °C 10,5 min 220 °C 11,5 min
Flores 180 °C 7,5 min 200 °C 10,0 min 220 °C 12,5 min
Toba 180 °C 8,0 min 200 °C 10,5 min 220 °C 12,0 min
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Priprava - espresso

Stupné prazeni SP1-3 byly namlety na mlynku De Longhi KG 89 dle doporuceného
navodu na piipravu espressa. Z divodu velké tvrdosti, byla zelena zrna kavy namleta na
nozovém mlynu Grindomix GM 200 po dobu 3 minut tak, aby jemnost odpovidala ptipravé
kavy espresso. Z kazdého stupné prazeni bylo pomoci kavovaru De Longhi EC 680 pfipraveno
espresso (7 g kavy/40 ml). Takto pfipraveny vzorek byl piefiltrovan pies stfikackovy filtr
s velikosti port 0,45 pum.

Priprava — zalévané kavy

Stupné prazeni SP1-3 byly namlety na mlynku De Longhi KG 89 dle doporu¢eného
navodu na pfipravu zalévané kavy. Z divodu velké tvrdosti byla zelena zrna kavy namleta na
nozovém mlynu Grindomix GM 200 po dobu cca 2 minut tak, aby jemnost odpovidala ptipravé
zalévané kavy. Z kazdého stupné prazeni bylo navazeno 7 g kavy a zalito 50 ml vody o teploté
98°C. Takto ptipraveny vzorek byl louhovan po dobu 10 minut a poté byl piefiltrovan pies
stiikackovy filtr s velikosti port 0,45 pm.

3.4.5 Experimentalni zpracovani dat

Namétené hodnoty v§ech analyz byly vyhodnoceny v programu OpenLab ChemStation
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) a dale graficky zpracovany v programu
Microsoft Office Excel 2016. Optimalizace podminek pro HPLC analyzu byla provedena
pomoci DryLAB 4 (Molnar-Institute, Berlin, Némecko) a statisticka analyza namétenych dat
v programu QC Expert 2.5 (TriloByte Statistical Software, Pardubice). Textova ¢ast diplomové

prace byla zpracovana v textovém editoru Microsoft Word 2016.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Prazeni kavovych zrn je jednim z kli¢ovych procest ovlivityjici kvalitu kavy. Béhem
prazeni dochazi ke vzniku i zaniku mnoha latek, které ovliviiuji organoleptické vlastnosti kavy.
V této praci bylo sledovéno, jaky vliv maji stupné prazeni na obsah vyznamnych alkaloidt
a antioxidantdl v nalevech kavy. Ucelem bylo pfibliZzit b&znym konzumentim kavy, co
a v jakém mnozstvi obsahuje jejich hrnecek kavy. Proto byly veskeré vysledky vztazeny na
jeden 8alek (40 ml), tedy jedno espresso. V prvni ¢asti experimentu bylo zjist'ovano, jaky vliv
ma hrubost mleti na kavu pfipravenou pomoci kdvovaru, moka konvice a kavu zalévanou.
V druhé casti byl zjistovan obsah alkaloidii a antioxidantii v zelené kavé a riiznych stupnich
prazeni u deviti druhi kav pochazejici z celého svéta. K analyze byly vybrany nejvice
diskutované latky, které byly v kavé prokazany. Jednalo se o alkaloidy: kofein, theobromin,
trigonelin, theofylin a dvé fenolické kyseliny: kyselinu chlorogenovou a neochlorogenovou.

4.1 Optimalizace podminek separace HPLC

Na =zaklad¢ prostudovanych odbornych publikaci byla pro separaci alkaloidd
a fenolickych kyselin v kavé zvolena technika RP-HPLC s gradientovou eluci a s UV/VIS
detekci. Pro ur¢eni vhodné vinové délky, byly nejdiive zjistény absorpéni maxima sledovanych
latek alkaloida (272-274 nm) a fenolickych kyselin (331 nm). Aby bylo mozné sledované latky

stanovit spole¢né byla vybrana jako nejvhodné;si vinova délka 280 nm.

Ke zjisténi idealnich podminek separace alkaloidli a fenolickych kyselin byl pouzit
program DryLab. Optimaliza¢ni a vyvojovy software DryLab pouziva realna data k piesné
simulaci tisice experimentl, a tim z efektivni cely proces optimalizace az o 50 % casu oproti
samotnym experimentiim v laboratofi. Tento software je schopen snadno a rychle urcit pfesné
to, jak se separace chova a bude chovat, kdyz souc¢asn¢é budeme ménit vice parametrd, jako jsou

napt. pH, teplota nebo prub¢h gradientu.

K experimentu bylo provedeno 6 analyz. Smés standardii byla prométena pii rliznych
kombinacich pH mobilni faze A (2,5; 3,0; 3,5) a ¢asech gradientu (30 a 40 minut). Pro analyzu
byl nastaven linearni gradient S poc¢atecni koncentraci 1 % methanolu a s kone¢nou koncentraci

60 % methanolu. Z vyslednych hodnot byla vytvorena 2D mapa (Obrazek 16). Na této 2D mapé
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bylo mozné ménit parametry (pH, ¢as) a tim simulovat, pii jaké kombinaci parametri budou

latky nejlépe separovany.

Cervena barva na této mapé znamena, e viechny latky standardni smési maji rozlideni
kritickych part latek, Ri2, nad 1,5. VSechny latky jsou tedy dobie oddélené a podminky
separace jsou brany jako idealni pro analyzu. Jako nejvhodnéjsi pH bylo zvoleno 3,2. Na 2D
map¢ muizeme vidét, Zze Cervené pole zacina u hodnoty pH 2,9. Nicméné pii pH 3,2 bylo
zaruceno veétsi rozliseni latek a tudiz i pfi mensi zmén€ podminek separace ziistane rozliSeni

kritickych parti nad 1,5 zachovéno.

30 3 32 33 34 35

16 [min]

Obrazek 16: 2D mapa rozliSeni ¢as gradientu vs. pH MF-A

Dale bylo vyzkouseno nékolik gradientd s rozdilnym obsahem methanolu, z nichz byl
vybran jako idealni gradient: 0 min - 5 % MeOH; 2 min - 5 % MeOH; 7 min - 30 % MeOH; 21
min - 32,5 % MeOH. V tomto gradientu byly vSechny latky dobfe separovany béhem 15 minut.
Chromatogram standardt s vybranym gradientem je znazornén na Obrazku 17 a reten¢ni Casy

jsou uvedeny v Tabulce 10.
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Obrazek 17: Separace smési standardll s pouzitim optimalizované metody, Gradient: 0 min -
5 % MeOH; 2 min - 5 % MeOH; 7 min - 30 % MeOH; 21 min - 32,5 % MeOH
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Tabulka 10: Retenc¢ni Casy separovanych latek

Latka Reten¢ni ¢as [min]
Trigonelin 1,6
Theobromin 8,6
Theofylin 10,0
Kofein 11,2
Kys.neochlorogenova 13,2
Kys.chlorogenova 141

Pro stanoveni alkaloidi a antioxidanti ve vzorcich kavy byla pouZita technika HPLC-
UV/VIS. Ptitomnost latek byla ovéfena porovnadnim retencnich cast latek ve vzorku
sretenénimi Casy standardd. Pfitomnost latek byla ovéfena pomoci techniky HPLC-MS
s ionizaci elektrosprejem. Métfeni probihalo v médu pozitiv, tudiz byla hledana hmota m/z vzdy
o jednotku vyssi oproti molekulové hmotnosti. Molekulové hmotnosti standardi a sledované
molekulové ionty [M+H]" jsou uvedeny v Tabulce 6. Na Obrazku P1 v pfiloze je uveden
chromatogram standardi a na Obrazku P2 v piiloze je uveden chromatogram pro vzorek

Kolumbie ve 2. stupni praZeni ptipraveny v kdvovaru.

Kalibra¢ni zavislost standardt

Kvantifikace latek ve vzorcich kav byla provedena metodou kalibra¢ni kiivky. Grafy
kalibracnich zavislosti byly sestrojeny vynesenim zavislosti ploch pikli na koncentraci. Kazdy
bod byl tfikrat proméfen. Grafy kalibracnich zavislosti standardli jsou uvedeny v pfiloze na
Obrazcich P3-8. Diagnostika regrese a vyznamnost regresnich parametri byla ovéfena
Studentovym t-testem v programu QC expert 2.5. Déle byla testovana vyznamnost absolutniho
¢lenu na hranici pravdépodobnosti p = 0,05. U vSech standardi tento Usek vySel jako
nevyznamny (p > 0,05), proto nebyl pii vypoctech bran v Givahu. Ve vsech piipadech bylo
dosazeno odpovidajici linearity, coz dokazuji i korela¢ni faktory, pohybujici se v rozmezi od
0,9979 do 0,9997. Rovnice regrese, vyznamnost tseku (Puscku) & Korelaéni faktory jsou uvedeny
v Tabulce 11.
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Tabulka 11: Rovnice regrese jednotlivych standarda

Trigonelin y=10,65+0,040x 0,151 0,9995
Theobromin y=5,71+0,051x 0,830 0,9982
Theofylin y=5,19+0,064x 0,390 0,9979
Kofein y=4,83+0,020x 0,830 0,9997

Kys. Chlorogenova y=2,67+0,017x 0,054 0,9989
Kys. neochlorogenovd y=2,67+0,011x 0,470 0,9997

Mez detekce a stanovitelnosti

Experimentalné byly stanoveny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ).
Z chromatograml byla odectena vyska Sumu zakladni linie. Déle byly provedeny analyzy
postupnym fedénim standardnich latek az po nejnizsi detekovatelné odezvy. Z chromatogramu
byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti vysky piku na koncentraci, do kterych byly dosazeny vysky
Sumu zakladni linie, tedy jeji trojnasobek pro mez detekce a desetinasobek pro mez
stanovitelnosti. Hodnoty meze detekce a stanovitelnosti jsou uvedeny v Tabulce 12. Hodnoty
meze detekce se pro vSechny standardy pohybovaly v rozmezi 0,033 — 0,302 ug/ml. Nejnizsi
mez detekce a stanovitelnosti me¢l theobromin, zatimco nejvyssi mez detekce a stanovitelnosti

méla kyselina chlorogenova.

Tabulka 12: Mez detekce a mez stanovitelnosti sledovanych latek

: LOD LO
hatka gl g/
Trigonelin 0,193 = 0,646
Theobromin 0,033 = 0,109
Theofylin 0,067 = 0,225
Kofein 0,051 @ 0,170

Kys. chlorogenova 0,302 1,005
Kys. neochlorogenova 0,244 0,813
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4.2 Optimalizace podminek pro pripravu vzorki

Hrubost mleti a nésledna extrakce namletych kavovych zrn ma pfimy vliv na chutovy
profil kavy. Pii piipravé vzorku bylo nejdiive testovano, jak hrubost mleti ovliviiuje
koncentraci latek ptfi riznych ptipravach kavy. Pro pfipravu kavy byl zvolen kavovar
(espresso), moka konvice a kava zalévana. K mleti byl pouzit profesionalni mlynek na mleti
kavy Mahlkonig VTA 6S3, a také komercné dostupny mlynek De Longhi KG 89. Vliv hrubosti
mleti byl sledovan na zakladnich latkach vyskytujicich se v kavé, a to na kofeinu, jako
predstaviteli alkaloidt, a kyseliné chlorogenové, jako predstaviteli fenolickych kyselin.

Vysledky jsou vztazeny na objem jednoho salku (40 ml), tedy na velikost jednoho espressa.
Hrubost mleti

Pro mleti byly vybrany dva druhy kavy, a to kava z Brazilie a Peru. Oba vzorky byly
prazeny na prazic¢ce Elektric coffee roaster TJ-067. Vzorek Brazilie byl prazen 13,5 min az na
215 °C a vzorek Peru byl prazen 12,5 min také na 215 °C. Poté byly oba vzorky namlety pomoci
profesiondlniho mlynku Mahlkénig VTA 6S3 na 3 stupné mleti: jemné, stfedni a hrubé.
Z téchto 3 stupiiti mleti bylo pfipraveno espresso za pomoci kavovaru od firmy De Longhi (7 g
kavy/40 ml vody), kava zalévana (7 g/50 ml vody) a kava v moka konvici (7 g/100 ml vody).
Po vychladnuti (cca 10 minut) byly vzorky prefiltrovany a nadavkovany do HPLC

a analyzovany. Pro lep$i orientaci ve zpracovani vzorki je uvedeno schéma na Obrazku 18.

VZOREK
BRAZILIE PERU

HRUBOST MLETI

JEMNE STREDNI HRUBE

PRIPRAVA
KAVOVAR MOKA KONVICE  ZALEVANA KAVA

Obrazek 18: Schéma zpracovani vzorki pro zkousku hrubosti mleti



Na Obrazku 19 je graficky znazornéno, jak se koncentrace kofeinu menila s riznou
hrubosti mleti kavy ve zvolené ptipraveé. V ptipravé kdvy pomoci kdvovaru bylo zjisténo, ze
hrubost mleti ma vyznamny vliv na koncentraci kofeinu. Jemné namleta kava obsahovala
dvojnasobné koncentrace kofeinu oproti hrubému mleti. V piipravé kavy v moka konvici
a kavy zalévané bylo zjisténo, ze tyto zpusoby pfipravy nemély na hrubost mleti vyznamny
vliv. Koncentrace kofeinu ve vSech stupnich mleti vykazovaly skoro stejné hodnoty. U vzorku
Peru (Obrazek P9 v piiloze) je vidét, Ze v piipravé pomoci kavovaru byly koncentrace kofeinu
trojndsobné vyss$i neZ u kavy hrubé namleté. Hrubost mleti neméla vliv na piipravu kavy

v moka konvici a kadvy zalévané.

B Brazilie - kavovar B Brazilie - zalévana kava ™ Brazilie - moka konvice
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Hrubost mleti

Obrazek 19: Porovnani hrubosti mleti na koncentraci kofeinu u vybranych ptiprav kavy ve

vzorku Brazilie

Porovnéni koncentrace kyseliny chlorogenové u vybranych ptiprav kavy s riiznou
hrubosti mleti je zobrazeno na Obrazku 20. U ptipravy pomoci kédvovaru bylo zjisténo, ze
koncentrace kyseliny chlorogenové u jemného mleti byla cca 2,5x vyssi nez u kavy hrubé
namleté. Piiprava kavy zalévané a v moka konvici neméla zadny vliv na hrubost mleti.
U vzorku kavy Peru (Obrazek P10 v ptiloze) byla koncentrace kyseliny chlorogenové u jemné
mleté kavy dvojndsobné vyssi nez u kavy hrub€ namleté. Piiprava v moka konvici a kavy

zalévané také neméla vyznamny vliv na hrubost mleti.
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B Brazilie - kavovar ™ Brazilie - zalévana kava ™ Brazilie - moka konvice
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Obrazek 20: Porovnani hrubosti mleti na koncentraci kyseliny chlorogenové u vybranych

ptiprav kavy ve vzorku Brazilie

Po porovnani, jak ovliviiuje hrubost mleti pfipravu kavy, bylo zjisténo, Ze nejvétsi
rozdily byly u kavy pfipravené pomoci kavovaru (espresso). Pro nasledné zkoumanych 9 druhti
kavy byla tedy vybrana ptiprava pomoci kavovaru s jemnym mletim (doporuceni od vyrobce
mlynku pouZzit na espresso jemné mleti), kde koncentrace kofeinu a kyseliny chlorogenové byly
nejvyssi. Pro kavu zalévanou byla zvolena stfedni hrubost mleti, jelikoz hrubost mleti

neovliviiovala obsah sledovanych latek.

Pfi nasledném studiu pribéhu prazeni nebyl profesionalni mlynek bohuzel k dispozici
a musel byt pouzit bézné¢ komeréné dostupny automaticky mlynek od firmy De Longhi (De
Longhi KG 89) na domaci pouziti. Proto byla nasledné provedena zkouska, zdali se lisi jemné

mleti na pfipravu espressa mezi profesiondlnim a bézn¢ dostupnym mlynkem.

Na zkousku rozdilu mezi mlynky byly pouzity dva druhy kavy, kdva z Brazilie a Peru
(pouzity stejny stupen prazeni jako v predchozi zkousce). Oba vzorky byly namlety na jemné
mleti a ptipraveny pomoci kavovaru (7 g/ 40 ml vody). Jiz z mleté kavy bylo patrné, Ze na
domécim mlynku nelze dosdhnout tak jemné umleté kavy jako na mlynku profesionalnim. Na
Obrazku 21 je patrné, Ze pomoci profesionalniho mlynku Mahlkdnig byly koncentrace kofeinu

dvojnasobné vyssi nez u mleti na bézné dostupném mlynku od firmy De Longhi a to u obou

vzorkd. Koncentrace kofeinu u kavy pfipravené na profesionadlnim mlynku byla cca 2x vétsi
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nez pii pouziti domaciho mlynku. Mizeme tedy konstatovat, ze pouziti profesionalnich ¢i
béznych mlynk a jejich nastaveni hrubosti mleti na ptipravu espressa ma znacny vliv na obsah

latek v kaveé.
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Obrazek 21: Porovnani koncentrace kofeinu ve vzorku Brazilie na mlynku Mahlkonig a De
Longhi v pfiprave espressa

4.3 Stanoveni alkaloidii a fenolickych kyselin pomoci HPLC

Pro stanoveni alkaloidti a fenolickych kyselin v kavach byla pouzita metoda HPLC —
UV/VIS. K analyze bylo pouzito celkem 9 druhd kav z celého svéta. Z kazdého druhu kavy
byly pfipraveny 4 vzorky: kava zelena (neprazena), kava ve dvou mezistupnich prazeni (SP1
a SP2) a kava prazena (SP3). Veskeré vzorky byly namlety podle zvolené ptipravy kavy. Jemné

mleti bylo zvoleno pro pfipravu v kdvovaru a stfedni mleti pro pfipravu kavy zalévané.

Pfitomnost alkaloidi a fenolickych kyselin ve vzorcich kavy byla ovéfena pomoci
retencnich Casti standardi, také byla pouZita metoda HPLC-UV-MS pro ovéfeni nalezenych
hmotnostnich spekter vzorkt a standardl. Ukézkové chromatogramy vzorku Brazilie ve vSech
stupnich prazeni a zelené kavy pfipravené pomoci kadvovaru jsou uvedeny na Obrazcich P11-
14 v ptiloze. Veskeré vysledky jsou pfepocitany na hodnoty v mg na jeden $alek kavy (40 ml)
tedy na velikost jednoho espressa. Z diivodu piibliZzeni béZnym konzumentiim, co obsahuje

jeden Salek kavy.
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VSechny vzorky byly tfikrat zméfeny, zpracovany do grafi se smérodatnymi
odchylkami a sefazeny podle jednotlivych latek stanovovanych ve vzorcich kav. Vysledky jsou

uvedeny v Tabulkach P1-12 v piiloze.

4.3.1 Trigonelin

Obsah trigonelinu ve vSech stupnich prazeni a zelené kavé ptipravené zalivem je
graficky zpracovan na Obrazku 22. V kavé ptipravené timto zpusobem se obsah trigonelinu
pohyboval v rozmezi 34,26-51,40 mg/40 ml vzelené kavé a Vv rozmezi
30,74-42,50 mg/40 ml v prazené kavée (SP3).

cvwr

v

vzorku Bali a Mexiko. Z Obrazku 22 je patrné, ze pii prazeni dochazi k mirnému naristu
koncentrace trigonelinu v 1. stupni prazeni. Ve 2. a 3. stupni dochazi k jeho pfeméné na
kyselinu nikotinovou, methylpyridiny, pyrroly a dalsi produkty®®. Vyjimkou jsou vzorky Bali

a Indie, u kterych jesté ve 2. stupni dochazi k narustu koncentrace trigonelinu.
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m Bali m Honduras mKolumbie mIndie
70
60
5 50
>
g 40
©
§ 30
=
S 20
c
S
10
0
zelend kava 1. stupen prazeni 2. stupenl prazeni 3. stupen prazeni

Stupen prazeni
Obrazek 22: Koncentrace trigonelinu ve vzorcich zalévané kavy, n=3
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Na Obrazku 23 jsou zobrazeny koncentrace trigonelinu ve vSech stupnich prazeni a

fv v

vwr

Stejné€ jako u kavy pfipravené zalivem zde miizeme pozorovat narust trigonelinu u 1. stupné
prazeni. Ve 2. a 3. stupni dochazi k jeho degradaci. Ve vzorku Bali a Mexiko je vidét mirny

nariist obsahu jeste u 2. stupné prazeni.

Pfi porovnani piiprav kavy bylo zjisténo, Zze ve vzorcich piipravenych pomoci zalivu
bylo piiblizné¢ o 10-15 mg/40 ml vice trigonelinu nez u kavy pfipravené pomoci kavovaru.
Literatura udava, ze v zelené kaveé se koncentrace trigonelinu pohybuje v rozmezi 63,04-72,09
mg/40 ml a V prazené kavé Vv rozmezi 19,58-66,89
mg/40 ml kavy piipravené zalivem®, V dalsi studované literatufe bylo uvedeno, Ze primérny
obsah trigonelinu v prazené kavé byl 143,06 mg /40 ml kavy piipravené zalivem’. Ziskané
vysledky analyzovanych vzorku zelené a prazené kave byly porovnany s odbornou literaturou

a ve veétsi mire vykazuji shodu.
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Obrazek 23: Koncentrace trigonelinu ve vzorcich kavy pfipravené pomoci kdvovaru, n=3
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4.3.2 Theobromin

Theobromin se v kavé nachazi v nizkych koncentracich. V kavé pripravené zalivem se
koncentrace theobrominu pohybovaly v rozmezi 0,07-0,41 mg/40 ml pro zelenou kavu a pro
prazenou kavu (SP3) od 0,25 do 0,59 mg/ 40 ml. Hodnoty obsahu theobrominu v kavé zalévané
jsou graficky zpracovany na Obrazku 24. Z obrazku je patrné, Ze obsah theobrominu je nestaly
u v8ech stupni prazeni. U vzorkt kav Peru, Mexiko, Kolumbie a Brazilie v 1. stupni praZeni,
koncentrace klesala. U vzorku Peru a Mexiko to byly 4x nizsi koncentrace nez v zelené kave.
Nasledné ve 2. a 3. stupni prazeni koncentrace stoupala, u vzorku Brazilie byla koncentrace 3x

vyssi nez v zelené kave.

Vzorky Flores, Bali, Indie, Toba a Honduras vykazovaly v 1. a 2. stupni prazeni vyssi

koncentrace nez v zelené kave a ve 3. stupni dochazelo k poklesu koncentrace theobrominu.
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Obrazek 24: Koncentrace theobrominu ve vzorcich zalévané kavy, n=3
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Obrazek 25 znazoriiuje zménu koncentrace theobrominu v kavé piipravené pomoci
kavovaru. U nekterych vzorkd se koncentrace v 1. stupni prazeni snizovala (Peru, Mexiko,
Brazilie, Indie). Nejvyznamnéjsi pokles byl zaznamenan u vzorku Brazilie, kde koncentrace
klesla o polovinu oproti zelené kavé. Ve 2. a 3. stupni koncentrace stoupala, a to nejvice
u vzorku Peru a Indie, kde byly dvojnasobné koncentrace oproti zelené kavé. Ve vzorcich Toba,
Bali, Flores a Kolumbie v 1. stupni prazeni koncentrace theobrominu stoupala. U vzorku Flores
a Kolumbie byly zjistény dvojnasobné koncentrace nez v zelené kaveé. Vzorek Toba mél po
uprazeni 4x vy$s$i koncentraci theobrominu nez zelena kava. Ve 2. stupni prazeni opét
koncentrace stoupala, a to nejvyznamnéji u vzorku Flores a Toba, ktery vykazoval 2x vyssi
koncentrace oproti 1. stupni prazeni. Ve 3. stupni prazeni doslo u téchto vzorka k poklesu

koncentrace.

Obsah theobrominu byl v analyzovanych vzorcich kavy nestaly a v kazdém stupni
prazeni vykazoval proménlivé koncentrace, nicméné lze fici, Ze koncentrace byla vyssi po
skonceni prazeni nez u zelené kavy. Literatura udava primérny obsah theobrominu v mnoZstvi
0,87 mg/ 40 mI™ nebo 0,68 mg/40 mI®. Pii porovnani vysledki bylo zjiiténo, Ze analyzované
vzorky vykazuji niz8i koncentrace theobrominu, nez uvadi odborna literatura.
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Obrazek 25: Koncentrace theobrominu ve vzorcich kavy piipravené pomoci kavovaru, n=3
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4.3.3 Theofylin

Ve vzorcich kavy piipravené pomoci zalivu se koncentrace theofylinu pohybovaly v
rozmezi 0,06-0,26 mg/40 ml v zelené kavé a 0,05-0,25 mg/40 ml v prazené kaveé (SP3). Na
Obrazku 26 je graficky znazornén, vyvoj koncentrace theofylinu v zelené kavé a ve vSech

stupnich prazeni.

Podobné¢ jako u theobrominu se koncentrace theofylinu v riznych stupnich prazeni
pohybovala v riznych koncentracich. Nejvyznamnéjsi rozdily v koncentracich zelené kavy a
prazené kavy byly zjistény u vzorka Flores, Kolumbie a Indie, kde koncentrace theofylinu byla
vice jak dvojnasobné vyssi v prazené kavé (SP3) oproti zelené kaveé. Naopak vzorek Bali a
Mexiko mél ve 3. stupni prazeni polovi¢ni koncentraci theofylinu nez zelena kava. Ve vzorku
Honduras bylo zjisténo, Ze pti prazeni na 1. stupen byla koncentrace 2,5x vyssi nez u zelené
kavy. U vzorka Peru, Brazilie a Toba bylo pozorovéano, ze rizné stupné prazeni nemély velky

vliv na koncentrace theofylinu.
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Obrazek 26: Koncentrace theofylinu ve vzorcich zalévané kavy, n=3
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Na Obrazku 27 jsou znazornény koncentrace theofylinu ve vzorcich kavy pfipravené
pomoci kdvovaru. Nejvétsi rozdil mizeme vidét u vzorkd Toba, Flores a Bali. Vzorek Bali mél
v 1. a 2. stupni prazeni skoro 3x vys$si koncentraci nez zelené kava. Také u vzorkt Toba a Flores
byly zaznamenany vys$$i koncentrace nez v zelené kavé. Literatura udava obsah theofylinu
vrozmezi 0,259-0,714 mg/40 ml™. V analyzovanych vzorcich se koncentrace theofylinu

pohybovala na spodni hranici mnozstvi udavané v odborné literatuie.
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Obrazek 27: Koncentrace theofylinu ve vzorcich kavy pfipravené pomoci kavovaru, n=3
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4.3.4 Kofein

Kofein fadime mezi nejvyznamnéjsi purinovy alkaloid obsazeny v kave. Obsah kofeinu
ve vzorcich kavy ptipravené zalivem je graficky zpracovan na Obrazku 28 a ve vzorcich kavy
piipravené pomoci kavovaru na Obrazku 29. U kavy pfipravené zalivem se koncentrace kofeinu
pohybovala v zelené kavé v rozmezi 48,17-94,64 mg/40 ml a v prazené kavé 53,18-117,21
mg/40 ml. Nejvice kofeinu obsahoval vzorek Indie, ktery mél pfiblizné€ o 40 % vice kofeinu

nez zbytek analyzovanych vzorkda.

U vSech vzorkl byl zjistén mirny narlst koncentrace kofeinu v 1. stupni praZeni.
Nejvyssi narast byl pozorovan u vzorkd Honduras a Indie. V dal$im stupni prazeni byl u vzorku
Peru, Honduras a Kolumbie mirny pokles obsahu kofeinu, naopak u vzorku Brazilie, Toba, Bali
a Indie se koncentrace kofeinu jesté zvysila. V poslednim stupni praZeni byl pozorovan nardst
obsahu kofeinu ve tfech vzorcich (Peru, Mexiko a Kolumbie) oproti pfedchozimu stupni.
U ostatnich vzorkt naopak koncentrace poklesla. Bylo tedy prokazano, ze béhem praZeni

dochazi pouze k mirnym zménam obsahu kofeinu.
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Obrazek 28: Koncentrace kofeinu ve vzorcich kavy piipravené kavou zalévanou, n=3
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Pfi porovnani pfipravy pomoci kdvovaru na Obrazku 29 mizeme vidét, Ze obsah
kofeinu byl u vétsiny kav skoro o 1/3 nizsi nez u zalévané kavy (Obrazek 28). Obsah kofeinu
Vv uprazené kaveé (SP3) byl vyssi nez v zelené kavé u vSech vzorkd. Z odborné literatury bylo
zjisténo, ze obsah kofeinu se pohybuje v rozmezi 64,33-119,091mg/40 ml zelené kavy a
prazené kavy 59,031-101,92 mg /40 mI®®. V dalsi studii bylo prokazano, ze obsah v prazenych
kévéach je v priméru 319,56 mg/40 mI™ nebo také v mnozstvi 93,0-163,3 mg/40 mI*°. Nase

vysledky odpovidaji témto studiim.
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Obrazek 29: Koncentrace kofeinu ve vzorcich kavy ptipravené pomoci kdvovaru, n=3
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4.3.5 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova patii mezi nejvyznamnéjsi chlorogenové kyseliny obsazené
v kdvé. Na Obrazku 30 je graficky zpracovano, jaky vliv mély stupné€ prazeni na obsah této
kyseliny ve vzorcich pfipravené zalévanou kavou. Nejvice kyseliny chlorogenové obsahoval
vzorek Toba v kavé zelené. Tento vzorek obsahoval o cca 1/3 vice kyseliny chlorogenové nez
ostatni vzorky. Z Obrazku 30 je patrné, ze béhem prazeni dochazi k postupné degradaci
ptiblizné€ 2/3 kyseliny chlorogenové, coz bylo pozorované u vSech analyzovanych vzorki. Tuto
skute€nost potvrzuji i odborné studie. Pti prazeni dochazi k degradaci této kyseliny na ptislusné
laktony?®. Z odborné literatury bylo zjisténo, Ze nejvyssi koncentrace kyseliny chlorogenové
byly nalezeny vzdy u zelené kavy, a to v rozmezi 218,83-297,03mg/40 mI?® déle také 169,89-
210,14 mg/40 ml?’. U kavy prazené byl zjistén obsah 7,33-11,17 mg/40 mI?® a 14,11 mg/40
mI® dale také 6,02-21,56 mg/40 ml. V analyzovanych vzorcich byl rovnéz nalezen, nejvyssi
obsah kyseliny chlorogenové v zelené kavé, ato v rozmezi 107,26-177,35 mg/40 ml. V prazené
kave byl zjistén obsah 24,29-35,69 ml/40 ml.
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Obrazek 30: Koncentrace kyseliny chlorogenové ve vzorcich kavy ptipravené kavou
zalévanou, N=3
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Obrazek 31 zobrazuje vliv stupné prazeni na koncentraci kyseliny chlorogenové ve
vzorcich ptipravené pomoci kavovaru. Zde byly zjistény nejvyssi hodnoty koncentrace v kavé
zelené u vzorku Flores. Stejné jako u vzorku kav pripravené zalivem je zde vidét postupna
degradace kyseliny chlorogenové a to u vSech analyzovanych vzorki. Z porovnani obou
zpusobu piiprav kavy (Obrazek 31 a 30) je ziejmé, ze u vzorki piipravenych pomoci kavovaru
byly zjistény mnohem nizsi koncentrace kyseliny chlorogenové nez u vzorki pfipravenych

zalivem kavy.
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Obrazek 31: Koncentrace kys. chlorogenové ve vzorcich kavy ptipravené pomoci kavovaru,
n=3
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4.3.6 Kyselina neochlorogenova

Dalsi méné zastoupena Kyselina v kavé je kyselina neochlorogenova. Na Obrazku 32 je
zobrazena, zména koncentrace této kyseliny Vruznych stupnich prazeni ve vzorcich
piipravenych zalivem. Z Obrazku 32 je patrné, Ze pii 1. stupni prazeni doslo ke zvySeni obsahu
kyseliny neochlorogenové ve vSech analyzovanych vzorcich. Ve 2. a 3. stupni prazeni
dochazelo k jeji postupné degradaci. Vyjimkou byl vzorek Bali a Indie, kde i ve 2. stupni
prazeni byly nalezeny vyssi koncentrace kyseliny neochlorogenové oproti 1. stupni prazeni. To
je dikaz, ze izomerizace chlorogenovych kyselin se odehrava na zacatku prazeni. Odborna
literatura potvrzuje, Ze pii prazeni kavy byl nalezen vyssi obsah kyseliny neochlorogenové ve
vys$8ich stupnich prazeni oproti zelené kaveé a poté dochazelo k jeji postupné degradaci. Ve
studii 0 chovani chlorogenovych kyselin béhem prazeni bylo zjisténo, ze kava prazena pti 230
°C po dobu 5 min obsahovala ptiblizn¢ o 35 mg/40 ml vice kyseliny neochlorogenové nez
zelend kava?®. V dalsi studii byla kdva prazena 12 min na teplotu 230 °C a obsah kyseliny

neochlorogenové byl vyssi o 21 mg/40 ml nez obsah v zelené kavé?’,
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Obrazek 32: Koncentrace kys. neochlorogenové ve vzorcich kavy ptipravené kavou

zalévanou, N=3
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Ptiprava vzorkli pomoci kavovaru a jejich vliv prazeni na obsah kyseliny
neochlorogenové je graficky zpracovan na Obrazku 33. Rovnéz lze pozorovat nartst obsahu
kyseliny neochlorogenové v 1. stupni, u vzorku Bali a Indie i ve 2. stupni prazeni a naslednou
degradaci ve 3. stupni praZzeni. Pfi porovnani obou zpusobi piiprav kavy, bylo zjisténo, ze
vyrazné niz$i koncentrace kyseliny neochlorogenové jsou ve vzorcich ptipravenych pomoci
kavovaru. V kéavé zalévané byl zjistén obsah kyseliny neochlorogenové v rozmezi 10,70-26,23
mg/40 ml v zelené kavé a 12,74-22,45 mg/40 ml v prazené kave. Literatura udava obsah
kyseliny neochlorogenové v rozmezi 14,56-71,26 mg/40 ml u zelené kavy a 23,59 mg/40 ml u

prazené kavy?’.
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Obrazek 33: Koncentrace kys. neochlorogenové ve vzorcich kdvy pfipravené pomoci

kavovaru, n=3
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4.3.7 Vliv prazeni na obsah latek v kavé Brazilie

Pro celkové shrnuti vlivu prazeni kdvy byl vybran vzorek Brazilie, ktery byl pfipraven
pomoci kdvovaru, coZ je nejbéznéjsi zplsob piipravy kavy v kavarnach. Majoritnimi slozkami
byly: trigonelin, kofein, kyselina chlorogenova, kyselina neochlorogenova (Obrazek 34)
a minoritnimi slozkami: theobromin a theofylin (Obrazek 35). Z Obrazku 34 je patrné, ze
koncentrace trigonelinu se béhem prazeni prakticky neménila. Obsah kofeinu a kyseliny
neochlorogenové pti prazeni mirné rostl a obsah kyseliny chlorogenové béhem prazeni klesal.
Na Obrazku 35 lze pozorovat, ze obsah theobrominu a theofylinu byl vyssi u prazené kave

oproti zelené kave.

V prazené kaveé byl zjistén nejvyssi obsah kofeinu a v zelené kaveé vykazovala nejvyssi
koncentrace kyselina chlorogenova. Naopak nejnizs$i koncentrace v zelené i prazené kavé

vykazoval theofylin.
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Obrazek 34: Vzorek Brazilie pfipraveny pomoci kdvovaru ve vSech stupnich praZeni a zelené

kave
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro metodu vysokoucinné
kapalinové chromatografie pro stanoveni vyznamnych alkaloidii a antioxidantt v kavach
véetné Upravy vzorkd. Nasledné bylo tkolem tyto optimalizované podminky aplikovat na
vybrané druhy kav. Pro pfiblizeni obsahu a mnozstvi latek v kavé béZznym konzumentim byly

vSechny uvedené vysledky vztazeny na jeden Salek (40ml), tedy na jedno espresso.

K analyze bylo pouzito devét druht kav z riznych zemépisnych oblasti celého svéta.
Béhem prazeni vSech druhii zelenych kav byly odebirany vzorky prazeni SP1 a SP2 v rtiznych
Casovych a teplotnich intervalech. Pti optimalizaci tpravy vzorku byl testovan vliv hrubosti
mleti vzorku na danou pfipravu kavy. Dale byl studovan vliv stupné prazeni na obsah

antioxidantd a alkaloidd v kavach.

Z vysledkl vyplyva, Ze hrubost mleti a zpiisob pfipravy vzorku kavy ma vyznamny vliv
na obsah latek v kavé ptipravované pomoci kavovaru (espresso), zatimco v pripad¢ zalévané
kavy neni hrubost mleti vyznamnym faktorem ovliviiujici obsah extrahovanych latek. Pti
porovnani zvolenych zptsobi ptiprav kavy a hrubosti mleti bylo prokazéano, ze mleti kavy na
profesiondlnich mlyncich v kavarnach nebo na komeréné dostupnych mlyncich pro vetejnost
zna¢né ovliviiuje koncentraci latek v napoji. Pro analyzu obsahu antioxidant a alkaloidd

Vv riiznych stupnich prazeni byla zvolena piiprava pomoci kavovaru a kava zalévana.

Z porovnani obsahu alkaloidi a antioxidantli v zelené a prazené kavé je patrné, ze

nejvice zastoupenou latkou v zelené kavé je kyselina chlorogenova a v kavé prazené kofein.

cv v

Ze zjisténych vysledkl je ziejmé, Ze pii prazeni zelené kavy, dochéazi k postupné
degradaci kyseliny chlorogenové. V prazené kaveé byly zjistény az o 2/3 nizsi koncentrace této
kyseliny oproti zelené kavé. Obsah kofeinu se béhem prazeni mirné zvySoval, a to u vSech

analyzovanych vzorkd.

Dale bylo pozorovano, ze b&hem prazeni koncentrace trigonelinu mirné narusta,
nicméné pozdéji klesa. Vyjimkou byly vzorky Bali, Indie a Mexiko, kde byl zjistén mirny
narust obsahu trigonelinu i v dalSich stupnich prazeni. U obsahu theobrominu a theofylinu ve

vzorcich prazenych kav neni patrny zadny trend. Vzorky analyzovanych kav ve vsech stupnich
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prazeni vykazovaly proménlivé vysledky, avSak lze konstatovat, Ze vyssi koncentrace mély

vzorky prazené kavy nez kéva zelena.

Obsah kyseliny neochlorogenové v 1. stupni, v nékterych piipadech i v 2. stupni
prazeni narustal, nicméné v posledni fazi prazeni dochazelo pravdépodobné k degradaci této

kyseliny na laktony.

Pii srovnani obou zpusobl piiprav kavy bylo prokazano, Ze ve vzorku kavy
pfipravované pomoci kavovaru byly nalezeny vzdy nizs$i koncentrace sledovanych latek nez

v kavé zalévané.
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Tabulka P1: Koncentrace trigonelinu ve vzorcich kav ptipravené kavou zalévanou, n=3

Trigonelin - kava zalévana

Peru 45,31+0,409 50,25+1,761 41,80+0,856 39,44+0,974
Mexiko 41,60+0,504 52,32+2,056 51,28+0,448 42,50+0,678
Brazilie 48,83+1,000 47,63+1,352 46,05+0,161 37,33+0,717
Toba 51,40+0,487 50,31+0,109 47,78+1,409 32,36+0,291
Flores 49,28+0,243 49,48+1,178 45,63+0,313 35,51+1,000
Bali 47,56+2,278 51,06+0,148 57,18+0,869 35,36+0,448
Honduras 47,70+0,252 49,70+0,291 47,15+0,974 35,47+0,170
Kolumbie 38,27+0,791 46,58+0,126 39,12+0,278 37,93+0,270

Indie 34,260,896 37,43+£1,913 41,72+0,217 30,74+0,200

Tabulka P2: Koncentrace trigonelinu ve vzorcich kav ptipravené v kavovaru, n=3

Zelena kava

Trigonelin - kavovar

[mg/40 ml] [mg/40 ml] [mg/40 ml] [mg/40 ml]

Peru 30,53+0,022 33,93+1,474 34,97+0,030 32,39+0,478
Mexiko 30,86+0,726 43,98+1,409 47,19+1,000 34,87+0,852
Brazilie 39,87+0,091 41,65+0,639 42,060,778 35,24+1,326
Toba 37,93+0,791 45,34+0,065 45,11+0,596 42,37+0,696
Flores 41,08+0,843 49,79+0,435 45,64+0,596 34,76+0,356
Bali 40,04+0,148 48,74+1,782 52,214+0,522 32,324+0,109
Honduras 33,86+0,009 36,710,009 19,89+0,035 31,95+0,009
Kolumbie 30,51+0,022 31,70+0,009 30,44+0,009 27,49+0,009
Indie 25,35+0,009 26,51+0,009 24,68+0,017 21,12+0,017
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Tabulka P3: Koncentrace theobrominu ve vzorcich kav pfipravené kavou zalévanou, n=3

Zelena kava

Theobromin - kava zalévana

3.stupen prazeni

Peru 0,36+0,034 0,07+0,024 0,11+0,003 0,53+0,003
Mexiko 0,37+0,007 0,10+0,015 0,24+0,012 0,59+0,009
Brazilie 0,16+0,005 0,07+0,000 0,20+0,018 0,53+0,009
Toba 0,09+0,010 0,15+0,001 0,37+0,012 0,25+0,002
Flores 0,26+0,044 0,35+0,014 0,41+0,008 0,26+0,002
Bali 0,27+0,018 0,31+0,014 0,41+0,003 0,28+0,038
Honduras 0,23+0,046 0,39+0,028 0,39+0,008 0,38+0,010
Kolumbie 0,41+0,018 0,29+0,017 0,34+0,010 0,37+0,002

Indie 0,007+0,001 0,15+0,005 0,36+0,014 0,33+0,002

Tabulka P4: Koncentrace theobrominu ve vzorcich kav pfipravené v kavovaru, n=3

Vzorek

Zelena kava

Theobromin - kavovar

l.stupent prazeni | 2.stupen prazeni | 3.stupen praZeni
[mg/40 ml] [mg/40 ml] [mg/40 ml]

[mg/40 ml]

Peru 0,28+0,027 0,18+0,026 0,24+0,031 0,60+0,011
Mexiko 0,39+0,028 0,20+0,014 0,22+0,002 0,64+0,003
Brazilie 0,40+0,030 0,19+0,015 0,19+0,034 0,62+0,001
Toba 0,04+0,023 0,16+0,002 0,34+0,006 0,32+0,008
Flores 0,07+0,004 0,14+0,005 0,33+0,012 0,29+0,003
Bali 0,07+0,007 0,11+0,002 0,37+0,001 0,2540,009
Honduras 0,05+0,004 0,11+0,013 0,12+0,012 0,13+0,008
Kolumbie 0,06+0,000 0,13+0,016 0,16+0,012 0,14+0,021

Indie 0,11+0,001 0,11+0,001 0,22+0,010 0,23+0,020
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Tabulka P5: Koncentrace theofylinu ve vzorcich kav ptipravené kavou zalévanou, n=3

Zelena kava

Theofylin - kava zalévana

3.stupen prazeni

Peru 0,08+0,001 0,05+0,000 0,10+0,001 0,11+0,006
Mexiko 0,10+0,003 0,06+0,018 0,07+0,008 0,05+0,003
Brazilie 0,06+0,001 0,07+0,019 0,07+0,008 0,10+0,006
Toba 0,06+0,000 0,006+0,005 0,04+0,001 0,06+0,000
Flores 0,06+0,001 0,24+0,018 0,16+0,015 0,17+0,002
Bali 0,26+0,011 0,24+0,016 0,19+0,010 0,13+0,009
Honduras 0,11+0,014 0,31+0,013 0,26+0,008 0,20+0,007
Kolumbie 0,10+0,008 0,20+0,006 0,23+0,005 0,22+0,005

Indie 0,13+0,007 0,18+0,005 0,31+0,014 0,25+0,018

Tabulka P6: Koncentrace theofylinu ve vzorcich kav pfipravené v kavovaru, n=3

Zelena kava

Theofylin - kavovar

3.stupen prazeni

l.stupent prazeni | 2.stupenl praZeni
[mg/40 ml] [mg/40 ml]

[mg/40 ml] [mg/40 ml]

Peru 0,030,000 0,05+0,001 0,04+0,000 0,07+0,010
Mexiko 0,040,000 0,060,003 0,05+0,001 0,07+0,008
Brazilie 0,08+0,000 0,06+£0,012 0,07+0,020 0,10+0,010
Toba 0,07+0,007 0,14+0,014 0,19+0,016 0,19+0,009
Flores 0,08+0,006 0,15+0,004 0,13+0,004 0,17+0,014
Bali 0,08+0,002 0,22+0,000 0,23+0,007 0,18+0,004
Honduras 0,10+0,001 0,08+0,003 0,09+0,001 0,12+0,001
Kolumbie 0,09+0,003 0,08+0,009 0,12+0,001 0,07+0,001
Indie 0,09+0,002 0,04+0,000 0,13+0,002 0,10+0,001
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Tabulka P7: Koncentrace kofeinu ve vzorcich kav ptipravené kavou zalévanou, n=3

Zelena kava

Kofein - kava zalévana

3.stupen prazeni

Peru 52,45+0,674 64,13+0,330 54,51+0,881 64,14+0,388
Mexiko 52,00+0,030 69,29+0,073 69,45+1,755 72,42+0,252
Brazilie 68,11+0,047 69,10+0,319 70,52+0,268 65,36+0,982
Toba 50,84+0,152 53,12+0,144 56,19+0,063 53,18+0,197
Flores 62,81+0,789 63,16+0,555 62,16+0,105 60,40+1,087
Bali 60,28+0,401 60,48+0,599 78,95+0,559 64,56+0,369
Honduras 61,93+0,857 86,16+0,606 70,83+1,220 62,50+0,789
Kolumbie 48,17+0,295 58,49+0,187 54,90+0,390 64,48+0,884

Indie 94,64+0,666 113,05+0,266 132,56+0,241 117,21+0,391

Tabulka P8: Koncentrace kofeinu ve vzorcich kav ptipravené v kavovaru, n=3

Zelena kava

Kofein - kavovar

l.stupen prazeni | 2.stupenl prazeni
[mg/40 ml] [mg/40 ml]

3.stupen prazeni

[mg/40 ml] [mg/40 ml]

Peru 35,25+0,019 37,75+0,053 40,040,416 51,37+0,886
Mexiko 34,10+0,060 48,660,648 57,21+0,422 56,87+0,158
Brazilie 49,21+0,265 52,07+0,324 56,99+0,031 55,77+0,022
Toba 33,65+0,183 39,25+0,108 43,58+1,345 57,38+1,031
Flores 44.,47+0,292 52,77+0,482 54,410,303 55,79+0,089
Bali 42,05+0,281 50,724+0,205 61,20+0,081 57,15+0,241
Honduras 40,78+0,001 43,06+0,001 26,170,006 48,534+0,004
Kolumbie 36,58+0,005 29,89+0,002 39,99+0,004 47,01+0,012
Indie 78,49+0,004 83,21+0,002 73,21+0,004 86,51+0,001
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Tabulka P9: Koncentrace Kys. neochlorogenové ve vzorcich kav pipravené kavou zalévanou,
n=3

Kyselina neochlorogenova - kava zalévana

Zelena kéava l.stupeni prazeni | 2.stupen prazeni | 3.stupen prazeni
mg/40 ml mg/40 ml mg/40 ml mg/40 ml

Peru 10,780,224 31,72+0,328 25,66+0,569 17,950,269
Mexiko 15,60+0,062 32,820,628 28,34+1,412 17,960,440
Brazilie 15,700,576 34,15+0,180 29,18+0,217 17,84+0,716

Toba 20,990,717 39,75+0,912 24,900,615 11,79+0,679
Flores 15,89+0,341 27,380,426 19,990,275 10,19+0,394
Bali 12,02+0,188 27,120,627 32,03+0,108 10,28+1,339
Honduras =~ 12,980,255 39,11+1,834 27,470,146 12,00+0,348
Kolumbie 8,56+0,052 25,310,404 21,25+0,227 11,07+0,571
Indie 12,43+0,600 28,150,176 35,26+0,076 16,70+1,932

Tabulka P10: Koncentrace kys. neochlorogenové ve vzorcich kav ptipravené v kavovaru, n=3

Kyselina neochlorogenova - kavovar

Zelena kava

l.stupen prazeni | 2.stupen prazeni | 3.stupen praZeni
[mg/40 ml] [mg/40 ml] [mg/40 ml]

[mg/40 ml]

Peru 6,78+0,068 16,69+0,078 17,19+0,025 13,27+1,110
Mexiko 9,53+0,426 21,12+0,129 21,58+0,689 9,69+0,745
Brazilie 10,92+0,093 22,840,155 20,80+0,210 13,400,612

Toba 8,88+0,087 22,38+0,098 17,88+0,758 12,83+0,066

Flores 12,07+0,671 24,53+0,091 21,53+0,085 10,41+0,187

Bali 8,09+0,211 20,96+0,199 23,42+0,637 8,59+0,049

Honduras 7,20+0,006 16,21+0,006 8,44+0,002 7,870,004
Kolumbie 6,150,007 18,42+0,006 13,87+0,001 8,12+0,006
Indie 10,254+0,012 19,43+0,012 15,28+0,011 8,43+0,002
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Tabulka P11: Koncentrace kys. chlorogenové ve vzorcich kav pripravené kavou zalévanou,

n=3

Kyselina chlorogenova - kava zalévana

Zelena kéava l.stupeni prazeni | 2.stupen prazeni | 3.stupen prazeni
mg/40 ml mg/40 ml mg/40 ml mg/40 ml

Peru 126,35 £1,272 121,31+0,367 59,49+1,930 33,18+0,329
Mexiko 107,26+0,376 102,77+1,103 63,00+1,622 35,43+0,939
Brazilie 112,050,040 95,24+0,543 60,610,231 35,22+0,721
Toba 177,350,302 128,12+4,298 67,7142,275 32,45+0,028
Flores 120,690,100 111,56+ 0,221 66,58+ 0,970 26,90+0,679
Bali 133,42+1,569 96,33+1,446 73,240,129 24,29+0,327
Honduras =~ 128,392,256 133,417,121 65,241,485 31,42+0,656
Kolumbie = 111,29+1,992 95,23+0,672 50,840,876 33,190,040

Indie 116,10+0,087 101,81+0,411 76,60+1,241 35,60+1,766

Tabulka P12: Koncentrace kys. chlorogenové ve vzorcich kav ptipravené v kavovaru, n=3

Zelena kava

Kyselina chlorogenova - kavovar

l.stupen prazeni | 2.stupen prazeni | 3.stupen praZeni
[mg/40 ml] [mg/40 ml] [mg/40 ml]

[mg/40 ml]

Peru 78,31+0,218 64,57+0,344 40,780,211 23,93+0,126
Mexiko 66,270,020 63,32+0,004 43,80+0,282 22,47+0,283
Brazilie 75,970,747 65,21+0,290 44,11+0,303 23,00+0,452
Toba 90,49+0,707 76,02+0,976 45,52+1,501 28,10+1,843
Flores 92,47+0,204 81,40+0,207 50,73+0,497 22,99+0,183
Bali 87,35+1,324 76,99+0,242 54,36+0,754 18,36+0,281
Honduras 77,82+0,008 56,79+0,004 22,160,004 20,75+0,004
Kolumbie 75,32+0,008 57,02+0,006 33,860,007 21,95+0,002

Indie 82,38+0,002 67,070,007 38,27+0,0004 23,50+0,005
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