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ANOTACE

Tato diplomovéa price je zaméfena na stanoveni obsahu vybranych organickych kyselin
ve vzorcich prazenych i zelenych kdvovych zrn. Teoreticka ¢ast je vénovana kaveé, od jejiho
péstovani az po metody pfipravy kavy a chemického slozeni. Jsou zde popsany
fyzikalné-chemické vlastnosti organickych kyselin, jejich vyskyt a pouziti. Dale jsou
v teoretické Casti uvedeny moznosti stanoveni organickych kyselin ve vzorcich potravin
a napoju vcetné upravy vzorku pred analyzou metodou SPE extrakce. Experimentdlni ¢ast
se zabyva optimalizaci HPLC a CZE metod pro stanoveni organickych kyselin ve vzorcich
kavy a jejich izolaci pomoci SPE metody. Na zavér jsou v této praci prezentovany vysledky

stanoveni organickych kyselin ve vybranych vzorcich prazenych i zelenych kavovych zrn.

KLICOVA SLOVA

Prazenad kéva, zelena kava, organické kyseliny, HPLC, CZE, SPE, HILIC
TITLE

Determination of selected organic acids in coffee

ANNOTATION

This diploma thesis is focused on determination of selected organic acids in roasted and green
coffee beans samples. The theoretical part deals with coffee, from its growing to coffee
preparation methods and chemical composition. The physicochemical properties, occurrence
and the use of organic acids are described here. Furthermore, in the theoretical part,
the possibilities of determining acids in food and beverage samples are presented, including
sample preparation using the SPE extraction method. The experimental part deals
with the optimization of HPLC and CZE methods for the determination of organic acids
in coffee samples and the isolation of organic acids using SPE. In conclusion, this thesis
includes the results of the determination of organic acids in selected samples of roasted

and green coffee.
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UVOD

Kava je jeden z nejoblibenéjSich népojl, rozsitenych po celém svété. Ve své podstaté se jedna
o ovoce, protoze kdvova zrnka jsou ukryta v kdvovych tiesnich, které se mohou konzumovat.
Nez se kéva dostane do naSeho Salku tak, jak ji zname, projde dlouhym procesem,

ktery je zakonCen prazenim. Vyslednou chut’, aroma i slozeni kdvy lze ovlivnit prazenim,

které ma nékolik urovni a stupi.

Diilezitym nositelem chuti a ukazatelem kvality kdvy jsou organické kyseliny. Ty jsou
ptitomny jiz v zelenych kavovych zrnech, zeyména kyselina chlorgenova, citronova, jablecna,
a procesem prazeni vznikaji dal§i kyseliny, jako napiiklad mravenc¢i, fumarova, octova

nebo vinna.

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro analyzu organickych kyselin
pomoci separacnich technik HPLC a CZE. Déle byl optimalizovan postup Upravy vzorku
metodou SPE pro izolaci organickych kyselin z kavy. Nalezené podminky byly aplikovany
na realné vzorky zelenych 1 praZzenych kavovych zrn pro identifikaci a kvantifikaci vybranych

organickych kyselin.
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1. TEORETICKA CAST
1.1 Kava a jeji péstovani

Kava je jednim zbézné¢ konzumovanych napoji. Kévova zrna (obrazek 1) rostou
na kavovnicich, které se péstuji jako malé stromy v tropickém a subtropickém podnebi
v nadmotské vysce do 2000 metr. Nékteré kavovniky se fadi mezi kete, a jiné mezi stromy,
protoze mohou byt i vice nez 10 metrii vysoké. Na plantazich vSak tyto rostliny nedorustaji
do takové vysky, protoze by je farmafi jen tézko sklizeli a pravidelné je proto zasttihuji.
Kavovniky maji nckolikrat do roka drobné bilé kvéty a ztéch postupné rostou plody,
které se nazyvaji tiesné¢ (obrazek 2). Kavové tiesné se daji jist a jsou velmi chutné. Slupka
i duzina obsahuji kofein, tak jako samotna zrnicka uvnitt. Tiesné se vyuzivaji zejména kvuli
zrnklim, ale v nékterych kavarnach nebo prazirnach lze usuSenou slupku zakoupit
jako tzv. cascaru. Plody zraji 7 mésict az 1 rok a zemédélci sklizi kavoveé tresné ptiblizné
jednou rocné, ale zalezi na poloze plantdZi. Nezralé plody maji zelenkavou barvu,
ktera se pti dozravani méni v Cervenou az skoro fialovou (obrazek 3). Nékteré odridy mohou
mit zralé plody zluté nebo oranzové. TieSen v sobé ukryva dvé kavova zrnka, ale pokud ma

jen jedno, je kulaté a fika se mu perlové zrno' >,

, I~ , r 1 J e vr , , v v
Obrazek 1: Kli¢ici kavové zrno Obriazek 2: Roziiznuta kavova tiesen’
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Obriazek 3: Postupné zrajici kivova tresen!

1.1.1 Druhy kavy

Existuje fada riznych druhli kavovnikii. Mezi nejznaméjsi patii arabika a robusta. Arabika
(Coffea arabica) ptedstavuje 70-80 % svétové produkce a nejvice se péstuje ve Stredni a Jizni
Americe, ¢astecné také v Africe a roste 1 v Australii. Robusta (Coffea canephora) ptedstavuje
vétSinu zbyvajici produkce a péstuje se prevazné v Asii, CasteCné v Africe a v menSim
métitku také v Jizni Americe. Arabika se fadi mezi lepsi a kvalitnéjsi kdvy, ale kdvovnik
je naro¢né&jsi na péstovani. Zakladnim druhem arabiky, ze kterého se vyslechtila fada dalSich
odrad, je druh Typica pochazejici z Etiopie. Typica mé konicky tvar a rovny kmen, plody maji
cervenou barvu. Robusta patii mezi levnéjsi a méné€ kvalitni kdvy. Tento kavovnik vyZaduje
teplej$i a stabiln€jsi klima s teplotou 24-29 °C, jinak je ale mnohem mén€ néarocny
na péstovani nez arabika. Chut’ robusty je naprosto nezaménitelnd, ma vyraznou hotkou chut
a Casto 1 velmi silné, zemité télo. Chemicky ma totiz UpIn€ jinou strukturu neZ arabika,
proto ijinak chutna. Velky rozdil mezi arabikou a robustou je na prvni pohled poznat
jizu samotnych zrnek (obrazek 4). Zrnko arabiky je ploché a protdhlé, vétSinou ma
zakiivenou ryhu uprostied. Zrno mé jemné zelenou barvu, vyjimeéné s namodralym tonem.

Naproti tomu zrnko robusty je vypouklejsi a zaoblenéjsi. Ryha je rovna, barva je bled¢ zelena
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s nahnédlymi nebo naSedlymi odstiny. I po uprazeni je od sebe lze rozeznat predevsim podle
jejich tvaru. Obsah kofeinu se 1isi v zavislosti na druhu kavového zrna. Uvadi se, ze kavova

zrna arabiky obsahuji 10 az 12 mg kofeinu/g, zrna robusty obsahuji kofeinu mnohem vice a to
12:4,56,7

19-21 mg kofeinu/g

Obrazek 4: Kavova zrna riznych typi: prazena arabika, prazena robusta, surova arabika,

surova robusta (zleva doprava)’
1.1.2 Zpracovani kavy

Po nasbirani je tieba kavové tfeSné dale zpracovat a to se d¢je tfemi zpiisoby, mezi které patii
suchy, mokry nebo medovy zplsob Cisténi. Zpracovani ma velky vliv na chut kavy,
ale ina jeji cenu. Pro vybérovou kavu se voli castéji mokry zplsob, zkterého je kéava

tzv. Cist¢j8i. Pokud se ale dodrzi spravné postupy pii suchém nebo medovém zpracovani,

i takové kéva miize byt velmi chutna'.

Sucha metoda patii mezi jednodussi a vétSinou finanéné méné narocné. Nachazi vyuziti témet
po celém svété. Kavové tfesné jsou ihned po sbéru rozprostfeny rovnomérné napiiklad
na betonovych podlahach, aby se ke vSem dostal vzduch a slune¢ni paprsky. Tte$né se susi
na slunci po dobu tii az ¢tyf tydnd a po usuSeni se nechavaji odpocinout ptiblizné 30-60 dni.
Poté prichazi na tfadu loupéani slupek, vn&js$i ivnitini slupky se mechanicky odstrani,

aby se uvolnila kdvova zrna (,,zelena kava“)' 2343,

Medova metoda se fadi mezi suchou 1 mokrou a na kazdé plantdZi postupuji pfi zpracovani

touto metodou trochu odlisné. Na nékterych putuji tfesné do vodnich lazni, kde probiha

selekce zralych a nezralych plodd. Vytiidéné plody se nechavaji schnout na slunci. Farmari
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pfi tomto zpracovani spotfebuji mnohem méné vody nez u mokrého zpiisobu. Neékteré
plantdze nepouzivaji téméf zZadnou vodu. Tiesnim se rovnou oloupou slupky a zrna se susi
hlavné s duzinou na povrchu. Zde se metoda mize déle délit podle toho, kolik zbylé duziny
na povrchu ziistalo. Zrna je potieba pravidelné otacet, dokonce nékolikrat denné, aby nezacala

plesnivét ',

Mokrd metoda je narocnéj$i nez ty predchozi, ale ve vysledku je z n€¢ho ziskdna casto

kvalitn¢jsi kava. Diky né¢kolika postupim béhem zpracovani dochazi k vybéru opravdu
kvalitnich zrn velmi Setrnym zptisobem. Mokry zplisob se vyuziva na plantazich zejména
pro kdvu arabika. Vn¢j$i slupka tfesné se protlaci Sté€rbinami a duzina obklopujici fazole
se fermentuje. Fazole, jeSté¢ pokrytd vnitini skofapkou, se susi po dobu 1 tydne na slunci

v v . r v s sevo 7 v 1,234
nebo kratsi dobu v susi¢ce. Po mechanickém odstranéni vnitini slupky se boby og&isti'***>.

Bezkofeinova kava

Pro ziskani bezkofeinové kavy se pii1 zpracovani postupuje trochu odlisn€. Stimula¢ni G¢inek
kavy je zpisobem piitomnosti alkaloidu kofeinu a bezkofeinové kava byla komeréné vyvinuta
v Evropé kolem roku 1900. Proces dekofeinace zafinda nejprve navlhéenim zelené kavy
(alespon na 20 %), aby se usnadnil transport kofeinu pifes bunéénou sténu a doslo
ke zmé&kceni fazoli kavovych zrn. Poté se zvlhéena zrna uvedou do kontaktu s rozpoustédly.
Dtive se pouzivala synteticky pfipravena organicka rozpoustédla. Dnes vyrobci pouzivaji
bud’ ptirozené se vyskytujici rozpoustédla, nebo rozpoustédla odvozend od piirodnich latek.
Tii nejbeznéjsi priklady jsou oxid uhlicity za nadkritickych podminek, olej extrahovany
z prazené kavy a ethylacetat, jedly ester piirozené se vyskytujici v kaveé. V procesu s oxidem
uhlicitym jsou kavova zrna namacena ve vysoce stlaceném CO,, ktery extrahuje kofein.
Kofein je odstranén uhlikovymi filtry. V alternativnim procesu CO; se pouziva k vymyti
kofeinu perlivd voda, kterd je dale recyklovdna a znovu pouZzita pro extrakci kofeinu.
Ve vSech procesech dochdzi ke zménam, které ovlivituji vyvoj chuti kdvy. Tyto zmény jsou

o Xy v TP 25
zpusobeny predbéZznym zvlhovanim i1 suSenim po dekofeinaci™.
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1.1.3 Loupéani a tfidéni zrn

Po zpracovani vSemi zplsoby ¢ekd zrna 1 az 2 mésice pauza, kdy si musi ,,odpoCinout®.
V dobé pred vyvozem obsahuji zrna 11-12 % vlhkosti, takze je bezpecné kavu skladovat
a nem¢éla by zacit hnit. Pfed exportem se jesté kava loupe ve specidlnich loupacich ptistrojich
a musi se protiidit. Pti tfidéni dochdzi k odstranéni vadnych a defektnich zrn. Ttidéni defekti

vétsinou probiha ru¢né a jen v&ti tovarny pouZivaji specialni p¥istroje’.
1.1.4 PraZeni kavy

Chutové a aromatické vlastnosti kavy se rozvinou béhem praZeni. S Grovni praZeni se méni
také barva kavovych zrn. Chemické a fyzikdlni zmény s timto procesem jsou velmi sloZité.
Komer¢ni prazeni se bézné¢ provadi horkymi spalinami bud v rotujicich valcich,
nebo v systémech s fluidnim loZem. Doba prazeni je ptiblizn€ 10-15 min. Pocate€nim krokem
prazeni je eliminace vody a rovnomérny ohtev. Uvadi se, Ze pocatek reakci prazeni nastava
pti teploté 120-150 °C, kdy se kavova zrna mirné smrst'uji a blednou. Pfiblizné po 9 minutach
je slySet takzvané prvni prasknuti — first crack. Tim zacina druhy stupeil praZeni, kde fazole
bobtnaji a dochazi k chemické dehydrataci, fragmentaci, rekombinaci, depolymerizaénim
reakcim, Streckerové degradaci a karamelizaci (rozklad cukrti). Mnoh¢é z téchto reakci jsou
Maillardova typu a vedou ke vzniku sloucenin s niz§i molekulovou hmotnosti, jako je oxid
uhliity, volnd voda a slouCeniny spojené s chuti a vini. Dochdzi ale také ke vzniku
melanoidl, to jsou slouc¢eniny zodpovédné za hnédou barvu. Po ptrekroceni teploty 180 °C
se tvofi hlavni aromatické slouCeniny. Pfi reakcich vzristd tlak, ktery dosahuje hodnoty
1,5az2,5 MPa. KdyZ zrno téméf zdvojnasobi sviij objem, bunécna struktura praskne
a konecnd teplota zrna se pohybuje vrozmezi 190-240 °C. V zavérecné fazi dochazi
k rychlému ochlazeni pomoci vzduchu nebo vody jako chladiciho média, aby se zastavily
exotermicka reakce (obrazek 5). PraZenad a ochlazend zrna jsou dopravena do zasobnikl
pro vyrovnani teploty a vlhkosti pfed mletim. Tento krok skladovani se nazyvéa vytvrzovani
a umoziluje, aby sacharidovd matrice pfed mletim spravné ztvrdla. Zbytkové cizi latky jsou
pti ptepravé do skladovacich zasobnikli odstrafiovany pomoci vysokorychlostniho
vzduchového zdvihu, ktery za sebou nechavd t&€z8i nelistoty. VétSina lipidl, kofeinu,

anorganickych soli a polymernich sacharidii se procesem prazeni nedegraduji' %1112,
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4 v S ’ sxel
Obrazek S: Uprazena kavova zrna v chladici

1.1.4.1 Stupné a urovné praZeni kavy

Tyto stupné udava doba a teplota prazeni. Prazeni kavovych zrn a dosdhnuti urcitého stupné
urcuje celkovou chut’ kavy, ale ze vSeho nejvic prevladaji dveé zékladni charakteristiky a to je
kyselost a hotkost. Cim vy$§i stupefi praZeni, tim se potlatuje kyselost a vystupuje hoikost

a naopak. Vlivem vysokych teplot se na povrchu zrn uvoliuji oleje, které ovlivituji chut
13,14,15

kavy
Podle arovné se prazeni kavy dé€li na svétleé, stiedni, sttedné tmavé nebo tmavé. Svétlé prazeni
nastane, kdyZ vnitini teplota zrna dosahne 180-205 °C. V tomto okamZiku je slySet obvykle
praskavy zvuk, protoZe se fazole zvétSuji. V této fazi se vSak zrna pfili§ neprazi. Vykazuji
kyselou chut, nemaji na povrchu zadny olej a nejvice se hodi pro piekapavanou kéavu.

v ro1sor . . ’ ’ SO I 15,16
Toto prazeni dava zpravidla vyniknout ovocnym a karamelovym tonim kavy ™.

Stfedni praZeni je obvykle vysledkem teplot prazeni v rozmezi 210-220 °C. Stfedné prazena
zrna maji plnéjsi télo s dirazem na hotkou slozku, kterd vice ¢i méné potlacuje aciditu

v chuti'™>'®,
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Stfedni tmavé prazeni nastava v rozmezi teplot 225-230 °C. Na této Grovni prazeni je vidét,
jak se na povrch uvoliluje znaéné mnozstvi olejii. Organické kyseliny se pti téchto teplotach

v e N e 7 . . vovr15,1
za&inaji spalovat, hotka i sladka chut’ je dominantng;jsi'>'®.

Tmavé prazeni nastava pii teploté 240-250 °C. Teploty 250 °C jsou ziidka dosazeny
nebo dokonce piekroc¢eny, nebot’ pak mize v kaveé prevazovat chut’ podobajici se difevénému
uhli. Podezfele tmavy odstin ptipominajici uhel neznaci kvalitu kdvy a nepomiize ani naSemu
zdravi. Tmavé prazend zrna nejsou kyseld a maji hotkou, koufovou, sladsi chut. Obsahuji

r roox . v ivwr o v v /15,1
také méné kofeinu nez nizsi trovné prazeni >16,

Obvykle jsou zrna z tmavého prazeni nejsladsi, ale dilezitym faktorem sladkosti je vybér
zelenych fazolek. Pokud zelené fazole na zacatku nemaji Zadny cukr nebo jsou vysoce kysel¢,
bude tézké ziskat sladkost prazenim. Na konci faze suSeni, pfi teploté kolem 150 °C, probiha
Maillardova reakce a vznikaji melaniody. Kavovéa zrna, ktera ve fazi Maillardovy reakce
setrvavaji krat§i dobu, maji tendenci mit sladsi tony. Pii vySSich teplotach dochazi

ke karamelizaci, coz také ovliviiuje sladkost kavy'’.

Kazda prazirna mize mit k prazeni jiny pfistup, neexistuje zadny nejlepsi stupen prazeni,
nebot” vysledny vybér zdvisi na chutovych preferencich zakaznika. Pii svétlém prazeni
(stupné 1 az 4) je kava silné kysela, za¢ind mit nahnédlou barvu a méa velmi slabou ptichut’.
Stupné 5 az 7 nesou nazev skofice a to z jednoduchého divodu, zrna pii tomto stupni
ziskavaji skoficové zbarveni. Tato kdva ma slabé aroma a v jeji chuti stale prevlada kyselost.
Pti stftednim prazenim (stupen 8) jsou zrna mirné az stiedn¢ hnéda, stale prevlada kysela chut’,
ktera vSak jiz neni tolik pronikava, protoze celkova chut je plnéjsi. Stupen 9 se nazyva
,»high®“. Vyznacuje se stifedné¢ hnédym zbarvenim zrn a chut’ je bohatsi, za¢inaji v ni vynikat
chutové slozky kavy. O néco tmavsi odstin hnédé znaCi stupenn 10 s nazvem ,city.
Tento stupent je vhodny pro pfipravu americana, kde je na chuti znat acidita, ale chut je
pIng;jsi a bohatsi. Stupn€ 11 a 12 neboli ,,full city* 1ze poznat podle tmavé hnédé barvy zrn,
ktera Casto mivaji olejnaty, mastny vzhled. Chutové pievladd téz8i, hotka ptichut.
Vienna-Light French je stupeil Cislo 13. Jsou to zrna s hotkosladkymi tény a na povrchu
se objevuji stopy oleje. Stupeit 14 nese ndzev ,,.Dark French® a zrna jsou zietelné tmavsi,
hotkosladka chut’ vyrazné prevySuje. TéZké prazeni je stupeni 15 a je to velmi tmavé prazeni,
kde hotkost ptevladd do lehce pfipalené chuti. Zrno je lesklé a olejnaté. Takto praZzena kava
je oblibend na jihu Italie a Spanélska. Posledni stupefi je tzv. pied shofenim, ten neni vhodny

pro piipravu kavy, ale Ize jej vyuZit jako hnojivo'*'®"”.
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Obriazek 6: Stupné prazeni kavy'

1.1.5 Aroma kavy

Tvorby aromatickych sloucenin je slozitd. V pocateCnich a stfednich fazich prazeni pochazi
znacna cast téchto sloucenin ze sacharidii (zejména sachar6zy a arabindzy), proteini
(v€etné aminokyselin a peptidit) a dalSich slozek kavovych bobt (kyseliny chlorgenove,
trigonelin, organické kyseliny nebo lipidy). Jak prazeni postupuje, vznikaji strukturné
komplikovanéjsi heterocyklické slouceniny obsahujici siru, kyslik a dusik, pti¢emz dominuji
hnédé zbarvené polymerni melanoidy. Aby bylo mozné identifikovat, které z toho velkého
poctu sloucenin je hlavnim ptispévateli ke kdvovému aroma, byla pouzita fada analytickych
postuptl. Z vysledkl analyzy vyplynulo, Ze pouze 20 az 30 sloucenin je zastoupeno v kaveé
ve vétSim mnozstvi, a dokonce, Ze pouze piiblizné 15 sloucenin maji opravdu zasadni vliv

na kone¢né aroma kévyz’g.
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1.1.6 Mleti kavy

vvvvvv

zrna redukuji na castice o velikosti od nékolika mikrometri asi do 1000 pm. Z téchto
rozemletych ¢astic se mohou uvoliovat té¢kavé latky a chemické slouceniny, které se snadno
rozpoustéji ve vod€, coz zpusobuje charakteristické aroma kavy. V zavislosti na velikosti
namletych Castic se mletd kava rozd€luje do péti skupin a to velmi hrubd, hrubd, stfedni,
jemnd a velmi jemna. Praimérna velikost ¢astic musi byt spravné nastavena pro kazdy typ
kavy. Velmi jemna mletd kéva se pouziva pro ptipravu turecké kavy. Jemné mleti je vhodné
pro espresso, stiedné hrubé pro filtrovanou kavu (V60, vakuum pot apod.). Jemnéji mleta
kava ma daleko vétsi plochu, na kterou voda plsobi, takze se rychleji louhuje. Hrubé mleti
se strukturou podoba pfirodnimu hnédému cukru a takové mleti se pouziva pro piipravu kavy
v chemexu nebo elektrickém dripperu apod. A nakonec velmi hruba kava je vyuzitelnd

v . 1,1
pro piipravu kavy ve french pressu'"'®.

1.1.7 Metody pripravy kavy

K ptipravé kavy lze pouzit mnoho metod a dé€li se na dvé zakladni: ptekapavana pies filtr
a louhovana ve vode¢. Piekapéavana filtrovana kdva je nejoblibenéjsi metodou po celém svéte.
V poslednich letech se také zvysila spotifeba kavy s jednou davkou, jako jsou rtzné kapsle.
Kazdy zptsob ptipravy a podminky jejich extrakce maji velky vliv na senzorickou kvalitu
a mnozstvi prospéSnych latek v Salku. Do alternativnich zplsobii piipravy kavy patii
napiiklad french press, moka konvicka, ptekapavac, aeropress, chemex, vakuum pot, rizné
typy kavovarti a také nejstar§i zastupce pro piipravu klasické turecké kavy, dzezva

(obrézek 7)!1819:2021,

Pomoci french pressu lze dosdhnout vyborné chuti kdvy a zaroven patii k nejjednodussim

metoddm. Jednd se o sklenénou konvicku s pohyblivym filtrem, jehoz tkolem je oddélit logr

1192021
od ndpoje .

Dalsi metodou mtze byt ptiprava kdvy pomoci moka konvicky, kterou si oblibili zejména
milovnici espressa, nebot takto pfipravovand kidva ma silnou a vyvdZenou chut.
Moka konvicka funguje na principu vysokého tlaku vodni péry, ktery vhani vyextrahovanou

kavu do horni ¢asti konviékyl’lg.
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Pomoci piekapdvacde (tzv. dripperu nebo V60) lze doma pfipravit piekapavanou

. , v v ’ ’ ’ r 1,19,2
neboli filtrovanou kavu ve vét§im mnozstvi pomoci papirového filtru''*2°.

Electric dripper (znamy také jako batch brew) je vhodny pro ty, ktefi vypiji vétsi mnozstvi

filtrované kavy. Princip téchto kavovari je podobny jako u V60 nebo chemexu. Rozdil
je pouze v tom, ze horkou vodu davkuje pfistroj. Dokédze vyrobit vétsi mnozstvi filtrované
kavy najednou, a pokud se konvice necha stat na kdvovaru, tak ji rovhomerne ohtiva a z kavy

se tak nevytrati diileZité chuté'.

Aero press nabizi jednoduchou a rychlou ptipravu kavy, je podobny metod¢ french pressu,
ale docili se s nim plngjsi chuti. Sklada se ze tfi hlavnich ¢asti a to plastového valce, pistu

a sitka s filtrem"'>%°.

Za zminku stoji také chemex. V podstaté se jedna o upravenou nadobu ptivodné pouzivanou
v laboratofi, ktera je vyrobena ze skla a ma tvar uprostied ziZené vazy (tvar presypacich
hodin). Metoda ptipravy spociva v tom, ze se do jeho horni ¢asti naléva voda, kterd se misi

s umletou kavou a piekapava skrze filtr do spodni &asti nadoby""".

Vacuum pot u nds zatim neni tolik znamy, ale lze pomoci né&j pfipravit jeste¢ lepsi chut
nez pomoci vySe jmenovanych metod. Skladd se ze dvou sklenénych banék, které jsou
spojeny trubici, mezi nimi se také nachdzi filtr. Do spodni banky se nalije voda,
ktera se pak pii zahiivani méni v paru a putuje trubici nahoru do horni banky. V horni baiice
dochazi ke smiseni vody a kavy, ¢imz se kava extrahuje. KdyZz se odebere zdroj tepla, v horni
bance se méni para na vodu a v dolni bance vznikd vakuum, které nasaje tekutinu z horni

baiiky dolti pres filtr a vysledny napoj je piipraven'.

Dzezva je nadobka specifického tvaru, kterd se tradicné vyrabi z médi a dnes i z jinych
materialii, pfedev§im nerezovych. Méa dlouhé drzatko, diky kterému se s dzezvou snadno

. . r_r v L v Lo r r 19
manipuluje a naléza vyuziti zejména pro piipravu kvalitni turecké kavy .

Dalsi variantou jak ptipravit kavu je kdvovar. Stroje s filtracni vloZkou nebo na kapsle patii
do automatickych jednodavkovych kavovari. Pomoci stroje s filtraénimi vloZkami se kava
vaii po Salcich lisovanim horké vody s nizkym tlakem ptes malé filtraéni vlozky naplnéné
mletou kavou. Kapslové stroje pracuji s vysokym tlakem a horkd voda je protlacovana
pfes malé hlinikové nebo plastové kapsle naplnéné mletou kédvou. PIn¢ automatické kavovary

pracuji automaticky stisknutim tla¢itka a obsahuji kompletni ptfipravny systém s mlynkem,
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pechem a pumpami. Kdvova zrna se melou na kavovou sedlinu a poté se lisuji. Ohiatad voda
(asi 90 °C) se tlakem minimaln¢ 900 kPa protlaci kavovym praskem. Kévova sedlina se pak
automaticky vhodi do nddoby k tomuto ucelu a uvafend kava jde ptimo do pfiloZeného

vz 1,19,20,21
Salku™ .
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Filtrovana kava French press Aeropress Moka konvicka Chemex Vacuum pot Prekapdvaé Dizezva

Obrazek 7: Metody piipravy kavy**

1.1.8 Chemické sloZeni kavy

Kavova zrna obsahuji sacharidy, lipidy, kyseliny, minerdly, proteiny a dal§i slouCeniny
obsahujici dusik jako kofein a trigonellin. Slozeni se muze liSit podle druhu, odridy,
prostifedi, manipulace po sklizni, doby skladovéni, teploty a vlhkosti. Obecné zelend
neprazend kava arabika obsahuje pfiblizné 60 az 70 % sacharidd, 15-20 % lipidd, 10-15 %
bilkovin, cca 11 % kyselin, 3-5 % mineralnich latek a 1% kofeinu. Kava robusta ma obdobné

chemické sloZeni, ale obsahuje vice kofeinu a méné sacharidi i lipida**>.

Kyseliny

Kyseliny jsou jednou z nejdilezitéjSich slozek kavy a maji vliv na kvalitu tohoto napoje.
Tvoti az 11 % zelenych a 6 % celkové hmoty prazenych kavovych zrn. V kévé jsou ptitomny
kyseliny chlorgenové (CGA) a dalsi organické kyseliny (OA), ale mohou se vyskytovat
i anorganické kyseliny, jako je kyselina fosforecnd. Hlavni kyseliny v zelenych kdvovych
zrnech jsou kyseliny chlorgenovd, citronova, jablecnd a chinova. Kyselina citronova
a jable¢nad se rozklddaji na jantarovou, fumarovou, maleinovou a dal§i. B&hem prazeni
vznikaji dal$i kyseliny a v prazené kavé jsou proto pfitomny (spolecné s chlorgenovou,
citronovou, jable¢nou i chinovou kyselinou) octova, mravenc¢i, mlécnd, jantarova, fumarova,
glykolova, fosforecnd nebo vinnd kyselina. Sachardza slouzi jako hlavni prekurzor téchto

. 23,24,25,26
kyselin™>.
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Kromé toho, ze jednotlivé kyseliny pfispivaji ke kyselosti, maji také rtizné senzorické
vlastnosti (tabulka 1). Kyselina citrénova, octova, mravenci, jable¢na, chinova, pyrohroznova,
jantarova, fumarova, vinnd a mléc¢na jsou kyseliny kyselé chuti, ale nékteré maji i jiné
aromatické vlastnosti, jako je charakteristické octové aroma kyseliny octové, spalena
karamelova chut kyseliny pyrohroznové nebo S$tiplavé aroma kyseliny mravenéi. Rovnéz
mnoho kyselin, jako mravenéi, chinova, jantarova a kavova, ma také vyraznou hotkou chut’.
Organické kyseliny mohou byt také pfinosem pro senzorickou kvalitu tim, Ze slouzi jako

’ v v . v o . r . r x £2
zvyrazitovade chuti, coZ je vlastnost kyseliny fumarové, vinné a §tavelové™.

Tabulka 1: Senzorické vlastnosti vybranych kyselin vyskytujicich se v kavé>

Kyselina Senzorické vlastnosti

Citronova Kysela, bez zapachu

Octova Kysela (vice nez ostatni), octové aroma
Mravenci Kysela a hotkéa chut,, Stiplavé aroma

Jable¢na Kysela, bez zapachu

Chinova Kysela, hotka ale s nizsi intenzitou
Pyrohroznova Kyseld, aroma spalené¢ho karamelu

Jantarova Kysela, hotka, bez zdpachu

Stavelova Karamelové aroma, zesilova¢ chuti
Fumarova Kysela, bez zapachu, zvyraziuje ovocné tony
Vinna Kysela, bez zapachu, zvyraziuje ovocné tony
MIécna Kysela, stiplava

Glykolova Lehké maslové aroma

Kavova Intenzivni hotka

Kyselina chlorgenovd a jeji derivaty jsou piirozené se vyskytujici slouceniny,
které se hromadi v zrnu b&hem zrani kavovych plodi. Maji antioxida¢ni u¢inky a rovnéz
ptispivaji k chuti a vini kdvového napoje. Vznikaji esterifikaci hydroxylovych skupin
kyseliny chinové rliznymi fenolovymi kyselinami, zejména kyselinou kavovou, kyselinou
ferulovou a kyselinou p-kumarovou. ProtoZe kyselina chinova ma ¢tyfi hydroxylové skupiny
dostupné pro esterifikaci, 1ze biosyntetizovat velké mnozstvi izomerdt CGA. Tyto kyseliny
se béhem procesu prazeni odbouravaji, coz vede ke vzniku dalSich kyselin, laktonl a riiznych

fenolti. Tim se zvy3uje celkova hoikost a aroma kavy *'>%*%7,
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Kyselost kavy byla pfedmétem nékolika védeckych kontroverzi. Pro Mazzafera™ byla nizka
kvalita kavy spojovdna s vysokou kyselosti a to predev§im kvili Skodlivému kvaSeni.
Franca® a kol. naznaduji, Ze kvalita kivy s rostouci kyselosti klesa. Vysledky Muschlera”
poukazuji na to, ze potlacenim vzrastajici kyselosti a obsahu sachar6zy ma kava jemné;jsi
chut. Tékavé kyseliny (octova, propionova, maselna a valerovd) se mohou podle
Martinezovy’' skupiny spolupracovnikii podilet na nechténé fermentaci. Fermentace pied,
bé¢hem nebo po sklizni totiz zpisobuje zhorSeni kvality kavovych fazoli. Kyselina octova,
mlécna, maselnd a propionova maji neblahé¢ ucinky na kvalitu kdvy a naopak kyselost,
kterou kavé dodavaji kyseliny jable¢na a citronova je zadouci. Rogers’™ a spol. zjistili, Ze kava
arabika obsahuje vys$$i koncentraci kyseliny jable¢né a citronové v porovnani s robustou,
proto je také vice cenéna a povazovana za kvalitn&j$i. Sivetze a Desrosier’a také de Siqueira
spole¢n& s de Abreau® se zabyvali zmnami pH kavy. Autofi uvad&ji, ze idealni pH kavy

je 4,95-5,20, aby byla kava chutna. Fermentaci se pH sniZuje a tim klesa i kvalita napoje'?.
1.2 Organickeé kyseliny

Nejvetsi zastoupeni mezi organickymi kyselinami maji karboxylové kyseliny, které se snadno
skladuji, lehce se s nimi manipuluje a v piipadé potieby existuje fada osvédCenych metod
pro jejich pripravu. Karboxylové kyseliny jsou také vhodnymi surovinami pro chemickou
syntézu dalSich sloucenin. Mohou v molekule obsahovat jednu karboxylovou skupinu
(monokarboxylové kyseliny) nebo né€kolik karboxylovych skupin (polykarboxylové kyseliny).
Rada karboxylovych kyselin obsahuje soucasné dal§i funkéni skupiny, napt. hydroxylovou
skupinu  (hydroxykyseliny), karbonylovou skupinu (oxokyseliny), aminoskupinu
(aminokyseliny), merkaptoskupinu (merkaptokyseliny) a jiné. Kyseliny, které ve své
molekule obsahuji halogen, nejcastéji jeden nebo vice atomit chloru, se nazyvaji

34,35

halogenkyseliny

Body varu karboxylovych kyselin se zvySuji s molekulovou hmotnosti a jejich tékavost
i charakteristicky zdpach se snizuji s rostouci molekulovou hmotnosti. Rozpustnost
karboxylovych kyselin ve vodé rychle kleséd s rostouci délkou fetézce. Ve vodném roztoku

se karboxylové kyseliny (C4-C1;) chovaji jako slabé kyseliny*****".

Kyselost karboxylovych kyselin je podle elektronové teorie podminéna pfitomnosti
karbonylové skupiny, kterd usnadiiuje disociaci hydroxylu za vzniku karboxylatového aniontu
(rovnice 1). Silu kyselin (jejich aciditu) vyjadiuje disocia¢ni konstanta K, (rovnice 2).
Velikost disocia¢ni konstanty zavisi na teploté a druhu rozpoustédla (resp. jeho relativni
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permitivité¢). Acidita karboxylovych kyselin lezi mezi silnymi minerdlnimi kyselinami

. oy 4
a kyselinou uhli¢itou**>2%*",

Rovnice 1: Disociace hydroxylu za vzniku karboxylatového aniontu®”
R —COOH + H,0 & R —C00~ + H;0%

Rovnice 2: Disociaéni konstanta kyselin®®

[RCOO™][H;07]
[RCOOH]

K, =

Reaktivita karboxylovych kyselin je ur€ena dvéma sousednimi atomy kysliku, konkrétné
karbonylovym atomem kysliku a atomem kyselé hydroxyskupiny. Nejcastéjsimi chemickymi
pfeménami karboxylovych kyselin jsou reakce vyvolané Stépenim vazby O-H karboxylové

skupiny (vznik soli), dekarboxylace a reakce probihajici na uhlovodikovém zbytku**.

1.2.1 Organické kyseliny vyskytujici se v kavé

Jak jiz bylo uvedeno vySe, hlavnimi kyseliny v zelenych kdvovych zrnech jsou kyseliny
chlorgenova, citronova, jableCna a chinova a primarnimi kyselinami v prazené kavé jsou
kyselina chlorgenova, chinova, citronova, jable¢na, octova, mravenci, mlécna, glykolova,

jantarova, fumarova, fosforecna a miize se vyskytovat také kyselina vinna a pyrohroznova.

Kyselina chlorgenova

Kyselina chlorgenova je fenolicky antioxidant pfitomny v kavovych zrnech, Caji ovoci,
bramborach a zeleniné. Ma antibakterialni, antimutagenni, protinadorové a antivirové uc¢inky.
Lidé, ktefi piji vice nez 1 salek kavy denné, mohou piijmout az 1 g chlorgenovych kyselin.
Kyselina chlorgenova je tedy jednim z nejbéznéjsich, ptirozené se vyskytujicich, prospésnych

o . 138394041
polyfenolt v rostlindch™™""""".

8]

HO
S 0 COOH

OH
HO OH

OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec kyseliny 5-o-kafeoylchinové (kyselina chlorgenova)™
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Kyselina citronova

Kyselina citronovd je nejvyznamnéjSim zastupcem trikarboxylovych hydroxykyselin.
Je ptirozenou soucasti a béznym metabolitem rostlin a zvirat. Jedna se o bezbarvou latku
s piijemnou, i kdyz siln¢ kyselou vini. Nachazi se v ovoci, nejvice vSak v citrusovych
plodech. Kromé ovoce se vyskytuje také téméf ve vSech rostlinnych a zivoc¢iSnych druzich.
Vzhledem ke své funkénosti a ptijatelnosti pro zivotni prostfedi se kyselina citronova a jeji
soli pouzivaji v pracich prostiedcich, Samponech a kosmetice. Je nejrozsitenéjsi organickou
kyselinou v potravinach, néapojich a léCivech. V potravindiském pramyslu se pridava
do vyroby Sumivych napoji, alkoholickych napojti, chleba, cukrovinek, kecupu, zelé,
majonézy, konzervovanych ryb nebo taveného syra. Pro lidsky organismus je prospésna
pro urychleni metabolismu a aktivaci Krebsova cyklu. Primyslové se vyrabi kvasenim

v ;s . . ;1 . "y 42.43 44
melasy, napt. plisnémi Aspergillus niger, nebo se ziskava z citronové §tavy> >4,

HO OH OH

Obriazek 9: Strukturni vzorec kyseliny citronové™

Kyselina jable¢na

Kyselina jablecna je dikarboxylova kyselina, vyskytujici se pouze jako L-(-)-isomer,
ktery vznikd jako meziprodukt v citratovém cyklu. Je hojné obsazena piedevSim v ovoci
a zeleniné. Pouziva se v potravindiském, chemickém i farmaceutickém primyslu (léCiva
na kaSel a zacpu). BéZné€ se pouziva jako okyselovadlo potravin a zvyraziiovac chuti, piisada
do népoji, pekaiskych vyrobkli a zelé (oznaceni E 296), ¢asto v kombinaci s kyselinou
citronovou. Uvadi se, Ze chut’ kyseliny jable¢né se vytvaii pomaleji nez chut' kyseliny
citronové a pretrvava déle, coz je divod, pro¢ je vhodnd k maskovani pachuti umélych

sladidel.
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Komer¢né se vyrabi dvéma procesy, bud’ chemickou syntézou hydrataci kyseliny maleinové
nebo fumarové za vzniku racemické smési nebo enzymatickym procesem s pouzitim
mikrobidlnich  bun€k obsahujicich fumardzu, které poskytuji L-izomer kyseliny

T 235,42,45,46,47,48
jable¢né™ .

Obriazek 10: Strukturni vzorec kyseliny jable¢né*®

Kyselina chinova

Kyselina chinova je alicyklickd organickd kyselina, kterd je ve své volné formé Siroce
rozsitena v rostlinach. Miize se hromadit ve velkém mnozZstvi v kavé, ¢aji a nékterych druzich
ovoce. Tato kyselina je b&Znou slozkou naSi stravy, je schopna pfemény na tryptofan
a nikotinamid prostfednictvim mikroflory gastrointestindlniho traktu. Kyselina chinova
je vSak vétSinou znamé& pro své konjugaty fenolovych kyselin, jako jsou kyselina

caffeoylchinové, pficemz hlavnim ptikladem je kyselina chlorgenova®>*=°.

HO™"

Obrazek 11: Strukturni vzorec kyseliny chinové™

Kyselina octova

Kyselina octova je nejbézné€jsi monokarboxylovou kyselinou vyskytujici se v potravinach.
Jedna se o cirou, bezbarvou, Ziravou organickou kyselinu s ostrym S$tiplavym zapachem.
Kyselina octovd ma Siroké uplatnéni v potravindiském primyslu (jako okyselovadlo
a konzervaéni prostfedek), v textilnim priamyslu a farmacii. KvaSenim vina se ziska

4-12% roztok kyseliny octové znamy jako ocet. Jakékoli $tdva obsahujici cukr mlze byt

30



pfeménéna na zfedénou kyselinu octovou bakteridlnimi nebo plisnovymi procesy.
Kromé¢ aerobni fermentace cukri se kyselina octova vyrabi chemickou syntézou z butanu

1,52,5
nebo methanolu®>>!23,

//o
HiC—X

OH

Obrazek 12: Strukturni vzorec kyseliny octové®

Kyselina mravenc¢i

Kyselina mravenc¢i je prvnim clenem homologické fady alkylkarboxylovych kyselin.
Vyskytuje se jako volna 1 esterifikovana predevsim v zelening, ovoci a také v alkoholickych
napojich. Vznika jako vedlejsi produkt vedle ethanolu a kyseliny octové pii kvaSeni
nékterymi mikroorganismy. Je to bezbarva, vysoce zirava kapalina s intenzivnim a Stiplavym
zédpachem. Je zcela misitelnd s vodou a mnoha polarnimi rozpoustédly, ale s uhlovodiky
je misitelna pouze Caste¢né. Sviij ndzev ziskala podle mravenct (lat. Formica) v jejichz
obrannych sekretech se pfirozen¢ vyskytuje. Kyselina mravenci a jeji soli jsou Siroce
pouzivané chemikalie. Pouzivaji se jako ptisada do sildze, ptidavaji se do krmiv pro zvitata,
nachazi se v palivovych Clancich. Své uplatnéni nachazi také v textilnim primyslu pii barveni

< NP y o xi 11 35545556
a nékdy se pouziva jako konzervacni ¢inidlo™™>""""",

//O
H—X
OH

Obrazek 13: Strukturni kyseliny mravenéi®®

Kyselina mlé¢na

Kyselina mlé¢nd je nejjednodussi hydroxykarboxylova kyselina s asymetrickym atomem
uhliku. Vyskytuje se ve dvou opticky aktivnich formach. Vznika béhem mlé¢né fermentace,
hromadi se v takto upravenych mléénych produktech a na fermentovaném, naklddaném

nebo soleném ovoci a zelenin€é. Kyselina mlééna ma baktericidni U€inky. Pouziva
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se k okyseleni cukrovinek a nealkoholickych népoji v potravinaiském pramyslu, dale
se vyuziva v kosmetickém i farmaceutickém pramyslu. Kyselina mlé¢na je bezbarva az slabé
nazloutld hydroskopickd kapalina, ktera je produktem anaerobniho metabolismu cukrt

. v Ve . 42
prakticky ve viech zivych organismech®**="%,

H4C 0
N
CH-C
4 \
HO OH

Obriazek 14: Strukturni vzorec L-mlé&né kyseliny”’

Kyselina glykolova

Kyselina glykolovd je nejjednodu$si dvouuhlikatd o-hydroxykyselina (AHA kyselina)
s alkoholovymi 1 kyselymi skupinami. Pouziva se v textilnim pramyslu, v potravinaiském
prumyslu jako dochucovadlo a konzervacni prostfedek. Je pfitomna v mnoha rostlinach
bohatych na cukr a spolu s jinymi hydroxykarboxylovymi kyselinami je prekurzorem lipida.
Pisobi pozitivné na pokozku, zlepSuje akné a napomahd zamezit vzniku vrasek

.. , 59,60,61
1 pigmentovych skvrn .

0P
¢
\

OH

Obriazek 15: Strukturni vzorec kyseliny glykolové™

Kyselina jantarova

Jantarova kyselina patii mezi alifatické dikarboxylové kyseliny. Bézné se vyskytuje
v zivo€isnych organismech a mikroorganismech. Lze ji nalézt také v zelening, ovoci (rybiz,
jahody), pramenité vodé, kave, pivé nebo ve ving. Vznika pii alkoholové fermentaci
a také pfi chemické a biochemické oxidaci tukli. Tato kyselina se uplatiiuje v mnoha
primyslovych odvétvich. Ve farmaceutickém primyslu slouzi jantarova kyselina
jako ptirodni prolé¢ivo. V zemédé@lstvi je znadmym reguldtorem rlstu a lze ji pouzit

pro zakofenéni rostlin. 'V potravinarském primyslu Ize kyselinu jantarovou vyuZit
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jako zvyraznova¢ chuti v napojich nebo katalyzator pti ptipravé koteni. Kyselina jantarova

o v r Ve s ’ o . . L 62,63,64
miize také slouzit jako prekurzor pro vyrobu polymeri na biologické bazi. *>¢2364,

HO\’/\)I\OH

@)

Obriazek 16: Strukturni vzorec kyseliny jantarové™

Kyselina fumarova

Kyselina fumarova patfi mezi nenasycené dikarboxylové kyseliny a vznikd v ornithinovém
cyklu. Vyskytuje se v malém mnozstvi prakticky ve vSech zivociSnych 1 rostlinnych
organismech a v nékterych houbéach, Vznika také jako produkt neenzymatické deaminace
asparagoveé kyseliny. Spolu s isomerni maleinovou kyselinou vznikd pyrolyzou jablecné

kyseliny béhem termickych procest jako tieba pii prazeni kavy™.

Obriazek 17: Strukturni vzorec kyseliny fumarové*”

Kyselina vinna

Kyselina vinnd je smés dikyseliny a dialkoholu a je to vyznamny zdstupce
hydroxydikarboxykolych kyselin. V ptirodé se vyskytuje prakticky vyhradné jako L-(+)-vinna
kyselina, ojedinéle i jako D-(-)-vinnd. V hroznech a dalSim ovoci vznikd z D-glukosy.
Racemickéd smés obou isomert, kterd se nazyva hroznova kyselina, byla prokazéna ve §tave
hroznt. Stl kyseliny hroznové je Spatné€ rozpustna a vylucuje se jako tzv. vinny kdmen béhem
kvaSeni vina. Kyselina vinna je Siroce pouZivana ve farmaceutickém primyslu jako pomocna

latka a pufrovaci ¢inidlo, v mediciné pro detekci cukri a aldehydd, v potravinach a napojich
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jako okyselovadlo i ptfi vyrob dzusi a nealkoholickych népoji. Jeji nejveétsi mnozstvi

je obsazeno v hroznech. Pro lidsky organismus je nepostradatelnd svymi antioxida¢nimi

:35,42.,65
vlastnostmi’>>**6366

HO COOH

-
-
d

HOOC OH

Obrazek 18: Strukturni vzorec meso- vinné kyseliny®

Kyselina pyrohroznova

Kyselina pyrohroznova, nalezici do skupiny alifatickych oxokyselin, je u zivo€icht i rostlin
klicovou slou¢eninou metabolismu sacharidii, lipidi a proteini. Kyselina pyrohroznova
nachazi své uplatnéni ve farmaceutickém, potravinaiském 1 agrochemickém primyslu.
V zivém organismu je konenym produktem vzniklym jako vysledek oxidace glukozy,
kterd se prostfednictvim Krebsova cyklu oxiduje na CO, a H,O. ProtoZe pyrohroznova
kyselina hraje klicovou roli v procesu metabolismu, mize byt dilezitym biomarkerem mnoha

onemocnéni (napf. biomarker pro diabetes 2. typu)*>®’.

H4C 0

<

O OH

Obriazek 19: Strukturni vzorec kyseliny pyrohroznové™

1.2.2 Stanoveni organickych kyselin v potravinach a napojich

Organické kyseliny v potravinach vznikaji diky biochemickym procestim (napft. rast bakterii).
Ptidavaji se do potravinovych produktl, aby upravily nebo vylepsily jejich chut, a tak jsou
vzorky potravin a ndpoji hlavni oblasti, kde se stanovuji organické kyseliny. BéZné metody
pro stanoveni organickych kyselin jsou vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
(HPLC)***7*% 3% 5 analyzu netékavych organickych kyselin nebo plynova chromatografie
(GC)"*">pro ty t&kavé. Nejiast&ji pouzivanym detektorem, ve spojeni s HPLC, pro analyzu

organickych kyselin v potravindch, je v souasné¢ dobé UV-Vis. Elektromigra¢ni techniky,
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zejména kapilarni elektroforézu (CE)""*, Ize také vyuzit pro stanoveni organickych kyselin.
Metoda CE se vyznacuje vysokou separacni schopnosti, dobrou reprodukovatelnosti, rychlou
analyzou a mensi spotiebou chemickych c¢inidel oproti HPLC. Vyuzitelnd je také
jontové-vyménna chromatografie (IEC)®® nebo chromatografie na tenké vrstvé (TLC)>"°.
Alternativou k separacnim metoddm mohou byt metody spektrofotometrické, spektralni,

titraéni nebo enzymatické®®’.

1.2.3 Stanoveni organickych kyselin v kavé

Gulab N. Jham a spol. ®® se zabyvali stanovenim kyseliny $tavelové, jable¢né, jantarové,
fumarové, citronové, vinné a chinové v kavé pomoci HPLC v systému reverznich fazi.
Teplota kolony byla nastavena na 40 °C a métfeni probihalo pti 210 nm. Jako mobilni faze byl
pouzit vodny roztok s 1% kyselinou fosfore¢nou. Carl Isabel Rodrigues a spol.*’ stanovovali
v kavé stejnou technikou sedm organickych kyselin (octova, citronova, mravenci, jable¢na,
pyrohroznova, jantarova, chinova). Vzorky byly upravovany pomoci extrakce na pevné fazi
(SPE). SPE metoda byla aplikovana v dalSich studiich 1 na jiné potraviny jako napiiklad

Loz 1 . 2
ovocné §tavy™, med’' nebo pivo’’.

C. Lentner, F. E. Deatherage a spol. stanovovali organické kyseliny v extraktech kavy
v zavislosti na stupni praZzeni pomoci rozdélovaci chromatografie na silikagelu a papirové
chromatografie. V zelené i prazené kaveé byly nalezeny kyseliny octova, propionova, maselna,
valerova, jable¢na, citronova, chinova, kavova, chlorgenov4, isochlorgenova
a neochlorgenova. Kyselina mraven¢i byla nalezena pouze v prazené kave. Pievladajici
kyseliny byly chlorgenova a citrénova. Kyselina kdvova a chinova byly pfitomny pouze

: v o i25
ve stopovem mnozstvi .

V dalsi studii byla pouzita metoda HPLC ve spojeni s DAD. Vzorky kavy byly analyzovany
v izokratickém rezimu s pouZzitim fosfdtového pufru upraveného na pH 2,5. Organické
kyseliny byly analyzovany pii dvou vlnovych délkach (210 a 230 nm). Pro kyselinu
chlorgenovou a jeji derivaty byla teplota kolony nastavena na 40 °C, byla pouzita gradientova
eluce s vodou (+0,1% mravenci kyselina) a methanolem (+0,1% mravenci kyselina) jako

mobilni faze?S.

Pomoci metody kapalinové chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni
spektroskopii (LC-MS/MS) S. Colomban a spol. identifikovali a kvantifikovali
11 chlorgenovych kyselin (CGA) v prazené kavé. Vysledky stejného vzorku kavy byly
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porovnany s analyzou provedenou ultra-vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekei
diodového pole (UHPLC-DAD). Kolona byla vyhiivana na 40 °C. Byl pouzit elu¢ni gradient
vodné kyseliny mravenéi (0,1% v/v) ajako organickd faze acetonitril pti pritoku

0,4 ml/min®’.

Studie L. Ceslové, J. Klikarové a B. Rehakové se zabyvala stanovenim kofeinu, kyseliny
chlorgenové a jejich izomerd (kyselina neochlorgenova a kryptochlorgenovd) v prazené,
zelené 1bezkofeinové kavé pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie v systému
reverznich fazi se spektrofotometrickou detekci. V pouzité metodé kyseliny byly separovany

b&hem $esti minutové analyzy s velmi dobrym rozlisenim”>.

V dalsi studii byl analyzovan obsah kyseliny chlorgenové v zelené kavé a byla srovnavana
metoda tenkovrstvé chromatografie (TLC) s referenéni HPLC-UV. Methanolové extrakty
kav, standardy kyseliny chlorgenové a slepé vzorky byly aplikovany na TLC desticky
s normalnimi fdzemi na silikagelu v objemech 5 a 10 pl. Pfi HPLC méfeni byly vzorky kv
ziedény methanolem (v/v 1:1). Kvantitativni HPLC méfeni kyseliny chlorgenové bylo
provedeno za podminek izokratické eluce (95 % A a 5 % B), poté gradientova eluce
(5-100 % B). Rozpoustédlem A byl vodny roztok kyseliny octové a rozpoustédlem B byl
methanol. Detekce byla provedena pfi 254 a 325 nm'".

W. J. Hughes a T. M. Thorpe a spol. se zabyvali stanovenim organickych kyselin, kofeinu
i1 sachar6zy pomoci kapilarni plynové chromatografie v dimethylsulfoxidovych extraktech
prazenych a mletych kav. Postup byl také aplikovan pro stanoveni chlorgenovych kyselin.
Podle vysledk analyzy byl zpracovan piehled rtiznych znacek kavy, kde byly uvedeny

rozdily v obsahu kyseliny chlorgenové a sacharozy v jednotlivych vzorcich 7.

V. Galli a C. Barbas pouzili pro analyzu organickych kyselin v kavé metodu kapilarni
elektroforézy (CE). Jako zdkladni elektrolyt byl pfipraven 500mM fosfatovy pufr pii pH 6,5
s 0,5mM povrchové aktivni latkou cetyltrimethylamonium bromidem (CTAB). Detekce byla
provedena pii 200 nm. Na kapilaru bylo vkladano napéti -10 kV. Teplota kapilary byla
nastavena na 25 °C. Proud generovany pfi takovych podminkach byl 115 pA”.
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1.2.4 Uprava vzorku pomoci extrakce pevnou fazi

Vzorky potravin maji slozitou matrici, kterd obsahuje mnoho dalSich latek a to pfedstavuje
velkou piekazku pro pfimou analyzu vzorku. Pro zvySeni citlivosti stanoveni je nezbytné,
aby se vzorek ptfed analyzou upravil, zakoncentroval, a tim se eliminovaly nezadouci
matricové efekty. Pfi upravé vzorkdl pro analyzu potravin, biologickych vzorka a vzorki

Zivotniho prostedi se vyuziva zejména extrakce na pevné fazi (SPE)¥*.

Extrakce a zakoncentrovani analytll je v tomto piipad¢ zalozena na distribuci rozpusténych
latek mezi tuhou fazi (extrakéni kolonka) a kapalnou fazi (vzorek obsahujici analyt). Separace
ruznych slozek vzorku muze byt vysledkem rozdilnych polarit, rozdili ve velikosti molekul
nebo rozdili sohledem na kapacitu iontové vymény. Princip spocivd v zachyceni
sledovanych analytti, které jsou obsazeny v kapalné fazi, na specidlnim sorbentu diky silnym,
ale vratnym interakcim mezi analytem a povrchem stacionarni faze. Mezi typické interakce
patti hydrofobni van der Waalsovy sily, polarni vodikové mustky, sily dipo6l-dipol
nebo iontové vymeénné interakce. Sorbent je umistén mezi fritami v extrakéni minikolonce

X oh »- 189,90,01
urcené na jedno pouziti- .

Cilem tohoto postupu je jednak odstranéni interferujicich latek obsaZzenych v matrici a jednak
izolace a zakoncentrovani stanovovanych latek. Diky jednoduchosti a snadnému pouziti SPE
vyustil zdjem o tuto techniku ke komer¢nimu pouzivani jednorazovych minikolonek.
Tyto kolonky jsou plnény riznymi sorbenty o rtzné velikosti ¢astic. K pretlaceni vzorku
a promyvaciho roztoku pies kolonku je diky velikosti ¢astic mozné pouzit nizkého tlaku.
Jako sorbenty se nejCastéji pouzivaji modifikovany i1 nemodifikovany oxid kifemicity,
polymery a dalsi. Pro obracenou fazi jsou k dispozici oktadecyl (C;s), oktyl (Csg), ethyl (C,),
cyklohexyl, fenyl nebo butyl (C4) Pro normalni fazi se pouziva oxid kiemicity modifikovany
skupinami kyano (-CN) amino (-NH;) nebo dioly (-COHCOH). Pro adsorpci se vyuziva
silikagel (-SiOH), florisil (MgSiO3), oxid hlinity (AlLOs3). K iontové vyméné se pouziva
skupin amino (-NH,), kvartérniho aminu (N"), karboxylové skupiny (-COOH), aromatické
sulfonové kyseliny (ARSO,OH) nebo polyethyleniminu (-(CH» CH,NH)n-)’"*%.

Velmi dilezitym kritériem umoZiujici vysokou opakovatelnost analytickych vysledki
je zajisténi konstantni kvality rlznych SarZzi jednorazovych SPE kolonek. K tomuto tcelu
se jako charakteristika SPE kolonky pouZzivd kapacita kolonky. Kapacita se vyjadiuje

jako pomér mg analytu na g sorbentu a znamena, Ze za stejnych podminek rGzné Sarze
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kolonek adsorbuji a desorbuji stejné mnozstvi analytu. Stejnomérnou kvalitu Sarzi dnes

vétsinou firmy garantuji certifikovanym procesem vyroby SPE kolonek”".
Metoda SPE zahrnuje &tyii po sob& jdouci kroky”".

1. Kondicionace sorbentu. Vtomto kroku se SPE kolonka pfipravi na interakci

se vzorkem. Casto se provadi methanolem, vodou nebo pufrem. Jde o nezbytny krok
pro reprodukovatelnou sorbci analyti.

2. Aplikace vzorku. Vzorek se pomoci vakua prosaje ptes kolonku. Sledované analyty

se zachytavaji v izké zoné na sorbentu. Cast interferujicich latek z matrice projde
kolonkou ptfimo do odpadu, ¢ast se adsorbuje.

3. Promyti. Zachycené interferujici latky matrice jsou odstranény z povrchu staciondrni
faze.

4. Eluce. V tomto kroku dochdzi k selektivni desorpci analyzovanych latek pomoci

vhodného rozpoustédla.

Mezi hlavni vyhody SPE patii jednoduchost, snadnd obsluha, mnohem mensi spotieba
organickych  rozpousStédel, = moznost automatizace a  miniaturizace = metody.
U miniaturizovanych technik doSlo k vyraznému snizeni objemu organickych rozpoustédel
ivzorku a do této skupiny patii naptiklad mikroextrakce na pevné fazi (SPME),
SPE na Spicce pipety, SPE ve zkumavce nebo mikroextrakce plnénym tuhym sorbentem

s vyuzitim injekéni sttikacky (MEPS)®.
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2. EXPRIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Pro analyzu organickych kyselin byl pouzit kapalinovy chromatograf Agilent 1200 Series
(Agilent, Palo Alto, CA, USA) skladajici se ze zasobniki mobilni faze, dudlniho
vysokotlakého cCerpadla, odplynovace mobilni faze, autosampleru, termostatu kolony
a detektoru diodového pole. Pro separace v modu reverznich fazi byly testovany nasledujici
kolony: Luna Omega PS (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 um), Kinetex EVO C18 (150 x 3 mm,
velikost ¢astic 2,6 um), Luna Omega Polar C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 pm), vSechny
od firmy Phenomenex (Torrance, CA, USA), dale ACE C18-PFP (150 x 3 mm, velikost Castic
3 um) od firmy Avantor VWR (Stiibrna Skalice, Ceské republika). Pro HILIC separace byla
vyuZita kolona SeQuant ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, velikost ¢astic 3,5 um) od firmy Merck
Milipore (Darmstadt, Némecko).

Analyzované vzorky a standardy pro HPLC-DAD analyzu byly extrahovany pomoci
vakuového zatizeni Visiprep Vacuum Manifold (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Pro SPE
extrakci byly pouzity kolonky Discovery DSC-SAX 500 mg/3 ml (Supelco, Bellefonte, PA,
USA).

Déle byl pro analyzu organickych kyselin vyuzit pfistroj pro kapilarni elektroforézu
Capel-205 firmy Lumex (Praha, Ceska republika) skladajici se ze zdroje vysokého
napéti, kapilary (délka 53/60 cm, pramér 75 upm), elektrod ponofenych do roztoku

se zdkladnim elektrolytem, termostatu pro ohfev i chlazeni, DAD a autosampleru.

K navazovani standardnich latek a vzorki kavovych zrn byly vyuzity analytick¢ vahy
od firmy Sartorius model A 200 S (Usti nad Labem, Ceska republika). Pro pipetovani objemi
v rozsahu jednotek az tisici pl byly vyuzity automatické pipety od firmy Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Napromichani analyti ve vialkach ¢i Eppendorf
mikrozkumavkach byl vyuZit vortex IKA Yellowline TTS2 Vortex-Gemini BV (Staufen,
Némecko). Prazena izelend kdvova zrna byla namleta elektrickym mlynkem Eta Magico
(Praha, Ceska republika). Pro ohfev vody, pouzité na piipravu vzorku, byl vyuzit elektricky
vafi¢ Sencor SCP (Praha, Ceska republika). Pro filtraci vzorkdl byly vyuZity papirové
skladané filtry a dodate¢nd centrifugace byla uskutecnéna pomoci centrifugy Biofil od firmy

Merci (Brno, Ceska republika).
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2.2 Pouzité chemikalie a rozpoustédla

Standardy stanovovanych organickych kyselin byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich
(Steinheim, Némecko). K ptipravé roztokt standardl byly pouzity néasledujici kyseliny:

Vybrané organické kyseliny

e citronova (99%)

e fumarova (99%)

e jablecna (>99,5%)

e jantarova (>99,5%)

o mléni (85 %)

e mravenc¢i (>98%)

e octova (>99,8%)

e pyrohroznova (> 98%)
vinna (99%)

Chlorgenové kyseliny

chlorgenova (95%)

neochlorgenova (>98%)

kryptochlorgenova (>98%)

Dalsi pouzité chemikéalie a rozpoustédla:

e dihydrogenfosfore¢nan sodny (dihydrat) (98-100,5%), Sigma Aldrich (Steinheim,
Némecko)

e hydrogenfosfore¢nan disodny (dihydrat) (=99,5%), Sigma Aldrich (Steinheim,
Némecko)

e octan amonny (98%) Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

e kyselina fosforecna 85% Sigma Aldrich (Steinheim, Némecko)

e methanol (gradient grade pro HPLC, >99,9%), Merck KGaA (Darmstadt, Némecko)

e acetonitril (gradient grade pro HPLC, >99,9%), Honeywell (Praha, Ceska republika)

o kyselina sirova 96% p.a. , Penta (Chrudim, Ceska republika)

e hydroxid sodny, Penta (Chrudim, Ceska republika)
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e hexadecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) (>98%) Sigma Aldrich (Steinheim,
Némecko)

e deionizovana voda (Univerzita Pardubice, Pardubice)
2.3 Analyzované vzorky

Bylo analyzovano celkem 10 druht kdvy arabika. Od kazdého druhu byla proméfena prazena
i zelend kdvova zrna. Kava byla ziskana z pardubické prazirny ZRNO44. Dale byl analyzovan
jeden vzorek prazené kavy robusta a jeden vzorek prazené bezkofeinové kavy. Tyto kavové
vzorky byly zakoupeny z ¢eskych obchodii. Dohromady bylo pofizeno 22 vzorkd kavy
(tabulka 2), které byly po celou dobu od namleti uchovany v papirovych obalech, suchu

a temnu.

Tabulka 2: Seznam obdrzenych vzork

Oznaceni (P=praZend kava;

Z= zelend kava) Nadzev Zemé puvodu
P1, 71 Barbosa Brazilie
P2,72 Bombe Ehiopie
P3,73 El Diviso Kolumbie
P4, 74 Gitwe Rwanda
P5, 75 Decaf neuvedeno
P6, 76 Vzorek €. 6 Peru

P7, 727 Las Lajas Kostarika
P8, 78 Vzorek €. 8 Indonesia
P9, 79 Hugo Gualaco Kolumbie
P10, Z10 Luis José Valdés Kolumbie
P11 Tchibo Dekaf (bez kofeinu) Brazilie
P12 Marila Standard (robusta) neuvedeno
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2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Uprava vzorki k analyze

Vzorky kavy pro analyzu byly ptipraveny podle normy tzv. cuppingu (degustace kavy)'.
Na analytickych vahach bylo do Erlenmayerovy baiky navazeno 9 g namleté kavy a zalito
150 ml vody ohtaté na 94 °C £ 2 °C. Za ob¢asné¢ho michani se vzorky ponechaly zchladnout
apoté byly zfiltrovany ptes papirovy skladany filtr. K analyze bylo odebrano 1,5 ml
od kazdého vzorku do mikrozkumavek Eppendorf a tato mnozstvi byla centrifugovana
po dobu 10 minut pfi 10 000 otackach za minutu. Nasledné byly vzorky natedény a po celou

dobu az do analyzy uchovavany v lednici.

Takto pfipravené vzorky byly pro analyzu HPLC-DAD dale upraveny metodou SPE
pro jejich zakoncentrovani a pfeCisténi. Byl aplikovan postup vychazejici z prace
E. Kukleva™. Anexové kolonky byly aktivovany 2 ml 100% MeOH a 2 ml redestilované
vody. Byly aplikovany 2 ml vzorku (padesatkrat fedéného) a poté nasledovalo promyti 2 ml
redestilované vody. Nasledn¢ se kolonka nechala vysusit proudem vzduchu po dobu 5 minut.
K eluci byl potfeba 1 ml 0,5M kyseliny sirové. Tento postup byl aplikovan na standardy
kyselin 1 vzorky kavy.

Vzorky pro analyzu vybranych organickych kyselin metodou CZE-DAD a pro analyzu
chlorgenovych kyselin metodou HPLC-DAD nebyly pied méfenim upravovany metodou SPE
a pouze byly po centrifugaci ptisluSn¢ nafedény (vzorky pro analyzu organickych kyselin
metodou CZE-DAD nafedény pétkrat a vzorky pro analyzu chlorgenovych kyselin metodou
HPLC-DAD natedény padesatkrat).
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2.4.2 Priprava standardnich a kalibraénich roztoku

Organické kyseliny byly kvantifikovany na zaklad¢ metody vnéjsi kalibrace. Zasobni roztoky
standardii byly pfipraveny navazenim 100 mg jednotlivych standardii vybranych kyselin
a rozpusténim v 10 ml deionizované vody. Kalibra¢ni fada vybranych organickych kyselin
pro analyzu HPLC-DAD byla ptipravena pro koncentracni rozsah 2,5; 5; 10; 15; 25; 50; 100;
200; 250; 500 mg/l. Dale byl ptipraven zasobni roztok kyseliny chlorgenové o koncentraci
10 mg/ml a zasobni roztoky kyselin neochlorgenové a kryptochlorgenové o pfiblizné
koncentraci 1 mg/ml. Pro kvantifikaci chlorgenovych kyselin, analyzovanych na HPLC-DAD,
byla pfipravena kalibracni fada standardu kyseliny chlorgenové ve vodném prostiedi
na nasledujicich koncentra¢nich trovnich: 1; 5; 10; 15; 25; 50; 100; 150; 200 mg/1. Kalibra¢ni
fada organickych kyselin pro CZE-DAD byla pfipravena ve vodném prostiedi
na koncentracnich urovnich 10; 15; 25; 50; 75; 100; 150; 200; 250 mg/l . Smés a jednotlivé
standardy vybranych organickych kyselin o koncentraci 50 mg/l, pro ovéfeni vyuzitelnosti

metody HILIC, byly rozpustény v 80% acetonitrilu.
2.4.3 Stanoveni organickych kyselin ve vzorcich kavy metodou HPLC-DAD

Stanoveni vybranych organickych kyselin bylo uskutecnéno optimalizovanou HPLC-DAD
metodou (v moédu reverznich fazi) za podminek uvedenych v tabulce 3. Pro stanoveni
chlorgenovych kyselin byla dodate¢né¢ optimalizovana dals$i HPLC-DAD metoda

na reverznich fazich, jejiz podminky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 3: Podminky pro méfeni organickych kyselin pomoci HPLC-DAD

Kolona Luna Omega Polar C18 (150%3 mm, velikost
¢astic 3 pum)

Mobilni faze A Pufr o pH 2 (NaH,PO4+ 85% H3PO,)

Mobilni faze B 80% MeOH

Profil izokratické analyzy 0 % B — 6 minut, nasledny promyvaci krok
100 % B — 7,5 min

Davkovany objem 3 uL

Pritok mobilni faze 0,5 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Detektor DAD

VInova délka detekce 210 nm
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Tabulka 4: Podminky pro méfeni chlorgenovych kyselin pomoci HPLC-DAD

Kolona ACE 3 C18-PFP (150%3 mm, velikost &astic
3 um)

Mobilni faze A Deionizovana voda + 0,1 % kyselina octova

Mobilni faze B Acetonitril + 0,1 % kyselina octova

Profil izokratické analyzy 10 % B — 7,5 min, néasledny promyvaci krok
100 % B — 10 min

Davkovany objem 3ulL

Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Detektor DAD

VInova délka detekce 325 nm

2.4.4 Stanoveni organickych kyselin ve vzorcich kavy metodou CZE-DAD

Pro stanoveni vybranych organickych kyselin byla optimalizovana metoda CZE-DAD.
Podminky této metody jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Podminky pro méfeni organickych kyselin pomoci CZE-DAD

Kapilara 53/60 cm, 75um

ZikKladni elektrolyt NaH,PO4 + Na,HPO4, 0,5mM CTAB,
5 % MeOH

Davkovany objem S5uL

Teplota kapilary 25°C

Detektor DAD

VInova délka detekce 200 nm

Vkladané napéti -10kV

Proud béhem analyzy 71 pA
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2.4.5 Stanoveni organickych kyselin metodou HILIC

Byla testovdna vyuzitelnost metody chromatografie hydrofilnich interakci pro separaci
standardii vybranych organickych kyselin. Optimalni separace standardnich latek bylo

dosazeno za podminek uvedenych v tabulce 6.

Tabulka 6: Podminky pro méfeni organickych kyselin pomoci HILIC

Kolona SeQuant ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, velikost
¢astic 3,5 um)

Mobilni faze A Deionizovana voda + 10mM NaH,PO4

Mobilni faze B Acetonitril

Profil izokratické analyzy 90 % B — 7 min

Davkovany objem 3ulL

Priitok mobilni faze 0,5 ml/min

Teplota kolony 30 °C

Detektor DAD

VInova délka detekce 210 nm
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace HPLC-DAD metody pro vybrané organické kyseliny

Na zakladé dostupnych zdroji**® byla jako prvni metoda pro analyzu vybranych organickych
kyselin zvolena kapalinovd chromatografie na reverznich fazich v kombinaci s DAD. Pro tyto
ucely byly vybrany tfi chromatografické kolony: Luna Omega PS (150 x 3 mm, velikost
castic 3 um), Kinetex EVO CI18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 2,6 pm) a Luna Omega
Polar C18 (150 x 3 mm, velikost cCastic 3 pm). Jako vychozi mobilni faze byl zvolen
fosfatovy pufr (pH 2,2) ptipraveny z 20mM NaH,PO, a 85% kyseliny fosfore¢né. Separace
standardd probihaly v rezimu izokratické analyzy s 0 % mobilni faze B. Porovnani separace

organickych kyselin na tfech testovanych kolonach je prezentovano na obrazku 20.

=] una Omega PS Kinetex EVO C18 eI una Omega Polar C18

v, .

| W W

0 0.5 1 L5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
Retencni ¢as [min]

Obrazek 20: Chromatogramy analyzy smési standard organickych kyselin o koncentraci
50 mg/l (0,2 mg/l pro kyselinu fumarovou) naméfenych HPLC-DAD metodou na tfech

testovanych kolonach

Optimélnich vysledkd bylo dosazeno na koloné Luna Omega Polar C18. Na této koloné& byl
dale testovan vliv pH mobilni faze (2; 2,2 a 2,4) a teploty kolony (20; 30 a 40 °C).
Pti hodnotach pH 2,2 a 2,4 dochazelo k dobrému rozdéleni jednotlivych organickych kyselin,
vyjma dvojice kyselina vinnd a kyselina mraven¢i. Tato dvojice latek byla alesponi

castecné rozdelena pii pouziti mobilni faze o pH 2. Vliv teploty na priibéh separace se zdal
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byt malo vyznamny, proto byla pro kone¢nou metodu (obrazek 21) zvolena stfedni hodnota,

tedy 30 °C.
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Obrazek 21: Chromatogram analyzy smési standardi organickych kyselin o koncentraci

50 mg/1 (0,2 mg/1 pro kyselinu fumarovou) naméteny optimalizovanou HPLC-DAD metodou

Podminky analyzy: kolona Luna Omega Polar CI8 (150%3 mm, velikost castic 3 um);
MF A: pufr o pH 2 (NaH;PO4+ 85% H3POy); MF B: 80% MeOH, ndastiik 3 uL; pritok
MF 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokraticka analyza
0 % B - 6 minut, ndsledny promyvaci krok 100 % B — 7,5 min

Ke kvantifikaci vybranych organickych kyselin ve vzorcich zelenych i1 prazenych kavovych
zrn byly pfipraveny kalibrac¢ni roztoky. Kalibra¢ni fada jednotlivych standardli organickych
kyselin byla pfipravena v koncentracnim rozsahu 2,5-500 mg/l a pro kyselinu fumarovou
0,01-2 mg/l. Graf kalibrac¢nich zavislosti (z ploch pikil) pro vybrané standardy organickych
kyselin je uveden v ptiloze 1. Na zdkladé smérnice kalibraéni kiivky z vySek pikti a Sumu
detektoru, byly vypocitany limity detekce (LOD) a limity kvantifikace (LOQ) pro jednotlivé
kyseliny podle rovnic 3 a 4. Parametry kalibra¢nich zavislosti spolecné s limity detekce

1 kvantifikace jsou shrnuty v tabulce 7.
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Rovnice 3: Vztah pro vypocet limitu detekce LOD
(3 X h)

LOD =

h = Sum detektoru; m = smérnice kalibraéni ktivky (zavislost vysky piku na koncentraci)

Rovnice 4: Vztah pro vypocet limitu kvantifikace LOQ

L0Q = (10 x h)

h = Sum detektoru; m = smérnice kalibracni kiivky (zavislost vysky piku na koncentraci)

Tabulka 7: Parametry kalibra¢nich zavislosti a limity LOD, LOQ pro jednotlivé standardy
organickych kyselin analyzovanych HPLC-DAD metodou

Kyselina Rovnice regrese R’ LOD (mg/l) | LOQ (mg/l)
Vinna y=10,2921x - 0,3349 | 0,9997 0,13 0,45
Mravenci y=10,1809x - 0,2224 | 0,9996 0,23 0,77
Jable¢na y =0,1544x - 0,2321 | 0,9997 0,27 0,90
Milééna y =0,0936x - 0,0445 | 0,9997 0,49 1,65
Octova y =0,0868x + 0,0304 | 0,9996 0,48 1,60
Pyrohroznova | y = 0,1438x - 0,2024 | 0,9999 0,36 1,20
Citronova y=0,2567x - 0,3738 | 0,9997 0,21 0,69
Jantarova y=0,1256x - 0,1132 | 0,9998 0,45 1,49
Fumarova y=0,2111x-0,1747 | 0,9998 0,30 0,98

3.2 Optimalizace HPLC-DAD metody pro chlorgenové kyseliny

Specialni skupinou ka&vovych organickych kyselin jsou chlorgenové kyseliny. Metoda
kapalinové chromatografie v modu reverznich fazich je jiz spolehlivé zavedenou technikou
pro jejich analyzu v kave*®*"7%%,

optimalizovana pouze metoda HPLC-DAD a metodou HILIC ani CZE-DAD nebyly déle

Z tohoto davodu byla pro chlorgenové kyseliny
proméfovany. V kavovych zrnech jsou pfitomny zejména neochlorgenova (3-CQA),

kryptochlorgenové (4-CQA) a chlorgenova kyselina (5-CQA). Analyzovany proto byly pouze

tyto tfi hlavni chlorgenové kyseliny.
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Pro jejich analyzu byla vyuzita kolona ACE 3 C18-PFP (150%3 mm, velikost ¢astic 3 pum).
Jako mobilni faze A byla pouzita deionizovana voda s 0,1 % kyseliny octové a mobilni fazi B
byl acetonitril s ptidavkem 0,1 % kyseliny octové. Testovany byly izokratické analyzy
20 % B, 15 % B a nasledn¢ 10 % B. Pti pouziti 10 % B jiz dochézelo k tipIné separaci vSech
tfi chlorgenovych kyselin v piijatelném Case, proto byla tato tiroven zvolena jako optimalni
(obrazek 22).
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Obrazek 22: Chromatogram analyzy smési standardii chlorgenovych kyselin o koncentraci

10 mg/l naméfeny optimalizovanou HPLC-DAD metodou

Podminky analyzy: kolona ACE 3 CI8-PFP (1503 mm, velikost Ccastic 3 um);
MF A deionizovana voda + 0,1 % kyselina octova; MF B: acetonitril + 0,1 % kyselina
octova; nastrik 3 ulL, prutok MF 0,7 ml/min; teplota kolony 40 °C; DAD detekce 325 nm;
izokraticka eluce 10 % B — 7,5 min, nasledny promyvaci krok 100 % B — 10 min

Ke kvantifikaci chlorgenovych kyselin ve vzorcich zelenych i prazenych kdvovych zrn byly
pfipraveny kalibraéni roztoky. Kalibra¢ni fada pro chlorgenovou kyselinu byla ptipravena
v koncentraénim rozsahu 1-200 mg/l. Graf kalibracnich zavislosti (z ploch piki) pro kyselinu
chlorgenovou je uveden v ptiloze 2. Pro vypocty limiti detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ),
byla pouZita smérnice kalibraéni kiivky z vysky pika kyseliny chlorgenové a velikost Sumu

odezvy detektoru (tabulka 8) podle rovnic 3 a 4.
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Tabulka 8: Parametry kalibracnich zavislosti a limity LOD, LOQ pro kyselinu chlorgenovou
analyzovanou HPLC-DAD metodou

Kyselina Rovnice regrese R LOD (mg/l) | LOQ (mg/l)
Chlorgenova y =5,5203x + 7,8664 0,9995 0,05 0,15

3.3 Optimalizace CZE-DAD metody pro vybrané organické kyseliny

Ptfi optimalizaci metody pro stanoveni vybranych organickych kyselin se vychazelo
z publikaci, které se zabyvaly analyzou organickych kyselin metodou CZE""-"*". Pro analyzu
byla pouZita kapilara délky 53/60 cm a priméru 75 pm na kterou bylo vkladano napéti -10 kV
pi1 vinové délce 200 nm a 25 °C. Jako vychozi elektrolyt byl ptipraven fosfatovy pufr slozeny
z 0,4M roztoku NaH,POy, 0,4M roztoku Na,HPO,, 0,5mM CTAB a ptidavku methanolu.

Testovanymi parametry pro nalezeni optimalniho sloZeni zékladniho elektrolytu byly
koncentrace (0,05; 0,1; 0,2M) a pH vychoziho elektrolytu (6,1; 6,2; 6,25 a 6,3)
dale koncentrace CTAB (0,4; 0,5; 0,6mM) a procentudlni obsah methanolu (0; 5; 7 %).
Optimalni slozeni elektrolyt pro separaci vybranych organickych kyselin byl 0,2M fosfatovy
pufr upraveny pomoci Na,HPO4 na pH 6,25 s pfidavkem 0,5mM CTAB a 5 % methanolu.
Vysledny zaznam kalibra¢ni smési o koncentraci 100 mg/l, ktera byla proméfena konecnou

metodou je zndzornén na obrazku 23.
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Obrazek 23: Zaznam analyzy smési standardil organickych kyselin o koncentraci 100 mg/1

(0,4 mg/1 pro kyselinu fumarovou) naméfeny optimalizovanou CZE-DAD metodou

Podminky analyzy: kapilara 53/60 cm a prumer 75um, zdkladni elektrolyt: NaH,POy
+ Na;HPO4, 0,5mM CTAB, 5 % MeOH, nastiik 5 uL, teplota kapilary 25 °C, vinova délka
DAD detekce 200 nm, vkladané napéti -10 kV

Pro kvantifikaci vybranych organickych kyselin ve vzorcich zelenych i1 prazenych kavovych
zrn byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky. Kalibracni fada jednotlivych standarda organickych
kyselin byla pfipravena v koncentra¢nim rozsahu 10-250 mg/l a pro kyselinu fumarovou
0,04-1 mg/l. Graf kalibra¢nich zavislosti (z ploch pikl) pro vybrané standardy organickych
kyselin je uveden v ptiloze 3. Limity detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé
standardy organickych kyselin byly vypocteny na zédklad€é smérnice kalibracni kiivky a Sumu

odezvy detektoru podle rovnic 3 a 4. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 9: Parametry kalibra¢nich zavislosti a limity LOD, LOQ pro jednotlivé standardy
organickych kyselin analyzovanych CZE-DAD metodou

Kyselina Rovnice regrese R’ LOD (mg/l) | LOQ (mg/l)
Mraven¢i y=0,1111x-0,0369 | 0,9973 6,43 21,44
Fumarova y =0,0652x + 0,2372 | 0,9922 10,79 35,96
Jantarova y =0,2944x - 0,7147 | 0,9991 2,36 7,85
Jable¢na y=0,2543x - 1,127 | 0,9979 2,72 9,05
Vinna y=0,2676x - 0,074 | 0,9959 2,72 9,05
Citronova y=0,3648x - 1,1606 | 0,9983 1,82 6,08
Octova y=0,195x - 0,4763 | 0,9968 4,39 14,64
Pyrohroznova | y=0,0451x-0,129 | 0,9813 15,41 51,35
Milééna y=10,1643x - 1,2778 | 0,9959 6,92 23,05

3.4 Optimalizace HILIC metody pro vybrané organické kyseliny

Pfi optimalizaci metody se vychdzelo z publikaci, které se zabyvaly analyzou organickych
kyselin metodou HILIC’®"’. Pro separaci vybranych organickych kyselin byla vyuzita kolona
SeQuant ZIC-HILIC (150%2,1 mm, velikost ¢astic 3,5 um) v modu izokratickych analyz
(testovany byly trovné 80; 90 a 95 % B). Byly testovany dv€ mobilni faze A: 10mM
NaH,;PO4 a 10mM CH3;COONHy4. Mobilni fazi B byl acetonitril bez aditiv. Mobilni faze
s octanem amonnym se ukazala byt mnohem méné vhodnou, nebot’ na zdznamu byly patrné
pouze piky kyseliny pyrohroznové a mlécné (ve smeési standardti). Pfi pouziti NaH,PO, jako
aditiva do mobilni faze bylo mozné ve smési standardl rozlisit 7 z 9 organickych kyselin

(obrazek 24).
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Obrazek 24: Chromatogram analyzy smési standardii organickych kyselin o koncentraci

50 mg/1 (0,2 mg/1 pro kyselinu fumarovou) naméteny findlni HILIC metodou

Podminky analyzy: kolona SeQuant ZIC-HILIC (150 x 2,1 mm, velikost castic 3,5 um),;
MF A: deionizovana voda + 10 mmol NaH,PO,. MF B: acetonitril; nastrik 3 uL; pritok MF
0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokraticka eluce 90 % B — 7 min

V porovnani s HPLC-RP a CZE se metoda HILIC ukazala byt méné u¢innou, a proto nebylo
vynalozeno dalSi usili pro =zajiSténi optimdlnich podminek separace touto metodou.
Jako zasadni nedostatky této metody lze jmenovat chybéjici piky kyseliny vinné a fumarové
na zaznamu. Déle nekompatibilitu vzorkl ziskanych po SPE (vodné kyselé prostiedi), jelikoz
pro ziskani uspokojivého tvaru pika bylo potfeba davkovat vzorky v prostiedi s vysokym

obsahem acetonitrilu.
3.5 Volba podminek upravy vzorku

Vzorky prazené i zelené kavy byly k analyze metodami HPLC-DAD a CZE-DAD pftipraveny
podle postupu popsané¢ho v kapitole 2.4.1. Z divodu velkého mnozstvi koelujicich pika
matrice v takto upravenych vzorcich kavy bylo potfeba nejdiive vytvofit a optimalizovat
metodu extrakce pro umoznéni stanoveni vybranych organickych kyselin metodou
HPLC-DAD. Tento problém nebyl pozorovan u techniky CZE-DAD ani u HPLC-DAD

analyz chlorgenovych kyselin, proto zde redlné vzorky nebylo nutné upravovat metodou SPE.
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3.5.1 Volba extrakéni metody

Pro analyzu vybranych organickych kyselin metodou HPLC-DAD bylo nutno redlné vzorky
upravit metodou SPE extrakce pro jejich precisténi a zakoncentrovani. Byly testovany dva
postupy SPE metody. Prvni postup (extrakce A) vychazel z diplomové prace M. Kiize®,
kdy anexové kolonky byly vprvnim kroku postupné aktivovany 10 ml 0,1M NaOH,
10 ml redestilované vody, 15 ml kyseliny sirové (pH 3,5) a 5 ml kyseliny sirové (pH 2).
Nésledné bylo aplikovano 2,5 ml vzorku a 10 ml redestilované vody pro vymyti
interferujicich latek. Poté se kolonka nechala vysus$it proudem vzduchu po dobu 5 minut.
Eluce byla uskute¢néna 0,5 ml 0,5M kyselinou sirovou. Vysledny zaznam extrakce A smési

standardii vybranych organickych kyselin, proméfenych finalni HPLC-DAD metodou,

je znazornén na obrazku 25.
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Obrazek 25: Chromatogram smési standardli vybranych organickych kyselin po SPE postupu
A o koncentraci 50 mg/l (0,2 mg/l pro kyselinu fumarovou) namétfeny optimalizovanou

HPLC-DAD metodou

Podminky analyzy: kolona Luna Omega Polar CI8 (150%x3 mm, velikost castic 3 pum);
MF A: pufr o pH 2 (NaH,PO,+ 85% H3;POy); MF B: 80% MeOH, nastiik 3 uL; pritok
MF 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokraticka analyza
0 % B-6 minut, nasledny promyvaci krok 100 % B — 7,5 min
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Po proméfeni extraktu ziskaného SPE postupem A bylo mozné identifikovat
na chromatogramu pouze 6 z 9 organickych kyselin. Z divodu neuspokojivé extrakcni
G&innosti byla dale testovana metoda SPE vychazejici z bakalaiské prace E. Kuklevy’
(extrakce B). V prvnim kroku extrakce B byly anexové kolonky aktivovany 2 ml MeOH
a2 ml redestilované vody. Poté byly aplikovany 2 ml vzorku a nasledovalo promyti
2 ml redestilované vody. Dale se kolonka nechala vysusit proudem vzduchu po dobu 5 minut
a k eluci byl pouzit 1 ml 0,5M kyseliny sirové. Vysledny zdznam extrakce B smési standarda
vybranych organickych kyselin proméfenych findlni HPLC-DAD metodou, je znazornén
na obrazku 26. Extrakce B poskytla lepsi vysledky, protoZe bylo moZzné na chromatogramu

identifikovat v§ech 9 organickych kyselin.
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Obrazek 26: Chromatogram smési standardi vybranych organickych kyselin po SPE
postupu B o koncentraci 50 mg/l (0,2 mg/l pro kyselinu fumarovou) nameéfeny

optimalizovanou HPLC-DAD metodou

Podminky analyzy: kolona Luna Omega Polar CI8 (150%3 mm, velikost castic 3 pum);
MF A: pufr o pH 2 (NaH,PO,+ 85% H3;POy); MF B: 80% MeOH, nastiik 3 uL; pritok
MF 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokratickda analyza
0 % B - 6 minut, nasledny promyvaci krok 100 % B — 7,5 min
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3.5.2 Opakovatelnost a u¢innost extrakce

Opakovatelnost metody extrakce byla zjiStovana extrakei smési standardii kyselin
o koncentraci 50 mg/l (0,2 mg/l pro kyselinu fumarovou) pomoci extrakéniho postupu B.
Extrakce byly pfipraveny ve tfech opakovéanich, pficemz kazdy ziskany extrakt byl
HPLC-DAD metodou prométen tiikrat.

Z téchto celkem deviti analyz byl pro jednotlivé standardy kyselin vypocitan pramér
a smérodatnd odchylka plochy piki. Z téchto hodnot byla dale vypoctena residualni
smérodatnd odchylka (RSD) v %, vyjadiujici miru rozptylu dat od primérné hodnoty
(tabulka 10). Pro vétSinu organickych kyselin byla RSD mensi nez 4 %, coz lze povazovat
za velmi uspokojivé. Vyjimkou byla kyselina octovd, jejiz RSD byla vétsi nez 12 %,
coz mohlo byt zplsobeno nizkou extrakéni ucinnosti pro takto vysokou koncentraci této

kyseliny.

Tabulka 10: Opakovatelnost extrakce B smési standardi kyselin o koncentraci 50 mg/l

(0,2 mg/1 pro kyselinu fumarovou) vyjadiena jako RSD plochy pikl pro tii opakovani

Plocha piku

3 3 - . 3 T T S

Kyselina < S R

Extrakce 1_01 31,7 | 21,5 | 14,8 | 87 2,3 11,8 | 19,8 | 8,6 20
Extrakce 1_02 31,5 | 21,5 | 153 | 9,2 2,2 11,8 | 20,4 | 8,7 19,2
Extrakce 1_03 31,6 | 21,7 | 13,8 [ 9,3 2,2 11,9 | 199 | 8,4 | 19,2
Extrakce 2_01 32 224 |1 143 | 94 2,7 12 20,1 9,1 19,3
Extrakce 2_02 31,9 | 21,6 14 9,3 2.9 12 20,7 | 89 | 194
Extrakce 2_03 32,3 21,5 | 14,1 9,6 3,2 11,7 | 20,1 8,7 19,1
Extrakce 3_01 32,3 21,8 | 142 | 9,3 2,6 11,9 | 20,6 9 19,6
Extrakce 3_02 32,3 21,9 14 9,6 2,8 12,3 | 20,6 | 8,6 | 19,1
Extrakce 3 03 32,3 22 139 | 9,3 2,6 12,2 | 20,7 | 9,3 19,5
Primér 31,99 | 21,77 | 14,27 | 9,30 | 2,61 | 11,96 | 20,32 | &,81 | 19,38
Smérodatna odchylka | 0,33 0,30 | 0,48 | 0,26 | 0,34 | 0,19 | 0,35 | 0,28 | 0,29
% RSD 1,03 1,38 | 3,40 | 2,84 | 12,91 | 1,63 | 1,74 | 3,23 | 1,50
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Utinnost extrakce byla testovana na riiznych koncentragnich trovnich (50, 25 a 10 mg/l).

Jako optimalni koncentrace byla vyhodnocena 10 mg/l (pro kyselinu fumarovou 0,04 mg/l),
jelikoz pro vyssi koncentracni urovné bylo dosazeno nizSi extrakéni ucinnosti, zejména
v ptipad¢ kyseliny octové. Z tohoto divodu byla pfi extrakci vzorkli snaha dosahnout
obdobné koncentrace téchto kyselin, coz bylo zajisténo pfislusSnym fedénim. Jednotlivé
ucinnosti extrakce byly vypocteny z primérnych hodnot polovicnich ploch pika standarda
kyselin (upravenych extrakci B) pfislusSnych koncentraci a primérnych hodnot ploch piku
stejné smési standardd pred extrakci. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11 jako procentudlni

extrakéni u¢innost.

Tabulka 11: Extrak¢éni ucéinnost (%) +RSD smési standardii organickych kyselin
na testovanych koncentracnich urovnich: 10 mg/l (0,04 mg/l pro kyselinu fumarovou),

25 mg/1 (0,1 mg/l pro kyselinu fumarovou) a 50 mg/1 (0,2 mg/1 pro kyselinu fumarovou)

Extrakéni ucdinnost | Extrakcéni ucinnost | Extrakéni ucinnost

Kyselina 10 mg/l [%] 25 mg/l [%] 50 mg/l [%]
Vinna 100,54+0,02 101,79+0,02 103,44+0,08
Mraven¢i 83,64+0,05 80,82+0,02 90,47+0,20
Jable¢na 101,11+0,02 100,41+0,02 92,98+0,06
MIlécna 100,00+0,00 97,94+0,06 72,94+0,06
Octova 98,75+0,02 86,50+0,06 20,37+,01
Pyrohroznova 91,67+0,02 90,87+0,05 79,69+0,07
Citronova 104,69+0,02 107,35+0,05 89,82+0,14
Jantarova 103,03+0,02 97,28+0,02 77,17+0,08
Fumarova 99,19+0,04 100,00+0,02 88,38+0,06
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3.6 Vysledky stanoveni vybranych organickych Kkyselin metodou
HPLC-DAD

Obdrzené a upravené vzorky zelenych i prazenych kavovych zrn byly, pro stanoveni
vybranych organickych kyselin, extrahovany extrakénim postupem B (kapitola 2.4.1).
Dale byla provedena HPLC-DAD analyza ziskanych extrakti a rovnéz analyza kalibra¢nich
roztokd, jejichz priprava je uvedena vkapitole 2.4.2. Na zakladé metody vnéjsi kalibrace byla
vypoctena koncentrace vybranych organickych kyselin a pfepocCtena na mg na 150 ml
demineralizované vody (tabulka v ptiloze 4), pficemz bylo potieba pii vypoctech uvazovat
dvojnasobné zakoncentrovani pomoci SPE, padesatindsobné fedéni vzorku pired SPE

a extrak¢ni ucinnost. Vysledky jsou zaznamenany v grafech na obrazcich 27 a 28.
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Obrazek 27: Obsah vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich
prazené kavy analyzovanych metodou HPLC-DAD

58



Organické kyseliny v zelené kavé
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Obrazek 28: Obsah vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich
zelené kavy analyzovanych metodou HPLC-DAD

Metodou HPLC-DAD se ve vzorcich kavovych zrn podafilo identifikovat a kvantifikovat
5 az 6 organickych kyselin. Kyselinu mlé¢nou se nepodafilo stanovit, nebot” v realnych
vzorcich znemoznily kvantifikaci rusivé piky. Jako hlavni kyseliny v prazenych kavovych
zrnech byly nalezeny kyselina mravenci, octova, citronova, fumarova a jable¢na. Ve vzorku
P1 (Barbosa Brasil) byla nalezena i v mensim méfitku kyselina pyrohroznova, ale v ostatnich
prazenych vzorcich stanovena nebyla. V zelenych kavovych zrnech byla nalezena kyselina
mravenci, jablecnd, octova, citronovd, fumarova a také kyselina pyrohroznova, ktera nebyla

nalezena pouze u dvou vzorkd.

Na zékladé téchto analyz lze tvrdit, Ze se obsah kyseliny pyrohroznové a citronové v pribéhu
prazeni sniZzoval. Naopak obsah kyseliny mraven¢i a fumarové se vlivem prazeni vyrazné
zvysil. Koncentrace kyseliny jable¢né byla srovnatelna pfed i po prazeni a zména koncentrace

kyseliny octové byla riiznorodé v ramci jednotlivych vzorkd.
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3.6.1 Zaznam analyzy realného vzorku metodou HPLC-DAD

Veskeré obdrzené vzorky prazenych 1 zelenych kévovych zrn byly prométeny
optimalizovanou metodou HPLC-DAD. Zde je uveden zdznam analyzy stanoveni vybranych
organickych kyselin ve vzorku P8 na obrdzku 29 a Z8 na obrazku 30 (kdvova zrna

z Indonésie).
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Obrazek 29: Zaiznam analyzy prazenych kavovych zrn vzorku P8 analyzovaného

optimalizovanou metodou HPLC-DAD

Podminky analyzy: kolona Luna Omega Polar CI8 (150%3 mm, velikost castic 3 um),
MF A: pufr o pH 2 (NaH,PO,+ 85% H3;POy); MF B: 80% MeOH, nastrik 3 uL, prutok
MF 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokraticka analyza
0 % B - 6 minut, ndsledny promyvaci krok 100 % B — 7,5 min
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Obrazek 30: Ziaznam analyzy =zelenych kavovych zrn vzorku Z8 analyzovaného

optimalizovanou metodou HPLC-DAD

Podminky analyzy: kolona Luna Omega Polar CI8 (150%3 mm, velikost castic 3 um);
MF A: pufr o pH 2 (NaH;PO,+ 85% H3POy,); MF B: 80% MeOH, ndastiik 3 uL; pritok
MF 0,5 ml/min; teplota kolony 30 °C; DAD detekce pri 210 nm, izokraticka analyza
0 % B - 6 minut, ndsledny promyvaci krok 100 % B — 7,5 min

3.7 Vysledky stanoveni chlorgenovych kyselin metodou HPLC-DAD

Veskeré obdrzené a upravené vzorky zelené i prazené kavy nebylo tfeba upravovat metodou
SPE, protoze stanoveni nebranily zadné rusivé vlivy matrice. Vzorky i kalibracni roztoky,
jejichz ptiprava i1 koncentracni rozsah je uveden v kapitole 2.4.2, byly analyzovany metodou
HPLC-DAD. Na zikladé metody wvn&j8i kalibrace byla vypoctena koncentrace
(tabulka v ptiloze 5) chlorgenovych kyselin vmg na 150 ml demineralizované vody.
Pti vypoctech bylo uvazovano padesatindsobné fedéni vzorkli. Vysledky jsou zaznamenany

na obrazcich 31 a 32.
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. Chlorgenové Kyseliny v prazené kavé = Neochlorgenové k.

135 | m Chlorgenova k.

m Kiyptochlorgenova k.

= e

o N

[ 1
L L

[{e]
=]
|

75 -

60 -

45 -

30 -

Koncnetrace [mg/150 ml]

15 -

P1 p2 P3 P4 P5 P& pP7 P8 P9 P10
Vzorek

Obrazek 31: Obsah chlorgenovych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich prazené kavy
analyzovanych metodou HPLC-DAD
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Obriazek 32: Obsah chlorgenovych kyselin (mg/150 ml) v obdrZenych vzorcich zelené kavy
analyzovanych metodou HPLC-DAD
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Z vysledkt analyz vyplyva, Ze koncentrace kyseliny neochlorgenové a kryptochlorgenové
je vyssi v prazenych kavovych zrnech nez v téch zelenych. Vyjimkou je vzorek P5 (Dekaf),
kde je koncentrace téchto dvou kyselin naopak nizsi v prazené kaveé nez v té zelené. Nejvetsi
koncentrace kyselin neochlorgenové i kryptochlorgenové v prazenych zrnech byly nalezeny
ve vzorku Bombe z Ethiopie (P2) a ostatni vzorky se mezi sebou pfili§ neliSily obsahem
téchto kyselin. Kyselina chlorgenova byla podle vysledki analyz zastoupena ve vsech
vzorcich ve vétsim mnozstvi nez kyseliny neochlorgenova a kryptochlorgenova. Koncentrace
kyseliny chlorgenové byla vyrazné vyssi u zelenych kdvovych zrn, neZ v praZenych.
Pti praZeni tedy dochazi k degradaci této kyseliny za vzniku dalSich slou€enin. Nejvétsi obsah
kyseliny chlorgenové v zelenych zrnech byl nalezen ve vzorku kolumbijské kavy El Diviso
(Z3) ataké ostatni zelené kavy z Kolumbie (Z9, Z10), spolecné s ethiopskymi zrny Bombe
(Z2), se tfadi mezi ty s vyssi koncentraci chlorgenové kyseliny. Naopak nejméné chlorgenové
kyseliny byl zjistén u zelenych zrn kavy z Peru (Z6) a Rwandy (Z4), kde byl jeji obsah
srovnatelny. Co se tykd kdvy prazené, nejvétsi koncentrace byla nalezena v kavé Bombe

z Ethiopie (P2) a v kolumbijské Luis Jose Valdes (P10), naopak nejméné v kavé Dekaf (P5).
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3.7.1 Zaznam analyzy realného vzorku metodou HPLC-DAD

Veskeré obdrzené vzorky prazenych 1 zelenych kévovych zrn byly prométeny
optimalizovanou metodou HPLC-DAD. Zde je uveden zdznam analyzy stanoveni

chlorgenovych kyselin ve vzorku P8 (prazena kavova zrna z Indonésie).
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Obrazek 33: Zaznam analyzy prazenych kévovych zrn vzorku P8 analyzovaného

optimalizovanou metodou HPLC-DAD

Podminky analyzy: kolona ACE 3 CIS8-PFP (150x3 mm, velikost castic 3 um);
MF A deionizovana voda + 0,1 % kyselina octova;, MF B: acetonitril + 0,1 % kyselina
octova; nastrik 3 uL, prutok MF 0,7 ml/min; teplota kolony 40 °C; DAD detekce 325 nm;
izokraticka eluce 10 % B — 7,5 min, nasledny promyvaci krok 100 % B — 10 min
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3.8 Vysledky stanoveni vybranych organickych Kkyselin metodou
CZE-DAD

Obdrzené a upravené vzorky zelenych i prazenych kavovych zrn byly analyzovany metodou
CZE-DAD. Vzorky nebylo potieba upravovat metodou SPE, nebot’ stanoveni nebranily zadné
interferujici piky z matrice. Analyzovany byly rovnéz kalibracni roztoky, jejichz ptiprava
i koncentracni rozsah je shrnut v kapitole 2.4.2. Koncentrace vybranych organickych kyselin
byla vypoltena na zadkladé metody vné&jSi kalibrace a piepoftena namg na 150 ml
demineralizované vody (tabulka v ptiloze 6). Pii vypoctech bylo uvazovano pétindsobné

fedéni vzorkl. Vysledky jsou zaznamenany na obrazcich 34 a 35.

Organické kyseliny v prazené kaveé
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Obrazek 34: Obsah vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich
prazené kavy analyzovanych metodou CZE-DAD
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Organické kyseliny v zelené kavé
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Obrazek 35: Obsah vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich
zelené kavy analyzovanych metodou CZE-DAD

Pomoci metody CZE-DAD se podatilo stanovit 8 z 9 organickych kyselin. Z vysledki méfeni
vyplyva, ze procesem prazeni vznikaji dalsi kyseliny, a jejich mnozstvi je tedy v prazenych
zrnech vEétsi. Mezi kyseliny s nejveétSi koncentraci v prazenych kavovych zrnech patii
fumarova, jable¢na, citronova a octova. Za nimi nasleduji mravenc¢i a vinna kyselina. Obsah
kyseliny jantarové je nizsi a u vzorka P2, P4, a P9 je jeji obsah pod mezi detekce. Kyselinu
mlécnou ani pyrohroznovou se nepodaiilo ve vzorcich kdvy arabika stanovit, nicméné
v prazenych zrnech kavy robusty (P12) i v bezkofeinové kavé (P11) byla zaznamenana nizka
koncentrace mlécné kyseliny. V prazené kavé robusta (P12) byla stanovena znatelné vyssi
koncentrace fumarové, jantarové i vinné kyseliny ve srovnani s kdvou arabika. Naopak obsah
kyseliny citronové a jablecné byl nizsi. Obsah kyseliny mravenci a octové byl na srovnatelné
urovni. V bezkofeinové kaveé (P11) byl zaznamenan opét velky narast koncentrace fumarove,
jantarové, vinné a dale i octové kyseliny. Kyseliny citronovd, jable¢na a mravenci byly

ptitomny na podobnych koncentracnich hladinach jako u ptedchozich vzorki.

V zelené kave jsou podle vysledki analyz obsaZeny zejména kyseliny fumarovd, jable¢na
a citronova. V nékterych druzich zelené kavy byla obsazena také octova kyselina a jantarova
byla zaznamenana pouze v kavé z Indonésie (Z8) a v kolumbijské kavé Luis Jose Valdes

(Z10). Mravenci kyselina byla nalezena jen v zelenych zrnech kavy Dekaf (Z5).
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3.8.1 Zaznam analyzy realného vzorku metodou CZE-DAD

Optimalizovanou metodou CZE-DAD byly prométeny veskeré vzorky prazenych i zelenych
kavovych zrn. Zde je uveden zdznam analyzy vzorku P8 na obrazku 36 a Z8 na obrazku 37

(kdvova zrna z Indonésie).
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Obrazek 36: Zaznam analyzy prazenych kavovych zrn vzorku P8 analyzovaného

optimalizovanou metodou CZE-DAD

Podminky analyzy: kapilara 53/60 cm a prumer 75um, zdakladni elektrolyt: NaH,POy
+ Na;HPO4, 0,5mM CTAB, 5 % MeOH, nastiik 5 uL, teplota kapilary 25 °C, vinova délka
DAD detekce 200 nm, vkladané napéti -10 kV
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Obrazek 37: Zaznam analyzy =zelenych kavovych zrn vzorku Z8 analyzovaného

optimalizovanou metodou CZE-DAD

Podminky analyzy: kapilara 53/60 cm a prumer 75um, zdkladni elektrolyt: NaH,POy
+ Na;HPO4, 0,5mM CTAB, 5 % MeOH, nastiik 5 uL, teplota kapilary 25 °C, vinova délka
DAD detekce 200 nm, vkladané napéti -10 kV

3.9 Srovnani dosaZenych vysledkii

Obsah organickych kyselin vypocteny z vysledki méfeni ziskanych metodou CZE-DAD
a HPLC-DAD se pii porovnani obou metod lisi. V ptfipadé metody HPLC-DAD mohlo byt
stanoveni ovlivnéno mnozstvim interferujicich pikl pfi analyze redlnych vzorkl. Dale mohly
byt hodnoty u metody HPLC-DAD ovlivnény mnozstvim krokt pii Gpravé vzorku (fedéni,
extrakce). Pfi stanoveni metodou CZE-DAD nebylo nutné vzorky upravovat pomoci SPE
metody, protoze v realnych vzorcich nebyly ptfitomny interferujici piky. Tato metoda ma
ale oproti metodé¢ HPLC-DAD niz8i citlivost, coz se projevilo u vzorkd zelené kavy,
kde metodu CZE-DAD nebyly nékteré kyseliny detekovany. Z diivodu omezeného mnozstvi
vzorkli nebylo mozno v terminu ureném pro vypracovani diplomové prace vyzkouSet

ptipravu vzorkl s vétsi navazkou.

V publikaci’’, ktera se rovnéz zabyvala stanovenim organickych kyselin v kavé pomoci CZE,
identifikovali 17 organickych kyselin. Jako majoritni kyseliny byly identifikovany

a kvantifikovany kyseliny mravenci, jablecnd, citronova, octovd a chinova. Kyseliny

68



zastoupené v niz$i koncentraci byly Stavelova, fumarova, jantarova, mlé¢né nebo glykolova.
V porovnani s analyzou obdrzenych vzorkli pro vypracovani této diplomové prace bylo
v kavovych zrnech nalezeno vétsi mnozstvi kyseliny fumarové. Majoritnimi kyselinami byly

nalezeny rovnéz kyselina citronova, jablecna i octova.

Ve studii’” zabyvajici se stanovenim chlorgenovych kyselin pomoci HPLC metody, byly
stanovovany kyselina neochlorgenova, chlorgenova a kryptochlorgenova v prazené i zelené
kave. Podle dosazenych vysledki bylo zjisténo, ze kyselina chlorgenova je v kdvovych zrnech
pritomna ve veEtsi koncentraci oproti neochlorgenové a kryptochlorgenové kyseling. Vzorky
neprazené¢ kavy obsahovaly vyrazné vétsi mnozstvi kyseliny chlorgenové nez ty prazené.
Tyto vysledky se shoduji se zavéry vyhodnocenymi v této diplomové préaci, kde byla

A4

v obdrzenych vzorcich kyselina chlorgenova nalezena ve vyssi koncentraci v zelenych zrnech.
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4. ZAVER

Tato diplomova price se zabyvala stanovenim vybranych organickych a chlorgenovych
kyselin ve vzorcich zelenych i prazenych kavovych zrn pomoci HPLC a CZE technik. Vzorky
kavy byly poskytnuty pardubickou prazirnou ZRNO44 a dva vzorky byly zakoupeny

v obchodnich fetézcich.

Nejprve byly optimalizovany podminky pro separaci vybranych organickych kyselin metodou
HPLC-DAD a CZE-DAD. Testovana byla rovnéz technika HILIC, u které vSak nebyly
detekovany kyselina vinnad a fumarovd ve smési standardnich latek a také vodné prostredi
u piipravy vzorkd nebylo pro tuto metodu vhodné. Pro analyzu vybranych organickych
kyselin metodou HPLC-DAD bylo nutno, z diivodu velkého mnozstvi interferujicich pikd
matrice, realné vzorky upravit pomoci SPE metody pro jejich precisténi. U metody
CZE-DAD nebyly interferujici piky zaznamenany a nebylo tedy nutné vzorky pted analyzou
upravovat optimalizovanym postupem SPE metody. Pro stanoveni tfech hlavnich zastupcu
chlorgenovych kyselin byla vybrdna a optimalizovdna metoda HPLC-DAD. Ani u této

metody nebylo nutné vzorky kdvy upravovat metodou SPE.

Optimalizovanymi metodami bylo analyzovano 22 vzorkl kavy, 10 druha zelenych kdvovych
zrn arabika a k nim odpovidajicich 10 vzorkl prazenych kavovych zrn. Déle byl dispozici
1 vzorek bezkofeinové kavy a 1 vzorek prazené kavy robusta. Ve vzorcich byly stanovovany
kyseliny vinna, mravenci, fumarova, citronova, octova, jable¢nd, pyrohroznova, mlécna,

jantarova, neochlorgenova, chlorgenova a kryptochlorgenova.

Na zaklad¢ analyz bylo vyhodnoceno, Ze majoritnimi kyselinami v zelené kavé jsou kyseliny
fumarova, jablecnd, citronova a v nékterych vzorcich také octova kyselina. Procesem prazeni
vznikaji dal§i kyseliny, a proto v prazenych kavovych zrnech byly identifikovany
a kvantifikovany kyseliny fumarovd, jablecnd, citronovd, octovd, mraven¢i, vinnd a nizsi
obsah jantarové kyseliny. V bezkofeinové kaveé a v kdvé robusta byla zaznamendna také nizsi

koncentrace kyseliny mlé¢né.

Vyhody metody CZE-DAD oproti HPLC-DAD jsou mensi ¢asovd ndro€nost pii Upraveé
vzorku 1 menSi objem pouzZitych rozpoustédel. Nevyhodou je nizsi citlivost metody.
Po doteseni navazky pti piipravé vzorkil zelené kavy u metody CZE-DAD by tato metoda

mohla byt vyuZita pro analyzu organickych kyselin v kavé v priibéhu praZeni a také by bylo
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zajimavé, z hlediska zastoupeni organickych kyselin, proméfit veét§i mnozstvi vzorkl

bezkofeinové kavy a kavy robusta.

Pro analyzu chlorgenovych kyselin v kavé je jiz spolehlivé zavedenou metodou kapalinova
chromatografie v médu reverznich fazich, proto byly proméfovany pouze pomoci metody
HPLC-DAD. Koncentrace kyseliny neochlorgenové a kryptochorgenové byly vyssi
v prazenych kévovych zrnech nez v zelenych. Obsah chlorgenové kyseliny byl ale naopak
vyrazné vyssi v zelenych kévovych zrnech, to je zplsobeno procesem prazeni, pii kterém
se tato kyselina degraduje. Kyselina chlorgenova byla ve vSech vzorcich zastoupena ve vétSim

mnozstvi nez kyseliny neochlorgenova a kryptochlorgenova
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Priloha 1: Kalibracni kfivka vybranych organickych kyselin analyzovanych metodou
HPLC-DAD
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Priloha 2: Kalibraéni kiivka kyseliny chlorgenové analyzované metodou HPLC-DAD
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Priloha 3: Kalibra¢ni kifivka vybranych organickych kyselin analyzovanych metodou

CZE-DAD
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Priloha 4: Koncentrace = RSD vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych

vzorcich kavy analyzovanych metodou HPLC-DAD

mg/150ml, PraZzena kavova zrna

2

~§ . .

- ¥ . = - -
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= > S 2 S o s

3 s = S s = £

> = — Q =S = =

N = = =] -9 &) =
P1 100,5+ 1,2 35,2423 60,0+3,8 44.6+7,5 56,5+0,5 83,5+1,5
P2 81,5+1,2 44,8+1,1 275,0+3,8 <LOD 56,8+1,1 65,7+1,5
P3 80,7+1,2 33,6+1,1 89,7+8,3 <LOD 58,7+1,3 68,6+1,7
P4 98,1+1,2 38,4+2.3 68,1+1,9 <LOD 75,0+0,0 58,6+0,0
P5 83,2+1,2 35,2+1,1 55,9+1,9 <LOD 59,6+1,1 59,1+0,8
Pé6 78,2+1,2 30,4+1,1 38,2+1,6 <LOD 50,8+0,7 40,7+0,0
P7 103,9+1,2 51,2+3.4 87,0+3,3 <LOD 68,0+0,0 82,9+2,2
P8 101,4+2,3 49,6+3,0 70,8+3,3 <LOD 75,0+0,0 92,4+1,5
P9 122,9+2.3 54,4+1,1 73,5+1,9 <LOD 78.,2+0,7 90,0+0,8
P10 79,1+1,2 29,6+0,0 81,6+1,9 <LOD 59,2+1,3 67,5+1,5

mg/150 ml, Zelena kavova zrna
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71 53,4+1,2 44,2+1,0 42.,4+0,0 23,8+1,3 96,8+1,3 39,6+0,8
72 45,2+3.5 37,4+2.9 54,1+£2,1 23,1+£2,7 89,4+0,7 21,2+0,0
73 51,8423 42,8+1,9 59,9+3,6 25,7+4,0 85,2+1,7 44,3+1,5
74 44 4+1,2 36,7£1,0 30,8+5,5 18,1£1,3 88,9+0,0 11,1+£0,8
75 43,5+1,2 36,0+1,0 51,2+0,0 <LOD 82,9+0,7 6,9+1,5
76 41,0£1,2 34,0£1,0 71,6£5,5 15,2+1,3 62,9+0,7 8,0+£0,8
77 50,1+0,0 41,5+0,0 42.,4+3,6 21,9+1,3 98,7+0,0 28,9+0,8
78 47,7+0,0 39,4+0,0 83,3+4,1 23,8435 94,5+0,0 18,2+0,8
79 53,4+1,2 44,2+1,0 43,9+5,5 22,84+0,0 105,2+0,7 18,8+1,7
710 43,5+1,2 36,0£1,0 41,0+£2,1 <LOD 28,9+0,0 9,9+0,8
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Priloha 5: Koncentrace + RSD chlorgenovych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich

kavy analyzovanych metodou HPLC-DAD

mg/150 ml, PraZena kavova zrna mg/150 ml, Zelena kavova zrna
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P1 28,7+0,1 78,3+£0,2 | 33,1+£0,2 |Z1 25,3+0,1 | 193,0+03 | 33,4+0,1
P2 46,8+0,0 | 135,6+0,2 | 53,642 |Z2 17,7+0,2 | 235,9+0,7 | 35,7+0,1
P3 25,7+0,1 | 106,0+0,3 | 31,0+0,5 |Z3 16,1+0,0 | 274,3+01 | 28,4+0,3
P4 34,7£0,1 | 101,7£0,1 | 44,1+0,0 |Z4 19,8+0,1 | 157,6+0,7 | 30,8+0,3
P5 28,5+0,1 86,5£0,1 | 32,8+0,2 |Z5 47,6+0,2 |179,0+0,6 | 53,5+0,1
P6 33,4+0,1 97,5+0,9 | 41,0+2,3 |Z6 15,8+0,2 | 155,8+0,1 | 27,1+0,2
P7 35,5+0,0 | 95,8+0,1 | 41,0+0,1 |Z7 19,9+0,1 |229,4+0,2 | 34,1+0,4
P8 35,8+0,1 95,0£0,1 | 44,1+0,1 |Z8 29,4+0,2 | 188,4+0,3 | 43,3+0,1
P9 28,6+0,1 84,6+0,3 | 36,3+0,1 |Z9 14,3+0,1 | 206,7+0,1 | 28,5+0,3
P10 31,3£0,1 | 115,1£0,2 | 40,4+0,1 |Z10 17,3+0,1 |238,1+0,5 | 28,7+0,3
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Priloha 6: Koncentrace vybranych organickych kyselin (mg/150 ml) v obdrzenych vzorcich

kavy analyzovanych metodou CZE-DAD

mg/150 ml, PraZzena kavova zrna

86

E 5 £ £ 2 £ S g z

i = = = Gl = = Q =

M = = = s > O o =
P1 22,6+£0,5 | 117,1+0,6 | 6,6+0,5 | 48,8+0,9 | 16,5+0,9 | 97,6£1,5 | 99,6+2,0 <LOD
P2 19,6+3,1 | 56,842,6 <LOD 40,1+1,7 | 7,5£0,7 | 60,3+1,2 | 54,3+1,7 <LOD
P3 13,3+1,6 | 61,845,1 6,0+0,7 | 28,4+1,5 | 10,2+2,1 | 59,7+1,2 | 95,9+1,7 <LOD
P4 24,4+2.1 | 65,4+1,3 <LOD 37,5€1,2 | 14,843,8 | 83,0¢1,6 | 73,7+0,4 <LOD
PS5 20,5+3,6 | 66,5+4,0 | 4,7£1,2 | 36,0+2,8 | 12,3+£1,5 | 75,7+0,4 | 78,4+1,7 <LOD
P6 15,1£2,6 | 70,0+11,6 | 6,2+0,7 | 42,7+4,7 | 12,7+1,4 | 93,3+0,7 | 89,9+1,7 <LOD
P7 36,5+4,2 | 107,6+2,2 | 6,0+1,6 | 64,4+3,8 | 15,5+0,4 |105,4+0,7]|127,5¢1,8| <LOD
P8 28,1£2,0 | 103,7£5,4 | 6,3£1,0 | 53,0+0,6 | 14,0£1,5 | 92,8+1,1 | 103,6+2,5| <LOD
P9 33,5+2,2 | 83,1424 <LOD 55,7£0,1 | 12,1+£2,0 | 83,9+0,2 | 98,5+0,4 <LOD
P10 17,9+0,3 | 70,0£2,6 | 5,3+0,4 | 32,6+0,4 | 13,1+0,1 | 66,8+0,2 | 111,5¢2,7| <LOD
P11 27,9+3,3 | 206,7+4,7 | 21,8+1,5 | 56,8+1,4 | 31,5£0,4 |100,7+1,1|172,2+5,8 | 16,8+1,7
P12 24,3£0,7 | 172,246,1 | 24,3+0,3 | 23,9+0,8 | 22,8+2,3 | 52,0+1,1 | 104,6+3,6 | 18,3+2,3

mg/150 ml, Zelena kavova zrna

S R R R I -

3 2 g g L £ - g

> = E 5 = = = 33

N> = = - = > o =
71 <LOD 50,0+2,1 <LOD 53,1+0,4 <LOD |125,6+1,5| <LOD
72 <LOD <LOD <LOD | 44,4+3,1 <LOD 75,0£0,3 | <LOD
73 <LOD 37,7+0,7 <LOD 35,2+2,6 <LOD 94,242,0 | 42,5£2,8
74 <LOD <LOD <LOD 33,6+1,1 <LOD 85,4+1,6 | <LOD
75 8,1+0,7 32,4+2,5 <LOD 37,5+1,3 <LOD 93,6+£1,6 | <LOD
76 <LOD <LOD <LOD 23,340,5 <LOD 85,8+4,2 | 18,6+3,2
77 <LOD 100,1+5,4 | <LOD 67,8+2,2 <LOD |122,6+0,9| 38,1£2,0
78 <LOD 33,0+4,0 | 4,6+0,3 | 60,0+0,7 <LOD |109,6+2,3| 21,6+2,3
79 <LOD | 229,3+2,6 | <LOD 28,5+0,8 <LOD 50,9+1,4 | <LOD
710 <LOD 62,5£2,9 | 4,1£1,0 | 29,940,3 <LOD 89,6£1,4 | 52,9+£3,7




