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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vlivem baristickych priprav kavy na chemické slozeni zis-
kaného napoje. V teoretické Casti se vénuje také péstovani, technologii zpracovani kavy
a chemickému slozeni kdvovych zrn. V rdmci experimentalni ¢asti byly proméreny vzorky
kavy espresso, vzorky pripravené z moka konvicky, metodou flip-drip, filtrovanim kavy,
technikou french-press, pfipravou ve vacuum potu a vzorek turecké kavy. Vzorky byly
pripraveny dle baristické prirucky a s upravenymi poméry vody a kavy tak, aby se daly
metody mezi sebou srovnat. Tato prace se zaméfuje na stanoveni obsahu kofeinu a akry-
lamidu pomoci kapalinové chromatografie, validaci metody HPLC, stanoveni celkovych
fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova reagentu, stanoveni organickych kyselin po-
moci iontové chromatografie, stanoveni vybranych makro a mikro prvkl pomoci optické
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem a analyzu aromatickych latek s vy-
uzitim plynové chromatografie. Na zakladé zpracovanych vysledki a porovnanych metod
bylo prokazano, ze nejvétsi vliv na obsah kofeinu, akrylamidu, organickych kyselin a cel-
kovych fenolickych latek méla moka konvicka, na obsah aromatickych latek méla nejvétsi
vliv metoda flip-drip a vacuum pot. V baristicky pripravenych napojich byla koncentrace
kofeinu nejvyssi u metody flip-drip a to 3689 mg/I, koncentrace akrylamidu 25,4 mg/I
u metody stejné. U celkovych fenolickych latek byla nejvy$si hodnota (c = 5,23 g/l)
naméfena u moka konvicky. Obsah minerélnich latek byl sledovan v kavovych zrnech a
v pripraveném napoji - espressu. Nejvice zastoupenym prvkem byl draslik. Koncentrace
drasliku v kdvovych zrnech byla 577 mg/| z 1g zmineralizovaného vzorku, v pfipravené
kavé espresso pak byla koncentrace drasliku 2461 mg/Il. Nejvétsi obsah organickych ky-
selin byl zaznamenan v napoji pripraveném v moka konvicce, z vybranych kyselin méla
nejvétsi zastoupeni kyselina jantarova s koncentraci 599,8 mg/I. Nejvétsi obsah aroma-
tickych latek byl zaznamenan v kavé z moka konvicky a z flip-dripu. Nejvice zastoupenou
aromatickou latkou v pripravené kavé byl furfuryl alkohol.

KLICOVA SLOVA
Baristické metody, kava, kofein, fenolické latky, mineralni latky, aromatické latky, orga-
nické kyseliny, HPLC, GC, IC, ICP-OES, TPC



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the influence of baristic coffee preparations on the chem-
ical composition of the obtained beverage. Teoretical part of this thesis focuses on
coffee growing, processing technology and the chemical composition of coffee beans. In
the experimental part were measured samples of espresso coffee, samples prepared by
moca pot, flip-drip method, filtrated coffee, samples prepared by french-press technique,
vacuum pot samples and boiled coffee. The samples were prepared according to the
baristic techniques at first and later with adjusted water and amount of coffee so these
methods could be compared with each other. This work focuses on the determination of
caffeine and acrylamide content by liquid chromatography, validation of HPLC method,
determination of total phenolic content by Folin-Ciocalteu reagent, determination of or-
ganic acids by ion chromatography, determination of selected macro and micro elements
by inductively coupled plasma in optical emission spectrometry and analysis of aromatic
substances using gas chromatography. Based on the processed results and compared
methods, it was shown that the moca pot had the greatest influence on the content of
caffeine, acrylamide, organic acids and total phenolic substances, and the flip-drip with
vacuum pot method had the greatest influence on the content of aromatic substances.
From a baristic point of view the highest concentration of caffeine was 3689 mg/I in
coffee based on flip-drip method, and concentration of acrylamide was 25,4 mg/| in the
coffee based on the same method. The highest value of total phenolic content was
determined in moka pot to ¢ = 5,23 g/I. Regarding the mineral representation, the
mineral decomposition of coffee beans and espresso were compared, and the highest
values were reached by potassium, namely the concentration was 577 mg/l per 1 g of
mineralized sample, in the cup of espresso the potassium concentration was 2461 mg/I.
The highest content of organic acids was determined in the beverage prepared by moca
pot, in terms of selected acids, the largest representation had the succinic acid with the
concentration 599,8 mg/l. The highest content of aromatic substances was found in
coffee from a moca pot and in coffee by flip-drip method. The biggest part was made
by furfuryl alcohol.

KEYWORDS
Brewing methods, coffee, caffein, phenolic content, mineral content, aromatic com-
pounds, organic acids, HPLC, GC, IC, ICP-OES, TPC
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1 UvoD

Kéva je napoj z uprazenych a rozemletych semen plodi kavovniku konzumovan po
mnoha staleti a to po celém svété. Ne nadarmo je druhou nejobchodovanéjsi komo-
ditou na svété. Do produkce kavy je po celém svété zapojeno priblizné 25 milionta
farmaru, a to z padeséati zemi svéta. Z dospélé populace konzumuje kavu asi 80 %
jedinct, a to prameérné 1-2 salky, coz odpovida 200 mg kofeinu na osobu za den. Na
celém svété se tak vypije vice nez 2,5 miliardy salkt kavy denné a kofein se stava
nejrozsirenéjsim stimulantem na svété [1].

Objeveni kavy se datuje kolem roku 800 naseho letopoctu, kdy pastyti pozorovali,
jaky efekt ma kofein poté, co kavova zrna pozrely pasouci se kozy. Mistni mnich pak
vyzkousel napoj, do kterého pridal kavova zrna a kdyz po tomto napoji nemohl spat,
zrodil se prvni sélek kavy [1].

Vétsina konzumenti pije kdvu hlavné z divodu opojnych ué¢inkid, coz méa na
svédomi kofein, latka v kavé obsazend. Kofein se fadi mezi xanthinové alkaloidy
a diky jeho horké chuti je to jedna z hlavnich latek prispivajici na senzoricky profil
kavy. Mezi nejbéznéjsi zdroje patii kavova zrna, kakaové boby, cola ofechy, cajové
listky, listky maté a quarana. I pTes rozvijejici se skdlu novych energetickych napojua
vétsina populace stale preferuje Salek lahodné kavy. Kromé pripravy v doméacim
prostiedi neni jediné kavarny, hospody, baru, kde by nedélali kavu. V dnesni dobé
se tak pomérné rozsituje povédomi o mnoha specifickych ptripravach kavy, kazdy typ
vam nabidne tplné novy zazitek a jednotlivé baristické pripravy dokazi konzumenta
prekvapit odlisSnym senzorickym profilem.

Kazdy zptisob pripravy mé jiny vliv na chemické slozeni a byt se jedné stale
o stejnou kavu, v ramci této prace se dozvite, jaky vliv maji jednotlivé metody
pripravy na obsah kofeinu, celkové polyfenolické latky, aromaticky profil, organické
kyseliny a mineralni latky. Na zakladé téchto dat pak byly jednotlivé metody po-
rovnany, a to hlavné jakozto zdroj informaci o Sirokém spektru chemického slozeni

pro ptipadného konzumenta.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Obecna charakteristika kavovniku

Kéavovnik (Coffea) je rostlina z ¢eledi morenovité, kterd pochéazi z horskych oblasti
Etiopie a dortsta vysky 5-6 m. Jedna se o stale zeleny ke s eliptickym tvarem lista
o velikosti az 15 cm. V uzlabi listi rostou ve svazeccich bilé kvéty, ze kterych se
6-9 meésicu po odkveétu vytvori kulaté ¢i ovalné plody podobajici se velikosti tfesni.
Peckovice méa nejprve zelenou barvu, v prubéhu dozravani ale méni sviij odstin
pres zlutou, cervenou az do fialové. Uvniti plodi se nachazeji jedno az dvé semena,
zakryta nékolika obalovymi vrstvami, duzinou a vnéjsi slupkou, s typickou podélnou
ryhou, coz je znazornéno na obr. 2.1 [2] [3].

Kéavovnik je péstovan predevsim v hornatych krajinach Asie, Afriky, Indonésie,
Stredni a Jizni Ameriky, nebot vyzaduje teplé a vlhké podnebi se stalymi teplo-
tami mezi 18-22 °C. Rod Coffea zahrnuje kolem padesati druhti, z nichz se pouze
kavovnik arabsky (Coffea arabica) se svymi odridami, kavovnik liberijsky (Coffea
liberica) a kavovnik statny (Coffea canephora), jinak také zvany Robusta, péstuji

v prumyslovém meétitku [2].
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Obr. 2.1: Morfologie kavového zrna.

14



2.1.1 Robusta

Kavovnik statny, tedy ve svété znamy pod nazvem Robusta, potiebuje pro svij rist
vétsi mnozstvi srazek, vétsi teplotu, rostlina je vyssi a ve volné prirodé podstatné
odolnéjsi (tabulka 2.1). Nejzasadnéjsim rozdilem je ale to, Ze Robusta obsahuje pfi-
blizné dvojnasobnou koncentraci kofeinu a kyseliny chlorogenové, diky ¢emuz méa
rostlina insekticidni tc¢inky a prirozenou ochranu pred vnéjsimi vlivy. Robusta ne-
dosahuje takovych kvalit, zrna jsou mensi a maji 2-3x vétsi obsah kofeinu oproti
Arabice. V soucasné dobé predstavuje sklizen této kavy cca 25 % svétové produkee,

podil se ale stale zvySuje [4].

2.1.2 Arabica

Kéavovnik arabsky, zndmy pod jménem Arabica, naproti tomu obsahuje témér o 60 %
vice lipida a témér dvojnasobek cukri nez Robusta. Sacharidy pak hraji dilezitou
roli v procesu prazeni pri vytvareni charakteristickych sloucenin, z ¢ehoz vyplyva,
7e zrna kavy Arabica obsahuji po uprazeni vice aromaticky aktivnich latek a hotovy
napoj je posléze i senzoricky atraktivnéjsi pro konzumenta. Dale se pak v Arabice
vyskytuje vice ovocnych a kvétinovych tont, vyznacuje se predevsim napadnou a vy-
raznou kyselou chuti. [3] [4].

Vétsina svétové produkce kévy (cca 75 %) jsou typy Arabica, ale pouze jedna
pétina z vypéstovaného mnozstvi spada do kategorie kvalitnich zrn. Zbytek zrn
vykazuje urcité vady (rozdrcené télo, nedozralé plody, velikost zrn) a tudiz spada
do nizsich t¥id kvality [2].

Arabica Robusta

Obr. 2.2: Zrna rozdilnych odrtad kav.

Ackoli Arabica a Robusta muze vypadat velmi podobné (viz obr. 2.2), je zde
mnozstvi rozdil, které vyznamné rozlisuji tyto dva popularni druhy kavy (ta-
bulka 2.1).
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Tab. 2.1: Porovnani podminek a obsahu kavy Arabica a Robusta

Arabica Robusta
Nadmortska vyska (m) 600-2 200 | 0-800
Mnozstvi srazek (mm) 1 200-2 200 | 2 200-3 000
Teplota ristu (°C) 15-24 18-36
kofein (%) 1,2 2,2
kyselina chlorogenova (%) | 5,5-8,0 7,0-10,0

2.2 Technologie zpracovani kavy

Plody kavovniku (bobule) obsahuji dvé zrnka s podélnou ryhou obalend slupkou.
Cilem je ocistit zrna od slupky, odstranit duzinu a zabranit tak vlhkosti, aby nedo-
chazelo k zahnivani a nezddoucim fermentacim.

K pripravé kavovych zrn na prazeni existuji dvé metody, které maji vliv na kvalitu
a cenu kavy. Nejlevnéjsi postup je suché zpracovani pouzivané u zrn s nizsi jakosti,
zatimco kvalitnéjsi zrna podstupuji zpracovani mokrou cestou. Technologie prani
zrn je aplikovana predevsim na kavu Arabica, kromé Brazilie, a Etiopie, a jinych

zemi s nedostatkem vody, kde je vice rozsifeno zpracovani suché [5].
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Obr. 2.3: Schéma technologie zpracovani kavy.
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2.2.1 Zpracovani suchou cestou

P1i suchém postupu zpracovani se sklizené plody rozprostiraji na rohozich, ¢i podla-
héach na slunci a v pravidelnych ¢asovych intervalech se prohrabavaji tak, aby doslo
k poklesu vlhkosti na zhruba 12 %. Tento proces trva cca ¢tyri tydny az dokud vnéjsi
slupka nezméni barvu na tmavohnédou. Pokud bobule prilis vyschnou, zrna budou
poskozend, nestejné velka, pri nedostatecném vyschnuti jsou zase rychle napadana
plisnémi. Dostatecné sucha zrna se poznaji typickym zachrasténim ve své slupce,

takovd zrna jsou pripravena k loupani (lusténi) [5].

2.2.2 Zpracovani mokrou cestou

Mokry postup zpracovani vyzaduje vyssi naklady a svédomitost, kavova zrna jsou
ale méné poskozend a mnohem kvalitnéjsi. Hlavnim rozdilem je, Ze pfi mokrém
zpracovani se odstranuje oplodi bobule. To se provadi na loupacim stroji, ktery
oplodi odtrhne, nebo rozdrti. Aby byla zrna co nejkvalitnéjsi a zrna se dobre loupala,
musi byt operace provedena co nejrychleji po sklizni, idealné nejpozdéji do 12 hodin
po ni [5].

Vnéjsi slupka a duznaté oplodi se smyva vodou, semena zlstavaji v osemeni. Nez
se dostavaji zrna do dalsi faze zpracovani, je potieba je protridit od nezralych, se-
schlych, nebo prilis lehkych, coz se provadi pomoci mycich kanalkt. Vétsi a tézsi zrna
klesaji ke dnu, zatimco ta leh¢i jsou vodou unasena dal. Dalsim stupném mokrého
zpracovani je fermentace neboli kvaseni, pri némz enzymy narusi zbyvajici lepkavou
vrstvu, ktera pokryva pergamenovou slupku semen. Semena se nechavaji fermen-
tovat tak dlouho, dokud vrstva neprestane byt lepkava a povrch nezdrsni (12-36
hodin). U této metody je velice dilezité kontrolovat kvalitu, jelikoz i jediné zrnko by
mohlo zkazit celou varku kavy. Vse se tedy kontroluje a pravidelné ¢isti, aby nedoslo

ke kontaminaci [5].

2.2.3 Suseni

Zrna zpracovana mokrou cestou jesté maji pergamenovy obal a stale jesté obsahuji
asi 50 % vlhkosti, coz je tfeba snizit na pozadovanych 11 %. SuSeni muze probihat
bud na betonovych susicich plochéach, susicich stolech na slunci nebo v susicich
strojich pomoci horkého vzduchu. V tomto stavu, kdy maji jesté pergamenovou
vrstvu, ale jsou dostatecné suchd, se zrna skladuji az do doby bezprostredné pred

exportem [5].
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Arabica - neprané R e
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Obr. 2.4: Rozdil mezi zrny zpracovanymi mokrou a suchou cestou. [6]

2.2.4 Finalni aprava kavy

Dalsi fazi, kterou kavova zrna projdou, je loupani ¢i lusténi, coz znamend odstranéni
suché duziny ze zrn nepranych a odstranéni pergamenové slupky ze zrn pranych.
U zrn pranych je tato slupka podstatné odolnéjsi a je tieba pouzit rtzné loupaci
stroje — bud na principu tfeni a odirani, nebo narazové stroje [5].

Aby se zcela odstranila stribrnd blanka a uhladil povrch, tak jsou po oloupani
zrna lesténa. Vrchni drsné vrstva se zjemnuje, kava se zuslechfuje a ziskava prijemny
lesk [5].

2.2.5 Tridéni a prebirani

Kavova zrna se tiidi nejprve podle velikosti a posléze podle tloustky. VSechna zrna
(kromé vyjimek jako jsou okrouhla valcovitd perlova zrna a nadmérné velikd zrna)
maji priblizné stejnou velikost a tvar — na jedné strané zplostéla, na druhé ovalna,
tvarem delsi nez Sirsi. Velikost kavy se urcuje na stupnici od 10 do 20, nékteré zemé
pouzivaji dokonce stupnici zalozenou na latince (napiiklad velikost AA). Na konec
se zrna prebiraji od zavadnych kust, jako jsou zrna shnild, svrastéla, nedozrald, ci

¢erné. Prebirani probihéd gravimetrickymi separatory, tlakem vzduchu, ¢i rucéné [5].

2.2.6 Pteprava kavy

Kazdy rok se vyrabi mezi 5 az 6 miliony tun zelené surové kavy, coz znamena
dlouhou cestu, nez se kidva dostane ke svému spotrebiteli. Dnes se vyuziva k dopravé
siroké spektrum ruznych prostiedki, nejbéznéjsi je leteckd doprava, déle pak lodni,

zeleznic¢ni, ¢i doprava nakladnimi auty. Kava se prepravuje v pytlich, které pojmou
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60 kg kavy. Na lodich se primérné veze takovych pytli 250, da se tedy Tici, ze

odhadem se dopravou kavy do celého svéta zabyva asi 2200 lodi [5].

2.2.7 Prazeni

Vv

by piti tohoto néapoje nebylo takovym pozitkem. Diky vysokym teplotam dochazi
k chemickym reakcim, které maji vyrazny vliv na senzoricky profil kdvy. Kava pod-
stupuje nékolikero typt reakci, jako jsou Maillardovy reakce a Streckerova degradace
aminokyselin, méni se barva zrn, na povrch vystupuji aromatické oleje. Zaroven se
rozvolnuje celd struktura, zrno ztraci i zbytek vody, coz je doprovazeno typickym
lupnutim ryhy na zrnu. Jestlize jsou zrna prazena pri nizsi teploté, nevystupuji aro-
matické oleje na povrch a kava ziskava ,rozmazanou‘ chut. Naopak pokud je kava

prazena na prilis vysokou teplotu, nebo moc dlouho, ndpoj chutné slabé a spalené

5].

Stupné prazeni

Pro riizné metody pripravy kavy jsou typicka jinak prazena zrna a aby si konzument
mohl zakoupit presné tu kavu co pozaduje, ¢i preferuje, bylo vytvoreno nékolik
oznaceni pro ruzné stupné prazeni [5]. Stupné prazeni se déli obvykle na nasledujici:

o Svétlé prazeni: bledé nebo skoficové prazeni

Stredni prazeni: americké, snidanové prazeni

Silné prazeni: svétlé francouzské, videnské prazeni

Dvojité prazeni: kontinentalni, francouzské prazeni

Italské prazeni: prazeni na espresso

2.3 Chemické slozeni kavy

Kromé kofeinu (a jinych purinovych derivati xanthinu) obsahuje kéva dalsich vice
nez 1 000 chemickych latek, mezi které patii Siroké spektrum antioxidantii, fenolic-
kych latek, organickych kyselin, aromatii, heterocyklickych latek, sacharidii, bilko-
vin, lipidt a minerdla [§].

Co se tyce nutriécniho hlediska, na 100 g mleté kavy spada dle tabelovanych
hodnot pramérné 15 g bilkovin, 60 g sacharida (vétsina z toho jsou cukry — priblizné
45 %), 15 g tuka a to odpovida necelym 400 kcal. Na jedno espresso lungo jsou
hodnoty samoziejmé nizsi, diky metodice pripravy nalezneme v napoji pouze cca
12 keal, 0,6 g bilkovin a 0,2 g tuku, cukr témér zadny (pod 0,1 g na Sélek espressa)

[9].
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Obr. 2.5: Stupné prazeni kavy. [7]

2.3.1 Kofein

Kofein (na obrazku 2.6), chemickym nazvem 1,3,7-trimethylxanthin (CsH19N,O3),
je pevna latka bez barvy a zapachu, kterd pri 178 °C sublimuje. Teplota tani tohoto
alkaloidu byla stanovena na 238 °C.

Kofein je v dnesni dobé soucasti mnoha potravin, napoji, doplnka stravy i 1é¢iv
bézné prodavanych v obchodech. Jedna se o alkaloid, prirozené se vyskytujici v ca-
jovych listcich, zrnkové kaveé, kakaovych bobech a v mnoha dalsich rostlinach. Pro
svou charakteristicky horkou chut a ucinky se pouziva jako aditivum do potravin
[10].

Obr. 2.6: Chemicka struktura kofeinu.

Oblibenost uzivani potravin s obsahem kofeinu vyplyva predevsim z jeho stimu-

lujicich ucinkt, které se projevuji poklesem tnavy, zlepsenim koncentrace, nalady
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a zvysenim pracovni vykonnosti. Hlavni uc¢inek kofeinu spociva v blokadé receptorti
pro prirozenou latku adenosin, pomoci které télo ridi aktivitu tkani. Kofein ptisobi
jako antagonista adenosinu, vyvolava kontrakce cév, ¢imz zvysuje krevni tlak. Navic
ma schopnost jesté zpomalovat resorpci sodiku v ledvinach, coz ma v kombinaci
téchto dvou ucinkt za nasledek zvysenou produkeci moci. Pii dlouhodobém uzivani
kofeinu vsak muze dojit k toleranci na tuto latku, nebo az navyku, a po vysazeni az
k abstinen¢nim priznakim [10] [11].

V evropskych zemich byla primérna spotfeba kofeinu u dospélych stanovena na
3,5 mg/kg/den, coz odpovida 3-5 sdlkum kavy denné. Obsah kofeinu se ale 1is{ roz-
dilnou pripravou napoje. Pokud vezmeme v tivahu konzumaci spravné pripraveného

espressa, v jednom salku nalezneme 30-50 mg kofeinu [8].

2.3.2 Akrylamid

Akrylamid je toxicka latka vyskytujici se v potravindch bohaté na karbohydraty.
Diky svym neurotoxickym a potencidlné karcinogennim uc¢inktim predstavuje zdra-
votni riziko pro lidsky organismus. Vznikd béhem prazeni kavy jakozto produkt
Maillardovych reakei, kde dochazi za zvysené teploty k reakci mezi aminokyselinami
a redukujicimi cukry. Zde se jedna presnéji tedy o produkt reakce mezi asparagi-
nem a redukujicimi cukry. Akrylamid se za¢ind formovat hned v prvni fazi prazeni
a se zvysujici teplotou, dobou prazeni a snizujicim se mnozstvim asparaginu se sni-
zuje i mnozstvi akrylamidu. Kéava Robusta obsahuje oproti Arabice vétsi mnozstvi

akrylamidu, a to pravdépodobné z divodu vétsiho obsahu asparaginu [12].

o o OH R Ho o o] OH
S oyt 2 T
= R
HoN NH, 0 H,N N/\[(
Asparagine Dicarbonyl Schiff base 0
J -CO,
0]
O R + Hzo
)J\/\ * 04\[( - = R
H,N NH, 0 HzN N/\ﬂ/
3-Aminopropionamicde Dicarbony!l Schiff base 0]
l -NH;
0}
)J\/
HoN
Acrylamide

Obr. 2.7: Vznik akrylamidu béhem Maillardovy reakce [13].
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2.3.3 Fenolické latky

Fenolické latky predstavuji sirokou skupinu sloucenin s vice nez osmi tisici rtiznymi
derivaty. Jsou to sekundarni metabolity rostlin hojné se vyskytujici v ovoci, zeleniné,
obilovinach, lusténinéach, ale i v ndpojich jako je kéva, ¢aj a vino. Délime je na ¢tyti
skupiny (fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany) v zavislosti na poctu
aromatickych kruht a zptusobu vazeb mezi jednotlivymi cykly [14] [15].

Polyfenoly disponuji vysokym antioxida¢nim potencidlem, diky ¢emuz tvori nej-
vyznamneéjsi skupinu antioxidanti. Ty jsou pro nas lidsky organismus podstatné
hlavné z hlediska jejich priznivého vlivu na volné radikély. Jejich hlavnim tkolem je
chranit bunééné membrany, genetickou informaci a tim i preventivné ptisobit jako
ochrana pred vznikem mutaci zptusobujici rakovinu. V rostlindch maji dale vliv na
ochranu proti infekcim, UV zafeni, patogeny a z hlediska senzoriky také na chut
a barvu. Mezi hlavni antioxidanty patii vitaminy (E, C), karotenoidy, mineralni
latky a prave fenolické latky [15].

V kaveé jsou pro nas nejvice podstatné prave fenolické kyseliny. Ty mtzeme dale
délit podle chemické struktury na derivaty kyseliny benzoové (kyselina ellagova,
gallova, hydrolyzované taniny) a derivaty kyseliny skoficové (kyselina kédvova, chlo-
rogenova, fumarova, ...). Fenolické kyseliny se v potravindch mohou vyskytovat
ve formé barviv, ¢imz se taktéz podileji na jejich senzorickém profilu. Celkovy denni
prijem fenolickych latek je odhadnut na 1-2 g, konzumace kavy tedy tvori primérné

az 64 % celkového pifjmu antioxidant v nasi stravé [14] [15].

2.3.4 Prvkové zastoupeni

V jednom salku kavy naleznete Siroké spektrum latek. Kromé slozitych organic-
kych struktur se v kavé hojné vyskytuji i zdkladni mineralni latky, které maji svym
mnozstvim vliv na nutri¢ni hodnotu kavy. Zastoupeni jednotlivych elementt se lisi
v zavislosti na odridé kavy a zemi, ze které kava pochazi, takze je mozno pomoci
prvkové analyzy urcit ptivod kdvovych zrn. V kdveé nas zajimaji predevsim prvky di-
lezité pro nas metabolismus, coz je napriklad vapnik, fosfor, draslik, hot¢ik, mangan,
zelezo, zinek, nebo méd [16].

Vapnik a fosfor jsou zakladem pro stavbu pevnych a zdravych kosti. Nejbohat-
Sim zdrojem vapniku v potravinach je mléko a mlééné vyrobky, vysokym obsahem
vapniku se ale mohou pochlubit i dalsi potraviny, jako jsou rostlinnd semena (mak,
Inéné seminka, ... ), ryby, luSténiny, zelenina, tofu [17] [18].

Draslik zastava v organismu funkci korekce krevniho tlaku, jednéd se o dulezity
mineral pri svalovém stahu, zapri¢inuje spravny chod centralni nervové soustavy
a slouzi také jako 1ék na alergie. Pro spravnou funkci svall je zapotiebi také sodik,

ten je hojné zastoupen v ovoci, zeleniné, ale tieba také v soli [18].
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Pro spravnou funkci metabolickych drah je tfeba udrzovat potfebnou hladinu
horc¢iku. Ptlsobi preventivné proti kfecovym zilam, prispiva ke zdravému chrupu,
pomaha zachovat spravnou hladinu cholesterolu, ptisobi preventivné proti ledvino-
vym a zluénikovym kamenim, dokonce i proti infarktu. Je to tedy mnoha tcelovy
prvek, obsazen v nejedné domdcnosti (vétSinou spolu se zinkem na zdravé vlasy,
nehty) [9].

Zelezo je pro nas podstatné hlavné z divodu tvorby novych ¢ervenych krvinek,
ve kterych je navazan kationt kovu Zeleza v tetrapyrrolovém jadie (hemu). Zelezo
je potfeba dodavat v potravé, lidsky organismus neni schopen si jej syntetizovat
sam. Vyznamné mnozstvi Zeleza nalezneme v hovézim mase, jatrech, obilovinach,
lusténinach a zeleniné (Spendtu napiiklad) [18].

Kromé ptuvodu kavovych zrn se da také sledovat rozdilné mnozstvi mineralnich
latek dle typu pripravy kavy. Oproti mikrovinnému rozkladu zrn se v espressu na-
chazi vSechny elementy v mensim mnozstvi, u horé¢iku a manganu jsou tyto hodnoty
dokonce az dvojnasobné mensi. Vyjimku ale tvori vapnik a zinek, kterého muzete
v salku espressa nalézt dokonce i o trochu vice, a to z divodu pouziti mineralni vody
na pripravu kavy. Oproti jinym baristickym metodam se espresso pomérné lisi, nej-
vétsi rozdily v obsahu mikroprvkt ma kava pripravena pres aeropress, u makroprvkt
jsou pak znatelnéjsi rozdily hodnot u kavy filtrované a kavy pripravené pres french

press [19].

2.3.5 Organické kyseliny

Kyselost kavy je dana riznym pomérem jednotlivych kyselin obsazenych v kave
a stupném prazeni kavy. Kyselost je jedna ze zakladnich vlastnosti kavy a jeji in-
tenzita je pri hodnoceni kavy velmi dulezita. Nejvyznamnéjsi a nejvice zastoupené
kyseliny v kavé jsou fenolické kyseliny (viz polyfenoly). Tyto kyseliny se prevazné
nachazeji v rostlinach ve formé esterii. Chlorogenové kyseliny jsou v susiné zelené
kévy obsazeny z 5,5-8 % v Arabice, a z 9-10 % v Robusté [20].

Mezi prevladajici tékavé organické kyseliny patii mravenci a octova, z netékavych
pak kyselina mlééna a vinna. Ve stopovém mnozstvi je zastoupena i kyselina jable¢na
a jantarova. Obsah téchto kyselin se ale lisi, a to nejen s typem piivodu kavy, ale
i s typem piipravy kavy [20].

Druhou nejvice zastoupenou kyselinou v kavé je kyselina citronova. V zelené kaveée
se nachazi v rozmezi 1,2 % v arabice a 0,9 % v robusté. Béhem prazeni je jeji mnozstvi
snizeno na polovinu a vznikaji degradacni produkty, tudiz dle jejiho obsahu muzeme
posoudit stupen prazeni kdvy. Nadmeérné mnozstvi kyseliny citronové naopak snizuje
kvalitu kavy a jeji chut [20] [21].
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Kyselina citronova je trikarboxylova kyselina, jez se prirozené nachazi v citruso-
vych plodech. V potravinarstvi se kyselina citronova pouziva jako konzervacni latka
nebo také jako dochucovaci latka u napoji (oznacovana také jako E 330). Soli kovu
se pouzivaji jako zdroj minerala pri dietach, ¢i onemocnéni [22].

Dikarboxylova kyselina jable¢na je pritomna v ovoci, konkrétnéji v jablkach
a v nezralych plodech (se zralosti koncentrace klesd). Je pridavana do potravin
s oznacenim E 296, kde je spojovana zejména s trpkou a kyselou chuti [23].

Kyselina jantarova je dalsim predstavitelem dikarboxylovych kyselin v kavé. Tak-
téz se vyskytuje v ovoci, viné, cukrové Tepé a vznikd v Krebsové cyklu ze sukcinyl-
CoA pomoci enzymu sukcinyl-CoA-syntetazy. Ve viné je obsazena jako vedlejsi pro-
dukt metabolismu kvasinek béhem alkoholové fermentace [24].

Kyselina mlécna je jednoducha karboxylova kyselina obsazena v mléce, syrech
a kyselém zeli, a to hlavné jakozto koncovy produkt mlééného kvaseni. Diky svym
antiseptickym vlastnostem se vyuziva v mase, v ustnich vodach a jako prostredek
k osetfeni vlast. Setkdvame se s ni také v lidském téle pri silové zatézi, kdy jsou ener-
getické naroky prilis vysoké, laktat se tvori rychleji, nez se stiha odbouravat a jeho
koncentrace ve svalech tak stoupé. Pri dostatecném mnozstvi kysliku se odbourava
oxidaci na pyruvat, ktery pokracuje do Krebsova cyklu [25].

Kyselina octova je dalsi z fady jednoduchych karboxylovych kyselin s typickym
zapachem. Jeji vodny roztok o koncentraci 8 % se nazyva ocet. Je jednou z nejvy-
znamnéjsich primyslovych organickych kyselin, a to hlavné jako surovina pro vyrobu
¢istych organickych sloucenin (naptiklad vyroba vinylacetatu na tvorbu polyvinyla-
cetatu). Dale se vyuziva jako vyznamné rozpoustédlo a ¢istic¢ [26].

Kyselina mravenci je nejjednodussi karboxylova kyselina. Na vzduchu ma dy-
mavé vlastnosti, je ostfe pachnouci s leptavymi uc¢inky. Téchto 1c¢inki se vyuziva
naptiklad pfi leptani bradavic, odvapnéni ktize v kozeluzstvi, ¢i jako ¢istici prostie-

dek. V prirodé se vyskytuje napiiklad v jedu vcel a v koptivach [27].

2.3.6 Aromaticky profil kavy

Kava obsahuje velké mnozstvi nutri¢nich latek, ale pro bézné konzumenty je podstat-
néjsi spise senzoricky profil. Hlavnim atributem kavy je, jak nam kava voni a chutna,
tedy sland, sladka, kysela a horka chut. Dokonce i kava instantni obsahuje slozky
zodpovédné za stimulaci nasich chutovych poharki, velkym rozdilem je ale to, ze
postrada vétsinu aromatickych tékavych sloucenin, coz zptisobuje dramaticky pokles
v chuti kévy [28] [29].

Kévové aroma vnimame dvéma rtznymi mechanismy. Prvnim z nich je vnimani

nazalné, tedy transport aroma ptimo pres nosni sliznici. Druhd metodika se zaméruje
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na vnimani retronazalni, tedy u kavy, ktera je jiz v tistech, nebo byla pravé spolknuta,
se sleduje aroma tékavych sloucenin vznasejici se nahoru do nosniho prichodu [29].

Vétsina téchto latek vznika béhem prazeni, a to z polysacharidii, které se podileji
na Maillardovych reakcich. Produkty Maillardovych reakci (princip viz. obr. 2.7)
zpusobuji typické zabarveni kdvového zrna po uprazeni. Dalsi z vyznamnych reakeci
je pak Streckerova degradace aminokyselin, zejména degradace aminokyselin siry,
hydroxyaminokyselin a prolinu, degradace cukrii, fenolovych kyselin a interakce mezi

jednotlivymi produkty [29].

HoN O
>_</ R X + €O, + NH,
R OH 1/12 O,
o-aminokyselina aldehyd
NH, O R CH,
o + CO; + NH;
R oH 120,
o]
Praminolyseling methylketon

Obr. 2.8: Streckerova degradace aminokyselin

Do dlouhého seznamu chemickych sloucenin, kterym vdééime za typické aroma
kévy, fadime alifatické slouCeniny (vcetné karbonylovych), alicyklické slouceniny,
ketony, aromatické slouceniny s benzenovym jadrem, fenolické latky, velkou fadu
heterocykli, furany, hydroxyfurany, pyrroly, diaziny, rtiznorodé derivaty pyrazint,
indolt, thiofent, thiazoli a oxazolu [29].

Mezi nejcastéji vyskytujici se latky se radi furany, které diky tomu, zZe jsou pro-
duktem pyrolyzy cukru, odpovidaji karamelovému aroma kavy. Nejvyznamnéjsim
zastupcem je furfuryl alkohol, a to pravé se svou prazenou sladkou karamelovou
chuti. Derivaty pyrazinti se mohou pochlubit zemitou prichuti, nékteré navic jesté
chuti prazenych orechii, typictéjsi jsou ale spise u kavy Robusta. Na aromatickém
profilu se podili také pyridin a pyrimidin, témto derivatim diazinu néalezi sennd
travnata prichut s oriskovym néddechem. Derivaty furfuralu dodavaji kdveé zase chut

prazenych mandli, fenolické latky typickou hotkou chut [30] [31].
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Obr. 2.9: Vybrané aromatické struktury nachazejici se v kave.

V malém mnozstvi se nachazi v kavé také hydroxymethylfurfural, ktery se v po-
travinarstvi pouziva jako aditivum, ¢i jako soucast potravinarskych barviv. V kave
vznikd béhem prazeni jakozto produkt Maillardovych reakci, ddle jej muzete nalézt

v pecivu, tepelné zpracovaném mléce, nebo dokonce i v medu [30].

2.4 Prehled baristickych metod

Priprava kavy v dnesni dobé uz neni jen o zaliti hrnku vodou a rychlé konzumaci,
slouzici jako hlavni zdroj ranniho probuzeni. Dnes je kdva povazovana za uméni,
¢i dokonce za sport. Pravidelné klani v kdvovém umu uz dnes nemtize prekvapit
74dného baristu a Ceska republika ma nejednoho velmi schopného kévového znalce
a baristu. Spoustu z nich naleznete i jako zaméstnance v mistnich kavarnach, a tak
se ¢im dal vice rozsiruje povédomi o kvalitni kavé. V bézné kavarné v témeér kazdém
meésté vas tak uz nemtize prekvapit nadstandardni nabidka riznych ptiprav kav.
Kromé klasického espressa, ¢i cappuccina muzete ochutnat také kavu filtrovanou,
kavu z moka konvicek, velmi popularni metodu french pressu, ale i novéjsi metodu

pripravy pres Vacuum pot, ¢i Flip-drip, zvana také Neapolitanska kava.

2.4.1 Turecka kava

Tato metoda je nejstarsi ze vsech moznych priprav kav a stale jesté siroce vyuzivana

v oblasti severni Evropy, presnéji ve Skandinavské oblasti, a to praveé diky jednodu-
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ché priprave a nizké cené. Principem je jednoduse zalit kavu varici vodou a ponechat
extrahovat. Kavova zrna se neodstranuji, béhem konzumace zustavaji stale na dné
napoje, chut je tedy velmi horka a intenzivni.[32].

2.4.2 Espresso

Terminem espresso je myslen salek o presné jedné porci, tedy 7 g kavy v malém
objemu, v sytém hnédém odstinu s jemnou krémovou stéle drzici pénou na povrchu,
pripraven pomoci vielé vody pretlacené pres stiedné hrubé namletd zrna o tlaku
9 barti. Pokud jsou zrna dobfe namleta, 30 ml napoje by nemélo zabrat vice nez
30 s. Takovy napoj by mél mit koncentrovanou dlouhotrvajici chuf a intenzivni
aroma [32].

Diky rychlé pripravé je to jedna z nejrozsitenéjsich kavovych metodik v kava-
renském priumyslu. Velmi oblibené jsou také verze espressa s upravenym mnozstvim

vody (ristretto, lungo, ...), ¢ s naslehanym mlékem (cappuccino, latté, ...).

i
-

3
£
i
=

Obr. 2.10: Kévovar na pripravu espressa.
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2.4.3 Moka

Jednoducha Moka je proslula hlinikova, ¢i nerezova konvicka rozsirend po vétsiné
italskych domacnosti, v dnesni dobé jiz k dostani v témeér kazdém kavovém obchodé
i v nasi zemi. Sklada se ze tii Casti — kulata, nebo osmitithelnikova podstava, jez
slouzi jako zasobnik vody, kovovy filtr na kdvu a vrchni ¢ast slouzici na samotnou
pripravu a vysledny napoj. Principem této metody je uvést vodu ve spodni ¢asti
k varu, vytvorit dostatecny tlak vodni parou tak, aby se varici voda dostala az do
sitka s namletymi kdvovymi zrny. Stale se zvysujici tlak pak dostava jiz hotovy napoj
pres tenkou kapilaru az do vrchni ¢asti konvicky [32].

Népoj pripraveny pres Moka konvicku ziskava na popularité pravé diky velmi
intenzivni chuti a silnému aroma, diky vyssimu tlaku a vyssi teploté vody se tak

jednd o nejintenzivnéjsi metodu pripravy kavy v ramci senzorického profilu napoje.

Obr. 2.11: Moka konvicka na pripravu kavy.

2.4.4 Flip-drip (Neapolska kava)

Jak jiz napovida nazev, tato Neapolska kdva ma tradici jiz od 17. stoleti, a to prave
v Neapoli jako tamni tradi¢ni zptisob pripravy kavy. Vice pouzivany je ale nazev Flip-
drip, tedy v prekladu ,Otoc¢-odkap’. Cely nastroj se sklada ze tii hlavnich ¢asti — dvé
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cylindrické konvice jsou postaveny proti sobé (vrchni dnem vzhiru), jedna slouzici
na hotovy napoj, druhd na vodu a mezi nimi je vlozeno sitko na stfedné hrubé
namletou kavu [32].

Hlavni charakteristika této metody je to, Ze spodni konvice je naplnéna vodou,
je privedena k varu a jakmile za¢nou zkondenzované vodni pary kapat z kontrolniho
otvoru ven, konvice je oto¢ena dnem vzhiiru a vlivem gravitace vrouci voda vyex-
trahuje z kavovych zrn vysledny napoj do druhé c¢asti pristroje. Kava pripravena
timto zptisobem je sice slabsi, nez pripravena z Moka konvice, nicméné ma i presto
pomérné intenzivni aroma a dokéaze do napoje dostat onu pro kavu typickou horkost
32].

Obr. 2.12: Neapolsky kavovar.

2.4.5 Filtrovana kava

Kava filtrovana, nebo také nazyvana prekapavand, je jedna z nejrozsitenéjsich me-
tod po celém svété. Filtrovanou kavu si dnes miizete pripravit hned pres nékolik
komercné dostupnych pristroji pod nazvy jako jsou naptriklad Clever Dripper, V60,
Dripper, Chemex, a to pres filtracni papiry, nebo platéna sitka. Kava je pripravena

velmi jednoduse pomoci filtrace ptisobenim pouze gravitacni sily. Principem této
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metody je pomalou filtraci ziskat kavu s lehkym aromatem a télem, jelikoz nedo-
chazi k uplné extrakci vSsech aromatickych latek. Pokud je kava dobfe pripravena,
napoj ma ¢irou barvu [32].

Pro tento experiment byl vybran mechanismus Clever Dripper v kombinaci s pa-
pirovymi kédvovymi filtry, ktery ma funkci zadrzeni napoje na tak dlouhou dobu,
jakou si konzument zvoli — kava je prefiltrovana az v ten moment, kdy je Dripper
postaven na hrnecek a tim je spustén vnitini pojistny ventil. Tato metoda umoznuje
tedy konzumentovi libovolnou dobu extrakce a tim i zvysSeni intenzity ziskaného

napoje [32].

Obr. 2.13: Mechanismus clever dripper.

2.4.6 French press

Jiz od roku 1852 byl ve svété znam systém filtru s pistem na tlaceni znamy pravé pod
jménem French Press, nebo také Plunger Pot. Tato konvicka pouzivana castokrat
nejen na kavu, ale i na caje, dostala svého obdivu pravé diky své eleganci, praktic-
nosti a jednoduchém pouziti. Sklada se ze tii ¢asti: sklenéné télo slouzici na samotnou
extrakci, viko s nalévaci hubici a otvorem pro pist a samotny pist s kovovym sitkem

(vétsinou opatrené jesté pruzinkou). Principidlné se tedy jednd o filtrovanou kavu,
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ale zrnka kavy jsou od extraktu oddélena manualné pomoci mechanického stlaceni
pistu [32].

Pokud pripravujeme kavu filtrovanim pres filtra¢ni papir, zachyti se v ném kévové
oleje a kava tak ztraci chutovou kvalitu. V moka konviéce zase diky varu dojde
k jemnému spafeni, které opét mutze negativné ovlivnit chutf. French press zadnou
z téchto negativnich vlastnosti nemé — kava se luhuje na volno a vytvari plnou
a krémovou chut. Nalev neni uplné ocistén od jemné kavové sedliny, nicméné diky
mechanickému zfiltrovani se do kavy dostava vice latek a kava ma intenzivnéjsi chut
nez pravé pii pripravé kavy filtrované [32].

Obr. 2.14: French press na pripravu kavy.

2.4.7 Vacuum pot (Vacuum)

Systém Vacuum pot, nebo jen Vacuum je relativné novodoby zptsob pripravy kavy.
Jedna se o pomérné komplikovanéjsi zptisob, tato metoda funguje na podobném
principu jako moka, voda se ale pretlacuje pres sitko za nizsiho tlaku (nez je tomu
u Moka) a po uréitou dobu zustava v horni ¢asti spolecné s kavou. Az po uplynuté
dobé extrakce je prefiltrovana zpét, takze dochéazi k vyextrahovani senzoricky ak-

tivnich latek. Navic platéné sitko zadrzi vSechny ¢astice véetné jemného sedimentu,
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takze nezakaleny nélev ziskava pfijemny a tmavé hnédy syty odstin [32].

Kaéva pripravena timto zptisobem ma vyrazné ovocné tony, je jemné;jsi, ale v chuti
bohatsi, nez je tomu u kavy filtrované a pripravené pres french press. Velmi snadno
se také upravuji poméry kavy a vody a da se velice jednoduse pripravit v té stejné

konvici kdva o mnohonasobné intenzivnéjsi chuti.

Obr. 2.15: Vacuum pot na ptipravu kéavy.

2.5 Prehled instrumentalnich metod pro analyzu kavy

2.5.1 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je analyticka fyzikalné-chemicka separacni metoda. Vyuziva distri-
buce latek mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Chromato-
grafie se déli dle nékolika hledisek: podle povahy mobilni faze (plynova, kapalinova),
zpusobu provedeni (kolonové, plosnd), principu separace (rozdélovaci, adsorpéni,

iontové vymeénna, gelovd) [33].
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Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) se vyuziva k separaci riznych
druht latek. Separace probiha v separacni koloné, ktera obsahuje stacionarni fazi
(sorbent) a mobilni fazi (eluent). Vzorek je nesen mobilni fazi kolonou a jednotlivé
slozky vzorku se separuji podle své afinity ke stacionarni a mobilni fazi. Doba, kterou
separovany vzorek setrvava v koloné, zavisi na velikosti interakei a urcuje poradi,
v némz se slozky vzorku eluuji. Cim vét3f je interakce se stacionarni fazi, tim vétsi
ma slozka retencni ¢as a tim pozdéji je eluovana z kolony. Analyty eluovany z kolony
jsou detekovany a vysledkem chromatografické separace je elucéni krivka, tzv: pik.
Eluéni kiivka vyjadiuje zavislost odezvy detektoru na ¢ase nebo objemu vyeluované
mobilni faze. Eluc¢ni ¢as ¢i objem daného analytu se pak porovnava s eluénim casem

a objemem standardu mérenych za stejnych podminek [33].

2.5.2 lontova chromatografie

Iontova chromatografie je separacni metoda, pri které dochazi k interakcim analytu
iontové povahy s povrchem stacionarni faze, ktery nese oproti analytu opacny naboj.
Je to tedy metoda vhodna k rychlému stanoveni aniontti, nebo kationti ve smési.
Délime ji na aniontovou a kationtovou. Mobilni fazi byva nejcastéji voda, pro kation-
tovou IC se pouzivaji jako mobilni faze silné minerdlni kyseliny. Idedlnim spojenim
s 1C byva vodivostni detektor, nebo dalsi alternativou muze byt jesté hmotnostni
detektor (napr. IC-ICP/MS) [33].

2.5.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je typ separacni metody, kde se oddéluji vzorky na zakladé
rozdilné afinity ke stacionarni fazi. Oproti kapalinové chromatografii je hlavni rozdil
v mobilni fazi, kterda je u GC ve formé plynu. Je vhodna pro vzorky, které mohou
byt prevedeny do plynné faze, aniz by doslo k jejich rozkladu. Vzorky jsou unaseny
plynem pres kolonu se stacionarni fazi, kde dochézi k interakci. Detekovany jsou latky
jiz. v separovaném stavu, dle intenzity signalu urcujeme kvantitativni zastoupeni
slozek [33].

V tandemové technice GC-MS se vyuziva dvou hlavnich stavebnich blokt — ply-
nové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. V této kombinaci je MS pouzit
jako detektor. Hmotnostni spektrometr funguje na principu zionizovani chemickych
sloucenin, které na zakladé poméru naboje a hmotnosti oddéluje v analyzatoru elek-
tromagnetického pole. Jednotlivé ionty jsou pak detekovany a zpracovany. Kromé
kvantitativni funkce zjisténi mnozstvi vzorku ve smési ma MS i funkei kvalitativni,
a to identifikaci nezndmych latek, ur¢ovani izotopového slozeni prvki v molekule
a stanoveni struktury slouceniny. Z GC vychéazi vzorek jiz v separovaném stavu,

takze systém MS zachytava, ionizuje, urychluje a detekuje slouceniny zvlast. Diky
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zkombinovani téchto dvou technik sta¢i pouze malé mnozstvi vzorku na analyzu,

a i presto jsou vysledky velmi presné [33].

2.5.4 Opticka emisni spektrometrie v indukéné vazaném

plazmatu

Opticka emisni spektrometrie (OES) je metoda zaloZena na uvedeni molekul vzorku
v kapalném stavu do aerosolu, ten se pomoci indukéné vazané plazmy (ICP) o tep-
lotach 6 000 — 10 000 K odpaii, dochazi k atomizaci a excitaci valen¢nich elektronta
pritomnych atomt do vyssich energetickych hladin. Protoze excitovany stav atomu
je nestabilni, vraci se vybuzené elektrony zpét na své ptivodni energetické hladiny
a pritom emituji zafeni o presné definované vinové délce, urcené energetickym roz-
dilem obou hladin.

Emitované zareni je poté vedeno na monochromator, ktery selektuje zachycené
svételné zareni podle jeho vinovych délek, takto selektované fotony dopadaji na fo-
tocitlivy detektor a ten je dle intenzity zareni prevede na elektricky signél. Intenzita
signalu odpovidajici charakteristické vinové délce pak odpovida mnozstvi prvku pti-

tomného v analyzovaném roztoku [34].

2.5.5 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Tato metoda méteni polyfenolickych latek (PF) pomoci Folin-Ciocalteuova reagentu
(FC) je zndma uz od 50. let 20. stoleti. Vétsina polyfenolickych latek se vyjadiuje
jako ekvivalent kyseliny gallové, kterd je zde vyuzivana jako standard. Principem
je oxidacné-redukeéni reakce, pti niz v alkalickém prostfedi oxiduji fenolové slouce-
niny a soucasné se redukuje fosfowolframovo-fosfomolybdenovy komlex za vzniku

modrého zbarveni. Intenzita modrého zbarveni je mérena spektrofotometricky [37].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Charakteristika vybrané kavy

Pro sérii téchto experimentti byla vybrana kava Premium od firmy Caffé Mauro.
Caffé Mauro je jedna z historickych znacek kavy na italském trhu. V roce 1949 ji
v Kalabrii zalozil Demetria Mauro. V roce 1997 spolecnost Caffé Mauro vybudovala
jednu z nejmodernéjsich a technicky nejvyspélejsich tovaren v Evropé, takze zde
vyprodukuji az 3000 kg kavy denné. Se znackou Caffé Mauro je mozno se potkat
v mnoha zemich Evropské unie a také v USA, Rusku, a dokonce i v Australii.

Tato kava je smési Arabicy a Robusty, a to v poméru 50:50. Oblibené Arabiky
z Brazilie a Stfedni Ameriky jsou doplnény asijskymi Robustami z Indickych plan-
tazi. Kava se vyznacuje piijemnou vyvazenou chuti jizni Italie a hustou cremou.

Kéva je prazena na stupen medium (dle stupnice 2.5 odstin 13/14 - ’light/dark
french’), vyznacuje se silnym a bohatym télem, a deklarovanou hodnotou kofeinu
1,5 %. Kdva by neméla byt prilis vyraznd, jemné kvétinové a ovocné tény dopliuje
prijemny nadech c¢okolddy a kofeni. Pro vybrané metodiky byla kdva namleta na
stfedni stupen hrubosti.
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Obr. 3.1: Informace o kavé.
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Obr. 3.2: Zrna a namlety vzorek vybrané kavy.

3.2 Priprava vzorkl kavy pomoci vybranych metod

Kazda z téchto metod mé sviij baristicky zplsob pripravy, dle kterého by méla
byt kava pripravovana ve vsech vybranych kavarnach na svété. Pro veskery soubor

vzorki na tato méreni byly pouzity postupy ze stejné baristické prirucky [32].

3.2.1 Turecka kava

Na pripravu varené tzv. turecké kavy byla pouzita pouze varnd konvice a hrnecek
na samotny napoj. Do nadoby bylo vsypano 8 g kéavy, zalito 200 ml vrouci vody
a ponechano k extrakci po dobu deseti minut. Po uplynuti dané doby byla extrakce

ukoncena prefiltrovanim vzorku do zkumavek. Takto byly ptripraveny tti vzorky kavy.

3.2.2 Espresso

K pripravé espressa je potfeba mit k dispozici kavovar s pakou, ¢i zautomatizovany
pristroj schopny tlaku 9 bart. Do paky bylo naplnéno 7 g kévy, zarovnano, upé-
chovano a vlozeno do pristroje. Po zapnuti pristroje byl jiman napoj po dobu cca
20-30 s, coz odpovidalo objemu 30 ml. Voda tlacena pres pakovy mechanismus by

neméla mit vice nez 92 °C. Takto byly pripraveny tii vzorky.
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3.2.3 Moka

Pro pripravu kavy z Moka konvicky bylo do spodni ¢asti konvicky nalito 50 ml vody,
zasobnik byl naplnén a zarovnan 7 g kavy, vse bylo dostatecné utésnéno a vlozeno na
varic, kde byla spodni ¢ast konvicky zahtivana az na bod varu. Kontakt mezi kavou
a vodou by nemél byt delsi, nez 2 minuty, nicméné velmi zalezi na pouzitém typu
vafice (idedlni je plynovy sporék a zahfivat konvicku piimo na ohni). Perkolace je

ukoncena po preteceni veskeré vody pres kapilaru. Takto byly pripraveny tti vzorky.

3.2.4 Flip-drip

Na pripravu napoje metodou Flip-drip bylo do spodni konvice nalito 50 ml vody,
do této casti bylo vlozeno kovové sitko, zdsobnik byl naplnén a zarovnan 6 g kavy
a ponechan na vari¢i po dosazeni bodu varu. Jakmile z pojistného otvoru zacala
kapat voda byla konvice otocena dnem vzhiru a vlivem gravitace prekapala voda
z vrchni konvice do spodni pres sitko s kavou. Extrakce je ukoncena, jakmile prekape
veskerd voda z vrchni konvice (celd priprava by neméla zabrat vice, nez 4 minuty).

Touto metodou byly pripraveny tii vzorky.

3.2.5 Filtrovana kava

Pro ptipravu filtrované kavy byl vyuzit mechanismus nesouci nazev Clever Dripper
(obrazek 2.13) a kavovy filtraéni papir velikosti 4. Do filtru bylo nasypano 7 g kavy
a ta byla zalita 125 ml vrouci vody. Po uplynuti 4 minut byla kéva zfiltrovana

spusténim pojistného mechanismu. Takto byly pripraveny tii vzorky.

3.2.6 French press

Na pripravu vzork pomoci tohoto pristroje bylo do sklenéné nadoby french pressu
nasypano 7 g kavy a ta byla zalita vrouci vodou o objemu 125 ml. Po uplynuti 4 mi-
nut byl stlacen pist na viku konvicky, a to az na dno konvice, kde doslo odfiltrovani
kavy od extraktu. Kava byla z konvice slita do zkumavek na vzorky. Takto byly

pripraveny tii vzorky.

3.2.7 Vacuum

Nejprve byla do spodni ¢asti (bariky s kulatym dnem) nalita voda o objemu 180 ml,
poté bylo nasazeno tésnéni a vlozena vétsi sklenénd nadoba s platéno-kovovym sit-
kem na dné. Na sitko bylo nasypano 7 g kavy, nadoba byla utésnéna a pod banku
byl umistén kahan. Jakmile byla v bance veskera voda ohtata, vlivem tlaku byla

vytlacena do vrchni ¢asti konvice, kde byla smisena s kavou. Za stalého michani byl
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udrzovan ohfev po dobu 2 minut od pocatku extrakce. Po uplynuti extrakéni doby
byl ohfev prerusen a vlivem snizeni tlaku byla kava z vrchni casti prefiltrovana zpét

do spodni ¢asti konvicky. Touto metodou byly pTfipraveny tti vzorky.

3.2.8 Ptehled pripravy vzorki:

Tato baristickd priprava vzorku (1. — 21.) byla nasledné jesté upravena a to tak, aby
se daly pripravené napoje mezi sebou srovnat a porovnat tak mezi sebou ¢isté jen
jednotlivé metody a jejich vliv na chemické slozeni. Pro nasledujici vzorky (22. —
42.) byly tedy upraveny poméry, a to mezi objemem vody a mnozstvim kavy tak,
jak to jen zvoleny pristroj dovolil. Postup pripravy téchto vzorki byl stejny jako

v ptipadé ptipravy dle baristickych metod.

Tab. 3.1: Baristicky pripravené kavy

Index vzorku zpusob m [g] | V[ml | t [min] | pomér m/V
1 espresso 7 30 - 0,23
2 moka 7 50 - 0,14
3 flip-drip 6 50 - 0,12
4 filter 7 125 4-6 0,06
5 french press 7 125 4 0,06
6 vacuum 7 180 8 0,04
7 turek 8 200 10 0,04

Tab. 3.2: Zména poméru kava/voda

Index vzorku zpusob m [g] | V[ml | t [min] | pomér m/V
8 espresso 7 30 - 0,23
9 moka 12 50 - 0,24
10 flip-drip 12 50 _ 0,24
11 filter 12 50 4-6 0,24
12 french press | 12 50 4 0,24
13 vacuum 21 50 ) 0,23
14 turek 15 65 10 0,23
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3.3 Stanoveni kofeinu pomoci HPLC

3.3.1 Pouzité chemikalie

Standard kofeinu (99%), (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Acetonitril (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Acetonitril (VWR, Pensylvanie, USA)

Ethanol

Deionizovana voda

3.3.2 Pouzité laboratorni vybaveni

Kapalinovy chromatograf 1260 Infinity (Agilent Technologies, USA)
Detektor diodové pole 1260 Infinity DAD (Agilent Technologies, USA)
Kolona Kinetex EVO C18 (150x4,6 mm; 2,6 pm) (Phenomenex, USA)
Kolona Kinetex XB-C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 nm) (Phenomenex, USA)
Analytické vahy (Sartorius, Hamburg, Némecko)

Automatické pipety (ThermoFisher Scientific)

Stiikacky a stitkackové membranové filtry (pérovitost 0,45 pm)
Laboratorni sklo

Sklenéné vialky se zatkami

Spachtle a lodi¢ka

3.3.3 Podminky metody

nazev pristroje: Agilent 1260 Infinity

kolona: Kinetex EVO C18 (150x4,6 mm; 2,6 pm)
mobilni faze: H,O:ACN (90:10)

pritok: 0,6 ml/min

objem nastriku: 5 pl

teplota kolony: 30 °C

detektor: DAD (A = 220, 260, 270, 280 nm)

3.3.4 Pracovni postup

Pro stanoveni téch spravnych podminek a ziskani vzorkl o prislusné koncentraci do
kalibrac¢ni kivky bylo potieba nachystat roztoky standardt o prislusnych koncentra-
cich. Byl pfipraven zasobni roztok standardu kofeinu o koncentraci 1 g/, ze kterého
byly postupnym fedénim pripraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 1; 10; 50 a
100 mg/1 ke zjisténi miry odezvy pro vlnové délky A = 260, 270, 280 nm. Na zakladé
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téchto dat zavislosti plochy piku na koncentraci byly sestrojeny tti kalibrac¢ni kiivky
a vybrana idedlni vlnova délka, pti které byl kofein absorbovan nejlépe.

Pro zméreni akrylamidu byl dle stejného postupu prichystan zasobni roztok a ka-
libra¢ni krivky o stejné koncentraci, mnozstvi akrylamidu ve vzorku bylo detekovano
pri vlnové délce 220 nm.

Retenc¢ni ¢as kofeinu se pohyboval okolo 7,31 min a jelikoz pti méfeni realného
vzorku doslo k eluci i jinych latek jako napriklad fenolickych kyselin, z dtivodu
¢asové narocnosti (eluce trvala pres 45 min) bylo zapottebi nastavit gradientni eluci
(tabulka 3.3). Na zdkladé dostupné literatury a idedlniho reten¢niho ¢asu byla po

sérii méfeni zvolena mobilni faze o slozeni H,O : ACN (90:10).

Tab. 3.3: Zvoleny gradient pro metodu méteni kofeinu.

t (min) | H20 (%) | ACN (%)
0 90 10
9 90 10
11 60 40
25 60 40
27 90 10

3.3.5 Validace metody

Validace je proces, pri kterém je hodnocena vhodnost pouziti dané metody, tedy
ze metoda bude trvale poskytovat stejné vysledky dané specifikaci. Do valida¢nich
parametri se potom fadi linearita, LOD, LOQ, robustnost, presnost a spravnost
[35].

Linearita kalibracni k¥ivky

Byla vytvorena fada kalibracnich roztoku o koncentraci 1; 10; 50 a 100 mg/1, které
byly prométeny pii vsech vinovych délkach.

LOD/LOQ

Na stanoveni meze detekce a meze kvantifikace byl pouzit roztok standardu o kon-
centraci ¢ = 1 mg/l, ktery byl méfen pii vsech vlnovych délkach. Stanoveni bylo

provedeno v deseti mérenich.
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VytéZnost (Recovery)

Recovery, neboli vytéznost, je metoda na zjisténi navratnosti materialu, ktery byl
pridan do pivodni matrice neboli blanku. Provadi se pomoci redlného vzorku a spiku.
Pro nasi metodu byl pouzit standard o koncentraci 100 mg/1. Méfeni bylo provedeno

ve vSech vlnovych délkach.

Robustnost

Principem robustnosti je porovnat nékteré parametry metody s hodnotami obmé-
nénymi danych parametri. Ty jsou mezi sebou vhodné kombinovany v tabulce 3.5,
a vysledné data jsou podrobeny sérii vypoctl, na zakladé kterych se urci, zda je
dany parametr robustni.

Robustnost metody byla vyhodnocovana pro koncentraci standardniho roztoku
25 mg/1. V tabulce 3.4 jsou uvedeny puvodni parametry a k nim vytvorené variace,
jako je napriklad zména slozeni a vyrobce mobilni faze, teploty kolony, kolona, objem

nastriku, atd.

Tab. 3.4: Variace parametri pro stanoveni robustnosti.

puv. | var. puvodni variace
slozeni MF (ACN:H,0) | A a 10:90 8:92
vyrobce MF B b | Sigma Aldrich VWR
teplota kolony C ¢ 30 °C 33 °C
pritok MF D d 0,6 ml/min | 0,7 ml/min
objem nastriku E e 5nl 6 nl
260 262
detekce F f 270 272
280 282
kolona G g EVO C18 XB-C18

Ptiprava a méreni realnych vzork

Realné vzorky pripravené kavy nebyly nijak déle upravovany, byly pripraveny podle
baristickych metod (dle kapitoly 3.2.8) a pouze prefiltrovany (membranovy filtr)
a b0x naredény. Vzorky byly prométeny pti vSech vinovych délkach. Pro zajimavost

byl jesté proméren akrylamid pti vinové délce 220 nm.
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Tab. 3.5: Kombinace jednotlivych parametri.

Kombinace parametrii

Parametr

2

3

4

5

6

SloZeni mobilni faze

Vyrobce mobilni faze

W | >

o | >

|

T | | 0o

Prutok mobilni faze

Teplota na koloné

Objem nastriku

Detekece

Kolona

QEEIO QT ==

Vysledek

Zpracovani vysledki

Vysledky méreni jsou ve formé signalu méreni absorbance z detektoru DAD na Case.
Kazdy pik v grafu tak znazornuje jeden typ analytu a mnozstvi analytu je tmérné
plose pod pikem. Pik kofeinu v kazdém vzorku se zintegruje, dostaneme plochu
piku pro jednotlivé koncentrace a z té pak jednoduse pomoci smérnice kalibrac¢ni
kiivky ziskdme hodnotu naseho neznamého vzorku, tedy hodnotu mnozstvi kofeinu

a akrylamidu. Vysledky byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel.

3.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek pomoci FC

reagentu

3.4.1 Ptistroje a pomicky

 Spektrofotometr Helios alpha (Unicam)

0

e || |[TO|lo

o Sklenéné kyvety (opticka délka 1 cm)

gl |w|IHalQlc| >

< |QlHEH|lo | &lo

o Automatické pipety (ThermoFisher Scientific)

o Magnetickd michacka

o Stiikacky a stiikackové membranové filtry (pérovitost 0,45 pm)

o Laboratorni sklo

3.4.2 Chemikalie a reagenty

e 10x MQ H-O fedény roztok Folin-Ciocalteuova (FC) ¢inidla, (Sigma-Aldrich

8.I.0.)
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7,5 wt.% roztok Na,COs (Erba Lachema s.r.o.)
Kyselina gallova pro kalibraci (Sigma-Aldrich s.r.o.)
Ethanol

Destilovana voda

3.4.3 Podminky extrakce

o vzorek kavy: Caffé Mauro

« m/V = 3 g kdvy/25 ml rozpoustédla
« 400 ot/min na magnetické michacce
e A\ =T765nm

e t =120 min

 rozpoustédlo: EtOH: H,O (80:20)

3.4.4 Pracovni postup

Bylo pripraveno pét kalibra¢nich roztoka s rozdilnymi rozpoustédly (kombinace
ethanol a voda) o vzrustajici koncentraci ethanolu (H.O, H,O:EtOH v pomérech
40:60, 60:40, 80:20 a EtOH). Poté byly vzorky mleté kavy o hmotnosti 3 g extra-
hovany péti rozdilnymi rozpoustédly. Na zakladé nejlepsi vytéznosti na zvolené roz-
poustédlo byla vybrana idedlni smés ethanolu a vody, kterd byla pouzita na méteni
kavovych extrakti.

Dle podminek extrakce bylo provedeno pét extrakci kavy. Pfed samotnym sta-
novenim celkovych polyfenolil byly extrakty kavy prefiltrovany pres mikrofiltr s ve-
likosti péra 0,45 pm. Pro samotnou analyzu vSech vzorkid byl ve zkumavce smichan
1 ml roztoku FC s 1 ml H;O a pridano 100 pl vzorku. Po 5 min byl pfidan 1 ml
roztoku Na,C'O3 a po promichani byla smés ponechana v temnu po dobu 30 min.
Poté byla zméfena absorbance pii A = 765 nm proti reakéni smési (misto vzorku
100 ul vody). Stejnym zpusobem byly prométeny i redlné vzorky kavy pripravené
dle baristickych metod.

3.4.5 Zpracovani vysledkd

Kazdy vzorek extraktu kavy (1. — 42.) byl promérfen tiikrat, vysledné hodnoty byly
zprumeérovany a vypoctena smérodatna odchylka. Vypocet celkového obsahu polyfe-
nolickych latek byl proveden pomoci kalibrac¢ni kiivky na standard kyseliny gallové.

Vysledky byly zpracovany pomoci programu Microsoft Excel.
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3.5 Elementarni analyza kavy pomoci ICP-OES

3.5.1 Chemikalie

 Peroxid vodiku 30 % (Sigma-Aldrich, Inc.)

« Kyselina dusi¢nd 67% analpure (PENTA s.r.o.)
o Deionizovana voda

« Standardy kalibrac¢nich roztoku (tabulka 3.6)

Tab. 3.6: Standardy kalibrac¢nich roztoki.

standard | ¢ [mg/l] | pfesnost [mg/]] matrice firma
P 1 000 + 2 0,05% H,SO, CMI
Mg 1 000 +9 2% HNO; SIM

Ca 10 000 + 20 2% HNOs ANALYTIKA, s.r.o.

Na 10 000 + 20 2% HNOs3 ANALYTIKA, s.r.o.

K 10 000 + 20 2% HNOs3 ANALYTIKA, s.r.o.
Smés 1 000 + 2 10% HNO; CMI

mikro prvkl

3.5.2 Pomiicky a pristroje

» Laboratorni sklo

o Jednotka pro pripravu ultracisté deionizované vody ELGA, PURELAB® Clas-
sic

o Analytické laboratorni vahy Kern & Sohn GmbH, typ ABJ 80-4M

o Vysokoucinna mikrovinna jednotka mls 1200 mega

o Mikropipeta HAMILTON, GASTIGHT®

o Peristaltické c¢erpadlo KrosFlo Research I Peristaltic Pump, Model 900-1613

e Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Ultima 2, HO-
RIBA Scientific
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3.5.3

Podminky metody

Tab. 3.7: Technické specifikace.

Generator

radiova frekvence 40,68 MHz.

Chladici systém

typ GenCo pro chlazeni generatoru a civky

Odsavani

primé napojeni na plazmovou komoru

Cerpadlo

3-kanalova peristaltickda pumpa

MIlzn4a komora

cyklonova, zmlzovac¢ typu Meinhard

Plazma

plné demontovatelny hordk

prumér vstiikovaci trysky 3 mm

Opticky systém

termoregulovatelny

ohniskova vzdalenost 1 m

optickd miizka s rozlisenim 2 400 g/mm

optické rozliseni <5 pm pro 160-320 nm
a <10 pm pro 320-800 nm

Vlnova délka 160-800 nm

Detekce

Dual PMT s HDD® systémem

Prislusenstvi

zvlhéovac argonu, autosampler AS-500

Tab. 3.8: Podminky metody pro makro a mikro prvky.

Mikroprvky | Makroprvky
otacky cerpadla 16 ot/min | 16 ot/min
pracovni plyny Stinici plyn 0,22 1/min | 0,615 1/min

Plazmovy plyn 13,6 1/min | 13,6 1/min

Pomocny plyn 0,216 1/min | 0,216 1/min
Pritok na zmlzovaci 0,84 ml 0,84 ml
Tlak na zmlzovaci 2,97 bar 2,97 bar
Prikon 1300 W 1200 W
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Tab. 3.9: Mérené vinové délky jednotlivych prvki.

Makro prvky P Mg Ca Na ‘ K
A [nm] 214,914 | 285,213 | 393,366 | 588,995 ’ 766,490

Mikro prvky Zn Mn Fe Cu
A [nm] 206,191 | 257,610 | 259,940 | 327,396

3.6.4 Podminky pro mikrovinou mineralizaci

o pomér latek na mineralizaci — 1 g kavy : 3 ml HNO3 : 1 ml HyO4 (30%)
» nastaveni metody dle tabulky 3.10

Tab. 3.10: Podminky pro pripravu vzorku.

Krok | Cas [s] | Piikon [W]
1 120 250
2 120 0
3 120 250
4 300 500
Ventilace | 300 0

3.5.5 Postup prace

Pro mineralizaci vzorku byl navazen 1 g kavy, poté byly pridany 3 ml kyseliny
dusi¢né a 1 ml peroxidu vodiku. Takto pripravené vzorky byly vlozeny do teflonové
patrony a vlozeny do mikrovlnného aparatu. Pripraveny byly tii vzorky kévy a jeden
slepy vzorek, ktery simuloval matrici vzorku a omezil se tak vliv interferenci.

Poté byla pripravena kalibra¢ni fad na makro prvky (P, K, Mg, Ca, Na) o kon-
centraci 0; 25; 50; 100 mg/l a kalibra¢ni fada na mikro prvky (Cu, Zn, Mn, Fe)
o koncentracich 0; 0,25; 0,5; 1 mg/l. Vzorky zmineralizované kavy byly pouze nate-
dény na vysledny objem 25 ml a proméreny.

Pro srovnéani byly pripraveny jesté tii vzorky espressa a podrobeny stejné ana-
Iyze. Na toto méreni byly pripraveny nové sady kalibra¢nich fad o stejnych kon-
centracich s vodou jakozto slepym vzorkem. Vzorek espressa nebyl nijak upravovan,

pouze zfiltrovan.
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3.6.6 Zpracovani vysledkd

Na zakladé promérenych dat standardi makro a mikro prvka byly vytvoreny ka-
libracni kiivky, dle kterych byla provedena kvantifikace vzorku. Analyza byla pro-
vedena ve tfech paralelnich méreni pro kazdy vzorek. Vysledky byly zpracovany

pomoci programu Microsoft Excel.

3.6 Stanoveni organickych kyselin pomoci IC

Organické kyseliny byly stanoveny pomoci iontového chromatografu s vodivostnim
detektorem. Jako mobilni faze byla pouzita 0,5 mmol/] kyselina sirova s 15 % ace-
tonu. Nastaveni pristroje je uvedeno v kapitole 3.6.1. Dale byly jesté proméreny
hodnoty pH pomoci kombinované pH elektrody a srovnany s mnozstvim organic-

kych kyselin.

3.6.1 Podminky metody

e nazev pristroje Metrohm 850

e Doba analyzy 30 min

» Kolona Methrosep Organic Acid - 250/7.8
 Prutok 5 ml/min

« Tlak 6,85 Mpa

o Teplota 30 °C

3.6.2 Zpracovani vysledkd

Vystupem piistroje je signdl zaznamenany do grafu zavislosti vodivosti (1S/cm) na
case. Plocha piku je imérnd mnozstvi analytu ve vzorku. Vyhodnoceni bylo prove-
deno pomoci poméru plochy piku standardu jednotlivych kyselin vici plose pikt ve
vzorku kavy. Analyza byla provedena ve trech paralelnich mérenich. Vysledky byly

zpracovany pomoci programu Microsoft Excel.

3.7 Stanoveni aromatickych latek pomoci
HS-SPME-GC-MS

3.7.1 Pracovni pomicky

o SPME vlakno DVB/CAR/PDMS 50/30 nm, Supelco, Bellefonte, Pennsylva-
nia, USA
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Vialky o objemu 10 ml se Sroubovacim magnetickym uzavérem

3.7.2 Plyny

Helium, ¢istota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceskd repub-
lika)

3.7.3 Pristroje

Plynovy chromatograf TraceTM 1310 se split/splitless injektorem (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA)

Knihovna spekter NIST/EPA /NIH, Verze 2.0 (Gaithersburg, Maryland, USA)

3.7.4 Podminky GC-MS analyzy

Kapilarni kolona TG-WaxMS (30 m x 0,25 mm x 0,5 pm)

Teplota injektoru (desorpce) 240 °C

Doba desorpce 20 minut

Davkovani splitless, ventil uzavien 10 minut

Hloubka ponoteni vlakna do injektoru 40 mm

Nosny plyn helium, pritok 1 ml/min

Teplotni program 40 °C s vydrzi 1 min., vzestupny gradient 5 °C/min. do
220 °C s vydrzi 22 min., celkovd doba analyzy 60 min

Hmotnostni detektor v médu EI, energie ionizacnich elektront 70 eV, teplota
iontového zdroje 200 °C, skenovaci rozsah m/z 30-370 amu, rychlost skenovani
0,2s

3.7.5 Ptiprava vzorku

Vzorek kavy nebyl nijak upravovan, fedén ani filtrovan. Koncentrovany vzorek kavy

byl po vychlazeni na laboratorni teplotu vlozen primo do vialky a podroben analyze.

3.7.6 Zpracovani vysledkd

Identifikace jednotlivych latek byla provedena na zakladé hmotnostnich spekter po-

moci dostupné knihovny. Jednotlivé latky byly vyjadieny na zékladé kvantity za

pouziti ploch pikt prislusného chromatogramu. Kvantifikace byla provedena pomoci

programu Microsoft Excel.
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4 \Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni mnozstvi kofeinu a akrylamidu pomoci
HPLC-DAD

Na zakladé prométenych dat extraktu kavy a dodanim znamé koncentrace standardu
kofeinu (100 mg/1), tzv. spike, byl identifikovan pik kofeinu a podle retenc¢niho casu
i ovéfena autenticita piku. Pik extraktu kavy s retenc¢nim casem t = 6,814 min

odpovida naspikeovanému vzorku v ¢ase t = 6,816 min (grafy na obrazku 4.1).
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Obr. 4.1: Chromatogram vzorku a spiku pti 270 nm.

4.1.1 Validace

Dle vysledki (obrazek 4.2) lze vidét, Ze metoda poskytla vSechny t¥i kalibra¢ni
kiivky s koeficientem determinace vyssim, nez je 0,999 a tim tedy splnila pod-
minky linearity. Smérnice vypovida o citlivosti metody, takze ¢im vyssi je koefi-
cient k (y=kx+q), tim citlivéjsi metoda je. Na zakladé této informace je nejcitlivéjsi

meéreni pri 270 nm, tato vinova délka tedy byla zvolena i pro realné vzorky kavy.
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Hodnoty vytéznosti kofeinu (tabulka 4.1) byly pii vSech vinovych délkéch sta-
noveny nad 98 %.

LOD neboli limit detekce je nejnizsi koncentrace, kterou je detektor schopen
zachytit. Limit detekce se vypocita jako trojnasobek podilu smérodatné odchylky
sumu a smérnici kalibra¢ni krivky. LOQ neboli limit kvantifikace je mez stanoveni
a detekovani sledované latky. Limit kvantifikace se vypocita jako desetinasobek po-
dilu smérodatné odchylky Sumu a smérnici kalibra¢ni kiivky. Z hodnot je patrné, ze
mez detekce testovanych latek se lisi v zavislosti s vinovou délkou, nejnizsich hod-
not dosahuji u vlnové délky 270 nm. Hodnoty spolu koreluji, je tedy patrné, ze dle
vysledki v tabulce 4.2 je idedlni vinova délka 270 nm, pro kterou byly vypocteny
hodnoty vsech realnych vzorki.

Pro stanoveni robustnosti této metody byly vyuzity proménné parametry — slo-
zeni mobilni faze, vyrobce mobilni faze, teplota termostatu kolony, pritok mobilni
faze, objem néastriku, detekce a kolona. Bylo vyuzito osm kombinaci téchto parame-
tri, coz je znazornéno v tabulce 3.5. Vyhodnoceni robustnosti bylo provedeno po-
moci sledovani vlivu standardizovaného efektu na stanoveni koncentrace standardu,
plochy piku, poctu teoretickych pater, tailing faktoru a reten¢niho casu. Studentiiv
koeficient (2,3646) byl zvolen pro 7 stupinu volnosti a hladinu vyznamnosti (alfa)
0,05. Standardizovany efekt byl vypocitan dle dostupné literatury [35], jeho hod-

noty jsou shrnuty v tabulce.

Tab. 4.1: Vytéznost kofeinu.

A [] | c[mg/l] | recovery [%]
260 nm | blank | 247,993 | 15,872 98,29
spike | 1799,072 | 115,142
270 nm | blank | 367,208 | 15,859 98,36
spike | 2667,490 | 115,203
280 nm | blank | 317,119 | 15,883 98,34
spike | 2300,280 | 115,210

Tab. 4.2: Limit detekce a kvantifikace kofeinu.

Afnm] [ 260 |270 | 280
LOD [mg/1] | 0,0125 | 0,0039 | 0,0121
LOQ [mg/1] | 0,0417 | 0,0129 | 0,0402
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Obr. 4.2: Kalibrac¢ni zavislost standardu kofeinu pro 260, 270 a 280 nm.

Vysledky prokazaly, ze zadny z danych parametrii neméa statisticky vyznam na
plochu piku dané metody. Z obrazku 4.3 je patrné, Ze nejvétsi vliv méla zména slozeni
mobilni faze a to pti vinové délce 270 nm. Nicméné zadné hodnota standardizovaného
efektu nepresahuje hodnotu studentova koeficientu (2,3646), mizeme tedy fici, ze

metoda je robustni.

280 nm [ Kalona
270 nm
H260nm  E———— Detekce
S osiem
- Prtok
| Teplota
— P
N Vyrobce MF
I — Slozeni MF

-2,3646 -1,3646 -0,3646 0,6354 1,6354
Standardizovany efekt [-]

Obr. 4.3: Vliv zmén parametri na plochu piku.
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Obr. 4.4: Vliv zmén parametri na koncentraci.

Na retenc¢ni cas méla nejvetsi vliv zména kolony, coz je zptisobeno rozdilnym
usporadanim ¢astic naplné kolon stacionarni faze. Parametry ale nepresahly hodnotu
studentova koeficientu a nejsou statisticky vyznamné. Zvyseni retencniho casu bylo
predpokladané, jelikoz vyrobce deklaruje zvyseni rychlosti metody o 30 % pii pouziti
kolony EVO-C18.

270 nm
- Detekce
B 260 nm
— Objem
— Pitox
I Teplota

= virtce e

-2,3646 -1,3646 -0,3646 0,6354 1,6354
Standardizovany efekt [-]

Obr. 4.5: Vliv zmén parametri na retencni cas.
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Jediny statisticky vyznamny vliv na sledované parametry ma zména kolony a to
na tailing faktor. Prestoze byla zvolena kolona se stacionarni fazi typu C18, z du-
vodu jiné morfologie ¢astic doslo k vyraznému snizeni hodnoty tailing faktoru u ko-
lony XB-C18 a standardizovany efekt presahl hodnotu studentova koeficientu 2,3646
(obrazek 4.6). Z hlediska tailingu piku je tedy vybér spravné kolony kritickym pa-
rametrem a je tfeba dbat na zvoleni takové stacionarni faze, ktera bude pro danou

metodu vhodna.

e colns
280 nm I Detekce
270 nm
m260 nm | Objem
I Pritok
I Teplota
I Vyrobce MF
. SloZeni MF

-3,3646 -2,3646 -1,3646 -0,3646 0,6354 1,6354
Standardizovany efekt [-]

Obr. 4.6: Vliv zmén parametri na tailing faktor.

Poslednim sledovanym parametrem byl vliv na teoreticka patra, které jsou vy-
obrazeny na obrazku 4.7. Zadny z parametr nemél statisticky vyznamny vliv na
teoretickd patra, nicméné zadnd hodnota nepresahla studentuv koeficient (2,3646)

a tim padem jsou parametry bez problémt robustni.
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Obr. 4.7: Vliv zmén parametri na teoretickd patra.

4.1.2 Analyza realnych vzorki kavy

Kolona

Detekce

Objem

Pratok

Teplota

Vyrobce MF

SloZeni MF

Analyza vzorku probihala pro jeden druh kdvy a byla zpracovana sedmi rozdilnymi

zpusoby pripravy. Tyto metody byly urc¢eny na zédkladé baristické prirucky, tedy tak,

jako by byla kava pripravena v kavarné. Druhé ¢ast méreni obsahovala ty stejné me-

tody, ale s upravenymi pomeéry, tak aby mohly byt mezi sebou porovnany. U kazdého

vzorku byla provedena tii opakovani, dohromady tedy byla analyza provedena pro

42 ruznych vzorkt kavy. Vysledné koncentrace kofeinu a akrylamidu byly vypocteny

pomoci kalibra¢ni kivky. Hodnoty odchylky byly stanoveny pomoci smérodatné od-

chylky.
Tab. 4.3: Koncentrace kofeinu ve vzorcich kéavy.
smérodatna | ¢ [mg/l] | m [mg] smérodatna | ¢ [mg/]]
odchylka odchylka
espresso | 1 157,3 2502 75,1 8 209,4 2142
moka | 2 877,7 2849 1425 | 9 439,5 5142
flip-drip | 3 34,9 3689 184,5 | 10 339,3 2308
filter | 4 79,5 957 119,6 | 11 4269 2099
french | 5 56,5 1073 134,1 | 12 2220 3682
vacuum | 6 89,4 691 1243 | 13 85,1 3533
turek | 7 41,5 779 155,7 | 14 891,4 2825
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Obr. 4.8: Porovnani mnozstvi kofeinu ve vzorcich kdvy pripravenych baristickymi

metodami a v upraveném pomeéru.

Kéva pripravend jednotlivymi baristickymi postupy, tedy tak jak by si ji konzu-
ment dal v kavarné, obsahuje pomérné rozdilné koncentrace kofeinu. I pfes nejkratsi
dobu extrakce kavy s vodou vykazuje espresso pomérné vysokou koncentraci ko-
feinu a to 2502 mg/l, v prepoctu se hodnota pohybuje kolem 70 - 75 mg kofeinu
na jeden salek espressa. Nejvétsi obsah kofeinu byl zaznamenan v kavé pripravené
pomoci neapolitanské konvicky, zde koncentrace kofeinu dosahovala az 3689 mg/1
(priblizné 185 mg na objem pripraveného napoje). I presto, ze z diivodu dlouhodobé
extrakce za vysoké teploty a vyssiho tlaku bylo ocekavano vyssi mnozstvi obsahu ko-
feinu ve vacuum potu, byla zde koncentrace kofeinu stanovena na pouhych 691 mg/1
(priblizné 125 mg na objem napoje).

Pomoci upravenych poméri jsme stanovili nejvyssi koncentraci kofeinu v kavé
pripravené pomoci moka konvicky. Opakovatelnost nebyla prilis vysoka, nicméné
i tak vychazi z hlediska obsahu kofeinu tento zplisob pripravy jako nejintenzivnéjsi.
Diky tomuto srovnani muzeme Tici, ze nejvyssi vliv na extrakci kofeinu do kavy
ma pravé vysoky tlak (u espressa, moka konvicky, vacuum potu), vysoké teplota
(moka) a doba extrakce (turek). I pfes podobny princip pripravy filtrované kavy
a kavy pripravené pres french press lze vidét, zZe v upraveném poméru vody a kavy
(ve prospéch kdvy) mé vyrazny vliv aplikace sily na mechanismus sitka.

Dle literatury se obsah kofeinu v espressu pohybuje kolem 30 - 100 mg na salek
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espressa. Vyssi obsah kofeinu stanoveny v kavé pripravené riznymi zptisoby v ramci
této bakalarské prace muze byt z divodu zastoupeni kavy Robusty ve vstupni su-
roviné, obsah tak odpovidd poméru kédvy Robusta:Arabica (50:50). Napiiklad ve
filtrované kavé by se meél obsah kofeinu pohybovat od 80-130 mg kofeinu v Arabice
a od 140-200 mg kofeinu v Robusté, namétené vysledky (cca 120 mg kofeinu) tedy
odpovidaji predpokladim pouzité vstupni suroviny - prazené kavy ze které byly

pfipravovany napoje [36].

Tab. 4.4: Koncentrace akrylamidu v jednotlivych vzorcich kavy.

smérodatnd | ¢ [mg/l] | m [pg] smérodatna | ¢ [mg/]|
odchylka odchylka
espresso | 1 2,74 16,9 2,5 8 1,50 17.4
moka | 2 5,18 20,2 3,0 9 4,25 45,0
flip-drip | 3 8,42 25,4 2,7 110 2,47 19,0
filter |4 0,53 8,6 1,3 11 3,47 174
french | 5 0,43 9,4 14 |12 1,24 28,6
vacuum | 6 0,64 6,5 1,0 13 0,90 27,5
turek | 7 0,35 7.3 14 |14 6,68 221
60
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30 W upravené poméry
40
E 30
20
10 ' J

0
espresso flip-drip filter french press vacupot turek

Obr. 4.9: Porovnani mnozstvi akrylamidu ve vzorcich kavy pripravenych baristic-

kymi metodami a v upraveném pomeéru.
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Obsah akrylamidu koreluje s hodnotami obsahu kofeinu, nejvyssi obsah akryla-
midu byl naméren v kavé pripravené z konvicky flip-drip (¢ = 25,4 mg/l), nejnizsi
ve vacuum potu (¢ = 6,5 mg/l). Dle hodnot v tabulce 4.4 mtuzeme konstatovat, ze
jeden séalek kavy pripraveny neapolskou metodou obsahuje 2,74 ng akrylamidu, coz
odpovida 456 pg akrylamidu na 1 kg kavy. Dle literatury se v prazené kavé nachazi
priblizné 300-500 pg na 1 kg prazené kavy, obsah akrylamidu se lisi v zavislosti na
pouziti kdvy Robusta, ¢i Arabica a na stupni prazeni kavy [13]. Nejvyssi povoleny
obsah akrylamidu v kavé je podle vyhlasky Komise (EU) 2017/2158 do 400 pg na
1 kg prazené kavy. V zavislosti na vlastnostech smési a prazeni muze kava obsa-
hovat i vyssi obsah akrylamidu, v téchto pripadech by mél dodavatel poskytnout
odtvodnéni.

Na zédkladé nameérenych dat lze usoudit, Ze nejvétsi vliv na extrakci akrylamidu
do kavy ma opét vysoky tlak a teplota, naopak u jemnéjsich metod s delsim ¢asovym

usekem nejsou podminky pro extrakei vhodné.

4.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni CFL bylo provedeno pomoci kalibracéni ktivky jako ekvivalent kyseliny
gallové. Pro vypocet obsahu celkovych polyfenolt v kavovych extraktech byla po-
uzita kalibraéni kiivka s rozpoustédlem EtOH:H>O (80:20), pro pripravené vzorky

kavy kalibrace vodna.

17 H20
+ EtOH : H20 (80:20)

1,5

y = 3,3141x
13 R%=0,999
y = 3,0475x
11 R = 0,999

0,9

Al]

0,7
0,5
0,3
0,1

0,08 0,13 0,18 0,23 0,28 0,33 0,38 0,43 0,48
clg/l

Obr. 4.10: Kalibrac¢ni krivka stanoveni celkovych polyfenoli [g/]].
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Tab. 4.5: Koncentrace celkového obsahu fenolickych latek.

nazev smér. | c [g/l] | m CFL [g] smér. | ¢ [g/l] | m CFL [g]
vzorku odchylka na 100 g odchylka na 100 g
espresso | 1 | 0,2697 4,75 2,15 8 0,1402 4,34 1,86

moka | 2| 0,8692 5,23 3,74 9 0,3518 11,84 4,93
flip-drip | 3| 0,1090 4,03 3,36 10 | 0,1985 4,88 2,03

filker | 4| 0,1703 2,08 3,72 11| 0,2871 4,55 1,90
french | 5| 0,2233 2,35 4,20 12 | 0,1645 8,56 3,57
vacuum | 6 | 0,5537 1,51 3,87 13| 0,1723 8,37 3,59

turek | 7| 0,1504 1,78 4,46 14 | 0,1240 6,62 2,87
extrakt 0,1896 2,82 2,34

6,0000 m baristicky

W upravené poméry
4,9827
5,0000
4,4581
4,108
4,0000 3,787 3,7195 - 8 11, -
3,3570

= 30000 ~B6B0
£

2,0000 a 12,8609 0528 ,B8P61

1,0000 i

0,0000

espresso

moka

flip-drip filter

french press

vakupot

turek

Obr. 4.11: Srovnani obsahu polyfenolickych latek [g] na 100g kavy pripravenych

baristickymi metodami a pri upraveni pomért.

Pomoci FC reagentu byly analyzovany vzorky extrakti kavy a stanoveno mnoz-

stvi CFL na pramérnou hodnotu 2,34 g na 100 g kavy. Na zakladé dostupné lite-
ratury se hodnoty CFL pohybuji kolem 5 g na 100 g kdvy [14], takze z téchto dat

usuzujeme, ze vstupni surovina ma pomeérné nizky obsah fenolickych latek. Pri pri-

pravé kav baristickymi metodami byl nejvyssi obsah CFL stanoven v turecké kaveé, a

t0 4,46 g na 100 g kavy z divodu dlouhodobé extrakce kavy. Méné CFL v porovnani

s tureckou kavou obsahovala kava pripravena v moka konvicce, nejnizsi koncentrace
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CFL byla namérena u espressa (2,15 g na 100 g kdvy) a to pravdépodobné z duvodu
rychlé extrakce. Na zakladé vysledki lze usoudit, Ze nejvétsi vliv na CFL ma vyssi
tlak a doba kontaktu vody se zrny kavy. Vyznamné odchylky mutzeme pozorovat
u kavy filtrované oproti french press metodé (vzorky 11 a 12 v tabulce 4.11). Od-
chylky zptisobuje pravdépodobné vliv filtru, nebo ma mechanismus sitka vyraznéjsi
vliv na extrakci PF u upraveného poméru kavy a vody. Celkové Ize fici, Ze metoda na
stanoveni CFL neni prili§ robustni co se tyc¢e zmény pomérii, kromé moka konvicky

vychazi mnozstvi CFL na 100 g kavy ve vSech metodach hur.

4.3 Stanoveni vybranych makro prvki a mikro prvki

Vyhodnoceni mnozstvi vybranych mikro a makro prvki bylo provedeno pomoci ka-
librac¢nich krivek a to pro kazdy prvek zvlast. Pro vzorek espressa byla vytvorena
nova sada kalibraci s vodou jakozto slepym vzorkem. Grafické znazornéni kalibrac-

nich krivek se nachazi v prilozeném souboru ICP-OFES.zlsx na CD této prace.

Tab. 4.6: Zastoupeni makro a mikro prvkia v kavé a v espressu.

kava mleta P Mg | Ca | Na K

¢ [mg/]] 72 51 13 8 577
mg na lg kévy 1,81 1,28 [ 0,33 | 0,20 | 14,42
smér. odchylka [mg/1] | 0,10 | 0,06 | 0,15 | 0,03 | 0,66
espresso

¢ [mg/]] 129 | 110 | 55 | 20 | 2461

mg na 1g kavy 0,55 | 0,47 | 0,24 | 0,09 | 10,55

m [mg] na salek 39 | 33 | 1,7 | 06 73,8
smér. odchylka [png/l] | 6,18 | 16,60 | 8,95 | 34,26 | 507,29

kava mleta Zn Mn Fe Cu

¢ [mg/]] 0,2 1,0 1,2 0,5
m [pg| na 1g kavy 5,46 | 25,73 | 30,07 | 13,21
smér. odchylka [pg/1] | 0,08 | 0,90 | 0,59 | 0,76

espresso
¢ [mg/]] 0,083 | 083 | 043 | 0,053
m [pg| na 1g kavy | 0,357 | 3,54 | 1,82 | 0,226
m [pg| na sélek 25 | 248 | 128 | 1,6

smér. odchylka [pg/1] | 0,05 | 0,11 | 0,10 | 0,01
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Obr. 4.12: Mnozstvi makro prvku [mg] na 1 g kivy v kdvé a espressu.

0,035
H espresso
0,0301
0,03 ® mikrovinny rozklad zrn
0,0257
0,025
-
s
-©
3
a0 (0,02
-
[1+]
c
" 0,015 0,0132
E
£

Fe

0,01
0,0055 0,00354
0,005 !
0,00182
0,00036 i 0,00023
— N
Zn Mn Cu

Obr. 4.13: Mnozstvi mikro prvku [mg] na 1 g kdvy v kavé a espressu.

Nejvice zastoupenym majoritnim prvkem je draslik a to s koncentraci 577 mg/1,
po prepoc¢tu na navazku kivy 14,418 mg na 1 g kavy. Ostatni makroprvky jsou
obsazeny spiSe v fadu desitek mg/l, nejméné je tomu pak u sodiku (¢ = 8 mg/l).
Literatura uvadi, Ze prazena kava patii mezi potraviny s velmi vysokym obsahem
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drasliku, obsah drasliku v prazené kavé by se mél pohybovat okolo 18 000 - 20 000 mg
drasliku na 1 kg kavy. Kava pouzita v této bakalarské praci obsahuje nizsi mnozstvi
drasliku v porovnani s literaturou a to primérné 14 418 mg drasliku z divodu smési
kév z riaznych oblasti svéta (mnozstvi se méni v zavislosti na oblasti péstovani)
[38]. I presto, ze kava ma schopnost absorbovat mineralni latky z pouzité vody na
pripravu kavy, espresso vykazuje i tak mensi obsah drasliku nez v zrnkové kave.
Obsah drasliku v jednom salku espressa byl stanoven na 74 mg, coz odpovida asi
20 % doporucené denni dévky drasliku [19].

Co se tyce mikro prvki, byly vybrany ¢tyii zastupci prvka dilezitych pro me-
tabolismus lidského téla. Nejvyssi koncentraci v kdvé mélo Zelezo s koncentraci
1,203 mg/l, nejmensi zinek o koncentraci 0,219 mg/l. Nizsi mnozstvi vybranych
prvki v espressu miize byt zptisobeno nedostateénou extrakci z kdvovych zrn, u mé-
Feni mikro prvku bylo zaznamendno vyluhovani pouze 6 % z celkového obsahu mi-
kroprvki v zrnkové kavé do napoje. Lze tedy vidét, ze vétsinové mnozstvi mikro
prvki zustava v kavovém légru, transport mikro prvki ze zrn do extraktu ovliviiuje
predevsim nizsi afinita k latkam, které do napoje prochazi.

Kromeé drasliku by se dle literatury v kdvé mélo nachézet také 1,44 mg/g Ca,
2,13 mg/g Mg, 2,15 mg/g P, 0,084 mg/g Na, 0,01 mg/g Zn, 0,048 mg/g Fe, 0,005 mg/g
Cua 0,017 mg/g Mn [19]. Dle vysledku v tabulce 4.6 a 4.3 vysledky pfiblizné koreluji
s literaturou, odlisné hodnoty jsou pravdépodobné zpusobeny rozdilem ve vstupni

suroviné pro pripravu kavy.

4.4 Stanoveni vybranych organickych kyselin

Pomoci metody iontové chromatografie byla stanovena koncentrace kyseliny citré-
nové, jablecna, jantarova, mlécna, mravenci a octova ve vzorcich kavy. Koncentrace
organickych kyselin v kavé pripravené rtiznymi baristickymi zptsoby a metodami s
upravenymi pomeéry jsou ukazany na prikladu kyseliny citronové na obrazku 4.14.
Ostatni grafy jsou uvedeny v pfrilozeném souboru IC.zlsx na CD této préce.

Celkové zastoupeni kyselin a jejich porovnani mezi jednotlivymi baristickymi
metodami je znazornéno na obrazku 4.15, vliv jednotlivych metod je pak vyobrazen
na obrazku 4.16.
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Obr. 4.14: Obsah kyseliny citronové v kavé pripravené rtiznymi baristickymi meto-

dami a pomoci upravenych pomért.

Tab. 4.7: Koncentrace organickych kyselin v baristicky pripravené kave.

kyselina | citrénova | jableéna | jantarova | mlééna | mravenci | octova

espresso | ¢ [mg/l] 4282 357,1 503,4 376,9 385,9 381,6
smodch 13,71 24,74 18,81 38,10 39,89 27,39

moka | ¢ [mg/]| 447.8 420,8 599,8 4246 425.6 418,7

smodch | 105,52 106,09 157,53 120,20 | 113,71 | 120,14

flip ¢ [mg/]] 333,8 307,1 435,5 303,8 314,6 290,2
drip smodch 2,33 7,48 3,80 8,52 7,27 1,00
filter | ¢ [mg/]] 125,3 133,4 211,3 1270 133,2 135,7
smodch 10,32 8,62 7,94 6,94 7,44 10,98

french | ¢ [mg/l] | 144,5 153,1 232,1 | 1429 | 1476 | 152,0
press smodch 13,38 9,02 20,83 9,18 10,14 13,98
vacuum | ¢ [mg/]| 91,4 97,6 153.5 88,1 92,2 95,8
smodch | 14,51 13,52 23,74 | 12,04 | 14,13 | 1573

turek | c [mg/l] | 102,9 115,0 169,7 | 1043 | 1072 | 1101
smodch 3,92 6,65 8,83 6,74 6,86 5,65
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Obr. 4.15: Grafické znazornéni vlivu baristickych metod na mnozstvi organickych

kyselin.

Tab. 4.8: Koncentrace organickych kyselin v kdvé s upravenymi poméry pripravy.

kyselina | citrénova | jableéna | jantarova | mlééna | mravenci | octova

espresso | ¢ [mg/l] 385,5 375,0 518,1 358,1 366,8 368,8
smodch 8,64 17,16 28,29 19,29 14,46 11,37

moka | ¢ [mg/l] | 10289 1074,9 1357,9 1011,9 | 1007,7 | 984,1
smodch | 102,29 192,71 128,19 169,01 | 19547 | 178,50

fip | c[mg/]| 4213 416,7 592,3 | 3964 | 416,66 | 4432
drip smodch 61,54 74,41 97,98 70,49 75,27 60,57
filter | ¢ [mg/]] 403,9 416,1 588,8 390,7 403,0 401,7
smodch 46,73 35,12 86,01 40,67 33,78 49,93

french | ¢ [mg/]] 647,9 633,4 941,1 600,8 589,1 596,8
press smodch 19,81 30,31 21,63 12,13 8,64 16,96
vacuum | ¢ [mg/]| 612,7 627,2 920,6 581,1 578,8 580,5
smodch 84,24 64,16 52,61 37,13 39,59 40,84

turek | ¢ [mg/]] 568,6 5549 750,8 5217 520,6 530,6
smodch 60,47 48,75 217,49 21,25 20,35 28,43
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Obr. 4.16: Grafické znazornéni vlivu upravenych metod na mnozstvi organickych

kyselin.

Tab. 4.9: Hodnoty pH vzorku a celkové mnozstvi kyselin.

Baristické metody | Upravené poméry
c[mg/l] | pH |c[mg/l]| pH
espresso | 24331 5,37 2372,3 5,36
moka | 2737,2 5,41 6465,3 5,39
flip-drip | 19849 | 5,32 | 26864 | 5,21
filter 865,9 5,67 2604,2 5,39
french 972,1 5,63 4009,1 5,40
vacupot | 618,5 5,97 3901,0 5,37
turek 709,2 5,59 34471 5,46

Na zakladé tabulky 4.7 a grafu 4.15 muzeme Tici, Ze nejvyssi obsah kyselin ob-
sahuje kava pripravena pomoci moka konvicky a espresso, jejich extrakce je tedy
zavisla na vyssi teploté a tlaku. Dle literatury se priumeérny obsah kyseliny citronové
v kavé pohybuje kolem 460 mg/l, ¢emuz odpovida kava z moka konvicky (447,8
mg/1). Koncentrace kyseliny octové by se méla pohybovat kolem 225 mg/l (v této
BP 418,7 mg/1), kyselina mlééna by méla dosahovat koncentrace az 300 mg/1 (v této
BP 424,6 mg/l1), kyselina jablecna 137 mg/1 (v této BP 420,8 mg/1) [39]. Rozdilné
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koncentrace organickych kyselin ve vzorcich v porovnani s literaturou jsou zptusobeny
smeési dvou odrud kavy, typem prazeni kavy a technologii zpracovani zrn. Nejvyssi
uroven kyselosti maji kavy promyté a to z divodu fermentace ve vodé a brzkého
odstranéni kavové duziny.

I presto, ze se v literature udava majoritni podil kyseliny citrénové a kyseliny
jable¢éné [39], zde v této préaci byla stanovena nejvyssi koncentrace v kavé u kyseliny
jantarové. Pomoci moka konvicky byla stanovena koncentrace kyseliny jantarové
599,8 mg/l, nejméné je pak pravé kyseliny jable¢né a to v koncentraci 420,8 mg/1.
Nejnizsi obsah vsech stanovenych kyselin se objevil ve vzorku z vacuum potu, zde
byla koncentrace kyselin kolem 100 mg/l, nejvyssi koncentraci méla opét kyselina
jantarova o koncentraci 153,5 mg/1.

Pri upravenych pomeérech kavy a vody, tak aby se daly metody spolu srovnat,
miizeme pozorovat vysoky nartst kyselin v moka konvicce, zde se dostaly hodnoty
kyselin az na koncentraci kolem 1000 mg/l, u kyseliny jantarové az 1357,9 mg/l.
Trend zastoupeni jednotlivych kyselin ztistava priblizné stejny, hlavni zménou je ale
poradi vlivu pripravy kavy. Vyssi teploty, aplikovana sila na pist sitka a delsi doby
extrakce maji vyrazny vliv na mnozstvi kyselin, nejhorsich vysledku tak dosahuje
espresso, filter a flip-drip. Dle literatury jsou idealni podminky pro extrakci 94 °C,
extrakce po dobu 5 min a jemné namletd kdva (¢im vétsi plocha ¢astic, tim lepsi
extrakce), coz se potvrdilo u Moka konvicky, kde je stala vysoka teplota po celou
dobu extrakce [39].

Nejvyssi koncentraci organickych kyselin sice obsahuje kava pripravena pres
moka konvicku, nicméné nejvétsi hodnotu kyselosti, tedy nejnizsi pH ma konvicka
flip-drip (5,32). Stanvené kyseliny v této praci totiz nejsou jediné, které se ve vzorku
nachazeji. Kava ma celkem tricet riznych vyznamnych kyselin, které mohou déle
snizit celkovou hodnotu pH kavy. Dalsim divodem mtze byt jesté nedplnéd disoci-
ace karboxylovych kyselin, hodnota pH totiz zavisi na schopnosti disociace molekul

v roztoku.

4.5 Stanoveni aromatickych latek

Pomoci plynové chromatografie byly analyzovany pripravené vzorky kavy, a dle do-
stupné knihovny byly z chromatogramu (ukazka na obrazku 4.17) vybrany nejprav-
dépodobnéjsi latky k danym retenc¢nim castiim. V jednom vzorku kavy se nachazi
vice nez 60 ruznych aromatickych latek, zde byly do souhrnu (tabulka 4.10) vybrany

senzoricky vyznamné a nejvice zastoupené slouceniny.
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Tab. 4.10: Procentudlni zastoupeni vybranych aromatt v kavé dle baristickych me-
tod.

espresso moka flip-drip filter french vacu turek

pyridin 7 9.4 8,09 11,58 10,43 11,63 8,76
pyrimidin 0,25 0,42 0,23 0,27 0,25 0,23 -
derivaty pyrazinu 13,94 14,35 12,1 13,27 13,06 12,03 11,27
methylpyrazin 4,58 5,95 4,73 3,4 4,84 2,99 4.3
aceton 1,16 1,37 1,29 0,85 0,78 0,78 0,76
hydroxyaceton 0,2 0,26 0,19 - 0,11 - -
furfural 6,81 7,39 7,03 6,48 6,57 6,36 6,87
pyrrol 0,5 0,45 0,31 0,55 0,46 0,41 049

furfuryl acetat 12,81 9,72 7,69 11,79 11,66 11,58 12,45
furfuryl alkohol 14,72 16,9 18,63 1458 144 13,88 13,36

mentonmenthene 0,23 0,15 - 0,15 0,19 0,17 0,17
acetyl furan 2,67 2,78 2,6 2,4 2,34 2,2 2,4
methyl furfural 8,7 8,48 8,87 7,38 7,44 6,94 7,15
furfuryl furan 1,43 0,86 0,83 1,09 1,35 1,14 1,87
furfuryl pyrrol 2,11 1,2 2,81 2,22 2,39 2,32 275

furfurylmethylsulfid 1,54 0,92 0,96 1,32 1,57 1,3 1,94
furfurylmethanoate 1,31 0,43 0,31 0,55 0,26 0,41 0,27
formylmethylpyrrol 1,88 1,76 1,96 1,66 1,61 1,61 1,58

acetyl pyrrole 2,67 1,15 1,48 0,94 0,86 0,78 0,81
furfurylether 0,43 0,25 0,63 0,38 0,4 0,39 0,4
fenol 0,71 0,68 0,94 0,68 0,69 0,66 0,59
methoxyfenoly 3,65 3,89 7,1 4,74 4.8 476 4,54
HMF 047 034 08 084 08 14 1,49
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Tab. 4.11: Procentudlni zastoupeni vybranych aromatickych latek v kavé s uprave-

nymi pomery.

espresso moka flip-drip filter french vacu turek
pyridin 7 8,3 8,86 8,71 6,2 9,34 8,13
pyrimidin 0,25 0,21 0,35 0,38 0,32 0,38 0,28
derivaty pyrazint 13,94 15,7 13,24 14,82 16,52 15,16 15,21
methylpyrazin 4,58 3,85 5,07 5,18 543 571 434
aceton 1,16 0,95 1,33 098 196 1,27 0,88
hydroxyaceton 0,2 - 0,24 - 0,48 0,25 -
furfural 6,81 3,92 6,56 5,75 4,08 6,96 3,9
pyrrol 0,5 1,78 0,43 0,46 044 0,3 0,46
furfuryl acetat 12,81 13,35 9,7 14,03 9,56 12,8 13,26
furfuryl alkohol 14,72 13,34 17,37 14,31 1297 16,46 13,36
mentonmenthene 0,23 - - 0,2 - - 0,26
acetyl furan 2,67 2,31 2,58 2,76 244 2,8 2,34
methyl furfural 8,7 6,78 8,81 8,74 6,86 887 6,69
furfuryl furan 1,43 1,99 0,71 1,41 1,69 - 1,62
furfuryl pyrrol 2,11 2,02 2,66 1,92 1,71 1,2 1,93
furfurylmethylsulfid 1,54 1,7 0,88 1,63 1,76 - 2,36
furfurylmethanoate 1,31 1,78 0,39 1,58 1,4 1,43 1,01
formylmethylpyrrol 1,88 1,83 2,04 1,94 1,74 187 1,79
acetyl pyrrole 2,67 1,4 1,48 092 1,76 1,26 1,21
furfurylether 0,43 0,45 0,62 0,4 0,47 0,3 0,49
fenol 0,71 0,91 0,95 0,61 089 0,74 0,86
methoxyfenoly 3,65 5,3 5,81 4,33 428 429 49
HMF 0,47 0,12 0,28 0,25 0,00 0,26 0,09

Dle srovnéni jednotlivych aromatickych latek na obrazku 4.18 a v tabulce 4.10 je
patrné, ze nejvetsi zastoupeni ma furfuryl alkohol, furfuryl acetat a soucet vSech de-
rivatl pyrazini a to ve vSech typech zptisobu pripravy. Mezi procentualnim obsahem
latek jsou mirné rozdily, nicméné trend zastoupeni zlistava zachovan i po upraveni
pomeért kavy a vody. Furfuryl alkohol byl detekovan v nejvyssim mnozstvi v kavé
pripravené ve flip-drip konvicce (18,63 %) a moka konvic¢éce (16,9 %) pravdépodobné
z dtivodu napateni kavovych zrn pred samotnou extrakci. Dle literatury by mél byt
nejvice zastoupen pravé furfuryl acetat a furfuryl alkohol, coz souhlasi s vysledky
ziskanymi v této BP [40]. Methylpyrazin a furfural by mély byt zastoupeny také ve
vétsim mnozstvi, obsah se ale lisi v zavislosti na prazeni kdvy (¢im méné prazend

kéva, tim vétsi obsah).
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Pri srovnani metod mezi sebou se obsah aromatickych latek v kavé prilis ne-
lisi, nejvétsi rozdil tvori vacuum pot, kde se mnozstvi aromatickych latek vyrazné
zménilo oproti baristické metodé (z nejmensiho mnozstvi po nejvétsi). Mnohem vice
vétsiny aromatickych latek dostaly z kavy upravené poméry a kava ziskala zajima-
véjsi profil i po senzorické strance. Celkové je pak nejméné téchto aromatickych latek
v napoji pripraveném technikou french-press.

Hydroxymethylfurfural (HMF) jakozto potencidlni karcinogen je v prazené kave
obsazen v mnozstvi 300 - 2900 mg HMF na kg kavy, jako limitni hranice pro posou-
zeni zdravotniho rizika byla stanovena hodnota 8,57 mg HMF /den u osob s vysokou
spotfebou [41]. Do napoje se dostava (dle obrazku 4.18) jen malé mnozstvi HMF
(prumérné 0,88 %), nejvice pak bylo detekovano v turecké kave (1,49 %). Z vy-
sledki 1ze usoudit, ze metoda pripravy kdvy nemd vyznamny vliv na obsah HMF

v pripravené kave.
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Zaveér
Cilem této prace bylo analyzovat vzorky kav pripravené rozdilnymi baristickymi
metodami pomoci techniky HPLC, GC, IC, ICP-OES a MAS v UV-VIS oblasti.

Teoreticka cast prace se zaméruje na obecné znalosti péstovani rozdilnych od-
rud kavovniku, technologii zpracovani kavy, ale také na znamé metody baristickych
priprav kavy. Druhd cast teoretické prace se zaméruje na chemické slozeni kavy
a popisuje vybrané slouceniny, které byly posléze v ramci experimentalni ¢asti ana-
lyzovany. Na zavér teoretické ¢asti jsou popsany principy analytickych metod, které
byly v ramci této prace vyuzity.

V experimentélni ¢asti bylo cilem nejprve podrobit metodu HPLC validaci a po-
sléze urc¢it v redlnych vzorcich baristicky pripravené kdvy mnozstvi kofeinu a akry-
lamidu, promérit a zjistit celkovy obsah fenolickych latek pomoci MAS, provést
kvantitativni analyzu makro a mikro prvkia pomoci techniky ICP-OES, stanovit
vybrané organické kyseliny pomoci iontové chromatografie a stanovit procentualni
zastoupeni aromatickych latek pomoci plynové chromatografie.

Na zakladé prométenych dat mizeme Tici, Ze na obsah sledovanych latek v kavé
ma vliv zvyseni teploty, tlaku a doby extrakce, takze ve vétsiné méteni byla ve velké
vyhodé kava pripravena pres moka konvicku. Z hlediska ¢asové a uzivatelské naroc-
nosti byla nejvyhodnéjsi ptiprava espressa, nicméné pokud je konzument ochoten
vénovat pripravée své kavy cas, je z hlediska obsahu sledovanych latek vyhodnéjsi
vybrat jinou metodu pripravy. Naopak navzdory komplexni piipravé byl stanoven
nizky obsah veskerych sledovanych latek v kavé z vaccum konvicky. Metoda pri-
pravy ma pomérné vysoky potencidl a dle vysledki muzeme fici, Ze je vyhodnéjsi
konzumace s upravenymi poméry oproti klasické baristické pripravé.

Po porovnani vysledki lze Tici, ze obsah sledovanych latek v kavé byl v porovnani
s literaturou odlisny, na chemické slozeni ma tedy vliv prilis mnoho aspektti a do
budoucna je pro jednotlivé metody vhodné promeérit vice proménnych u jednotlivych
baristickych priprav. Déle by se tato prace dala rozsitit o pozitivni a negativni vliv
pouzité metody pripravy kavy na antioxidacni aktivitu kavy a vice se zamérit na

vliv rtizného prazeni, druhu kévy, metody zpracovani a rozdilny ptivod zrn.
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Seznam zkratek

ACN
CFL
CMI
DAD
EtOH
FC
GC
HMF

HPLC

HS-SPME-GC-MS

IC
ICP

ICP-OES

LOD
LOQ
MAS
MS

OES

SIM

Acetonitril

Celkové fenolické latky

Cesky Metrologicky Institut

Diode array detector (detektor diodového pole)
Ethanol

Folin-Ciocalteu

Gas Chromathography (plynova chromatografie)
Hydroxymethylfurfural

High-performance Liquid Chromatography (vysokou¢inna

kapalinova chromatografie)

Headspace Solid-phase Microextraction coupled to gas
hromatography—mass spectrometry (mikroextrakce tuhou
fazi v kombinaci s plynovou chromatografii a hmotnostnim

spektrometrem)
Ion Chromatography (iontova chromatografie)
Inductively Coupled Plasma (indukéné vazané plazma)

Inductively Coupled Plasma with Optical Emission
Spectroscopy (indukéné vazané plazma v optickém emisnim

spektrofotometru)

limit of detection (limit detekce)

limit of quantification (limit kvantifikace)
Molekulova absorpc¢ni spektrometrie

Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Optical Emission Spectroscopy (opticky emisni

spektrofotometr)

Slovak Institute of Metrology
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