UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Katedra analytické chemie

ANAEROBNiI FERMENTACE A SLEDOVANI ZMEN
V PROFILU CHLOROGENOVYCH KYSELIN
V KAVARENSKEM ODPADU

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Bc. Marie Bobkova

Studijni obor: Analyticka chemie

Vedouci prace: doc. RNDr. Petr Bednar, Ph.D.
Konzultant prace: RNDr. Lukas Kucera, Ph.D.

2019 Olomoouc



Prohlaseni:

Prohlasuji, Zze jsem zavéreCnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
pfedlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby ma prace byla zpfistupnéna v knihovné Katedry analytické
chemie Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a v informaénim systému

Univerzity Palackého v Olomouci.

V OIOMOUCI ANE .o e e



Podékovani:

Rada bych podékovala katedfe analytické chemie, Ze mi zde umozZznila zpracovavat
mou diplomovou praci. Mému vedoucimu doc. RNDr. Petrovi Bednafovi, Ph.D. a
konzultantovi RNDr. LukaSovi Kucerovi, Ph.D. dékuji za odborné vedeni, cenné rady,
pfipominky, a pfedevsim trpélivost a ochotu. Za elementarni analyzu kavarenského odpadu
dékuji pracovnikim Katedry anorganické chemie, PFF UP. Nakonec bych chtéla podékovat

celé mé rodiné a partnerovi, ktefi mé po celou dobu mého studia podporovali.

2



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni studenta: Bc. Marie Bobkova

Nazev prace: Anaerobni fermentace a sledovani zmén v profilu chlorogenovych kyselin

v kavarenském odpadu

Typ prace: diplomova

Pracovisté: Katedra analytické chemie

Vedouci prace: doc. RNDr. Petr Bednar, Ph.D.

Konzultant: RNDr. Lukas Kucera, Ph.D.

Anotace:

Bé&hem anaerobni fermentace dochazi ke vzniku bioplynu a kapalného podilu - digestatu.
Cilem této prace bylo optimalizovat anaerobni fermentaci kavarenského odpadu
v laboratornim méfitku a diskontinualnim provedeni. Vyznamnym parametrem optimalizace
byl pomér obsahu kavarenského odpadu a vepfové kejdy, pouzité jako vhodny ko-
fermentacni substrat. Chemické slozeni plynné faze v reaktoru pfi anaerobni fermentaci
bylo sledovano pomoci plynové chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem
(GC/MS). Vznikly digestat byl analyzovan vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
s hmotnostnim spektrometrem (HPLC/MS). Experimenty potvrdily vyznamny ubytek
chlorogenovych kyselin (vyznamnych polyfenolickych latek charakteristickych pro kavu a

kavarensky odpad) v priibéhu anaerobni fermentace.

Kli€ova slova: anaerobni fermentace, chlorogenova kyselina, kavarensky odpad,

chromatografie, hmotnostni spektrometrie

Pocet stran: 70

Pocet pfiloh: 0

Jazyk: Cestina



Bibliographical identification:

Author’s first name and surname: Bc. Marie Bobkova

Title: Anaerobic fermentation and analysis of chlorogenic acids profile in waste from coffee
preparation

Type of thesis: Master’s

Department: Department of Analytical Chemistry

Supervisor: doc. RNDr. Petr Bednaf, Ph.D.

Consultant: RNDr. Lukas Kudcera, Ph.D.

Annotation:

During anaerobic fermentation biogas and a liquid fraction — digestate is produced. The aim
of this thesis was to optimize anaerobic fermentation of coffee waste in laboratory scale and
discontinual design. The ratio of content of coffee waste and a pork slurry used as suitable
co-fermentation substrate appeared to be important parameter for gasification and was
optimized. The chemical composition of the gas phase in the reactor during anaerobic
fermentation was monitored by gas chromatography with detection by a mass spectrometer
(GC/MS). The formed digestate was analyzed by high performance liquid chromatography
with mass spectrometric detection (HPLC/MS). The experiments confirmed significant
decrease of chlorogenic acids (significant polyphenolic substances characteristic for cofee

and coffe waste) during anaerobic fermentation.

Keywords: anaerobic fermentation, chlorogenic acid, coffee waste, chromatography, mass

spectrometry

Keywords: anaerobic fermentation, chlorogenic acid, waste from coffee preparation,

chromatography, mass spectrometry

Number of pages: 70

Number of appendices: 0

Language: czech



Obsah

I 017 Y OO PO OSUO T 7
2. TeoretiCkA CASL .............ooiiiii et 8
2.1. Anaerobni fermentace pro ziskani bioplynu ..o 8
2.1.1. Parametry anaerobni fermentace ..o 9
2.1.2. Analyza procesu anaerobni fermentace a chemické sloZeni digestatu......................... 12

2.1.2.1. VyuZziti chromatografickych metod pfi studiu anaerobni fermentace a sloZeni

oo T= = | PR 13

2.2. Kava — historie, sloZeni, zpracovani @ VyUZiti............ccccccvviiiiiii i 14
2.2.1. Zpracovani KAVOVYCN ZIN ....cooooiiiiii 16
2.2.2. PHPrava KAvy ... 18
2.2.3. Chemické sloZeni kavovych zrn, kdvy a odpadu vznikajiciho pfi jeji pfipravé............... 21
2.3. ChlorogenoVveé KYSEIINY ......ccooiiiiiiieeeeeee e 24
2.3.1. Analyza chlorogenovych KysSelin...........cooooiii 28

3. Experimentalni CASt..............oooiiiiiii s 30
3.1. P¥istrojové vybaveni a laboratorni material ...............ccccooviiiii i 30
3.2, CheMIKAIIE ..o 31
3.3, PracoVNi POSIUPY ....covviiiiiiiii e 32
3.3.1. Charakterizace Materialu ............oooiuiiiiiiiei e 32
3.3.2. Optimalizace poméru vstupnich surovin pro dosazeni methanogeneze ....................... 33

3.3.3. Analyza slozZeni plynné faze a vzniklého digestatu v pribéhu hlavniho fermentaéniho

L= 01T (10 1= 1 U PSPt 34

3.4. VYsledKy @ dISKUZE........cuuiiiei e 36
3.4.1. Charakterizace Materialu ............ooiiuiiiiiiiiiii e 36
3.4.2. Volba vhodného slozeni organického substratu pro hlavni fermentacni experiment.....37
3.4.3. Analyza slozeni plynné faze pfi hlavnim fermentacnim experimentu.......................... 40
3.4.5. Analyza slozeni digestatu a zmén profilu chlorogenovych kyselin............................. 51

A, ZAVEY ... 63
B LIEEIALUIA ..ottt bttt b e bbbt et b et ea et b 64



Zkratky

AD
ATR
CGA
CGL
CQA
DAD
DESI
di-CQA
ESI
FID
FQA
GC
GCxGC
HPLC
HPTLC
LC

MF

MS
MS/MS
NIRS
NMR
p-CoQA
PTFE
RT

SF
SPE
SPME
TCD
TIC
TOF
UVIVIS
VL

anaerobni digesce

atraktylosidové derivaty

chlorogenové kyseliny

laktony chlorogenovych kyselin
kyselina kaffeoylchinova

detektor diodového pole

desorpéni elektrospre;j
dikaffeoylchinova kyselina

ionizace elektrosprejem

plamenovy ioniza¢ni detektor

kyselina feruloylchinova

plynova chromatografie
dvourozmérna plynova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna chromatografie na tenké vrstvé
kapalinova chromatografie

mobilni faze

hmotnostni spektrometr

tandemova hmotnostni spektrometrie
blizka infraCervena spektroskopie
nuklearni magneticka rezonance
kyselina p-kumaroylchinova
polytetrafluorethylen

retenéni Cas

kyselina p-kumaroylchinova

extrakce tuhou fazi

mikroextrakce tuhou fazi

tepelny vodivostni detektor

celkovy iontovy proud

analyzator doby letu

spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti

vlaknina



1. Uvod

Anaerobni fermentace, jinak také anaerobni digesce (AD), je proces rozkladu
organické hmoty bez pfistupu kysliku, pfi kterém dochazi ke vzniku plynu a kapalného
(nebo smési kapalného a pevného) podilu (digestatu) s urcitymi viastnostmi. Takovyto
digestat je bohaty na dusik a pokud v ném nejsou pfitomny toxické slozky, mlize byt
vyuzivan v zemédélstvi jako hnojivo. Vyrabény, tzv. surovy, bioplyn se sklada pfiblizné
Z 65 % CHa4, 35 % CO- a ze stopovych plynu jako je H.S, Hz a N2. AD je vhodny prostfedek
pro ekologické zpracovani odpadu za soufasného ziskani levné elektrické a tepelné
energie. Tohoto procesu vyuZivaji bioplynové stanice, kde jako vstupni material se
pouzivaji nejriznéjSi organické substraty jako jsou kaly z Cistiren odpadnich vod, hnj
z chovu dobytka a potravinové odpady. Casto se u AD pouziva ko-digesce, kdy dochazi
k AD dvou organickych substratu. Ko-digesce obvykle zvySuje vytézky methanu.

Kavarensky odpad je potravinovy odpad, ktery by mohl byt vyuzit jako organicky
produkce odpadu s ni souvisejici. Na chemické slozeni kavy ma vliv nékolik faktort, mezi
které patfi puvodni sloZeni zelené nezralé kavy, tedy odrida kavovniku (genetické vlivy),
na sezéné sklizné (klimatické vlivy) a zemépisném plvodu. Déale na zpracovani pred a po
sklizni, pfitomnosti vadnych bob( a stupni zralosti. Dal$i velmi dulezity faktor je tepelny
profil, ktery se pouzije b&hem procesu prazeni, kdy se méni profil chlorogenovych kyselin
(CGA) a produkty jejich tepelné pfemény zplsobuji hofkou chut.

Chlorogenové kyseliny jsou estery kyseliny kavové a kyseliny chinové. Jako
nejznaméjSi CGA se uvadi 5-kaffeoylchinova kyselina (5-CQA), protoze je z CGA nejvice
zastoupena. Kromé kavy, kde jsou CGA bohaté zastoupeny, se dale vyskytuji napf.
v bramborach, Svestkach nebo zeli. CGA vykazuji fadu pozitivnich ucink(. Pusobi proti
obezité, antidiabeticky, antihypertenzné a antimikrobialné. Kavové semeno chrani pred UV
zarenim, mikrobialnimi infekcemi a bylozravci.

Cilem této prace bylo optimalizovat AD pro zplyfovani kavarenského opadu
v laboratornich podminkach (v mikroméfitku) v diskontinualnim uspofadani. Prostudovat
slozeni plynné faze v reaktoru béhem fermentace, zejména s ohledem na vznik methanu,
pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, a zmény v zastoupeni
chlorogenovych kyselin (jako charakteristickych zastupcu polyfenolickych latek pfitomnych
v kavé) v digestatu béhem zplyfiovani pomoci spojeni kapalinové chromatografie

s vysokorozliSujicim tandemovym hmotnostnim spektrometrem.



2. Teoreticka cast

2.1.  Anaerobni fermentace pro ziskani bioplynu

Anaerobni fermentace je proces rozkladu organické hmoty bez pfistupu kysliku.
Probiha napfiklad v bazinistich, na dné jezer nebo na skladkach komunalniho odpadu.
Tento biochemicky rozklad organické hmoty je v dneSni dobé& hojné vyuzivan v
bioplynovych stanicich. Jinym nazvem tohoto procesu je anaerobni digesce (AD) [1].

Anaerobni fermentaci dochazi ke vzniku plynu a kapalného (nebo smési
kapalného a pevného) podilu (digestatu) s ur€itymi vlastnostmi. Vyhodou AD je, Ze proces
probiha v systému oddéleném od okolniho prostfedi, tedy nedochazi ke ztratam zivin a
oproti volnému skladkovani a kompostovani se zabrani ztratam dusiku v rozsahu 20-40 %.
Rozdily mezi aerobni a anaerobni fermentaci jsou ukazany na rozkladu glukézy (rov. 1-2).
B&hem AD dochazi k uvolnéni dostatku energie, aby se udrzel optimalni stav systému pro
jeji plynuly pribéh. Je to diky tomu, Ze tato uvolnéna energie je schopna udrzet optimalni
teplotu. Takovyto digestat je bohaty na dusik a pokud v ném nejsou pfitomny toxické slozky,
muZze byt vyuzivan v zemédélstvi jako hnojivo. Vyrabény bioplyn se sklada pfiblizné z 65 %
CHa,, 35 % CO; a ze stopovych plynt jako je H,S, H, a N2. [2-4]. Bioplynu o takovémto
procentualnim slozeni methanu a oxidu uhli¢itém se Fika surovy a pro dalSi vyuziti ho je
nutné precistit. Mezi metody precisténi bioplynu patfi fyzikalni a chemicka adsorpce,

biologicky rozklad, molekularni sita (filtry), membranové separace apod. [5, 6].

Aerobni fermentace

CeH1206 + 6 O —»6 CO; + 6 H,O + odpad + tepelna energie 1)
1 kg 0,53kg 0,72kg 0,40kg 0.41kg 6360 kJ

Anaerobni fermentace

CeH1206 —» 3 CH4 + 3 CO; + odpad + tepelna energie (2)
1 kg 0,25kg 0,69kg 0,06 kg 0,38 kJ

AD je vhodny prostfedek pro ekologické zpracovani odpadu za soucasného
ziskani levné elektrické a tepelné energie. Bioplynové stanice rozliSujeme na zemédélskeé,
odpadni a primyslové [4]. Jako vstupni material do bioplynovych stanic se pouzivaji
odpadni vody a surové kaly, které délime na komunaini (z €istiren odpadnich vod), a surové
kaly pramyslové a zemédélskeé [7].

Proces biodegradace anaerobni fermentaci zahrnuje Ctyfi kroky, a to hydrolyzu,
acidogenezi, acetogenezi a methanogenezi. Na pocCatku celého procesu se

vysokomolekularni organické latky (lipidy, poly/oligosacharidy, bilkoviny) hydrolyzuji



fermentaCnimi bakteriemi na mensi molekuly, jako jsou mastné kyseliny, mono/disacharidy
a aminokyseliny. V nasledné fazi (acidogenezi) dochazi k dalSi degradaci na tékavé
kyseliny (napf. acetat, propionat a butyrat) a k tvorbé vedlejSich produktl (napf. NHs, CO»
a H2S). Organické substraty produkované pfi acidogenezi jsou dale traveny bakteriemi na
acetat, H,, CO, (acetogeneze). V poslednim kroku jiZ dochazi k produkci methanu a oxidu

uhli¢itého za pomoci methanogennich bakterii (Obr. 1) [7, 8].

ORGANICKY MATERIAL
(lipidy, sacharidy, bilkoviny)

Hydrolyza l

ROZPUSTNY ORGANICKY SUBSTRAT
(mastné kyseliny, glukdza a aminokyseliny)

Acidogeneze l

. MEZIPRODUKTY
(tekavé kyseliny, NHs, CO5 a H»5)

Acetogeneze l

Acetat, H;, CO»

Methanogeneze l

CH., CO,

Obr. 1: Schéma anaerobni fermentace.

2.1.1. Parametry anaerobni fermentace
AD potravinového odpadu je komplexni proces, béhem kterého by mélo dochazet

k rozkladu vSech organickych latek v jednostupnovitém systému [8]. Coz znamena, zZe
fermentacni proces probiha v jednom prostfedi, v nadobé, fermentoru. Naproti tomu
vicestupnovité systémy probihaji ve dvou a vice spojenych fermentorech [9]. Dvoustupriové
systémy vétSinou zahrnuji dva reaktory. V prvnim dochazi k okyseleni, ziskany vyluh poté
putuje do reaktoru druhého, kde uz probiha methanogeneze [10].

AD je atraktivni metoda zpracovani odpadl, nebot dokaze vyuzit velké portfolio
zemédélskych a primyslovych odpadu, které v sobé& obsahuji vysoké mnozZstvi snadno
biologicky rozlozZitelného materialu. Nicméné v pribéhu celého procesu muze dojit

k rdznym problémum jez maji za nasledek nizké vytézky methanu a nestabilitu AD [9]. Mezi



nejvyznamnéjsi parametry ovliviujici methanogenezi patfi teplota, koncentrace tékavych
mastnych kyselin, obsah NHs, pomér obsahu uhliku a dusiku (C/N), pH, obsah stopovych
prvkd (Zn, Fe, Mo, Cu, Al atd.) a makroelementl (Na, K, Mg) [8].

Teplota je jednim z nejdllezitéjSich parametrt ovliviiujicich AD, protoze nejen, ze
ovliviiuje aktivitu enzym0 a koenzymu, ale ma velky vliv na mnozstvi produkovaného
methanu a kvalitu digestatu. Obecné plati, Ze anaerobni bakterie mohou rist pfi
psychrofilnich (10-30 °C), mezofilnich (30-40 °C) a termofilnich (50-60 °C) podminkach.
Vyhodami termofilnich podminek je vy3&i rychlost metabolismu, vySsi stupen destrukce
patogenll a vySSi produkce bioplynu. Bylo také prokazano, Ze vyroba bioplynu
v podminkach s termofilni teplotou (55 °C) byla vice nez dvojnasobna nez u podminek
psychrofilnich (15 °C). Uginnost organické degradace dusiku a asimilace fosforu (ktery je
rovnéz pro AD vyznamnym prvkem) se navic zvysSila s teplotou. Z termodynamiky vyplyva,
ze vyS8Si teplota je pfinosem pro endergonické reakce (napf. rozpad propionatu na acetat,
CO2, Hy), ale neni pfizniva pro exergonické reakce, jako jsou hydrotrofni reakce a
methanogeneze [8]. Teplota by navic mohla ovlivnit pasivni oddéleni pevnych latek, u nichz
je prokazano, ze je lepsi v termofilnich nez psychrofilnich podminkach. Je to z dGvodu, ze
pfi vysoké teploté a nizké viskozité je vysoka aktivita bioplynu (flotace a produkce plynu),
coz napomaha procesu separace [11]. Ackoli jsou zde znacné vyhody termofilnich
podminek, je tfeba vzit v ivahu i nevyhody termofilniho procesu. Termofilni proces je citlivy
na vykyvy teploty a lehce mize nastat selhani a zastaveni celého procesu. Narlst teploty
za den nesmi byt vétSi nez 1 °C a zaroven nesmi byt niz§i nez 0,6 °C. Nedavny vyzkum
navic ukazal, ze celkova rychlost solubilizace potravinového odpadu byla vyznamné nizsi
pfi termofilnich podminkach nez pfi mezofilnich. Z tohoto divodu se mezofilni podminky
jevi jako nejstabilngjsi a nejvhodnégjsi [8, 12, 13].

Semitékavé kyseliny, zejména kyselina octova, propionova, maselna a valerova,
jsou produkty vznikajici béhem AD organickych odpad(l. Obecné Ize pfedpokladat, ze
tékavé mastné Kkyseliny vyrobené v anaerobnim procesu mohou byt nakonec
transformovany na CHs a CO; pomoci syntetickych acetogennich a methanogennich
bakterii. AvSak tékavé mastné kyseliny mohou pfi vysokém organickém zatizeni byt
v reaktoru nahromadény, coz vede ke snizeni pH a dokonce k selhani anaerobni digesce.
Ze uvedenych Ctyf kyselin hraji dominantni roli v produkci bioplynu kyselina octova a
kyselina propionova, a jejich koncentrace mize byt pouzita jako jeden z ukazatel( prabéhu
anaerobni digesce. Pokud je pomér kyseliny propionové ke kyseliné octové vyssi nez 1,4
nebo koncentrace kyseliny octové vy3$Si nez 0,8 g/l, vede to k selhani anaerobni digesce a
cely proces se ukonci. Sledovanim tohoto poméru Ize i ur€it, kdy se AD ukongi [8].

Jak jiz bylo uvedeno, tékavé mastné kyseliny urCuji pH, které je jednim
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pro své mnozeni. Napf. kvasinkové bakterie se mnoZzi v 8ir§im rozsahu pH 4,0-8,5, zatimco
rozsah 6,5-7,2 je pfiznivy pro rdst methanogent [8]. Pfi nizkém pH jsou hlavnimi t&ékavymi
mastnymi kyselinami kyselina octova a kyselina maselna, protoZze pfi pH 6 pfevladaji
bakterie Clostridium butyricum, které produkuji hlavné butyrat, acetat, oxid uhli€ity a vodik.
Zatimco kyselina octova a kyselina propionova hraji dominantni roli, kdyZ je pH 8,0, kdy
pfeviadaji bakterie Propionibacterium, které tvofi acetat, propionat a oxid uhliity
z glukozy [14].

Vykon AD je vyznamné ovlivnén pomérem C/N. Pro AD je nutno dosahnout
vhodného poméru C/N, protoZze anaerobni bakterie potfebuji pro svlj optimalni rast
pfiznivou rovnovahu Zivin, stejné jako udrzitelné stabilni prostfedi. Obecné se da fict, Ze
pomér C/N mezi 20-30:1 je pro AD optimalni [8, 12, 15]. Zaroveh je nutné drzet obsah
amoniaku v prubéhu AD pfi nizkych hodnotach, aby nedochazelo k inhibici &innosti
mikroorganismu. Napfiklad pfi zvySeni koncentrace amoniaku na hodnoty 1,7-14 g/l dojde
az k50 % snizeni vytézku methanu [13]. Toto rozmezi je pomérné vysoké, protoze
koncentrace amoniaku pro zplUsobeni inhibice je zavisla na sloZeni organickych substrat(,
typu reaktoru, vnéjSimu pfidavku slou€enin a podminkach prostiedi [16].

Na, K a Mg puUsobi jako antagonisti inhibice amoniaku, kdy toxicita jednoho iontu
je snizena pfitomnosti jiného iontu [13]. Stopové prvky hraji dulezitou roli v syntéze enzymu
a zachovani enzymové aktivity. K inhibici dochazi, pokud jejich koncentrace by byla pfili§
vysoka [8].

Odpad potravinarského primyslu se jevi jako vhodna vstupni surovina pro
anaerobni digesci za ucelem vyroby methanu. AvSak v dlouhotrvajicim procesu nejsou
ziviny a pomér C/N trvale ve vhodném rozmezi. Zatimco napfiklad stopové prvky (Zn, Fe,
Mo atd.) jsou v nedostateéném mnozstvi, makroelementy (Na, K atd.) jsou v pfebytku
[8, 15].

Aby se zabranilo této inhibici a pfekonaly se nevyhody v pouziti potravinového
odpadu, byla provedena ko-digesce potravinového odpadu s jinymi organickymi substraty,
jako je odpadni voda, splaskovy kal, hnlj hovéziho dobytka nebo zeleny odpad. Bylo
prokazano, ze ko-digesce je vyhodnéjSi nez mono-digesce diky vétsi riznorodosti surovin
vedouci ke stabilité a ucinnosti [17]. Ko-digesce poskytuje nadbytek zZivin, ktera urychluje
biologicky rozklad pevného organického odpadu prostfednictvim biostimulace (pfidani zivin
pro podporu rastu mikroorganismu [18]). ZvySuje se rychlost §tépeni a stabilizace, coz je
Béhem AD dochazi ke snizovani pH, avSak druhy organicky substrat, coz byva nejcasté;ji
alkalicka smés typu veprové kejdy, dokaze toto pH zneutralizovat. Stabilizovana smés ko-
digesce, ktera se pfivadi do bioreaktoru zlepSuje pomér C/N a snizuje koncentraci dusiku
[17].
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2.1.2. Analyza procesu anaerobni fermentace a chemické slozeni digestatu
Anaerobni rozklad Ize sledovat riznymi metodami jako je napf. fluorescencni,

infraCervena, UV a VIS spektrometrie, elektronickymi jazyky a nosy, a samozifejmé
nejCastéji pomoci plynové chromatografie (GC) [19]. Elektronické nosy pracuji na principu
elektronické olfaktomerie. Elektronické jazyky pouzivaji fadu systému, které reaguji na soli,
kyseliny, cukry atd. [20]. Elektronické nosy a jazyky maji spoleCny problém jako je nizka
selektivita, citlivost na znecisténi a degradace v dusledku agresivniho chemického
prostfedi. Naproti tomu jsou levné a robustni [19]. Digestat z AD Ize nejjednoduseji
zanalyzovat pomoci termogravimetrické analyzy, kdy se méfi zmény v hmotnosti vzorku
béhem jeho programovaného zahfivani pfi pfedem danych podminkach atmosféry [21].
Kromé toho byly publikovany studie pouzivajici blizkou infragervenou spektroskopii (NIRS)
[22] nebo kapalinovou chromatografii standemovou hmotnostni spektroskopii (LC-
MS/MS) [23].

Vysoky rozvoj bioplynovych stanic je spojen se zvySenou produkci digestatu a
vyvstava otazka, jak jej co nejefektivnéji zpracovavat. V konvenéné fizeném provozu
bioplynovych stanic je digestat skladovany nékolik mésict v digestaéni akumulaéni nadrzi
a nasledné je pfimo transportovan na pole. Ve varianté pasové susSi¢ky se micha Cerstvy
digestat se suSenym materialem, aby se dosahlo obsahu vody kolem 20 %. V susi¢ce fouka
nad substratem vzduch s maximalni teplotou 85 °C. Digestat opousti susi¢ku s primérnym
obsahem suSiny kolem 85 %. Nasledné se k susiné digestatu pfidava Skrob a vapenna
mouka, aby se dosahlo optimalni konzistence. Tato smés nakonec slouzi k hnojeni
v zemédélstvi, pro terénni Upravy a v zahradnictvi. Ve varianté mechanické bubnové
susicky je digestat nejprve prfedbézné zpracovan kompostovanim a potom se kontinuainé
aplikuje jako tenky film do rotujiciho bubnu. Buben je zevnitf zahfivan a digestat na povrchu
bubnu schne. Poté co digestat uschne, zpracuje se stejné jako u varianty pasové susSicky
[24]. Solarni suSi¢ka je hala s betonovou zakladnou a sklenikovou konstrukci pokrytou
prahlednym polykarbonatem. Dale obsahuje michaci zafizeni a ventilatory [24, 25]. Dalsi
pouzivané usporadani bioplynovych stanic vychazi z metody tepelné koncentrace. Zde se
pouziva dekantér pro oddéleni pevné a kapalné frakce. Pevna faze se aplikuje na pole bez
dal$iho zpracovani, zatim co kapalna faze se necha odpafit. Ke kapalné fazi se pfidava
kyselina sirova, aby se vyloucil oxid uhli€ity a upravila se hodnota pH na 4,4-4,8. Ziska se
koncentrat s vysokym obsahem Zivin. Na zakladé obsahu téchto Zivin se pouziva pro redéni
fermentacnich substratd, mize se dale zpracovavat v Cistickach odpadnich vod nebo mize
byt transportovan do oblasti s deficitem Zivin. Ve varianté fyzikalné-chemické upravy rovnéz
dochazi k oddéleni pevné a kapalné faze. Kapalna faze se nasledné zpracovava ultrafiltraci
za pouziti membran a tlaku mezi 2-10 bary. Substrat se separuje v permeatu, kterym je

voda s nizkomolekularnimi latkami a retentatu se zbyvajicimi koncentrovanymi
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vysokomolekularnimi latkami. Permeat se dale zpracovava reverzni osmozou.
Semipermeabilni membrana zadrZuje rozpousténé latky v rozpoustédle pomoci tlaku 40-
100 barl. Retentaty z ultrafiltrace a reverzni osmoézy se smisi a skladuji pfed pfepravou do
oblasti pouziti. Permeat muze byt pouzit jako zavlazovaci voda v zemédélskych aplikacich
[24].

Béhem anaerobni fermentace samoziejmé dochazi ke zménam sloZeni digestatu.
Tambone a spol. [26] analyzovali sloZeni tohoto digestatu ziskaného anaerobni fermentaci
zemeédélsko-pramyslového odpadu, bez ohledu na vyvin methanu. V anaerobni fermentaci
se obsah tékavych pevnych latek a celkového organického uhliku v digestatu snizily, a to
v dusledku mineralizace organické hmoty. Celkova degradace tékavych pevnych latek a
celkového organického uhliku v pribéhu anaerobni fermentace ¢inila 75 % a 71 %.
Hodnota pH diky pfitomnosti t€kavych kyselin byla velmi nizka (3,68) a po anaerobni reakci
se pH zvysilo na 8,65 v dusledku degradace tékavych kyselin a produkce amoniaku.
Vzhledem k degradaci celkového organického uhliku a koncentraci dusiku se pomér C/N
snizil z hodnoty 13,43 na 3,43.

2.1.2.1. Vyuziti chromatografickych metod p¥i studiu anaerobni fermentace a
slozeni digestatu
On-line sledovani plynovou chromatografii (GC) se bézné pouziva pro analyzu

slozeni bioplynu. Vyuzivan je Casto tepelné vodivostni detektor (GC-TCD) anebo, zejména
pro jednotlivé tékavé kyseliny, plamenové ionizaéni detektor (GC-FID). Sledovani
jednotlivych té€kavych kyselin (napf. acetat, propionat, byturat nebo valerat) umozriuje
ucinnou a v€asnou indikaci pro rozruseni AD. Pro optimalni GC analyzu je vhodné kyseliny
derivatizovat [27]. Provadi se bud kysela nebo bazicka reesterifikace [28].

Pind a kol. [29] pouzili pro analyzu tékavych kyselin pomoci GC-FID techniky
Upravu vzorku vychazejici z nékolika kroku. Nejprve byla provedena predfiltrace a
ultrafilirace. Vzorek se poté promichal s kyselinou fosforeénou a nastripoval se CO..
Odpadni a proplachovaci ¢erpadlo musi byt konfigurovano tfikrat vétSim pritokem, aby se
zabranilo nartstu tlaku a pfeteceni vlivem stripovani CO,. Poté se nechala vialka se
vzorkem 20-30 s stat, aby se odstranil nastripovany CO,. Timto postupem vSak dochazi
k okyseleni vzorku a vysrazeni nékterych soli. Proto byla do postupu zahrnuta dodate¢na
filtrace a krozpusténi soli se pouzil neutralizaCni roztok NaOH. Liner v plynovém
chromatografu zachytaval anorganické slozky a byl z divodu kontaminace vymérnovan po
kazdych 200-400 vzorcich.

Diamantis a kol. [30] vyuzili kapilarni GC-FID ke stanoveni tékavych kyselin v
bioplynu. V této praci byl vyvinut on-line monitorovaci a kontrolni systém, ktery byl pfipojen

k fermentoru pomoci automatického vzorkovaciho zafizeni, které bylo schopno provadét
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odbér vzorku, filtraci, fedéni a zavérecné vstfikovani do GC. Boe a kol. [31] rovnéz
stanovovali on-line tékave kyseliny. Pouzili headspace GC-FID. Vzorky pfed analyzou
upravovali pomoci HsPOs4 a NaHSO4, H:PO4 ke snizeni pH < 2 a NaHSO4 pro snizeni
rozpustnosti t€kavych kyselin v roztoku. Analyza pomoci headspace je vyhodna, protoze
dochazi k men§i kontaminaci v porovnani s nastfikem roztoku vzorku. V tomto pfipadé
nebylo tedy potfeba filtraéni jednotky, jak tomu u obdobnych systému je. PouZita metoda je
vhodna i pro analyzu slozitéjSich materialll jako je kejda a pevny odpad.

Schiffels a kol. [32] analyzovali derivatizované mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(C2-C6) v digestatu pomoci HPLC-UV. Pro extrakce vzorku byl zvolen diethylether, ale jeho
tékavost a nekvalitni fazovy prenos kyseliny octové a propionové zhorSovaly analytické
parametry metody. Dobré reprodukovatelnosti bylo dosazeno pfidanim vnitiniho standardu,
kyseliny pelargonové pfimo do etheru. Volné kyseliny byly nejprve pfevedeny na pfislusné
acylchloridy pomoci oxalylchloridem ve smési N,N-dimethylformamid/acetonitril 1:100 (v/v).
Takto vytvorené chloridy kyselin byly pfevedeny na nitrofenolové estery pfebytkem 50 mM
4-nitrofenolu rozpusténého ve roztoku pyridinu v acetonitrilu (500 mM). Tyto pfipravené
vzorky byly stabilni nékolik tydnud, byly &iré, a vhodné pro automatizovanou HPLC-UV
analyzu. Nitrofenolové estery karboxylovych kyselin jsou snadno detekovatelné pf¥i 295 nm.

Widyasari-Mehta a kol. [23] analyzovali pomoci LC-MS/MS s elektrosprejem
zbytkova antibiotika v digestatu, ktery byl tvofen zplyriovanym hnojem z chovu prasat.
V konvenénim chovu prasat se bézné pouzivaji antibiotika, ktera se spolu s exkrementy
dostavaji do tekutych hnojiv (organické pudni hnojivo) nebo do vstupniho materialu pro
bioplynové stanice. V této studii byl nejprve zanalyzovan hnuj, jako vstupni material a
nasledné vznikly digestat. Analyzou vzorkd na 21 farmach bylo identifikovano 34 riznych
antibiotik patficich do 11 tfid. | pfes to, Zze se béhem anaerobni digesce koncentrace
antibiotickych zbytk( snizila, tak tento proces nezajistil jejich Uplné odstranéni. Spielmeyer
a kol. rovnéz vyuzili metodu LC-MS/MS pro analyzu zbytkovych antibiotik v digestatu [33,
34]. Zamérili se na deset sulfonamidovych a &tyfi tetracyklinova antibiotika. At uz drobné
zmény matrice, nebo zcela jiné struktury byly pozorovany v méfitku 14-89 %. Dosli tedy
k totoznému zavéru, ze proces anaerobni fermentace obsah téchto antibiotik dokaze snizit,

avsak K jejich uplné eliminaci nedojde.

2.2. Kava - historie, slozeni, zpracovani a vyuziti
Pocatek historie kavy muzeme nalézt v dneSnim Jemenu a Etiopii. Podle
historickych zaznama v roce 1598 v Cafihradu ochutnali prvni Cesi kdvovy napoj, avéak do

Ceskych zemi se kava dostala aZ o 100 let pozdgji a byla dostupna pouze pro vybranou
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spole¢nost. Roku 1714 byla oteviena v Praze na Malé Strané prvni kavarna a koncem 18.
stoleti bylo v Praze uz na stovky kavaren, kterym se fikalo kafirny [35].

Pfiblizné 5-6 miliontd tun zelené kavy je z producentskych zemi kazdy rok
exportovano do celého svéta a tento export stale stoupa [36]. Nejvice kavy dnes produkuji
Brazilie, Kolumbie, Mexiko, Indie, Pobfezi slonoviny, Indonésie a Etiopie [37].

Kava se ziskava zovocné dieviny kavovniku (Coffea, &eled Mofenovité,
Rubiaceae), ktera se vyskytuje v tropickém a subtropickém pasmu vysoko v horach [35, 36]
Kavovniky mohou dorastat rozli¢nych vySek, mohou mit velikost kefe, ale i stromu, ktery
dosahne vysky 15 metrt. Na plantazich se zpravidla udrzuje vySka takova, aby se mohla
kava lehce sbhirat. Nékolikrat do roka kavovniky kvetou drobnymi bilymi kvéty, které
pfipominaji kvéty jasminu. Takto kvetou pouze par dni a poté z nich vyrostou plody, kterym
se pfezdiva kavové tfesSné (Obr. 2) [36]. Tyto plody jsou nejdfive zelenozluté a poté dozraji
do Cervené az Cervenofialové barvy [37]. Plody zraji 9-14 mésicu, a proto se na jednom
kavovniki mohou vyskytovat v jeden okamzik jak kvéty, tak i nezralé a zralé plody. Podle

polohy plantaze, zemédélci sklizi kavové tfeSné nékolikrat do roka [36].

Obr. 2: Kavovnik s bilymi kvéty a zralymi a nezralymi plody [35].

Zrna jsou v peckovicich, které jsou velké asi 1,5 cm. Toto kavové zrno ma nékolik
vrstev obalu. Na povrchu peckovice je slupka a pod ni je duzina, ktera obsahuje nasladlou
gumovitou hmotu. DalSimi vrstvami jsou pergamen a vnitfni stfibfity obal. V duziné mohou
byt uchovana bud dvé kavova zrna nebo jedno zrno (Obr. 3). Dvé jsou k sobé otoCena
plochou stranou a pokud je zde jen jedno, tak je vétSi a je kulovité. Takovému zrnu se fika
perlové [35, 36]. Duzina je sloZena z polysacharidu. Z 30 % pektickych latek, 8 % celulézy
a z 18 % neceluldzovitych polysacharidd [39]. Vnitini stfibrny obal je rovnéz bohaty na

cukry, a na rozpustné a nerozpustné viakniny [40].
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robusta (Coffea robusta). Asi 75 % svétové produkce pfedstavuje kava arabika a zbylych
25 % kava robusta. Arabika se nachazi ve Stfedni a Jizni Americe, Australii a ¢astecné také
v Africe. Robusta je domovem v Asii, Caste¢né v Africe a Jizni Americe. Oba typy se od
sebe liSi tim, ze arabika se péstuje ve vysokohorskych oblastech (ve vyskach mezi 600 az
2000 m), kdezto robusta se péstuje i v nizSich nadmorskych vySkach (obvykle 200-600 m).
Robusta nema tak lahodnou chut a aroma jakou ma arabika. Arabika dava urodu az po 6
letech péstovani, zatimco robusta jiz po 2-3 letech. Také vyskou celé rostliny se tyto dvé
odrudy liSi. Arabika dorusta vysky 3-5 m, zatimco robusta az 13 m. Arabice vyhovuje teplota
v rozmezi 15-24 °C. Oproti tomu Robusta vyzaduje stabilni klima s teplotou 24-29 °C [35,
36]. Robusta je odolnéjsi vici napadani hmyzem, coz ma souvislost s az dvakrat vétSim
obsahem kofeinu v porovnani s arabikou. Hollingsworth a kol. [42] dokonce prokazali ze
kofein plsobi odpudivé a toxicky na slimaky a $neky, a |ze jej tedy pouzivat jakozto pfirodni

produkt k ochrané plodin.

2.2.1. Zpracovani kavovych zrn

Sbér kavy zacina v nizSich nadmofskych vyskach, kde plody kavovniku uzravaji
rychleji diky teplejSim podminkam. Kava z vysSich nadmofskych vySek je kvalitnéjsi,
protoze zrna maji delSi dobu dozravani. Sbér mize byt provadén bud ruéné nebo strojove.
Nejkvalitnéjsi kava je sbirana ru¢né. Rucni sbér neposkodi plody kavovniku a jsou sbirany
pouze plody kvalitni a uzralé [36].

Kavova zrna Ize zpracovat dvéma zpusoby, a to bud mokrou (mytim) nebo suchou

metodou. Pro pfevaznou €ast zrn arabika je pouzivana metoda myti, ktera je vysvétlena
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dale v textu. Sucha metoda vyuziva ke zpracovani horky vzduch a slunce a je pouzivana
na meéné kvalitni zrna. Témito postupy se zrno zbavi tvrdého obalu a odhali jadro zrna [37].

Pfi suchém zpracovani jsou kavové plody po sbéru rozprostfeny na zemi, kde
pusobenim slunce a vzduchu postupné schnou. Jedna se o nejstarsi a nejjednodussi
zpusob zpracovani kavy. Tyto plody musi byt pravidelné obraceny, aby uschly rovhomérné.
Na noc jsou pfikryvany, aby nenavlhly a zrna nezacala pfedCasné kvasit [43]. Poté co
vihkost klesne na 10-11 %, tak béhem 10-25 dne dochazi k pfirozené mikrobialni
fermentaci, kdy pomoci enzymu zacne praskat buni¢nina [16]. Tento proces suSeni trva
zhruba jeden mésic a byva nékdy urychlovan mechanickymi suSi¢kami. Po usuSeni jsou
zrna oloupana, nej€astéji pomoci loupacich stroju [36]. Sucha metoda se vétSinou pouziva
v oblastech s nedostatkem vody, nizkym uhrnem srazek a dlouhym obdobim sluneéniho
svitu [43].

Vzhledem k tomu, Zze metoda myti se provadi pfedevSim pro hodnotngjsi kavu
arabiku a specialni kavy, tak je provadéna s vétsi technologickou pfesnosti. V prvnim kroku
myti se zrna sypou do velkého kontejneru s vodou, kde mackadla odstrani ze zrn vnéjsi
obal a ¢&ast duziny [35, 36]. Po oloupani putuji zrna do kvasné nadrze, kde probiha
fermentace. Pfi fermentaci enzymy uvolni zbytek lepkavé vrstvy, ktera pokryva
pergamenovou slupku semen a nasledné pergamen samotny. Doba fermentace je az 36
hod. Pokud by fermentace trvala déle, mohla by zrna zacit hnit. Nasledujicich 14 dni se
zrna susi, aby se zbavila pfebyte¢né vihkosti, ktera €ini asi 50 % a diky které by mohla zrna
zacit plesnivét. Susi se bud pomoci susSich stroji, horkym vzduchem nebo na pfimém
slunci. Stejné jako u suché metody musi byt zrna obracena a na noc a pfi desti pfikryvana.
kavy se spotiebuje 130 az 150 | vody [36].

Posledni metodou je takzvané ,polopromyté“ zpracovani. Obdobné jako u
mokrého zplsobu jsou nejprve kavoveé plody ulozeny do vodnich lazni, kde probiha selekce
zralych a nezralych kavovych tfesSinek. Nasledné v loupacich strojich jsou vytfidéné plody
zbaveny vrchni slupky a ¢asti duziny. SuSeni na slunci probiha stale se zbytkem duziny a
v pergamenu. Opét probiha proces otaceni. Jelikoz tyto zrna stale obsahuji svrchni obal,
kde je vysoké procento cukru, které postupné fermentuji, nemaiji tyto kavy pfilis kyselé tony
v chuti pfipraveného napoje. Na nékterych farmach se plody pouze oloupou ze slupky a
nechaji se susit. Po suseni je pak ze zrn jen sundana duzina. Vyhodou této metody je, ze
se nespotfebuje tolik vody [36].

Nezbytnym krokem pfi zpracovani kavy je proces CiSténi od necistot jako jsou
kaminky, vétvicky, hlina a poskozena zrna. Poté je to suSeni, kdy optimalni obsah vody
v zrnu po ususeni je 13 %. TFidéni se opét mlze provadét pomoci moderngjsi techniky,

strojli, nebo klasicky ru¢né. Zrna se tfidi podle barvy, hustoty a velikosti [35].
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Moderni prazeni kavy je narocna disciplina, ktera v dnedni moderni dobé zahrnuje
stroje s méficimi pfistroji a velmi pfesnymi teploméry. Prazi€ musi své uméni dobfe ovladat,
nastavovat spravné proudéni vzduchu, hlidat ¢asy jednotlivych fazi procesu, zdroj tepla a
interni teplotu. Prazi¢ také musi umét dobfe namichat kavovou smés, aby se jednotlivé
slozky doplhovaly a vznikla chutna kava. DalSim vyznamnym faktorem prazeni je
procesu doprovazejicich prazeni kavy [35].

V prazi¢kach jsou béhem celého procesu prazeni vysoké teploty, které se rizné
méni. Béhem této doby se Skroby méni na jednodussi cukry, které dale karamelizuji.
Odbouravaji se kyseliny a tvofi se nové, napf. kyselina propanova vznika ze ztraty
methylové skupiny 3-methylbutanové kyseliny. Bilkoviny se postupné rozkladaji na peptidy,
bunécéna struktura praska a na povrchu kavovych zrnek mizeme pozorovat oleje. Prazenim
se ze zmek odpafuje vihkost a unikd CO.,. Zaroven dochazi ke vzniku Maillardovych
produktl, které ovliviiuji aroma a chut a kava ziskava tmavsi barvu. Za tmavnuti jsou
nejvice odpovédny pravé koncové produkty Maillardovy reakce-melanoidiny. Téméf
v8echny latky, které jsou obsazené v prazenych zrnkach, jsou ve vodé rozpustné a diky

tomu jsou schopny se louhovat [35, 36, 44, 45].

2.2.2. Priprava kavy

Pfedpokladem pro pfipravu lahodného napoje je Cerstva a dobfe umleta kava.
K umleti kavy se kdysi pouzival mlynsky kamen, coz byla ale tézka a Casové narocna prace.
O néco jednodusi bylo pouziti hmozdife a palicky. V dnesni dobé se vSak pouzivaji
elektrické mlynky, které umoznuji rychlé a jednoduché mleti. [35]

Zrnka kavy jsou schopny pohlcovat vlhkost a pachy. Zaroven kavu degraduje
kyslik a svétlo, coz je davod, pro¢ je vhodné kavu vzdy kupovat Cerstvou nebo ji dobfe
skladovat a mlit, pokud mozno t&sné pred pfipravou kavy. Cim jemnéji je kdva namleta, tim
kratSi doba louhovani je potfeba [36].

Spravné espresso ma presné dané parametry, jak by se mélo pfipravovat.
Pfipravuje se z 8 g namleté kavy, ma objem 25-35 ml, tee 20-30 s, tlak musi byt 9 bard a
teplota vody je okolo 90 °C. Spravna péna na espresso by méla byt krémova s ofiskovo-
Ccokoladovou barvou a s €Cervenymi az tygrovanymi odlesky. Méla by byt bez velkych
bublinek a pfi rozhrnuti IZiCkou by se méla vracet nazpét. Espresso téchto kvalit Ize pfipravit
pouze profesionalnim kavovarem [36].

Domaéaci poloautomatické a automatické kavovary maji riznou konstrukci. Mohou
byt pakové, bezpakové nebo pIné automatické. Nékteré maji v sobé dokonce zabudovany

elektricky mlynek. Nedostatkem u téchto domacich kavovaru je, Ze pouzivaji slabsi
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vibra&niho Cerpadlo, a ne klasické Cerpadlo jako u profesionalniho kavovaru, které vidame
v kavarnach. Tlak pak pfi pfipravé kavy kolisa a nedokazeme dosahnout na tlak 9 baru,
ktery je potfeba k pfipravé kvalitniho espressa [36].

Kapslové kavovary funguji na jiném principu nez klasické velké kavovary. Diky
vibranimu c&erpadlu dojde spide k pfekapavani nez Kk pfetladeni, jako u espressa.
V kapslich je namleta kava o rGzné kvalité a vakuové uzaviena. Z hlediska tvorby odpadu
je zde tedy kromé samotné kavy navic plastova €i hlinikova kapsle [36].

Mezi pomucky, které nepotrebuji elektroniku a jsou skladngjsi, patfi french press,
vakuum pot, dzezva nebo moka express. Mezi dal§i pomucky, jak pfipravit kavu fadime
chemex, aeropress, coffe dripper (V60) nebo hand espresso [36]. Kava pfipravena témito
pomuckami ma jiny charakter nez klasické espresso. Kazdy zpusob pfipravy kavy ma své
pfiznivce. Lze pfedpokladat, Ze odpad vznikajici rGznym zpusobem pfipravy kavy se lisi a
bylo by zajimavym namétem pro budouci studie sledovat rozdily v odpadech z rliznych
zpusobu pfipravy kavy a moznosti jejich zpracovani. Dale budou kratce popsany tyto dalsi
zpusoby pfipravy kavy.

French-press je nadoba s filtrem, ktera byla vynalezena ve Francii, a jedna se o
pfipravu kavy, ktera patfi mezi nejjednodussi. Pro vyrobu kavy z french pressu je potieba
vice nahrubo namleta kava. DalSi pravidlem je, ze se kava nesmi zalivat vrouci vodou.
Idealni teplota je okolo 92-96 °C a doba extrakce nesmi pfesahnout 3-4 minuty. Pokud by
se louhovalo déle, doslo by k vyextrahovani tfislovin do kavy. Proto je nutné po stlaeni
kavu ihned podavat nebo pfelit do jiné konvice [36].

Pomoci vakuum potu si Ize velmi efektivné pfipravit pomérné kvalitni kavu.
Vakuum pot se sklada ze dvou sklenénych banék, které jsou spojeny trubicemi a oddéleny
filtrem. Nékteré vakuum poty obsahuiji tento filtr sklenény, takze ho nemusime vyménovat
a nevznika timto dal$i odpad v podobé papirového filtru, avSak se s nim hlife pracuje. Vedle
toho se pouzivaji latkové filtry, které je ale tfeba oplachovat a v urlitych intervalech
vyménovat. Do spodni sklenéné nadoby se nalije voda, ktera se necha vafit nad vafiCem.
Pfi zahfivani vznika para a tlak, ktery vytlaCi vodu ze spodni bariky pfes trubici do vrchni
nadoby. V okamziku, kdy je vrchni nadoba plna vody, tak se do vrchni ¢asti nasype kava
(60 g kavy na 1 | vody). Existuje také varianta, kdy je kava ve vrchni nadobé pfitomna uz
pfed ,nasatim® vody. Asi jednu minutu se kava louhuje a suspenzi michame dfevénou
vareCkou. Poté se zhasne kahan, ve spodni ¢asti se para zacne smrStovat, vytvofi se
podtlak a vylouhovana kava za¢ne stékat zpét dolu [36].

Moka express je konviCka, ktera dokaze nejlépe nahradit chut’ espressa, nebot
kava z ni je opravdu silna. Moka konvicka ma tfi ¢asti. Do spodni nadobky se nalije voda,
nad nadobkou s vodou je stfedni sitko na kavu a ve vrchni ¢asti nam vznika vysledna kava.

Tento princip je podobny vakuum potu. Pfi ohfivani vody dochazi k uvolfiovani pary,
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v nadobce se zvySuje tlak a para se roztahuje. Tim to se voda vytlaéi pfes sitko s kavou.
Kava nakonec vytece pfes trysku, ktera je ve vrchni ¢asti nadobky [36].

Priprava kavy v dzezveé patfi mezi nejstarsi zpusoby. Je potfeba, aby kava byla
opravdu jemné namleta a dZzezva se postupné, pomalu ohfivala a necha se tfikrat vzkypét.
Turecka kava, jak se pfezdiva kavé z dzezvy, se malokdy vafi samotna. Pfidavaji se do ni
dalSi ingredience jako je napf. cukr, rlizné sirupy, alkohol, vanilka, ¢okolada, pepf nebo chilli
[36].

Po klasickém zpracovani kavovych zrn, Ize dalSim postupem ziskat instantni kavu.
PraZena namleta kava se uvafi s vodou a naslednym odpafrenim vody a vysuSenim se ziska
kavovy extrakt. SuSeni mize probihat bud metodou rozprasovanim (sprejovanim) nebo
suseni mrazenim. SuSeni rozpraSovanim spociva ve spoleéném vstfikovani kavového
extraktu s horkym vzduchem do vysoké véze. Diky horkému vzduchu se voda vypafi a na
dnu véZze je pouze vysuSeny kavovy extrakt. Nevyhodou instantni kavy je samoziejmé jeji
chut, ktera se klasické kavé pfilis nepodoba. Instantni kdvu také musime dodatecné
chemicky aromatizovat, aby ziskaly svou typickou kavovou vini a chut. Pomoci metody
suseni mrazenim, ktera je nakladng;jsi, Ize tolik cenéné aroma zachovat. Su$eni probiha
pfi teploté kolem -40 °C, s naslednym vyuzitim sublimace je led extrahovan ze zmrazenych
granuli kavy [46].

At uz ze zdravotnich duvodu nebo jinych, tak mnozi lidé upfednostniuji kavu bez
kofeinu. Kava bez kofeinu byla objevena nahodou, kdy kavova zrna byly znehodnocena
mofiskou vodou po potopeni lodi. Prodejce po pfipravé kavy z téchto zrn, ochutnani a
analyze zjistil, ze kromé slaného nadechu kava neutrpéla na chuti a je zbavena kofeinu.
Pravé kvlli nezadoucim ucinkim kavy byla bezkofeinova kava objevena a propagovana
nacisty, ktefi vedli zdravotni kamparn, jako soucast politiky pro zachovani arijské rasy [47].
Kofein se z kavy odstranuje dvéma zpusoby. Prvni je tzv. ,evropsky proces®, kdy se kava
namaci ve vodé a poté se promyva methylenchloridem, ktery absorbuje kofein z kavovych
bobl. | pfesto, ze se kava poté oplachne vodou a vysusi, tak v chuti zlistanou naznaky
chemické pfichuté. Na druhou stranu kava neztraci svou chut a aroma. Druhy proces je
tzv. ,Svycarsky vodni proces®, kde se nevyuziva zadné pfidané chemikalie. Kava se luhuje
v horké vodé. Kofein se poté odstrani pomoci filtru s aktivnim uhlim, a poté se kavové boby
opét namaci ve stejném roztoku, ktery je jiz zbaven kofeinu. Takova to zrna tedy v sobé
neobsahuji Zzadnou chemickou pachut, ale na filtru jsou zachytavany i éterické oleje a
aromata, ¢imz tedy kava ztraci chut a aroma. Proto se pro tuto metodu spiSe vyuziva kava

arabika, ktera na své kvalité utrpi méné nez kava robusta [48, 49].
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2.2.3. Chemické slozeni kavovych zrn, kavy a odpadu vznikajiciho pfi jeji
pripravé

SlozZeni kavovych zrn a nasledné kavy se dramaticky liSi v zavislosti na tepelném
profilu, ktery se pouziva béhem procesu prazeni. Slozeni také zavisi na pavodnim slozeni
zelené nezralé kavy, tedy v genetickych rozdilech v rostling, na sezoné sklizné a
zemeépisném plvodu. V neposledni fadé zavisi na zpracovani pfed a po sklizni, stejné jako
na pfitomnosti vadnych bob0 a stupni zralosti [45]. Pfedchozi kapitoly rovnéz ukazuji, ze
chemické sloZeni napoje je vyznamné ovlivnéno technikou jeho pfipravy (zpusobem
extrakce).

Mezi nejznaméjSi a nejdllezitéjSi latky, které kavova zrna a samotna kava
obsahuje, patfi kofein, jehoz fyziologické ucinky byly hojné prostudovany. DalSi latky, které
jsou v kavé obsazeny, jsou melanoidiny, fenolické latky, mezi nimi s velkym vyznamem
potom chlorogenové kyseliny (CGA), kavova kyselina, chinova kyselina, polysacharidy,
proteiny, tuky, voda, mineralni latky a fada tékavych latek [50]. Mezi t€kavéjsi slouceniny
pfitomné v prazené kavé patfi aldehydy, ketony, alkoholy, estery, heterocykly obsahujici
dusik (pyrazin, pyridin, pyrol), furany, kyseliny (kyselina octova, kyselina propanova,
kyselina 3-methyl-2-butenova), tékavé fenolické slouceniny [45].

Kofein je purinovy alkaloid, 1,3,5-trimethylxanthin (Obr. 4). Kofein se vyskytuje
v listech, semenech a v plodech u vice jak 60 druht rostlin. MnoZzstvi kofeinu v pfipraveném
napoiji Ize ovlivnit zplisobem pfipravy nalevu (teplotou vody, dobou extrakce apod.) [51].
Pro pfiklad pfekapavana kava obsahuje 115-175 mg kofeinu ve 100 ml a instantni kava 60-
100 mg [52]. Nékolik studii naznacuje, ze pomoci kavy Ize pfedchazet nékolika chronickym
onemocnénim véetné diabetu typu 2. AvSak vétsi spotieba kavy je spojena s vétSim rizikem
kardiovaskularnich onemocnéni a zvySenim krevniho tlaku. Obzvlasté nékteré skupiny lidi,

vCetné déti a starSich osob, mohou byt nachylnéjsi k negativnim ucinkdm kofeinu [53].
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Obr. 4: Struktura kofeinu.
DalSi typické slouceniny v kavé, které jsou dulezité pro chut nebo jeji bioaktivitu
jsou trigonelin, kyselina nikotinova a sachardza. Trigonelin je pyridinovy derivat, ktery

nepfimo pfispiva ke tvorbé jiz zminénych aromatickych produktd (furan, pyrazin apod.) pfi
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prazeni kavy. Demethylaci trogenelinu pfi prazeni kavy vznika kyselina nikotinova a ve vodé
rozpustny vitamin Bz znamy také jako niacin. Kava je vyznamnym zdrojem kyseliny
nikotinové. Navic, byly popsany protirakovinové ucinky trigonelinu. Obsah kofeinu,
trigonelinu, kyseliny nikotinové a sachardzy v komeréni kavé je ovlivnén druhem kavy [54].
Pomér obsahu trigonelinu a kofeinu také muaze byt jednim z indikatorll stupné prazeni
v kdvovém prumyslu, kdy obsah trigonelinu ve srovnani s obsahem kofeinu klesa [52, 54,
55].

Polyfenolické slou€eniny vyskytujici se v kavé vykazuji riznou biologickou aktivitu
a maji mnoho potencialnich pfinost pro zdravi. Chemicka struktura nékterych polyfenol(
(diadzin, rutin, genistin atd.), slozena z nékolika aromatickych kruht a hydroxylovych skupin
se podoba struktufe 17b-estradiolu. Diky tomu jsou oznacovany jako ,fytoestrogeny®.
Nékteré fytoestrogeny vykazuji slabou estrogenni aktivitu a byly klasifikovany jako ,latky
poskozujici endokrinni aktivitu“. Na druhou stranu, je potencialné mozné je vyuzivat jako
pfirozené hormony pro |é¢bu rakoviny, postmenopauzalnich symptomu, zlepSovani
muzskych reprodukénich schopnosti, antioxidacni latky, latky sniZujici riziko
kardiovaskularnich chorob atd. [56].

V prabéhu prazeni kavovych zrm dochazi k Maillardové reakci mezi sacharidy a
proteiny (peptidy & volnymi aminokyselinami) za vzniku melanoidind (vysoko a
nizkomolekularni produkty Maillardovy reakce). Melanoidiny ovliviuji organoleptické
vlastnosti kavy a napoji poskytuji pfijemnou chut a vlni. Melanoidiny maji antimikrobialni,
antioxidacéni, antiradikalni a chelataéni aktivitu. Byly v8ak popsany i jejich negativni ucinky
jako je mutagenita, karcinogenita nebo jejich cytotoxicita [57].

Nicméné, v pfipadé delSiho prazeni za¢nou prevazovat latky jez jsou puvodci
hotké a spalené pfichuté a viné. Horkost kavy zplsobuji pfedevsim produkty dehydratace,
dekarboxylace a naslednych reakci chlorogenovych kyselin. Jsou to pfedevSim laktony
pochazejici z chlorogenové kyseliny a fenylindany, coz jsou produkty rozkladnych reakci
laktonU, které zpusobuji hotkou chut. Bylo odhadnuto, Ze jen asi z 10-30 % je hofka chut
zpUsobena kofeinem [51, 58].

Dalsi slouceninou, kterou Ize nalézt v prazenych kavovych zmech jsou
atraktylosidové derivaty (ATR). Tyto diterpenoidni glykosidy se pfirozené vyskytuji
v rostlinach a byvaiji sou&asti i pfirodnich doplfikd pro své zadouci u€inky, kdy pasobi jako
antipyretikum a diuretikum. Na druhé strané ATR maji i toxické ucinky. Bylo popsano, ze
inhibuji mitochondrialni oxidacni fosforylaci, kdy dochazi k blokovani pfenosu adenosin
nukleotidu [57, 59].

TFisloviny, nebo také taniny, jsou fenolové slouceniny, které jsou pfi€inou trpké, Ci
sviravé chuti. Tato trpkost Ize u kavy odstranit, ¢i zmirnit, pfidanim mléka, kdy dochazi

k interakci ffislovin s proteiny mléka. RozliSujeme hydrolyzovatelné ftfisloviny a
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kondenzované tfisloviny. Hydrolyzovatelné tfisloviny jsou polymery estera kyseliny gallové.
Kondenzované tfisloviny jsou polymery proanthokyanidint, napf. katechninu. Kombinaci
hydrolyzovatelnych a kondenzovanych tanind vznikaji komplexni taniny [51].

Odpad vznikajici pfi pfipravé kavy ma obdobné slozeni jako kavova zrna a kava.
Stejné jako kavova zrna je kavovy odpad bohaty na polysacharidy, které maji strukturu
celulézy a hemicelulézy. Strukturu hemicelulézy tvofi mandza, galaktdéza, glukéza a
arabin6za. Dale je bohaty na ligniny a bilkoviny [40, 58n]. Zatimco Mussatto a kol. [58n]
uvadéji, Zze v kdvovém odpadu je nejhojnéji zastoupen K, nasledovan P a Mg, Ballesteros
a kol. [40] uvadéji, ze z mineralnich prvku je nejvétsi mnozstvi Fe, a K je az na sedmém
misté po Na, Mn, Al, Cu, Co. Ztohoto je patrné, Ze slozeni kavového odpadu se mlze
rlznit a zavisi hned na nékolik aspektech jako je chemické slozeni zelenych kavovych zrn

a jejich nasledném zpracovani.

2.2.3.1. Analyza slozeni kavy chromatografickymi metodami

Kavu Ize analyzovat fadou instrumentalnich analytickych metod. Velmi vyznamna
je nuklearni magnetickd rezonance (NMR) [61, 62], déle je pouzivana UV/VIS
spektroskopie [63], NIRS [64]. Zasadni vyznam maji vanalyze kavy metody
chromatografické, zejména plynova a kapalinova chromatografie.

Ryan a spol. [65] analyzoval tékavé latky z prazenych kavovych zrn (arabika a
robusta) pomoci dvourozmérné plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem,
ktery byl vybaven analyzatorem doby letu (GCxGC-TOFMS) a sva data porovnavali s daty
z dvourozmérné plynové chromatografie s plamenové ionizacnim detektorem (GCxGC-
FID). Vzorky byly upravovany mikroextrakci tuhou fazi (SPME) a zvlastni pozornost byla
vénovana pyrazinovym slozkam vyskytujicim se na povrchu prazenych zrn. Jak je zminéno
vySe, pyraziny hraji vyznamnou roli v aromatickém profilu kavy. Tato studie potvrzuje
identifikaci jednotlivych analyzovanych latek.

Polyfenolové a fenolové slou€eniny se v kavé stanovuji pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC) s UV/VIS a fluorescenéni detekci (LC-UV). Velmi
vyznamnou technikou je spojeni kapalinové chromastografie s hmotnostnim
spektrometrem (MS), nejéastsgiji s ionizaci elektrosprejem (LC-ESI-MS). Casto je vyuzivano
tandemovych hmotnostnich spektrometrd nabizejicich vysokou selektivitu a identifikaéni
schopnosti (LC-MS/MS) [54, 56, 66].

Metoda HPLC-UV je vhodna pro kombinovanou analyzu kofeinu, trigonelinu a
kyseliny nikotinové. Analyza sachar6zy a dalSich sacharidu, které se rovnéz v kavé
vyskytuji, se obvykle provadi pomoci HPLC s detekci indexu lomu [54]. Z divodu tedy, Ze
tyto Ctyfi latky nejde sou€asné analyzovat vedle sebe pomoci jedné metody se Perrone a

spol. [54] snazili vyvinout metodu LC-MS s ionizaci elektrosprejem pro soucasnou
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kvantifikaci v8ech téchto latek. Pro chromatografickou separaci byla zvolena kolona
Spherisorb S5 ODS2 Microbore, ktera byla udrzovana na konstantni teploté. Mobilni faze
byla slozena z 0,3 % HCOOH ve vodé (A) a methanolu (B), pfi pratoku 0,2 ml/min. Kolona
byla ekvilibrovana na 25 % B a po nastfiku vzorku gradientovou eluci byl tento pomér
zménén na 60 % B do konce analyzy (6 min). Od 0 do 2,2 min byl ESI zdroj v negativnim
modu pro analyzu aduktu kyseliny mravendi a sacharézy [M+HCOOT a poté byl ionizaéni
moéd prepnut do pozitivniho rezimu (2,2 do 6 min), kdy byl analyzovan [M+H]" kofein,
trigonelin a kyselina nikotinova. Analyza riznych komer&nich vzorkl kavy ukazala, Ze tato
metoda mlze byt aplikovana na Sirokou $kalu kav nabizenych na trhu a je dobrou
alternativou pro rutinni analyzu diky své stalosti a citlivosti.

Techniky pouzivané pro extrakci polyfenolt z kapalnych vzorka (napf. kava, zeleny
¢aj, hroznovy dzus) zahrnuji extrakci kapalina-kapalina, SPE a SPME. Tyto techniky jsou
v8ak Casové naroCné, dochazi ke spotiebé organickych rozpoustédel a SPE/SPME
materiald. Rychlej$i a jednodus$si zplsob pfipravy je postup ,zfedit a stfilet” (dilute and
shoot), ktera poskytuje dostate¢nou citlivost a selektivitu ve zfedénych vzorcich [56]. Tuto
techniku ,zfedit a stfilet” vyuzila pro LC-MS/MS analyzu Sapozhnikova a kol. [56]. Metoda
umoznovala stanoveni celé fady polyfenolickych latek (isoflavony, lignany, flavony, flavan-
3-oly, anthokyanidy, fenolické kyseliny). Vzorky byly desetkrat zfedény 0,05 % vodnym
roztokem kyseliny mravencéi a 0,2 ml vzorku bylo Zfiltrovano. Interni standard genisteinu-d4
byl pfipraven v koncentraci 5 pg/ml v methanolu a na jeden vzorek bylo aplikovano 0,02 ml
tohoto roztoku (100 ng). Po nékolika sekundach byla vialka zvortexovana a 20 ul vzorku
bylo davkovano. Technika LC-MS/MS byla také aplikovana Kucerou a spol. [37] viz. kapitola
1.3. Analyza chlorogenovych kyselin.

Rostagno a spol. [66] rovnéz pouzili rychlou HPLC metodu s detektorem
diodového pole (DAD) a fluorescenénim detektorem pro analyzu fenolovych kyselin, flavan-

3-old, flavond, flavonoll a kofeinu v riznych typech vzorkd.

2.3. Chlorogenové kyseliny
Chlorogenové kyseliny (CGA) jsou estery kyseliny kavové a kyseliny chinové.

Rada konjugovanych struktur, jako jsou napfiklad kaffeoylchinové kyseliny (CQA),
dikaffeoylchinové kyseliny (di-CQA), kyseliny feruloylchinové (FQA) a kyseliny p-
kumaroylchinové (p-CoQA) existuji v kaveé v nékolika izomernich formach. Mezi hlavni CGA
v kavé patfi kyseliny 3-kaffeoylchinonova (3-CQA), 4-kaffeoylchinova (4-CQA), 5-
kaffeoylchinova (5-CQA), 3,4-dikaffechinova (3,4-diCQA), 3,5-dikaffeoylchinova (3,5-
diCQA) a 4,5-dikaffeoylchinova (4,5-diCQA). Dale v menSim mnozstvi jsou pfitomny
v kdvovych napojich kyseliny 3-feruloylchinova (3-FQA), 4-feruloylchinova (4-FQA), 5-
feruloylchinova (5-FQA), 3-p-kumaroylchinova (3-p-CoQA), kyselina 4-p-kumaroylchinova
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(4-p-CoQA) a 5-p-kumaroylchinova (5-p-CoQA) (Obr. 5) [67]. Jako nejznaméjsi CGA se
uvadi 5-CQA, protoZe je z CGA nejvice zastoupena [53].
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Obr. 5: Chemicka struktura nejvyznamnéjSich chlorogenovych Kkyselin (prevzato
Z ¢lanku [67]).

CGA jsou jednim z hlavnich polyfenol(, které pfijmeme pitim kavy. Tyto latky maji
mnoho vlastnosti podporujici zdravi a ovlivhuji chut’ kavy jako je horkost. Kromé kavy se
CGA nachazi v potravinach, jako jsou jablka, artyoky, mrkev, hrozny, kiwi, hrusky, Svestky,
brambory, €aj, rajéata, meruriky, zeli, lopuch a tabakové listy [51, 68, 69].

CGA jsou dulezitymi slou€eninami pro ochranu kavového semene pred UV
zafenim a obranou pfed mikrobialnimi infekcemi a bylozravci [51]. CGA vykazuji mnoho
biologickych vlastnosti, v€etné antibakterialni, antioxidacni a protizanétlivé aktivity. O CGA
se rovnéz vi, ze puUsobi proti obezité, plsobi antidiabeticky a antihypertenzné. CGA se

pouziva pfi 1éEbé poruch souvisejicich s metabolickym syndromem, coZ je skupina
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vzajemné propojenych fyziologickych, biochemickych, klinickych a metabolickych faktora,
které zvySuji riziko napf. kardiovaskularnich onemocnéni. Proto se CGA pouzivaji jako
potravinové dopliky. CGA maji antimikrobialni ucinek proti Sirokému spektru
mikroorganism(, inhibuje oxidaci lipid(, zabrariuji degradaci dalSich bioaktivnich sloucenin
a mohou tedy fungovat jako prebiotika. [57, 67-71].

Profil CGA v zeleném kavovém zrnu je pomérné slozity a ¢asteéné se méni podle
odrudy kavy, zemépisné polohy, postupem zpracovani a zplsobem prani/suseni, které
pfedchazeji prazeni kavovych zrn [67]. Vysudeny extrakt kavovych zrn obsahuje 6-10 %
CGA [72]. 5-CQA je nejvice zastoupena chlorogenova kyselina v zeleném kavovém zrnu
v relativnim obsahu az 76-84 % z celkového mnozstvi CGA [67]. BEhem praZeni kavovych
zrn dochazi ke snizovani koncentraci CGA a to o 30-70 %, a naslednou pfipravou kavy se
CGA dale degraduji [57, 72]. Jedna porce kavy arabika obsahuje mezi 70-200 mg CGA a
Salek kavy robusty 70-300 mg CGA v zavislosti na stupni praZzeni a mnozstvi kavovych zrn
[71].

Béhem procesu prazeni se slou¢eniny CGA dehydratuji a vznikaji laktony (CGL).
Mezi hlavni laktony v prazené kavé jsou y-laktony odvozené od 3-O-cinnamoyl-L-chinové
(chlorogenové) kyseliny a 4-O-cinnamoyl-L-chinové (kryptochlorogenoveé) kyseliny, tj. 3-O-
kaffeoyl-L-chino-1,5-lakton (3-O-kaffeoyl-y-chinid, Obr. 6) a 4-O-kaffeoyl-L-chino-1,5-lakton
(4-O-kaffeoyl-y-chinid, Obr. 7). Poté to jsou také y-laktony odvozené od 3-O- a 4-O-feruloyl-

L-chinové kyseliny a jinych estert [51].

HO

Obr. 6: 3-O-kaffeoyl-L-chino-1,5-lakton R=H, 3-O-feruloyl-L-chino-1,5-lakton R=CHj;
(pfevzato z knihy [51]).

HO OH

HO
Obr. 7: 4-O-kaffeoyl-L-chino-1,5-lakton R=H, 4-O-feruloyl-L-chino-1,5-lakton R=CH;
(prevzato z knihy [51]).
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Nejprve probiha hydrolyza a poté soucasné bézi dehydratace a dekarboxylace
CGA. Na obr. 8 muzeme vidét pfiklad, kdy z neochlorogenové kyseliny 5-O-kaffeoyl-L-
chinové hydrolyzou vznika kyselina kavova a ta dekarboxylaci, nebo syn-eliminaci chinové
kyseliny, poskytuje 4-vinylkatechol. A ten nasledné protonaci poskytuje reaktivni elektrofilni
kation se strukturou chinonmethidu. Poté probiha kondenzace s 4-vinylkatecholem a
naslednymi reakcemi vznika 1,3-bis(3",4 -dihydroxyfenyl)butan, trans-1,3-bis(3",4 -
dihydroxyfenyl)but-1-en, cis- a trans-5,6-dihydroxy-1-methyl-3-(3°,4"-dihydroxyfenyl)-indan,
cis- a trans-4,5-dihydroxy-1-methyl-3-(3°,4"-dihydroxyfenyl)indan. Reakci 4-vinylkatecholu

s dalSim kationtem se tvofi vySSi oligomery [51].

O
HO cooH  hydroljza HO COOH
T 0 —_— =
HO OH
HO HO
OH kyselina kavova
neochlorogenova kyselina ldekarbmylace

HO HO
\CHZ protonace R‘*CHE
-
HO™ HO

4 - vinylkatechol

CHy
|50merace

.,-»-";—F:"
H
o
isomerace O
cyklizai/
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isomerace
trans - 1,3 - bis{3"4" - dihydroxyfenyl)but - 1 - en
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& o (T
‘\ Ol e HO ‘
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OH

OH 1,3 - bis(3",4" - dihydroxyfenyl)butan
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cis - 4,5 - dihydroxy - 1 - methyl - 3 - (3",4"- dihydroxyfenyl)indan
cis - 5,6 - dihydroxy - 1 - methyl - 3 - (3",4"- dihydroxyfenyl)indan

Obr. 8: Vznik horkych latek z kyseliny neochlorogenové a kavoveé, jsou zde uvedeny

pouze cis-isomery indant (pfevzato z knihy [51]).
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2.3.1. Analyza chlorogenovych kyselin
CGA ajeji souvisejici laktony byly analyzovany Kuéerou a spol. [57] pomoci HPLC-

MS/MS. V této praci bylo zkoumano chemické slozeni espressa ze 4 rizné uprazenych
kavovych zrn brazilské kavy arabika (lehce, stfedné, stfedné tmavé a tmavé prazené). Na
zakladé chemického slozeni, v&etné obsahu CGA, pak bylo mozno charakterizovat rozsah
prazeni v hotovém napoji. | Clifford a kol. [73] pouZili techniku HPLC-MS/MS a to k rozliseni
cis a trans izomerli CGA. Biosyntetické drahy produkuji trans izomery a cis izomery se
ziskavaji po ozafeni UV zafenim. Listy kavy obsahuiji vice cis izomer( nez trans ve srovnani
s kavovymi zrny. PFi€inou je, Ze listy kdvovniku jsou pfirozené vice vystaveny UV zafenim.
Matsui a kol. [74] pomoci LC-ESI-MS/MS analyzovali devét CGA, tfi izomery z CQA, FQA,
diCQA a dva metabolity, kyselinu kavovou a ferulovou v lidské plazmé&. Kontrolni lidska
plazma byla obohacena 11 standardy téchto latek. V3ech 11 latek bylo detekovano
s dostateCnou citlivosti a linearitou. Po oralnim poziti 250 ml ndpoje obsahujici extrakt ze
zelenych kavovych zrn byla odebrana plazma, v niz byly v8echny latky detekovany.
Williems a spol. [75] pomoci HPLC-MS/MS analyzovali 3-CQA, 4-CQA a 5-CQA v ovocnych
napojich.

Urakova a spol. [76] pouzili dv& chromatografické metody, vysokoucinnou
chromatografii na tenké vrstvé (HPTLC) a HPLC, pro separaci a kvantitativni stanoveni
CGA v extraktech zelenych kavovych zrn. HPTLC analyza byla provadéna na sklenénych
destiCkach 10x10 cm Kieselgel 60 F 254 (Merck), pficemz jako mobilni faze byla pouzita
smés ethylacetat/dichlormethan/kyselina mravenci/kyselina octova/voda (100/25/10/10/11,
viviviviv). Detekce probihala denzitometrickym skenovanim pfi 330 nm bez derivatizace.
Pro HPLC méfeni byla pouzita gradientova eluce s linearmim gradientem z 10 % acetonitrilu
v 0,03 % trifluoroctové kyseliné ve vodé na 100 % acetonitril, UV detekce byla provadéna
pfi 330 nm. Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi metodou HPTLC a
HPLC pro stanoveni CGA.

Gouveia a kol. [77] pouzili HPLC-DAD-ESI-MS/MS techniku pro stanoveni CGA
v rostlinach rodu helichrysum, ktera ma fadu léCivych uc€inkd. Metoda se ukazala byt
reprodukovatelna a presna umoznujici kvantifikaci 7 kaffeoylchinovych kyselin (jedné
monoCQA, péti diCQA a jednoho izomeru triCQA). Béhem 30 minutové analyzy byly
rozliSeny iizomery 1,5-O-diCQA a 3,5-O-diCQA, které jsou obvykle téZko oddélitelné. Farah
a kol. [59] HPLC-DAD-MS analyzovali CGA v plazmé a lidské moci pro ziskani jejich
farmakokinetického profilu. V plazmé byly identifikovany tfi CQA, 3-diCQA, kyselina kavova,
ferulova, isoferulova a p-kumarova. V moci byly identifikovany 4 fenolické slou¢eniny po
konzumaci CGA a to kyseliny sinapova, gallova, p-hydroxybenzoova a
dihydrogenfosfore¢na, které odpovidaji metabolické draze CGA. AvSak jejich nizké obsahy

v moci ukazuji, ze mo¢ nemusi byt preferovanou cestou kudy se CGA a jejich metabolity
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vylu€uji. Na druhou stranu je velmi pravdépodobné, Ze mnoho metabolitd v moc&i odvozené
od CGA nebyly pravdépodobné identifikovany.

Garrett a spol. [70] vyuzili desorpéni elektrosprej DESI-MS k analyze prufezu
zeleného kavového zrna. Odhalilo se nehomogenni rozloZeni chlorogenovych kyselin pfes
endosperm zrna. Kyselina chinova a kyselina feruloylchinova byly ve vysokych hladinach
hlavné v tvrdém vnéjSim endospermu, zatimco kyselina kaffeoylchinova byla pfitomna
hlavné v mékkém vnitfnim endospermu. Sacharéza byla pfitomna v celém endospermu. Je
zajimavé, Ze v oblasti, kde bylo zrno napadnuto hmyzem se vyskytovaly zvySené obsahy
kyseliny palmitové, kyseliny linolové, kyseliny stearové a kyseliny kaffeoyl-sinapoylchinové
ve srovnani s oblastmi endospermu kavy bez pfiznaku napadani hmyzem. Tyto slou€eniny

mohou tedy mit souvislost s obrannou funkci pfi interakci mezi kavovymi zrny a hmyzem.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pristrojové vybaveni a laboratorni material

Po celou dobu experimentalni prace byly vyuzivany vahy Satorius (Satorius AG,
Goettingen, Némecko) a ultrazvukova lazen Elma, S 40 H, Elmasonic, (Elma Hans
Schmidbauer, Singen, Némecko) slouZila k dodateCnému rozpousténi latek. Ke stanoveni
popele byl pouzit filtracni papir (Cerna paska, velikost pérd 7—-8 um, Schleicher & Schuell
A.G., Feldmeilen, Svycarsko). Centrifugace probihala pomoci centrifugy Hettich EBA 20 a
Hettich centrifugy mikro 120 (Hettich s.r.o., CR). N pH metru WTW inoLab (INOLAB spol.
s.r.o., CR) byly méfeny hodnoty pH vzorkii pfed zapo&etim anaerobni fermentace a
k nasledné upravé pH. Orientacni méfeni pH vzorku digestatu po anaerobni fermentaci bylo
provadéno universalnimi indikatorovymi papirky pro pH 0-12 (Lach-ner s.r.o., CR). Kavovy
odpad byl suSen suSarnou Memmert UN 110 (Memmert GmbH + Co. KG, Swabach,
N&mecko) a zpopelnén v muflové peci laboratorni LMH (LAC s.r.o., CR). K pregisténi
vzorkl byla pouzita SPE extrakce s kolonkami Strata SDB-L (100 uym, 260 A) 200 mg/3 ml
(styren-divinylbenzen) (Phenomenex, Torrace, CA, USA). Pro zvySeni rychlosti SPE
extrakce byl pouzit vakuovy systém Visiprep™ SPE Vacuum Manifold (Sigma Aldrich, MO,
USA). Experimenty anaerobni fermentace probihaly na topné desce HT 11 (MERCI s.r.0.,
CR).

Slozeni plynné faze anaerobni fermentace bylo analyzovano plynovym
chromatografem Agilent 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) spojenym
s hmotnostnim spektrometrem Agilent 5975C (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Pocatecni teplota kolony byla 70 °C a teplotni gradient byl nasledujici: 0-5 min (70
°C); 5-16,33 min (70-240 °C); 16,33-20,33 min (240-300 °C); 20,33-25,33 min (300 °C).
DalSi parametry méreni byly: nastfik vzorku 1 ul, kolona Zebron ZB-5ms (5 % fenyl-arylen-
95 % dimethylpolysiloxan), nosny plyn helium, pritok plynu 0,9 mi/min, rozsah MS skenu
12-120 Da, ionizace elektronem 70 eV. Kvantifikace byla provadéna vnitfni normalizaci
(plocha piku v rekonstruovaném chromatogramu pro studovany plyn byla délena celkovou
plochou piku, hodnotou celkového iontového proudu, TIC, méfeného pfes chromatograficky
pik) a vyjadfena v procentech.

Chromatograficka separace digestatu byla provadéna pomoci kapalinového
chromatografu Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) opatfeného binarni pumpou a
DAD detektorem. Separace probihala na koloné s reverzni povrchové porézni stacionarni
fazi Ascentis Express (100 mm x 2.1 mm, 2.7 um, Supelco, USA). Mobilni faze byla slozena
z kyseliny mravenci ve vodé 0,1 % (v/v) (mobilni faze, MF, A) a kyseliny mravenci
v methanolu 0,1 % (v/v) (MF B). Profil gradientu byl nasledujici (% v/v): 0-5 min (10 % B),
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5-55 min (10-100 % B) a 55-60 min (100-10 % B). Mobilni faze méla po celou dobu analyzy
prutok 0,35 ml/l, teplota autosampleru byla 10 °C a vyhfivani kolony bylo nastaveno na
25°C. Nastfikovy objem byl 5 ul. Detekce byla mimo DAD také provadéna s vyuZitim
vysokorozliSujiciho tandemového hmotnostniho spektrometru Synapt G2-S (Waters).
Parametry pfistroje byly: ionizace elektrosprejem v negativnim médu, napéti 2,5 kV, teplota
zdroje 120 °C, sample cone 40 V, teplota desolvatacéniho plynu 400 °C, prutok cone gas
100 I/h a pritok desolvatacniho plynu 600 I/h. Jako desolvataéni plyn byl pouzit dusik.
Méfeni probihalo ve dvou cyklicky se opakujicic skenech s nizkou (CE = 4 eV) a vySsi
kolizni energii (CE = 20 eV) vkladanou na kolizni celu Trap. Doba analyzy byla 60 min. Sbér

a vyhodnoceni dat probihalo v programu MassLynx 4.1 (Waters).

3.2. Chemikalie

K anaerobni fermentaci byl pouzit kavovy odpad z kavy tvofené z 80 % odrudou
arabika (Brazilie, Indie, pfesny pomér je chranén obchodnim tajemstvim) a ze zbylych 20 %
robustou (Indie) (KAFE KODO s.r.o., CR). Pro zvySeni efektivity anaerobni fermentace byl
kavovy odpad smichan s vepfovou kejdou dodanou panem Kvétoslavem Mickem.
K charakterizaci kavového odpadu byly pouzity nasledujici chemikalie: H.SO4 95% (p.a.,
PENTA, CR), KOH (p.a., PENTA, CR), NH4OH (p.a., PENTA, CR), HCI 35% (p.a., Lach-
ner s.r.o., CR), hexan (p.a., Lach-ner s.r.o., CR) a ethanol (Fischer Chemicals, Svycarsko).
Roztok Fehling | byl pfipraven rozpusténim 6,9 g CuSO45H,0 (p.a., PENTA, CR) ve 100
ml H,O a Fehling Il rozpu$ténim 34 g KNaC4H40¢-4H.0 (p.a., PENTA, CR) a 10 g NaOH
(p.a., PENTA, CR) také ve 100 ml H,O. Carreztv roztok | byl pfipraven rozpusténim 15 g
K4[Fe(CN)e]3H20 ve 100 ml H,O a Carrezlv roztok Il rozpusténim 30 g ZnSO47H.0
rovnéz ve 100 ml H,O. DalSim pouzivanym materialem byly methanogeni bakterie APD BIO
GAS (MetBac, BAKTOMA s.r.o., CR) a thioglykolatové médium (TGM, NEOGEN, MI, USA).
Pro SPE metodu, naslednou pfipravu vzorkd a MF se pouzival methanol (HPLC grade,
VWR Chemicals, PA, USA) a HCOOH 99,7% (p.a., Lach-ner s.r.o., CR). Deionizovana voda
byla ziskana z dvoustupriové deionizac¢ni stanice Milipore Direct Q UV (Milipore S.A.S,

Francie).
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3.3. Pracovni postupy

3.3.1. Charakterizace materialu

Ve vzorku kavarenského odpadu, kterému se dale v textu fika zkracené kava, byly
na poc¢atku experimentu stanoveny nasledujici parametry: vlaknina, cukr, 3krob, tuk a
popel. Metody pro stanoveni cukru a tuku byly modifikovany, jak je uvedeno dale.
Elementarni analyza kavy byla provedena na Katedfe anorganické chemie, PfF UP.

Vlaknina se stanovovala metodou podle Henneberga a Stohmanna. 5 g suchého
vzorku bylo pfesypano do 500 ml Erlenmayerovy bariky s rovnym dnem. Pfidalo se 200 mi
1,25% H,S0,4. Tato suspenze se vafila pod zpétnym chladi€¢em na vodni lazni 45 min,
pficemz béhem této doby se nékolikrat obsah opatrné promichal. Nasledné se barika
ochladila a obsah se odstfedil na centrifuze pfi 6000 ot/min po dobu 5 min a byl vznikly
supernatant oddélenen. K nerozpustnému zbytku bylo pfidano 200 ml 1,25% KOH. Tato
smés se smeés vafila na vrouci vodni lazni pod zpétnym chladi¢em 30 min a byla pribézné
opatrné promichavana. Barika se nechala 5 min stat a tuhy podil se odfiltroval pfes dva na
sobé polozené a predem zvazené filtracni papiry nizké hustoty pfes Blichnerovu nalevku,
a to nejprve za atmosférického tlaku a poté za mirného podtlaku. Ke zbylému podilu v
Erlenmayerové barice se pfidalo 100 ml horké destilované vody a vznikla suspenze byla
pfevedena na filtraéni papir. Tuhy podil na filtraénim papiru se nasledné promyl 30 mi
ethanolu. Filtraéni papir s tuhym podilem na pfedem zvazenych Petriho miskach byl susen
pfi 105 °C po dobu 40 min. Tento postup byl pfevzat z literatury [78].

Pfi vazkovém stanoveni cukru se 2 g vzorku 3x extrahovaly destilovanou vodou,
pokazdé 10 min v ultrazvuku. Nasledné se vzorek zcentrifugoval a supernatant se
dekantoval do 25 ml odmérné barnky a pfidalo se 0,5 ml Carrezova roztoku | a po
promichani 0,5 ml Carrezova roztoku Il. Srazenina se odfiltrovala, promyla a prefiltrovany
roztok se prelil zpatky do 25 ml odmérné banky. Nasledovala inverze cukrl pomoci 2 ml
HCI pfi 70 °C po dobu 10-15 min, poté neutralizace 4 ml 5M NaOH a vzorek byl dopInén na
celkovy objem 25 ml. Po centrifugaci se vzorek povafil s 15 ml roztokl Fehling | +a Il
v kadince po dobu 10 min. Nakonec probéhla filtrace pfes pfedem zvazenou fritu a suSeni
vzniklého produktu pfi 80 °C po dobu 2 hodin. Postup byl pfevzat z literatury [79] a
modifikovan.

Skrob byl stanoven metodou podle Raska. 2 g vzorku byly rozetfeny v kadince
s 10 ml 20% HCI. Do kadinky bylo pfidano pfiblizné stejné mnozstvi vody, jaky byl objem
suspenze v kadince. Nasledné se provedia filtrace a filtrat se vysrazel 25 ml ethanolu.
Centrifugace probéhla v pfedem zvazené zkumavce a poté se zkumavka susila pfi 70 °C
2 hod [80].
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Pro stanoveni tukd se 2 g vzorku navazily do plastové centrifugaéni zkumavky,
pfidal se hexan o objemu 10 ml a vzorek byl protfepavan, aby doslo k rozptyleni
kavarenského odpadu v rozpoustédle. Nasledné byla zkumavka vloZena do ultrazvukové
lazné po dobu 15 min. Vzorek byl poté zcentrifugovan a supernatan odebran do &isté vialky
0 objemu 20 ml. Cely proces se vzorkem se nasledné opakoval, ale po ultrazvukove lazni
byl vzorek navic vloZen do susarny na 10 min pfi teploté 70 °C. Po vytahnuti se zkumavka
protfepala, zcentrifugovala, hexanovy roztok byl pfeveden do malé kadinky jiz obsahujici
prvni hexanovy extrakt, rozpoustédlo bylo odfoukano a netékavy tukovy podil byl zvazen.
Postup byl pfevzat z prace [79] a modifikovan.

Popel byl se stanoven po spaleni a vyzihani v muflové peci pfi 600 °C po dobu 60
min v pfedem zvazeném porcelanovém kelimku s 0,5 g kavy. Vihkost se stanovovala

v porcelanovém kelimku s 5 g kdvy suSenim v susarné pfi 105 °C 2 hod [79].

3.3.2. Optimalizace poméru vstupnich surovin pro dosazeni methanogeneze

Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je potfeba do roztoku kavy a vody pfidat
methanogenni bakterie a/nebo ¢inidlo thioglykolat, které se pouzivaji k usnadnéni
degradace organického materialu v Cistickach odpadnich vod, kdyz je anaerobni bakterialni
aktivita snizena [81].

Pro sledovani prubéhu AD byly zalozeny tfi reakéni smési. Vzorek 1: 4,5 g kavy +
30 ml H20, vzorek 2. 4,5 g kavy + 30 ml H,O + 300 pl bakterii a vzorek 3: 4,5 g kavy + 30 ml
roztoku thioglykolatu + 300 ul bakterii. Roztok bakterii mél koncentraci 5 mg/100 ml a roztok
thioglykolatu mél koncentraci 29,8 g/l. V pribéhu anaerobni fermentace dochazi v prvnifazi
k tvorbé oxidu uhli¢itého, ktery vyrazné snizuje pH celé reakéni smési. Optimalni podminky
pro methanogenni bakterie se pohybuji v rozmezi pH 6,5-7,2 [8]. Pro zajisténi optimalniho
pH pro fermentaci bylo provedeno méfeni pH vodného vyluhu kavarenského odpadu o
koncentraci 1,5 g/10 ml. pH roztoku bylo 5,85. Bylo tedy nutné zvysit pH. To bylo provedeno
2 M NH4OH (250 pl/10ml). Takto bylo pH zvySeno na 8,13. Na zakladé tohoto pokusu se
do vzorkd 1-3 pfidalo po 750 pl 2 M NH4,OH. Vzorky byly uzavieny Sroubovym uzavérem
s PTFE/silikonovym tésnénim v 60 ml lahvickach a zahfivany na 37 °C. Fermentacni
experiment s témito vzorky probihal 2 tydny. Stanoveni plynnych slozek ve vnitini
atmosfére reaktoru bylo provedeno pomoci plynového chromatografu ihned po zahajeni
pokusu a po 2 tydnech. Pro zjisténi vlivu atmosférického kysliku na proces anaerobni
fermentace byl tento experiment opakovan a nove pfipravené vzorky 1-3 byly profouknuty
Na.

Nasledné byl zaloZen experiment, kde se do 60 ml lahviCek navazily rizné poméry
veprove kejdy a kavy (Tab. I). Snahou bylo docilit co nejefektivnéjsi anaerobni fermentace

a tento proces méla podpofit vepfova kejda, jakozZto dalSi organicky substrat v praxi Siroce
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vyuzivany ke ko-digesci. VSech téchto devét smési bylo uzavieno Sroubovym uzavérem
s PTFE/silikonovym tésnénim v 60 ml lahviCkach a zahfivano tfi tydny na 37 °C, pficemz
plynna faze se na GC meéfila kazdych 7 dni po dobu tfech tydni. Namérena data umoznila
vybrat nejvhodnéjSi pomér kejda:kava pro nasledujici hlavni fermentacni experiment. Pro
zabranéni pretlaku v reakénich nadobach byly vdechny uzavéry opatfeny bublatkem (jehla

s hadi¢kou vyvedenou do kadinky s vodou).

Tab. I.: Pomér kavarenského odpadu a kofermentoru (kejdy) ve studovanych smésich

(vyjadfeno hmotnostmi sloZek)

Smés Kejda [g] Kava [g]
1 10 0
2 9 1
3 7,5 2,5
4 7 3
5 6,5 3,5
6 6 4
7 5 5
8 2,5 7,5
9 1 9

3.3.3. Analyza slozeni plynné faze a vzniklého digestatu v pribéhu hlavniho
fermentaéniho experimentu

Hlavni fermentacni experimenty byly provedeny dvéma zplsoby: 1) ve vnitfnim
prostoru reaktoru byla okolni atmosféra (anaerobni fermentace 1); 2) reaktor byl profouknut
dusikem a kyslik obsazeny v atmosféfe byl z plynné faze fermentoru odstranén (anaerobni
fermentace 2). Cilem tohoto experimentu bylo posoudit vliv vzdusného kysliku na pocatek
anaerobni digesce se zaméfenim na methanogenezi.

Pro hlavni experiment anaerobni fermentace 1 kavarenského odpadu byla
vybrana smés kejda:kava 1:1. Do 250 ml nadob (Pyrex) bylo navazeno 20 g vepfové kejdy
a 20 g kavarenského odpadu a pfidano 120 ml destilované vody. Nadoby byly nasledné
uzavieny pomoci Sroubovacich vi¢ek s provrtanymi otvory a septy. Z divodu vznikajiciho
pretlaku a bezpecnosti, byly nadoby opatfeny jehlou s hadiCkou, ktera byla ponofena do
vody (Obr. 9). Pro hlavni experiment byly pfipraveny tfi série vzorka (po tfech opakovani) o
rizném slozeni: tj. kejda:kava 1:1 (m/m; 1A, 1B a 1C), kejda:kava 1:9 (m/m; 2A, 2B a 2C;
4 g kejdy, 36 g kavy a 120 ml H,0), Cista kejda (3A, 3B a 3C; 40 g kejdy a 120 ml H0).
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Smés s pomérem kejda:kava 1:9 je uvazovana jako smés, ve které je stale pfitomny
kavarensky odpad, ale nedochazi k efektivnimu nastartovani anaerobni fermentace a ke
tvorbé methanu (methanogenezi). Anaerobni fermentace probihala 32 dn( pfi 37 °C. Odbér
nejprve plynné faze (1,5 ml) a nasledné kapalné faze (2 ml) probihal ihned po spusténi
experimentu a poté po C&tyfech dnech. Plynna faze byla analyzovana ihned, pfi¢emz
davkovany objem byl 1 ml. Kapalna faze byla zamrazena pfi -20 °C, a takto uchovana pro
pozdéjsi zpracovani pomoci SPE za uc€elem LC/MS analyzy. Ke zmraZeni doSlo ihned po
odebrani kapalné faze a po provedeni SPE a vysuSeni. Vzorek pro analyzu digestatu byl
precistén pomoci SPE extrakce. Hodnota pH vzorkl digestatu po anaerobni fermentaci byla

méfena pfed SPE pomoci pH papirku.

Obr. 9: Probihajici anaerobni fermentace 1.

Pfi anaerobni fermentaci 2 doslo kromé nastaveni inertni atmosféry uvnitf reaktoru
také k upravé hodnot pH pomoci konc. NH4OH na finalni koncentraci ve smési 0,12727 M.
Ve smési s pomérem kejda:kava 1:1 doslo ke zvySeni pH z hodnoty 7,6 na 8,1. Ve smési
s pomérem kejda:kava 1:9 z6,6 na 7,3. U vzorku obsahujiciho samotnou kejdu byla
hodnota pH zvySena z 8,2 na 8,5. V pribéhu experimentu byly pro lepsi tésnost reaktoru
s vicky omotany Parafilmem. Anaerobni fermentace 2 probihala 36 dnu pfi 37 °C. Odbér
vzorku a jeho uprava byly totoZzné s experimenty pfi anaerobni fermentaci 1.
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Odebrana kapalna faze digestatu z anaerobni fermentace 1 a 2 byla zpracovavana
nasledujicim zptusobem. SPE kolonky byly pfipojeny k vakuovému manifoldu a stacionarni
faze (SF) kolonky Strata SDB-L byla aktivovana 2 ml methanolu. Nasledné bylo organické
rozpou$tédlo vymyto 2 ml deionizované vody a pro zadrzeni latek na SF byly davkovany
2 ml 5% kyseliny mravenci. Nasledné byl nanesen 1 ml zcentrifugovaného digestatu, ktery
byl nasledné promyt 1 ml 5% kyseliny mravenc¢i pro odstranéni soli a pfipadnych dalSich
silné polarnich slozek matrice. Eluce latek z SPE kolonky byla provedena pomoci 2 ml
methanolu. Ziskané extrakty byly odfoukany do sucha pomoci proudu dusiku. Odfoukané
vzorky byly do doby analyzy uloZeny pfi -20 °C. Odfoukany vzorek byl rekonstituovan smési
mobilnich fazi A a B (800 ul MF A a 200 ul MF B) v ultrazvukové lazni a pfed LC/MS méfeni

byl vznikly roztok centrifugovan.

3.4. Vysledky a diskuze
3.4.1. Charakterizace materialu

Pfi charakterizaci materialu se stanovovaly tuky, cukry, vlaknina, Skrob, popel,
vihkost a obsah dusikatych latek (elementarni analyza). Mnozstvi vlakniny se vypocetlo
podle vzorce (3), a zjiStény obsah popela byl odecten od hmotnosti viakniny. Obsah cukr(
byl ziskan pfepoltem z Cu.O na invertni cukr. ZjiStény obsah téchto slozek v pouzitém
kavarenském odpadu je v Tab. Il. K ziskani obsahu dusikatych latek (bilkoviny, alkaloidy)
se pouzil obsah dusiku z elementarni analyzy a prepocitavaci faktor 6,25. Elementarni
analyza se provadéla na dva standardy, sulfanilamid (Tab. Ill) a kalibrant s obsahem 0,5 %
S (Tab. IV).

VL ="2100 [%] 3)

my ... hmotnost vlakniny po vysuseni v g

n ... navazka analyzovaného vzorku v g
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Tab. Il: Chemické sloZeni kavy v [%]

Obsah [%]

Vlaknina 46,26
Cukry 0,26
Tuky 11,7
Skrob 3,07
Popel 2,1
N latky 14,22
Vihkost 53,8

Tab. lll: Elementami analyza kavy na standard sulfanilamid v [%]
N C H S
2,25 51,17 7,12 0

Tab. IV: Elementarni analyza na kalibrant s obsahem 0,5 % S v [%]
N C H S
2,3 50,98 7,12 0

Soucet obsahl stanovovanych slozek v susSiné kavarenského odpadu (vlaknina,
cukry, tuky, Skrob, popel, N-latky) €inil 77,61 %. Na zakladé této charakterizace muzeme
fici, ze odpad obsahuje pfiblizné 1/3 snadno rozlozitelnych zivin (cukry, tuky, Skrob, N latky)
v suSiné. Takovyto obsah je pro AD velmi vhodny a velmi se blizi sou¢tu makrozivin u bézné
pouzivané kukuficné silaze (38 % v susiné) [82]. Jak jiz bylo poznamenano v teoretické
¢asti diplomové prace, optimalni pomér C/N pro AD je 20-30:1 [8, 12, 15]. Pro kavarensky
odpad ¢ini tato hodnota pfiblizné 22:1. Z téchto ddvodu se jevi kavarensky odpad jako
vhodny vstupni material do bioplynovych stanic.

Vyznamnym parametrem pro spravné nastaveni podminek pro anaerobni
fermentaci je vlhkost materialu. Obsah susiny na po¢atku procesu by méla byt do 13 % [83,
84]. Za pfedpokladu, Ze veprfova kejda obsahuje 6-8 % suSiny, by se vhodna navazka méla

pohybovat kolem 15 g vysu$ené kavy na 100 ml vody/roztoku.

3.4.2. Volba vhodného slozeni organického substratu pro hlavni fermentacni
experiment
Po dvou tydnech anaerobni fermentace vzorkd 1-3 (1: 4,5 g kavy + 30 ml H.O; 2:

4,5 g kavy + 30 ml H20 + 300 pl bakterii; 3 s 4,5 g kavy + 30 ml roztoku thioglykolatu +
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300 pl bakterii) byl proveden odbér plynné faze (1,5 ml) a analyza na GC/MS. Vysledky
ukazaly, Ze vzorek 1, kde byla obsaZena pouze kava s vodou, po dvou tydnech
vyprodukoval 0,913 % methanu, coz je vyrazné vice, nez ve vzorku 2 (0,014 %) a vzorku 3
(0,004 %) (Tab. V). Je pfekvapuijici, Ze vzorky anaerobni fermentace s atmosférou dusiku
methan neposkytly (Tab. VI). V Tab. VI mizeme rovnéz pozorovat vy$$i mnozstvi kysliku
v reaktoru po 2 tydnech anaerobni fermentace, které bylo pravdépodobné zplsobeno
netésnosti systému. Ze ziskanych vysledkl byla pro dalSi experimenty s praseci kejdou
zvolena kava s vodou bez umélého pfidavku bakterii a thioglykolatového roztoku, nebot
samotny roztok kavy bez podpory bakterii byl schopen ucinné anaerobni fermentace. A
z divodu negativnich vysledka s atmosférou dusiku, se vzorky v nasledujicim experimentu

dusikem neprofoukavaly.

Tab. V: Chemické sloZzeni plynné faze po 2 tydnech anaerobni fermentace (uvedena jsou

relativni procenta plynného obsahu [%])

Po zahajeni anaerobni fermentace Po 2 tydnech
Vzorek 1  Vzorek 2  Vzorek 3 Vzorek 1  Vzorek2  Vzorek 3
N2 73,404 74,224 72,410 59,061 58,854 48,028
02 24,215 23,486 25,060 15,242 1,838 1,735
CO: 0,212 0,202 0,253 17,647 34,821 47,363
Ar 2,168 2,088 2,278 4,411 4,474 2,87
CHa 0 0 0 0,913 0,014 0,004

Tab. VI: Chemické slozeni plynné faze po 2 tydnech anaerobni fermentace s atmosférou

N2 (uvedena jsou relativni procenta plynného obsahu [%)])

Po zahajeni anaerobni fermentace Po 2 tydnech
Vzorek 1  Vzorek 2  Vzorek 3 Vzorek 1  Vzorek2  Vzorek 3
N2 90,329 96,374 93,078 66,265 92,638 56,459
02 8,849 3,306 6,336 29,528 6,405 4,477
CO: 0,038 0,023 0,03 1,134 0,078 38,408
Ar 0,785 0,297 0,555 3,073 0,88 0,245
CHa 0 0 0 0 0 0

Experiment sledujici vliv obsahu kejdy jako ko-fermentoru ukazal, Ze methan
poskytuji v8echny pfipravené smési kromé smési 9, kde bylo pfitomno nejvétsi mnozstvi
kavy a nejmensi mnozstvi kejdy (Tab. VII, Obr. 10, pfehled sloZeni viz Tab. |). Na zakladé
této informace bylo rozhodnuto, Ze smés kejda:kava 1:9 bude slouzit v nasledujicich

experimentech, jako smés, u které se neocekava methanogeneze.
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Tab.VIl: MnozZstvi CH. [%] béhem anaerobni fermentace v 1.-3. tydnu ve smésich 1-9

Smés 1.tyden 2.tyden 3. tyden

1 0,42 1,83 3,00
2 0,79 2,16 6,11
3 0,002 3,24 13,11
4 0,006 2,03 3,37
5 0,16 1,34 1,65
6 0,13 1,10 2,64
7 0 1,02 1,98
8 0 0 1,54
9 0 0 0
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N2 mO2 mCO2 wAr mCH4

Obr. 10: SloZeni plynné faze po 3 tydnech anaerobni fermentace. K —kejda, O — kavarensky
odpad (napf. K9:01 — kejda 9 g + kava 1 g).

39



Experiment dale ukazal, Ze smés 1 se samotnou kejdou sice methan produkovala
uz béhem prvniho tydne anaerobni fermentace (0,42 %), ale ve smésich, kde byla pfitomna
i kava je obsah vznikajiciho methanu vysSi. Konkrétné smés 2 (9 g kejdy a 1 g kavy)
vyprodukovala uz b&éhem prvniho tydne 0,79 % methanu a po tfech tydnech jiz 6,11 %.
Smés 1 vyprodukovala o polovinu methanu méné, tj. 3 %. Nejvétsi vytéZzek methanu byl
pozorovan u smési 3 a to po tfech tydnech 13,11 % (smés 7,5 g kejdy a 2,5 g kavy).

Jednim z cilt prace bylo sledovat podminky, za kterych je mozno pomérné stabilné
a efektivné zplynovat vysoky obsah kavového odpadu ve fermentacni smési. Smés 8, ktera
obsahuje velmi vysoké mnozstvi kavy (7,5 g), sice methan po tfech tydnech vyprodukovala
(1,54 %), ale nastup stabilni methanogeneze nastaval pfili§ pozdé. Z tohoto divodu byla
pro hlavni ¢ast této studie zvolena smés 7 (kejda 5 g + kdva 5 g) (Obr. 11), nebot
obsahovala pomérné velké mnozstvi kavy a zaroven vyprodukovala methan po dvou
tydnech anaerobni fermentace (1,02 %) a po dal$im tydnu se obsah vyprodukovaného
methanu skoro zdvojnasobil (1,98 %). Toto mnoZstvi svédci o stabilnim procesu fermentace
i v mikroméfitku za diskontinualnich podminek, a smés 7 je tedy vhodna pro dalSi studium
slozeni digestatu. Od obsahu kejdy 5 g a vySe, vzorky produkovaly methan uz béhem

prvniho tydne anaerobni fermentace.

80
= 70
= 60
[N
N 50 mN2
- 40 o2
S 30 cO2
E 20 Ar
© 10 I 0 1.02 1,98 CH4

0
1 2 3
Cas fermentace [tyden]

Obr. 11: Zmény ve slozeni plynné faze béhem anaerobni fermentace smési 7
(obsah kejdy 5 g a kavy 5 g).

3.4.3. Analyza slozeni plynné faze pri hlavnim fermentaénim experimentu

Pro dalSi studie bylo nutné zvétsit obsah a objem fermentacni smési, z divodu
odebirani kapalné faze, kdy pfi nizkém objemu kapalné faze by mohlo dojit k selhani
anaerobni fermentace v dusledku pfili§ vysokého mnozstvi susiny. V pribéhu anaerobni
fermentace 1 a 2, se sledovalo procentualni zastoupeni hlavnich plynnych slozek ve vnitini
atmosfére reaktoru (N2, Oz, CO,, Ar a CHa,). Idealni pribéh anaerobni fermentace nam

znazornuje Obr. 12.
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Obr. 12: Ideélni prabéh anaerobni fermentace [81].

V prabéhu anaerobni fermentace 1 vzorkd 1A,1B a 1C (s pomérem kejdy a kavy
1:1) doslo k vyvinu methanu ve stopovém mnozstvi (0,001 %) po 20 dnech digesce a to
pouze u vzorku 1C. V nasledujicim odbéru, 24. den, se methan jiZ vyskytl ve vSech vzorcich
(0,014 £ 0,017 %) a v nasledujicich dnech dochazelo k mirnému nartstu jeho obsahu, ale
uz opét pouze u vzorku 1C (ve dnech 28 a 32 bylo mnozstvi 0,264 % a 0,392 %).
V nasledujicim méfeni pH odebrané kapalné faze se ukazalo, Ze sice na pocatku
fermentace kejda zaijistila alkalické pH 8, ale to v pribé&hu anaerobni fermentace a tvorby
CO: kleslo na pH 6. V samotném zavéru experimentu, 32. dnu, kleslo pH az na hodnotu 5,
kdy se dostavame na hranici pH, ktera je pro proces anaerobni fermentace nevhodna a
dochazi k vyrazné inhibici methanogennich bakterii. Chromatogram znazornujici slozeni
plynné faze dne 32 vzorku 1C je znazornéno na Obr. 13. V Tab. IX a Obr. 14 mGzeme

sledovat poméry sledovanych plyni béhem anaerobni fermentace 1.
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Obr. 13: Rekonstruované chromatogramy studovanych plynt (vzorek 1C — 32. den), TIC —

hodnota celkového iontového proudu.

Tab. IX: Obsahy plynt pfi anaerobni fermentaci 1 smési kejda:kava 1:1a pH kapalné faze

(obsahy plynti jsou vyjadreny v relativnich procentech)

DEN N 0. CO2 Ar CHq pH
0 7060+1,08 20,03+0,18 7,51+1,28 1,86+0,03 0O 8
4 12,71+0,37 0,24+0,01 8691+0,38 0,14+0,10 o 7
8 12,470,224 0,34+0,08 87,09+0,23 0,1+0,004 0 6
12 12,03+0,58 0,22+0,03 8765+057 0,11+0,02 0 6
16 12,13+1,09 0,34+0,06 87,40+1,14 0,13+0,02 0 6
20 19,03+2,64 2,48 +0,87 78,13+3,58 0,36+0,08 0,001+ 0,001 6
24 30,16 £ 5,57 590+165 6328+740 0,65+0,17 0,014+0,017 6
28 16,41 +3,27 1,08+0,64 82,13+4,12 0,29+0,11 0,094+0,133 6
32 18,88 +4,21 1,25+0,83 7936+534 0,37+0,13 0,146+0,206 5
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Obr. 14: Graf priabéhu anaerobni fermentace 1 v sérii kejda:kava 1:1.

Je tfeba poznamenat, Zze u vzorkl s pomérem kejda:kava 1:9 dochazi v zavéru
celého experimentu (28 a 32 den) ke vzniku stopového mnozstvi methanu (Tab. X, Obr. 15).
Ve 20 dni doslo u vzorku 2C pfi odebirani plynné a kapalné faze k vyraznému podtlaku a
do vzorku byla nasata voda z bublatka. Do vysledkd z tohoto dne jsou tedy zahrnuty pouze
vzorky 2A a 2B, pro zamezeni zkresleni a znehodnoceni vysledkd. Ve dvacatém dni
experimentu doslo k nasati malého mnozstvi uzaviraci vody i do kontrolni série vzorka 3A,
3B a 3C. Tim doSlo k nartstu vihkosti uvniti systému. V téchto vzorcich jsme pozorovali
vyrazné vétSi mnozstvi oxidu uhli¢itého. Vliv vlhkosti na zvySeni koncentrace oxidu
uhli¢itého v uzavfenych systémech jiz popsali autofi Horakova a kol. [85]. Obsah méné
zastoupenych plynd (O, Ar a CHs) nebylo mozné zdlvodu vysokého Sumu
v chromatogramu detekovat. Obsahy N, byly u 3A 21,64 %; 3B 15,89 %; a 3 C 23,67 %.
Obsahy CO: byly u vzorku: 3A 78,36 %; 3B 84,11 % a 3C 76,33 %. Z tohoto duvodu byl
den 20 z grafu (Obr. 16) vylou€en a v Tab.Xl je vyznacen Sedé. Nasledujici dny anaerobni

fermentace vSak uz probihaly bez problému. Methan se objevil ve 24. den (0,111 + 0,007 %)
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a to ve vSech pfipadech (3A, 3B, 3C). MnozZstvi methanu postupné stoupalo a pfed

ukonéenim experimentu po 32 dnech byl obsah methanu 2,839 £ 0,400 %. Hodnoty pH se

po celou dobu drzely v rozmezi 8-9.

Tab. X: Obsahy plynti pfi anaerobni fermentaci 1 smés kejda:kava 1:9 a pH kapalné faze

(obsahy plynt jsou vyjadreny v relativnich procentech)

DEN N: 02 CO: Ar CHa pH
0 70,02+0,28 19,75+0,10 8,40+0,37 1,83+0,01 0O 6
4 15,76 + 1,04 1,07 £ 0,20 8296+1,11 0,21+0,02 0O 6
8 16,53 + 2,39 0,58 £ 0,35 82,66 +2,54 0,23 +0,06 0O 6
12 17,75+ 2,70 0,43 £ 0,04 8154+2,74 0,28 £0,07 0O 6
16 19,59 + 3,04 0,56 + 0,21 79,49+296 0,36 +0,08 0O 6
20 30,78 £ 1,47 3,39 +1,34 65,12+2,79 0,71 +0,04 0O 6
24 33,88+11,28 580+3,81 5954+1540 0,78+0,32 0O 6
0,00017 *

28 25,69 * 3,04 0,77 +£0,48 72,96 +2,66 0,58 +0,08 =+0,00024 6
0,00012 +

32 30,14 + 2,85 0,70 +0,39 68,44+254 0,72+0,08 +0,00017 6
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Obr. 15: Graf pribéhu anaerobni fermentace 1 ve smési kejda:kava 1:9.
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Tab. XI: Slozeni plynné faze v pribéhu anaerobni fermentace 1 smési kejda bez pfidavku

kavy a pH kapalné faze (obsahy plynt jsou vyjadreny v relativnich procentech)

DEN N2 02 CO2 Ar CHq pH
0 6996+1,17 19,55%0,21 8,66 +1,36 1,83+0,01 0 9

73,05+ 0,48 0,43+0,04 2452+050 1,89+0,03 0,111 +0,007 9
8 70,55+2,39 0,77+0,15 26,69+237 1,79+0,07 0,190+0,024 8
12 68,97 +£2,10 0,62+0,14 28,20+x2,09 1,78+0,06 0,425+0,069 8
16 64,45+2,58 0,53+0,13 32,38%+2,69 1,65+%0,07 0,994+0,145 8
20 20,40 +9,53 0 79,60+ 36,71 0 0O 8
24 59,76 £ 2,75 0,46 +0,08 36,77+2,67 1,50+0,08 1,510+ 0,207 9
28 59,25+2,93 0,38+0,01 36,58+2,78 1,61+0,09 2,185+0,269 8
32 59,08 +3,27 0,38+0,04 36,11+3,05 1,59+%0,10 2,839+0400 9
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Obr. 16: Graf priibéhu anaerobni fermentace 1 ve vzorku samotné kejdy bez pfidavku kavy.

Obsah vybranych plynl [%]

Cas fermentace [den]

N2 m02 mCO2 wAr mCH4

Na zakladé namérfenych dat je mozné usoudit, Zze Skalovani z malych na stfedni
laboratorni rozméry (tj. z mnozstvi 10 g materialu na 40 g materialu) nese spoustu
proménnych. V tomto pfipadé u stfedniho laboratorniho rozméru v poméru kejda:kava 1:1
jsme se po 32 dnech dostali s vytéznosti methanu na hodnotu 0,146 + 0,206 % a to pouze
u jednoho vzorku (1C). Oproti tomu v malém méfitku (systém kejda:kava 1:1) bylo mnozstvi
methanu po tfech tydnech 1,98 %. U samotné kejdy jsou v8ak vysledky srovnatelné. Ve
vétSim systému bylo po 32 dnech stanoveno 2,839 % methanu. V malém rozméru jsme po
tfech tydnech dosahli 3 % methanu.

Jednim ze zasadnich problému zjisténych v prubéhu anaerobni fermentace 1 byl
pokles pH, proto bylo toto pH u anaerobni fermentace 2 upraveno, jak bylo popsano vyse,
a pro rychlejsi ustaleni anaerobnich podminek byly reakéni lahve vyfoukany No.

Bé&hem anaerobni fermentace 2, ve smésich kejda:kava 1:1 (1A, 1B a 1C), se
methan podobné, jako u experimentu s anaerobni fermentaci 1, objevil az ve 20 dnu, ale

pouze u vzorkd 1A a 1C (0,00013 + 0,0001 %). 24. den byl methan pfitomen pouze ve
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vzorku 1 C (0,00028 £ 0,0004 %), 28. den ve vzorcich 1A a 1C (0,00362 + 0,0050 %) a 32.
den ve vSech vzorcich této série (0,01777 £ 0,0242 %). V 36. den, kdy se experiment
ukoncil byl methan pfitomen ve v8ech vzorcich, a to v mnozstvi 0,04594 + 0,0644 %. | kdyz
se methan produkoval ve v8ech vzorcich 1A, 1B a 1C, tak vyraznym nedostatkem je velmi
nizka produkce methanu. U anaerobni fermentace 1 byla 32. den byl obsah methanu
0,146 £ 0,206 % (Tab XIll, Obr. 17).

Tab. XlI: Obsahy plynt pfi anaerobni fermentaci 2 smési kejda:kava 1:1 a pH kapalné faze

(obsahy plynti jsou vyjadieny v relativnich procentech)

DEN N2 02 CO:2 Ar CHs pH
86,65 + 0,23 11,38 + 0,68 1,24 +0,55 1,02 +0,06 0 9
21,58 £2,92 0,49+3,00 77,79+049 0,15+0,03 0 8
28,67 £4,14 547 +1,97 6529+6,29 0,56+0,18 0 7
12 19,68 + 1,62 1,36 +0,57 78,83+2,00 0,22+0,05 0 7
16 19,04 £ 0,57 1,16 +£0,53 79,54+0,42 0,25+0,02 0 7
0,00013 *

20 19,49+ 2,36 0,79+0,25 7945+216 0,27 +0,05 + 0,0001 7
0,00028 +

24 18,35+2,80 0,71+0,35 80,67+284 0,28+0,05 + 0,0004 6
0,00362 +

28 21,16 +1,67 1,06 0,37 7741+135 0,37+0,05 + 0,0050 6
0,01777

32 22,67+1,33 1,15+0,44 7573+x0,96 0,42+0,04 + 0,0242 6
0,04594 +

36 24,55+ 1,56 1,28+0,10 73,63+1,58 0,49+0,04 + 0,0644 6
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Obr. 17: Graf pribéhu anaerobni fermentace 2 v sérii kejda:kava 1:1.

Ve smési kejda:kava 1:9 (2A, 2B, 2C) pfi anaerobni fermentaci 2 se methan u
vzorku 2B vyskytl az 28 den (0,00009 £ 0,00013 %). 32. a 36. den byl methan pfitomen jiz
ve vSech vzorcich této série (0,00093 £ 0,00026 %, 0,00060 + 0,00015 %) (Tab. XIII,
Obr. 18). Jasné se tedy ukazalo, Ze v obou sledovanych procesech anaerobni fermentace
(1 a 2) dochazi i pfi velmi vysokém obsahu kavy ve smési (pomér kejda:kava 1:9) v malém
rozsahu k methanogenezi a tedy nelze tento proces sledovat jako systém, kde

k methanogenezi nedochazi.
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Tab. Xlll: Obsahy plynt pfi anaerobni fermentaci 2 smési kejda:kava 1:9 a pH kapalné faze

(obsahy plynt jsou vyjadreny v relativnich procentech)

DEN

N>

02

CO,

Ar

CHa

pH

0

12
16
20
24

28

32

36

87,52+ 1,17 10,26 £ 10,01

19,99 + 1,62
29,80 + 3,26
25,40 £0,70
24,86 + 1,57
26,70 £ 2,23
26,28 + 3,58

27,24 + 2,83

28,88 + 2,44

30,18 +2,24

0,79 £0,03
4,99 + 1,36
1,77 £0,12
1,33+0,23
1,95+0,41
1,16 £ 0,53

1,13 +0,31

1,31+0,31

1,21 +0,08

1,31 +£0,33
79,05 + 1,65
65,29 + 4,74
72,39+ 0,73
73,38 1,77
70,85 + 2,68
72,06 + 4,06

71,08 + 3,16

69,20 £ 2,59

67,96 + 2,36

0,92 +0,09
0,02 +0,17
0,61+0,12
0,43 +0,03
0,43 £ 0,04
0,50 + 0,07
0,51 +0,10

0,55+ 0,08

0,61 £ 0,07

0,66 + 0,06

o O O O O o o

0,00009 +
+0,00013
0,00093 +
+ 0,00026
0,00060 +
+0,00015

O O O O O N N
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Obr. 18: Graf pribéhu anaerobni fermentace 2 ve smési kejda:kava 1:9.
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Ve smésich kejda (3A, 3B, 3C) se methan vyskytl jiz ve 4. den experimentu

(0,039 + 0,005 %) ve vSech vzorcich a jeho obsah postupné stoupal az do 36. dne

(1,334 £ 0,369 %), kdy byl experiment ukonéen (Tab. XIV, Obr. 19).

| vtomto pfipadé

muzeme pozorovat trend popsany u vzorku série 1A,1B a 1C anaerobni fermentace 1 a

anaerobni fermentace 2, tedy, Ze kejda poskytla niz§i obsah methanu v anaerobni

fermentaci 2 nez v anaerobni fermentaci 1.

Tab. XIV: Obsahy plynt pfi anaerobni fermentaci 2 smési kejda bez pridavku kavy a pH

kapalné faze (obsahy plyna jsou vyjadieny v relativnich procentech)

DEN N2 02 CO: Ar CHa pH
88,64 + 0,47 6,41 £ 0,37 4,37 £0,10 0,58 +0,04 0 10
83,71+ 0,60 1,31+0,49 14,18+ 0,87 0,76 +0,09 0,04 +0,01 10
81,57 £ 1,40 4,94 + 275 12,27+1,55 1,09+0,14 0,13 +0,02 9

12 82,73+1,43 1,49+0,34 1350+1,27 1,01+0,06 0,17 +0,04 9

16 83,198+0,25 0,99 +0,05 1451+0,29 1,06+0,04 0,24 0,02 9

20 82,94 +0,47 1,37 £0,37 14,08 +0,77 1,16 +0,04 0,46 +0,01 9

24 80,62+0,23 0,63 + 0,06 16,65+0,20 1,23+0,09 0,87 +0,04 9

28 79,56 +0,63 1,10 £ 0,11 17,02+0,57 1,28+0,09 1,04+0,10 9

32 78,87+1,08 1,14 £ 0,11 1750+098 1,33+0,09 1,17+0,05 9

36 77,27+1,22 1,33+0,19 18,70+1,28 1,37+0,11 1,33%0,37 9
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Obr. 19: Graf priibéhu anaerobni fermentace 2 ve vzorku samotné kejdy bez pfidavku kavy.

Navzdory upravé pH systému a nastoleni anaerobnich podminek, tj. obsah kysliku
pod 10 % [86], poskytla anaerobni fermentace 2 z pohledu vytéznosti methanu horsi
vysledky. Pravé z divodu pomalé produkce methanu se anaerobni fermentace prodlouzila
o Ctyfi dny a narlst methanu byl nepatmy. Fakt, Ze nastoleni inertni atmosféry nepomaha
v tomto experimentalnim uspofadani methanogenezi, nebyl na zakladé dostupnych

informaci uspokojivé vysvétlen.

3.4.5. Analyza slozeni digestatu a zmén profilu chlorogenovych kyselin

Tato prace se zaméfuje na studium zmén chlorogenovych kyselin (CGA) a
odpovidajicich laktont (CGL), ke kterym muzZe b&hem anaerobni fermentace dochazet.
V odebranych vzorcich digestatu bylo nalezeno 18 latek odpovidajicich CGA a jejich
laktontm. Identifikace téchto latek probihala na zakladé méreni pfesné a spravné hodnoty
m/z, koliznich spekter, elu¢niho pofadi a srovnani s jiz publikovanymi vysledky [81, 87, 88].

Identita CGA je podporena jejich fragmentaénim modelem. Nejprve se matefsky
ion rozstépi na kyselinu chinovou (m/z 191,0556) a odpovidajici hydroxyskoficovou

51



kyselinu (kyselina kavova m/z 179,0344; ferulova m/z 193,0501 nebo p-kumarova m/z
163,0395), ktera nasledné ztraci molekulu oxidu uhliitého (odpovidajici fragment kyseliny
kavové m/z 135,0446; ferulové m/z 149,0591 a p-kumarové m/z 119,0497). Analogické
fragmenty byly pozorovany ve fragmentacnich spektrech dikaffeoyl- a kaffeoyl-
feruloylchinové kyseliny, ze kterych v prvnim kroku vznika pfislusna CGA, tj. CQA (m/z
353,0873) ¢i FQA (m/z 367,1029). Laktony kyseliny chlorogenové fragmentuji stejnym
postupem jako CGA. Nicméné, ve fragmentaénim spektru pozorujeme dominantni signal
laktonu kyseliny chinové (m/z 173,0455) a dehydratované kyseliny kavové (m/z 161,0244),
ferulové (m/z 175,0359) ¢&i p-kumarové (m/z 145,0290) [81, 87, 88]. Ve spektrech je dale
mozné nalézt signaly volné hydroxyskoficové kyseliny a dehydratované kyseliny chinové

.....

lakton chlorogenové kyseliny je uvedeno na Obr. 20.

0
0
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o e T, OH
0
=™ oH
Exact Mass: 335 0772
0 0
_ OH _
_ |
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Exact Mass: 179.0350 OH
Exact Mass: 161.0244
+
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0] 0
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0 0"
Exact Mass: 1550350 OH

Exact Mass: 173.0455

Obr. 20: Fragmentace laktonu kyseliny chlorogenove.
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Naméfené hodnoty m/z v3ech identifikovanych CGA a CGL jsou v dobré shodé
s teoretickymi. Na zakladé nizké odchylky od teoretické hodnoty m/z, a nalezenych
fragmentl nachazejicich se v MS skenu s vyssi kolizni energii, byly tyto latky identifikovany
jako kaffeoylchinové kyseliny (CQA), které maji nasledujici hodnoty RT_m/z:
3,31_353,0872; 7,65_353,0872 a 8,74_353,0872. Nizka odchylka byla pouze -0,1 mDa.
Fragmenty pro 3,31 _353,0872 jsou m/z: 191,0570; 179,0336 a 135,0450. Pro
7,65_353,0872 a 8,74_353,0872 to jsou m/z: 191,0510; 179,0336 a 135,0399 (Obr. 21).

Daldi vyznamnou skupinou jsou p-kumaroylchinové kyseliny (pCoQA) poskytujici
signaly s RT_m/z: 5,58 337,0887 (fragmenty m/z: 191,0510; 163,0390; 119,0488);
10,18_337,0887 (fragmenty m/z: 191,0570; 163,0390; 119,0535) a 10,61 337,0887
(fragmenty m/z: 191,0570; 163,0310; 119,0535); jejichz odchylka €inila -3,6 mDa.

V chromatogramu byly také nalezeny signaly latek, které byly identifikovany jako
feruloylchinové kyseliny (FQA). Jedna se o latky s hodnotami RT_m/z: 7,72_367,1013,;
11,32_367,1013 a 11,68_367,1013 (u vSech odchylka -1,6 mDa) s vyznamnymi fragmenty
m/z pro 7,72_367,1013 a 11,32_367,1013: 193,0483; 149,0591 a 134,0319. A pro
11,68 367,1013 fragmenty m/z: 193,0483; 149,0591 a 134,0369.

Nejpocetnéjsi skupinou jsou signaly laktond izomer( kyseliny kaffeoylchinové
(CQL), tedy signaly s hodnotami RT_m/z 8,03_335,0710 (s odchylkou -5,7 mDa) a
10,85 335,0790; 11,06_335,0790; 11,22_335,0790; 11,41 335,0790 a 11,90 335,0790
(s odchylkou 2,3 mDa). Ve vS8ech MS spektrech 10,85 335,0790; 11,06_335,0790;
11,22_335,0790; 11,41_335,0790 a 11,90 _335,0790 s vysSi kolizni energii byly nalezeny
fragmenty s hodnotou m/z: 179, 0336; 173,0478; 161,0265; 155,0367 a 135,0450. Pro
8,03 335,0710 to jsou fragmenty m/z: 179, 0336; 173,0420; 161,0209; 155,0312 a
135,0450.

Signaly s hodnotami RT_m/z 15,4 515,1207 a 17,18 515,1207 byly
identifikovany jako izomery dikaffeoylchinové kyseliny (diCQA) (odchylka u obou izomert
1,7 mDa) a ve spektirech byly nalezeny shodné fragmenty m/z 353,0872; 335,0790;
191,0570; 179,0336; 173,0478; 161,0209 a 135,0450. Pfitomnost fragmentu s m/z
353,0872 rovnéz svédc¢i o pfitomnosti kaffeoylchinové kyseliny v molekule (Obr. 22).

Ve fragmentaénim spektru latky s RT_m/z 17,02_529,1321 byly v porovnani
s latkami 15,4 515,1207 a 17,18_515,1207 navic nalezeny fragmenty s hodnotou m/z
367,1010 a 193,0486. Na zakladé téchto informaci mizeme konstatovat, ze v molekule je
navic pfitomna kyselina ferulova. Molekula byla tedy identifikovana jako kaffeolyl-feruloyl-
chinova kyselina (odchylka -2,5 mDa) (Obr. 23).

Pfifazeni signalu s hodnotami RT_m/z 3,31 _353,0872 ke 5-kaffeoylchinové
kyseliny (5-CQA), 7,65_353,0872 ke 3-kaffeoylchinové kyseliny (3-CQA) bylo provedeno
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na zakladé elu¢niho poradi téchto latek v ¢lanku Kucery a kol. [81]. VSechny identifikované

a dale sledované latky jsou uvedeny v Tab. XIIV.

Tab. XIIV: Sledované chlorogenové kyseliny a jejich laktony (RT_m/z — retenéni Cas

[min]_m/z hodnota deprotonované molekluky [M-H]"), dtm [mDa] — odchylka od teoretické

hodnoty m/z)

RT_m/z

dtm
[mDa]

Fragmenty

Identifikovana latka

Zkratka

3,31_353,0872

-0,1

191,0570
179,0336
135,0450

5-kaffeoylchinovéa kyselina

5-CQA

7,65_353,0872

191,0510
179,0336
135,0339

3-kaffeoylchinovéa kyselina

3-CQA

8,74_353,0872

191,0510
179,0336
135,0399

4-kaffeoylchinova kyselina

4-CQA

5,58_337,0887

191,0510
163,0390
119,0488

p-kumaroylchinova kyselina_1

pCoQA_1

10,18 337,0887

191,0570
163,0390
119,0535

p-kumaroylchinova kyselina_2

pCoQA_2

10,61_337,0887

191,0570
163,0310
119,0488

p-kumaroylchinova kyselina_3

pCoQA_3

7,72_367,1013

-1,6

193,0483
149,0591
134,0319

3-feruloylchinova kyselina

3-FQA

11,32_367,1013

-1,6

193,0483
149,0591
134,0319

5-feruloylchinova kyselina

5-FQA

11,68_367,1013

-1,6

193,0483
149,0591
134,0369

4-feruloylchinova kyselina

4-FQA

8,03_335,0710

179,0336
173,0420
161,0209
155,0312
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny_1

CQL_1

10,85_335,0790

2,3

179,0336
173,0478
161,0256
155,0367
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny 2

CQL 2
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11,06_335,0790

2,3

179,0336
173,0478
161,0265
155,0367
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny 3

CQL_3

11,22_335,0790

2,3

179,0336
173,0478
161,0265
155,0367
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny 4

CQL_4

11,41_335,0790

2,3

179,0336
173,0478
161,0265
155,0367
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny 5

CQL 5

11,90_335,0790

2,3

179,0336
173,0478
161,0265
155,0367
135,0450

lakton kaffeoylchinové kyseliny 6

CQL_6

15,40_515,1207

1,7

353,0872
335,0790
191,0570
179,0336
173,0478
161,0265
135,0450

1,5-dikaffeoylchinova kyselina

1,5-diCQA

17,18_515,1207

1,7

353,0872
335,0790
191,0570
179,0336
173,0478
161,0265
135,0450

3,4-dikaffeoylchinova kyselina

3,4-diCQA

17,02_529,1321

367,1010
353,0872
335,0790
193,0483
191,0570
179,0336
173,0478
161,0265
135,0450

kaffeoyl-feruloylchinova kyselina

CFQA

Pozn. Uvedené hodnoty m/z a pfislusné fragmenty jsou exportovany z chromatografického zaznamu

v Case 0 anaerobni fermentace 2. Polohy substituentd u jednotlivych izomeru, které nebyly uréeny,

jsou oznaceny Cislem za nazvem kyseliny ve formatu: nazev_¢islo.
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Obr. 21: Chromatogram extrahované hodnoty m/z 353,08 a MS skeny s niz§i a vy$si
kolizni energii 5-CQA.
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Obr. 22: Chromatogram extrahované hodnoty m/z 515,12 a MS skeny s niz§i a vy$si
kolizni energii 5-CQA.
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Obr. 23: MS sken s vy$8i kolizni energii CFQA.

Anaerobni fermentace 1 probihala v reaktoru v jejimz vnitfnim prostoru byla na
pocCatku experimentu plynna faze odpovidajici okolni atmosféfe. Jelikoz vysledky GC
analyzy poukazaly na vys8i produkci methanu nez v anaerobni fermentaci 2 (s inertni
atmosférou), byly na HPLC/MS méfeny vSechny odebrané vzorky digestatu anaerobni
fermentace 1 ze dnu 0-32. Protoze série kejda:kava 1:9 (2A, 2B a 2C) méla slouzit
k poukazani na profil CGA, kde methanogenze neprobiha, a v této sérii se slabé methan
vyskytl, nebyl digestat této série méren.

Z Obr. 24 muzeme pozorovat, Zze mnozstvi CQA (vyjadfené jako pomér sumy
ploch vSech nalezenych izomer( k sumé ploch vSech identifikovanych chlorogenovych
kyselin) se 4. den zvysila, avSak od 12. dne fermentace uz nebyla CQA pozorovana. Mezi
dny 0 a 4 muZzeme pozorovat narust obsahu CQA o 85,0 %, avSak mezi dny 4 a 8 dochazi
k poklesu o0 32,1 % (Obr. 25). Na zakladé T-testu jsou rozdily mezi naméfenymi daty ze
dne 0 a 4 statisticky vysoce vyznamné (p=0,0016), a mezi 4. a 8. dnem jsou statisticky
vyznamné (p=0,0166). Mnozstvi pCoQA bylo nejvysSi ve dni 0, ve 4. dni bylo uz pozorovano
snizeni obsahu o0 78,0 % a ve dni 8 se pCoQA v chromatogramu jiz nevyskytovaly (Obr. 26).
Rozdily mezi dnem 0 a dnem 4 jsou statisticky vysoce vyznamné (p=6,22:10°). MnozZstvi
FQA ve 4. dni zaznamenalo snizeni v porovnani se zaCatkem experimentu (p=0,0022) o
83,6 %, a i pfes narust ve dni 8 (p=0,0075) 0 45,1 %, nebyly FQA 12. den jiz pozorovany
(Obr. 27). Rozdily v signalech mezi jednotlivymi dny byly statisticky vysoce vyznamné.
Obsah CQL se postupné mezi 0-8 dnem zvySoval, av8ak jako u ostatnich latek ve 12. dni
jiz nebyl pozorovan (Obr. 28). Statistické rozdily u CQL mezi dny 0 a 4 byly statisticky
vyznamné (p=0,0194) a mezi dny 4 a 8 byly staticky nevyznamné (p=0,0850). ZvySeni
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obsahu CQL mezi dny 0 a 8 bylo o 76,0 %. MnozZstvi diCQA a CFQA zaznamenaly ve 4.
dni narust o 64,5 %, a tento rozdil je na zakladé T-testu rovnéz statisticky vyznamny
(p=0,02462), avSak v 8. uz nebyly diCGA detekovany (Obr.28). Zavérem lIze konstatovat,
Ze obsah CQL, CQA a diCQA+CFQA mezi dnem 0 a 4 rostl, zatimco mnozstvi FQA a

pCoQA se snizovalo.
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Obr. 24: Zména profilu CQA (anaerobni fermentace 1).
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Obr. 25: Zména profilu pCoQA (anaerobni fermentace 1).
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Obr. 26: Zména profilu FQA (anaerobni fermentace 1).
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Obr. 27: Zména profilu CQL (anaerobni fermentace 1).
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Obr. 28: Zména profilu diCQA+CFQA (anaerobni fermentace 1).
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U anaerobni fermentace 2, ktera probihala v inertni atmosféfe, byly zvoleny
k méfeni pouze dny 0, 4, 16, 32 a 36. Bylo to z divodu nizsi a pomalejsi produkce methanu.
Den 0 byl zvolen jako referencni stav, den 4 pro sledovani po€atku anaerobni fermentace,
kdy jesté neprobihd methanogeneze, den 16 jakozZto poCatek procesu methanogeneze a
den 32 a 36, kde byl methan pomoci GC/MS analyzy spolehlivé detekovan (viz. Obr. 17)

V digestatu anaerobni fermentace 2 mizeme pozorovat opacny priibéh, nez tomu
bylo u anaerobni fermentace 1. Mnozstvi CQA od pocatku anaerobni fermentace kleslo o
33,7 % z pGvodniho obsahu, avSak rozdily jsou statisticky nevyznamné (p=0,1151)
(Obr. 29). Oproti tomu obsah pCoQA se ve dnu 4 zvysil 0 96,6 % a rozdily jsou statisticky
vysoce vyznamné (p=0,0014) (Obr. 30). Obdobny pribéh mizeme pozorovat i u FQA, kde
doSlo k mirnéj§imu narustu o 36,4 % a tento rozdil je statisticky nevyznamny (p=0,4257)
(Obr. 31). U CQL (Obr. 32) dochazi k poklesu o 89,12 %, avSak rozdily jsou statisticky
nevyznamné (p=0,2814). Podobné je tomu se signaly diCQA+CFQA (Obr. 33), jejichz
zména v signalu mezi dnem 0 a 4 je 0 97,1 % a, tyto rozdily jsou statisticky vysoce

vyznamné (p=0,0010).
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Obr.29: Zména profilu CQA (anaerobni fermentace 2).
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Obr. 30: Zména profilu pCoQA (anaerobni fermentace 2).
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Obr. 31: Zména profilu FQA (anaerobni fermentace 2).
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Obr. 32: Zména profilu CQL (anaerobni fermentace 2).
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Obr. 33: Zména profilu diCQA+CFQA (anaerobni fermentace 2).

U CGA a jejich pfislusnych CGL mzeme sledovat rozdilny profil béhem anaerobni
fermentace 1 a anaerobni fermentace 2. U anaerobni fermentace 1 s okolni atmosférou
v reaktoru se obsah CQA, CQL a diCQA+CFQA mezi dny 0 a 4 zvySuje. Naproti tomu u
obsahu pCoQA a FQA doslo ke snizeni. Opacny trend mizeme pozorovat u anaerobni
fermentace 2 sinertni atmosférou. Vyznamnym zjisténym faktem je, ze u obou
experimentd (anaerobni fermentace 1 a 2) dochazi k razantnimu snizeni signalu vSech
sledovanych chlorogenovych kyselin pod limity detekce od 12. dne (resp. 16 dne)
experimentu. Tento vyrazny ubytek Ize vysvétlit efektivnim mikrobialnim rozkladem, ktery
probiha i presto, ze chlorogenové kyseliny maji, jako vétSina polyfenolickych latek,

antimikrobialni ucinky.
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4. Zaver

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat anaerobni fermentaci kavového
odpadu v mikroméfitku, laboratornich podminkach a diskontinualnim uspofadani, a
sledovat zmény ve slozeni plynné slozky a v profilu chlorogenovych kyselin v kapalné
slozce fermentované smési (v digestatu). Prvni experiment anaerobni fermentace kavy
s podporou bakterii a thioglykolatoveho roztoku ukazaly, Ze kava je schopna anaerobni
fermentace bez téchto podpurnych latek. Nasledné byl optimalizovan vhodny pomér
vepfové kejdy a kavy, kdy veprfova kejda méla slouzit jako dalSi organicky substrat
k efektivni ko-digesci. Jako nejvhodnéjsi se ukazal pomér kejdy a kavy 1:1. Smés s timto
vysokym obsahem kavarenského odpadu produkovala pomérné rychle a efektivné methan
(0,913 %). Tento experiment potvrzuje, ze kavarensky odpad je mozno za pfijatelnych
podminek zplyfiovat, minimalné v mikroméfitku. Je v8ak otazkou a pfipadné namétem na
dalsi studie, zda je mozno pfevést tento typ zplyhovaciho procesu do provozniho méfitka
vyuzitelného v bioplynovych stanicich. Byl prostudovan vliv pH (a pfidavek hydroxidu
amonného), mnozstvi zplyfiovaného materialu a sloZeni atmosféry ve fermentoru na proces
anaerobniho zplyfiovani a ziskané informace jsou obecné vyuZitelné pro vyzkum
anaerobnich procesu v Sir§im smyslu.

Byl podrobné prostudovan vliv zplyfiovani na obsah chlorogenovych kyselin, které
jsou vyznamnou a charakteristickou skupinou polyfenoll pfitomnych v kavé. Vysledky
ukazuiji, Zze po 12-16 dnech diskontinualniho zplyfiovaciho procesu dochazi k drastickému
poklesu vSech identifikovanych chlorogenovych kyselin. Pravdépodobnym vysvétlenim je
metabolicky rozklad téchto latek mikroorganismy pfitomnymi ve fermentovanych smésich.
Tento proces je zajimavy vzhledem k antimikrobialnim vlastnostem polyfenolickych latek,

mezi které se chlorogenové kyseliny fadi.
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