VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA CHEMICKA

FACULTY OF CHEMISTRY

USTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGII

INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

DETOXIFIKACE KAVOVE SEDLINY OXIDACNIMI
PROCESY

DETOXIFICATION OF COFFEE SEDIMENTS BY OXIDATION PROCESSES

BAKALARSKA PRACE
BACHELOR'S THESIS

AUTOR PRACE Helena Maridkova

AUTHOR

VEDOUCI PRACE doc. Ing. Pavel Divig, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2019



VYSOKE UCENIi FAKULTA

Zadani bakalarské prace

Cislo prace: FCH-BAK1447/2018 Akademicky rok:  2018/19
Ustav: Ustav chemie potravin a biotechnologii
Studentka: Helena Manakova

Studijni program:  Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Potravinafska chemie

Vedouci prace: doc. Ing. Pavel Divis, Ph.D.

Nazev bakalarské prace:

Detoxifikace kavové sedliny oxidacnimi procesy

Zadani bakalarské prace:

1. Zpracovani literarni reSere

2. Priprava vzorku kavové sedliny

3. Charakterizace vzorkl kavové sedliny (fenolické latky)

4. Aplikace detoxifikacnich oxida¢nich procesu na kavovou sedlinu
5. Analyza detoxifikované kavoveé sedliny (fenolické latky)

6. Zpracovani vysledku, diskuse

Termin odevzdani bakalarské prace: 24.5.2019:
Bakalarska prace se odevzdava v dékanem stanoveném poctu exemplar na sekretariat Ustavu. Toto
zadani je soucasti bakalarské prace.

Helena Mariakova doc. Ing. Pavel Divi§, Ph.D. prof. RNDr. lvana Marova, CSc.
student(ka) vedouci prace vedouci Ustavu

prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.

V Brné dne 31.1.2019 .
dékan

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné / Purkynova 464/118 / 612 00 / Brno



ABSTRAKT

Tato bakalafska prace se zabyva detoxifikaci kavové sedliny za vyuziti oxidagnich
procesu. V teoretické Casti je popsana charakterizace kavovych zrn a kavové sedliny.
Poté je popsana valorizace kavové sedliny se zamérenim vyuziti kavové sedliny jako
rostlinného substratu. Na zavér jsou charakterizovany fenolické latky, které zapficinuji
toxicitu kavové sedliny, a jsou popsany metody jejich stanoveni pomoci UV-VIS
spektrofotometrie a pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Experimentaini
¢ast prace se zaméfuje na pfipravu vzorkl, na aplikaci u€inného oxida¢niho procesu a
na analyzu detoxifikované kavové sedliny se zamérenim na obsah fenolickych latek. Pro
analyzu fenolickych latek byly vyuzity tfi typy kavové sedliny: neupravena, odtu¢néna a
odtuénéna a zaroven hydrolyzovana kavova sedlina. Pfi analyze vzork(l byly ve
zvySenych koncentracich identifikovany pfedevsim fenolické kyseliny, pfesnéji kyseliny
gallova, ferulova, chlorogenova a kavova. Po aplikaci oxida¢niho €inidla byla potvrzena
detoxifikace u vSech vzorkd kavové sedliny. Pro neju€inngjSi a ekonomicky
nejuspornéjsi oxidaci byl vybran roztok 1% oxida¢niho Cinidla, které bylo schopné po
10minutové oxidaci zredukovat vice nez 90 % obsazenych fenolickych latek.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the detoxification of used coffee grounds
by the oxidation processes. The theoretical section describes the characterization of
coffee beans and used coffee grounds. Furthermore, this section describes the
valorisation of coffee grounds, especially its application as a fertilizer. The final part of
the theoretical section focuses on the characterization of phenolic compounds, which are
responsible for toxic properties of used coffee grounds, and analytical methods are
described, which include UV-VIS spectrophotometry and high—performance liquid
chromatography.

The aim of the experimental part is the sample preparation, the application
of the effective detoxification process and the analysis of the detoxificated used coffee
grounds, focusing on the content of phenolic compounds. At the end of the experimental
part, data processing is described.

Three types of coffee grounds were used for determination of phenolic compounds:
raw, defatted and the third type was defatted and simultaneously hydrolysed. High
amounts of phenolic acids were identified in every sample, especially the gallic, ferulic,
chlorogenic and caffeic acid. After an oxidizing agent was applied, positive detoxification
of every sample of used coffee grounds was confirmed. For the most effective and most
economical oxidation, a 1% oxidizing agent was chosen, which after a 10-minute
oxidization efficiently reduced the content of the phenolic compound.
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Kava, kavova sedlina, valorizace, fenolické latky, detoxifikace, oxida¢ni procesy, UV-
VIS spektrofotometrie, HPLC
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proces, UV=VIS spectrophotometry, HPLC.
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1 UvOoD

Druha nejvyznamnéjsi obchodovatelna surovina na svété, napoj milovany miliony lidi
po celém svété. UCaruje svou vani, chuti a svymi povzbuzujicimi u€inky. Témeér zadny Cloveék
si nedokaze bez tohoto napoje predstavit své rano. Tim vS§im je kava.

V 15. stoleti, odkud pochazi prvni zminky o kavovych zrnech, pravdépodobné nikdo
nemeél tuseni, jakym zpUusobem dokaze tento napoj v budoucnu rozhybat a udrzet ekonomiku
desitek statl. Dalo by se s nadsazkou fFici, ze v této dobé pulka svéta kavu produkuje a
druha spotfebuje. Kazdym rokem se diky nejvétSim vyvozclm, jako je napfiklad Brazilie,
priimérné vyprodukuje 9 miliond tun kavovych zrn a v podobném méfitku se kava spotfebuje
na druhém konci zemékoule. Napfiklad za rok 2016 bylo na celém svété spotfebovano 9,2
miliond tun kavy.

Produkce i spotfeba kadvy ma vSak i své stinné stranky. PFi péstovani a také pfi Cisticich
procesech kavy se spotiebuje velké mnozstvi pitné vody. V technologickém procesu pak
vznika odpad z dfeni kavovych tfeSni, z pergamenové vrstvy kavovych zrn, avSak nejvice
odpadu se vyprodukuje z kavové sedliny. Celoro¢né se vyprodukuje pfiblizné 6 miliond tun
kavové sedliny po celém svété. Jelikoz toto mnozstvi neni nezanedbatelné a také z divodu,
Ze kavova sedlina obsahuje potencialné vyuzitelné sekundarni produkty, zacala se
v poslednich letech feSit otdzka valorizace kavové sedliny.

Kavova sedlina je bohatym zdrojem oleju, sacharidd, fenolickych latek, mineralnich latek
a dalSich vyuzitelnych latek. Po biotechnologickém zpracovani kavové sedliny by ziskané
sekundarni produkty mohly nalézt Siroké uplatnéni v riznych odvétvich pramyslu.
Sekundarni produkty lze vyuzit pro vyrobu biodegradabilnich polymerd (napf. PHA),
v podobé biopaliv by mohly nahradit fosilni paliva a diky svému chemickému sloZeni by
mohly byt vyuzity jako substraty podporujici rist rostlin.

Vyuziti odpadu z kavové sedliny jako substratu pro rist mikroorganismd nebo rostlin je
vSak limitovano obsahem inhibi¢nich latek. Problematické jsou zejména fenolické latky a
melanoidiny, které svymi toxickymi ucinky rist Zzivych organism zpomaluji. MnozZstvi
inhibiCnich latek je mozné zredukovat pomoci detoxifikanich procesl. Pro detoxifikaci je
mozné vyuzit napf. rizné oxidacni procesy.

Cilem této bakalafské prace bylo pfipravit vzorky kavové sedliny, které poslouzily ke
kvantitativnimu i kvalitativnimu stanoveni obsahu fenolickych latek prfed detoxifikaci, dale
aplikovat u¢inny a ekonomicky vyhodny oxidaéni proces, analyzovat detoxifikovanou
kavovou sedlinu se zamé&fenim na obsah fenolickych latek a vyhodnotit u€innost detoxifikace
kavove sedliny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historie kavy

Diky genetické analyze bylo zjisténo, ze rodistém kavovniku je Etiopie v severovychodni
Africe. Pfesnéji se jedna o oblast Velké pfikopové propadliny [1]. Z Etiopie se kava dostala
diky ko¢ovnym kmendm na Stfedni vychod v 15. stoleti. Zde ji poprvé lidé zacali komercné
péstovat v Jemenu [1,2,3]. V 16. stoleti se kava stala velice oblibenym napojem na celém
Stfednim vychodé, av8ak do Evropy byla dovezena obchodniky a cestovateli o 200 let
pozdéji [2,4].

Kava si nasla cestu k srdci také u Evropant, ktefi se chopili Sance a podnikli kroky
v dalSim komercnim péstovani. Anglicané, Holandané a Francouzi pfevezli kavova semena
do jejich kolonii, takto se kava dostala do svych konecnych a do této doby vyuzivanych
oblasti k jejimu péstovani. Jedna se o oblasti v takzvaném ,kavovém pasmu®, tento pojem
zahrnuje zemé stfedni Afriky, stfedni a Jizni Ameriky a Jihovychodni Asie [1,4]. Od 17.
stoleti se kava stava jednou z nejvyznamnéjsich surovin na svété [2].

V dnesni dobé je kava po ropé druhou nejvyznamné;jsi surovinou na svété [2]. Je jednim
Z nejrozSifenégjSich farmakologicky aktivnich napoju, to potvrzuje fakt, ze v roce 2016 byla
celosvétova spotieba kavy pfiblizné 9,2 miliént tun [3,5].

2.2 Vyvoz kavy

Kavu péstuji ve vice nez 70 zemich, u vétSiny pfipadl spadajici do tzv. ,kavového
pasma‘“ [4,10]. Jsou to zemé lezici mezi obratnikem Raka a Kozoroha, kde se celoroCni
teplota pohybuje kolem 21 °C a spadne zde vysoké mnozstvi srazek [9]. Tyto podminky
splfiuji nejvétsi vyvozci kavy: Brazilie, Vietnam, Kolumbie, Indonésie a Honduras [10,23].

Béhem dvanacti mésicl (obdobi konéici zafim 2018) bylo na svété vyprodukovano
pfiblizné 4,26 miliond tun zelené kavy druhu Arabica a 2,35 milion tun druhu Robusta [11].
Predpoklada se, Ze svétova produkce kavy dosahne ve skliziiovém obdobi 2018/2019
rekordniho objemu ve vySi 10,47 miliond tun kavovych zrn [14].

Brazilie ma prvni pozici mezi exportujicimi zemémi. Jeji vyvoz za rok 2018 ¢inil 3,05
milionu tun kavy, coZz odpovida 30 % celkové celosvétové spotfeby kavy. Asi 300 000
plantazi se rozklada na vice nez 10 000 ¢tvereCnich kilometrech celkové brazilské krajiny.
Kava hraje zasadni roli v rozvoji Brazilie a je jiz 150 let hnaci silou ekonomiky zemé [10,13].

Vietnam je ponékud novéjSim vyvozcem kavy, kdva se zde zaCala komeréné vysazovat
v 80. letech a zcela zménila narodni ekonomiku. V hospodaiském roce 2017/2018 bylo
ve Viethamu vyprodukovano 1,76 milionu tun kavy. Vietnam nasel trhlinu na trhu a vsadil
pfedevSim na péstovani méné narocné Robusty [10].

Kolumbie je druhym nejvétSim vyvozcem arabiky. Je znama svou kvalitni kavou s jemnou
a vyvazenou chuti a této kavy bylo za rok 2017/2018 vyprodukovano 864 000 tun [10].

Indonésie neni zcela znama jako jeden z nejvétSich vyvozcl kavy, ale diky jeji vhodné
poloze a klimatu se stala tfetim nejvétSim dovozcem kavy Robusta. Na indonéském
kavovém prumyslu se podili 1,5 milionu nezavislych drobnych zemédélskych podnika a
nékolik vétSich péstitelskych farem. V Indonésii se produkuje také Arabica a velmi specialni
druhy kav jako je napfiklad cibetkova kava Kopi Luwak. Vyrabi se zrn, ktera byla
fermentovana v travicim traktu asijskych palmovych cibet. Diky tomuto produkénimu procesu
a jeji unikatni chuti je to jedna z nejdrazSich kav na svété [10].



Tretim nejvétSim producentem kavy v Latinské Americe je Honduras. V roce 2017/2018
bylo v Honduras vyprodukovano 450 000 tun kavy. Je tfetim nejvétsim producentem
vybérové kavy [10,12].

2.3 Spotieba kavy

Celosvétova spotieba kavy v roce 2016 byla pfiblizné 9,2 miliéonu tun [1]. Pfedpovida se,
ze spotieba ve skliziiovém obdobi 2018/2019 dosahne rekordniho objemu ve vysi 9,72
milionu tun. Spotfeba kavy se v poslednich letech méni jen nepatrné nebo stagnuje [14].

Mezi nejvétSi spotiebitelé patfi pfedevS§im evropské zemé (3 180tun kavy za rok
2017/18), druhym nejvétSim spotiebitelem jsou zemé Asie a Oceanie (2 090 tun), nasleduji
je zemé Severni (1800 tun) a Jizni Ameriky (1 620 tun), dale africké zemé& (700 tun)
a nakonec zemé stfedni Ameriky a Mexiko (310 tun) [15].

2.4 Kavovnik —taxonomie

Kava se ziskava z plodd dvoudélozné rostliny kavovniku. Botanici zafazuji do pojmu
.kavovnik vSechny druhy v ¢eledi mofenovité (Rubiaceae), které jsou schopné plodit kavové
treSné [7,8]. Do této Celedi patfi dva rody Coffea a Psilanthus, které jsou povazovany
za plvodce ,pravé kavy“. OdliSuji se predevSim rGznorodymi morfologickymi znaky kvétu
(rtzné délky pestiku, délky koruny kvétu, vy€nivajici/nevycnivajici prasnik) [17].

2.4.1 Rod Coffea —taxonomie, morfologie

Existuje pfiblizné 100 druhl tohoto rodu, avSak nejznaméjSimi jsou tfi druhy: Coffea
arabica, Coffea robusta a Coffea liberica. Z komeréniho hlediska jsou nejdulezitéjSi C.
arabica a canephora, znamé také jako druhy kavy Arabica a Robusta [9,17].

Jedna se o viceleté, stalezelené a kratkodenni rostliny. K uspé&Snému kveteni jim staci
dodavat svételnou energii pfiblizné 8-11 hodin, tedy kratSi ¢as, nez je délka dne v danych
oblastech. Jejich stonek je vertikalni, to znamena, Ze listy rostou v pravidelném uspofadani.
Diky tomu se ke kazdému listu dostane dostatek sluneéniho svitu, vlhkosti a vzduchu.
Listy jsou tmavé zelené, zvinéné, lesklé s vyraznym Zilkovanim a kvétenstvi je slozeno
z okolikovitych vrcholkd. Délka kofenu se u kazdého rodu liSi. U kavy Arabica jsou kofeny
hluboce zarostlé v plidé, zatimco u druhu Robusta se kofeny koncentruji vice u povrchu
pudy [9,17].

VétSina druhl (67 %) kavovnikld roste v primérné nadmorské vySce 1000 m. n. m., lze
vS8ak nalézt vyjimky, které rostou az nad 2300 m. n. m. Nejcenng&jSi druhy kavy Arabica a
Robusta se péstuji vrozliSnych nadmofskych podminkach. Robusta neboli Coffea
canephora, vdeobecné brana jako méné kvalitni kava, roste i s dal§imi druhy (napf.
C. liberica, C.brevipes) v nadmoriské vysce od 500 do 1500 m. n. m., zatimco Arabicu (C.
arabica) je vhodné péstovat v nadmofskych vySkach od 800 do 2000 m. n. m. [9,17].

DalSim rozdilem mezi kadvou Arabica a Robusta je v jejich rozmnozovani. Arabica je
striktné autogamni (samosprasna — pienasi vlastni pyl z pradniku na bliznu) a Robusta
naopak alogamni (cizosprasna — ke svému opyleni potfebuje pyl z jiného kvétu) [9].

Tvar plodu (kavové tieSné) je vejCity nebo ovalny. Plody jsou zpoc€atku zbarveny zelené
a Casem zhnédnou. Nepodléhaji samovolnému puceni, k ziskani dvou semen uschovanych

Vv

2.4.1.1 Anatomie kavovych plodu
Kava se vyrabi z kavovych semen, které se nachazi uvnitf plodd kavovniku tzv. kavovych
tfeSni. VnéjSi vrstva tfeSné se nazyva exokarp, ktera je pokryta tenkou vrstvou buniciny



nazyvanou mezokarp. Pod touto vrstvou se nachazi lepiva/slizka struktura typu pektinu.
Samotna semena jsou pokryta endokarpem — stfibrnou blankou, pod touto vrstvou je
kone¢né odkryt endosperm. Uvnitf kazdé kavové tfeSné jsou uschovana dvé semena.
Ackoliv existuji raritni kavy, které ve svych tfeSnich ukryvaji jediné semeno. Jsou zname jako
sperlové kavy“ (Pearlberries) a pfedstavuji 5 % z celkového vyvozu kavy [1].

2.5 Zpracovani kavy

Kdyz se kavové tfeSné zacnou zbarvovat do ¢ervena nebo do Zluta (dle odrady) zacina
sklizefi kavy. VétSinou se kava sbira ruéné po jednom plodu, ale napfiklad v Brazilii se
vyuziva mechanické vypomoci stroju, kdy se bobule setfasavaji. Nicméné mechanicky sbér
ma sveé vyhody i nevyhody; sbér je diky této technice rychlejsi, ale mezi kvalitni zrala zrna se
dostanou zrna nezrala, posSkozena i kvéty kavovniku. Ruéni sbér je tedy vhodnéjSi
pfinejmensim pro vybérovou kavu, i kdyZ je pracovni sila drazsi a proces sbéru pomalejsi
[1]. Existuji dvé zakladni techniky zpracovani kavy: mokrou a suchou cestou [18].

2.5.1 Suchy zpusob zpracovani

P¥i suchém zpracovani se kdvova zrna nezbavuji duzZiny a susi se i s ni. Cerstvé sklizené
plody se rovnomérné rozlozi na Cistém susicim dvorfe. Vrstva rozlozenych plodu, ktera ma
pfiblizné tloustku 8 cm, se musi pfes den prevracet pfiblizné jedenkrat za hodinu. Tento
proces trva 12—15 dni za jasného pocasi. Suché plody se poté musi chranit pfed zpétnym
zvlhnutim, aby se zabranilo tvorbé plisni. Pfi tomto procesu se ziskaji zrna niZsi jakosti,
jelikoz se zpracovavaji se i méné kvalitni plody [9,16].

2.5.2 Mokry zplsob zpracovani

Mokra uprava slouzi k odstranéni duzZiny pfed samotnym suSenim. Mokry proces
zpracovani se pouziva pfedevsim na velkych kavovych farmach. Ziskavaji se tak velmi
kvalitni kavova zrna, avSak tato metoda neni pfilis Setrna k zivotnimu prostiedi. Vznika pfilis
velké mnozZstvi odpadu, pfedevsim znecisténé vody, kterou se zrna promyvaiji [18].

V prvni fazi se nasbirané plody umisti do specialnich vodnich nadrzi, kde dojde k selekci
kvalitnich zrn. Zrald a zdrava zrna jsou té€zZ38i a klesaji na dno nadrze. Zatimco nezralé,
seschlé a jinak znehodnocené plody vyplavou nad hladinu vody a stahuji se pry&. Potom se
plody zbavi svrchni slupky a ¢asti duziny. Prvni faze myti musi prob&hnout do 24 hodin od

zpusobem a mohlo by dojit k poskozeni zrna [1,18].

V druhé fazi myti se oloupana zrna presunou do kvasnych nadrzi, kde probéhne jedno
az dvoudenni fermentace. B&éhem tohoto procesu se diky enzymim zbavuji kavova zrna
zbytku své lepkavé vrstvy. Po této fazi jsou zrna Cista a drsna na dotek [1,17].

2.5.3 SusSeni kavy

Kavovnikova zrna po suché Ci mokré metodé stale nachazi ve svych bélavych
pergamenovych obalech. Obaly obsahuji asi 50 % vlhkosti a spolu se zrnem se nazyvaji
pergamino. Vlhkost se musi snizit zhruba na 8-12 %, aby se kava mohla bezproblémové
skladovat [1,9,18].

Suseni probihd bud v mechanickych jednotkdch pomoci horkého vzduchu, nebo se
kavova zrna rozprostfou na betonovou plochu na dvofe a susi se pfirozené vzduchem. Na
betonovych podlahdch se musi b&éhem dne €asto prohrabovat a obracet, aby neshnila [1,18].
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Po dalSim suseni se pak kavova zrna melou nebo loupou, aby se pergamen odstranil. Po
tomto kroku se zrna zbavi celé susené slupky, skladajici se z exokarpu, mesokarpu a
endokarpu susenych plodu [1,9].

Nékdy se po suSeni vyuziva i lesSticiho procesu, aby se odstranily posledni zbytky
nezadoucich vrstev. Podle nékterych zpracovatell tento krok pfispiva k vySSi kvalité kavy,
néktefi ho vSak povazuji za nadbytecny [1].

2.5.4 Prazeni kavy

Mokrou &i suchou metodou se ziska promyvana nebo nepromyvana zelena kava, ktera se
nejprve precisti od vlaken ze Zzoku, dfeva, kovovych ¢&asti, kamink(, prachu a cizich
pfimési [18]. Zelena kava ma v8ak houbovitou strukturu, je mékka a voni travnaté, proto
neni vhodna ke konzumaci. PraZzenim téchto nevalné chutnajicich zrn se ziska pochutina
na nesrovnatelné urovni. Potravina ziska na pfidané hodnoté, coZ je proces, kdy syrova
neupravena surovina je pomoci urcitych technologickych procesu upravovana
az zdokonalovana. Tim potravina ziska nové a naprosto odlisné vlastnosti oproti syrové
suroviné [19].

Proces, kdy jsou zrna prazena se nazyva pyrolyza. Jedna se o termochemické a fyzikalni
rozlozeni organickych pletiv bez pfitomnosti kysliku. Prazeni probiha kontinualné nebo
diskontinualné. Prazi se vétSinou pfi atmosférickém tlaku a pfi velmi vysokych teplotach
(pfiblizné okolo 200 °C), diky tomu dochazi k dllezitym chemickym zménam. Kavova zrna
se prazi vétsinou pomoci plynu, vyhifevného oleje nebo elektfinou [18].

V prvnim kroku se zelena zrna susi do té doby, nez ziskaji zluté zbarveni. Tato faze
prazeni je endotermicka a probiha pfiblizné pfi 50 °C, kdy se denaturuji obsazené proteiny
v kdvovych zrnech a dojde k vypareni vody. V tomto prvotnim kroku prazeni zaroven dochazi
k prvnimu vzniku aroma. Travnaté aroma sloucenin jako chlorofylu a antokyanu se zac¢ne
meénit v pfijemné&jsi vani [1,9].

V druhém kroku se zvySi teplota primémé na 100 °C a nastane prvni zhnédnuti.
zvySuje tlak uvnitf zrn. P¥i teploté 150 °C potom tento tlak zplsobi bobtnani zrna, a tak zrno
ziska az dvakrat vétsi objem [1].

Dal§i zahrati okolo 175-200 °C zpUsobi prasknuti bunék uvnitf zrna, coz se projevi
charakteristickym praskavym zvukem. Zarovefi se uvolni vnéjSi blanka kavového zrna a
barva se zméni na tmavohnédou. Podle daného stupné& prazeni je v této fazi proces
ukoncen, hladina vihkosti je snizena z puvodnich 8,0-12,0 % na 1,5-5,0 %. Zrna se poté
zchladi, aby se proces zastavil. Po dokon&eni prazeni jsou zrna kiehka a leh&i nez puvodni
diky ztraté vihkosti [1].

Po procesu prazeni ziska kava svou charakteristickou chut a vuni. Typické organoleptické
vlastnosti jsou vysledkem kombinace stovky vzniklych sloucenin, které vznikaji béhem
prazeni. PFi posuzovani kvality prazené kavy se pozoruje velikost, tvar, barva, tvrdost, viné
a chut’ zrn. Barva oprazenych zrnek muze slouzit jako identifikator chuté a vainé budouciho
kavového napoje [1,9].

2.5.5 Vareni kavy

Vafeni kavy neboli extrakce kavy je dvouféazovy proces vedouci k ziskani pozadované
emulze kavy tzv. kavového napoje. U pfipravy kavového napoje je pouzita voda, ktera hraje
roli kapalného media, a namleta kava, ktera je brana jako extrahujici se hmota pevného
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skupenstvi Mezi riznorodé metody pripravy kavového napoje patfi vyvarovaci, infuzni
a tlakové metody [9,19].

Vareni kavy neni tak jednouchy proces, jak by se na prvni pohled mohlo zdat.
Organoleptickou kvalitu vysledného Salku kavy ovliviiuje kvalita a teplota rozpoustédla
(vody), Cas extrakce, stupen prazeni a rozpustnost namleté kavy ve vodé [1].

2.5.5.1 Vliv kvality a teploty vody

Kava jako napoj je sloZzena z 95-98 % vodou, jeji kvalita se tedy musi brat v potaz
pfi pfipravé tohoto napoje [1]. Voda by méla byt bez zapachu a bez jakéhokoliv zabarveni
[20].

Chut vody je ovlivnéna obsahem chloru, ktery je pouzivan na dezinfekci pitné vody.
VétSina chloru sice po varfeni z kavy vytéka [1], avSak pro dokonaly Salek kavy se vyzaduje
nulova tolerance obsahu chloru. Prvnim dlvodem je jiz mirné ovlivnéni chuti a druhym
didvodem je mozny vznik kyseliny chlorovodikové. Jeji vznik podporuje vysoka teplota a
vysoky tlak, které v kavovaru panuji. Chlorovodikova kyselina rozezira ocelové pfislusenstvi
kavovaru a poté v Salku kavy zanechava kovovou pachut [1,20].

Tvrdost vody, ktera je dana obsahem minerall, ovliviiuje chut kavy v SirSim méfitku.
Extrakce namleté kavy do tvrdé vody probiha pomaleji, coz napfiklad zplsobi zakaleni
a shizeni pény v espressu a zaroven neutralizuje kyseliny obsazené v kavé [1]. Mékka voda
naopak zpusobi rychlejSi a intenzivnéjSi extrakci a podporuje kyselost kavy. Kava poté
zanechava na patie slanou chut a nepfijemnou kyselou chut. Destilovana voda pro pfipravu
kavy také neni vhodna, kava ziska nevyraznou chut [1,20]. Idealni voda pro pfipravu kavy
obsahuje niz8i mnozstvi mineralnich soli, idealni je stfedni hodnota tvrdosti vody [1].

Voda by méla mit pH neutralni, rovno 7, po ukonéeni extrakce by tak mél kavovy napoj
ziskat idealni pH s hodnotou okolo 5 [1]. Tolerance rozmezi pH je vSak od 6,5 do 7,5.
Tvrda voda podporuje vys$§i hodnotu pH [20].

Voda pro pfipravu vybérové kavy by méla splfiovat pozadavky znazornéné v tabulce 1.

Tabulka 1: Kvalita vody pro pfipravu kdvového napoje [20]

Charakteristika Optimum Prijatelny rozsah
Viné Bez zapachu Bez zapachu

Barva Bez zabarveni Bez zabarveni
Obsah celkového chléru 0 mg/l 0 mgl/l

Celkovy obsah rozpusténych latek 150 mg/l 75-250 mg/l
Vapenata tvrdost (CaCOs) 68 mg/| 17-85 mg/l

Celkova alkalita 40 mg/l Pfiblizujici se 40 mg/
pH 7,0 6,5az75

Obsah sodiku 10 mg/l Pfiblizujici se 10 mg/I

2.5.5.2 Viliv éasu extrakce, rozpustnosti kavy a teploty vody
Aby kava méla pfijemnou chut musi se pouzit pfiméfené mnozstvi kavy, které se bude
v horké vodé extrahovat, dale zalezi na dobé kontaktu kavy s vodou a velikosti Castic kavy

[1].

PFfi nedostateCné extrakci, napfiklad z hrubé& namletych bobl nebo nedostateéného
kontaktu namleté kavy s vodou, nasledny napoj ziska vodnatou a nakyslou chut. Jemné
mleti nebo dlouha extrakce zpusobi ostrou a hofkou chut vysledného kavového napoje. U
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varené kavy by idealni extrakce méla trvat 1-3 minuty u jemné namletych Castic a 6-8 minut
u hrubé namletych Castic [1].

DalSim faktorem ovliviujici kvalitu kavy je teplota vody. Idealni teplota pro vafeni kavy
je 85 az 93 °C, P¥i vysSich teplotach se vyextrahuje vétsi mnozstvi horkych sloucenin [1].

2.5.5.3 Viliv stupné prazeni kavy
V zavislosti na teploté prazeni, ziskaji kdvova zrna vzdy jinou intenzitu zbarveni a jiné
organoleptické vlastnosti [1].

Pokud se zrna oprazi na lehky aZz stfedni stupen (196-205 °C), tak ziskaji stfedné hnédy
odstin s lehkou nakyslou chuti. PFfi tomto stupni prazeni se totiz kyseliny obsazené
v zelenych zrnech (kyseliny citronova a jable¢na) smichaji s cukry, které vznikly béhem
pyrolyzy, a pfeméni se v jiné kyseliny (mravenéi, octovou a mléénou), které kavé predaji
mirnou az stfedni nakyslou pfichut [1].

Zrna stfedné oprazena (210-225 °C) vynikaji svou tmavsi hnédou barvou. BEhem téchto
teplotnich podminek jsou degradovany fenolové a chlorogenové kyseliny. To snizi trpkou
a kyselou chut kavy a zvyrazni to tak plivod a charakter dané odrldy. Ve vySSich teplotach
(nad 200 °C) Ize také u kavovych zrn =zaslechnout jejich typické druhé puceni,
které je zpusobené zvySenim tlaku pfi vzniku CO, CO, a dalSich plynu [1].

Tretim stupném prazeni jsou zrna tmavé prazena (225-230 °C). Tyto vysSi teploty vedou
ke snizeni obsahu kyselin, taninG a rozpustnych sacharidl a snizi se bohatost kavy. Pfi tom
se také zvySuje horkost diky nékterym chemickym reakcim a ta zakryva plvodni charakter
zrn a jejich typickou chut' [1].

2.6 Vyroba instantni kavy

Prvni rozpustny kavovy napoj vyrobil v roce 1901 japonsko-americky chemik Satori Kato.
Béhem 2. svétové valky se instantni kava tésila velké oblibé pfedevs§im u americkych vojaka,
v 80. letech pfedstavovala spotfeba instantni kavy desetinu spotfeby kavy zrnkoveé [21].

PFi vyrobé rozpustné kavy se zelena zrna prazi na vySSim stupni, nez je obvyklé.
Oprazena zrna se poté rozemelou na primérnou velikost 1 az 3 mm. V dalSim kroku se
pfipravi kavovy koncentrat. Extrakce probiha pod tlakem pomoci horké vody. Extrakéni
zafizeni se naplni kavovym Srotem, na ktery se pfivadi horkd voda. Teplota vody se
pohybuje pfiblizné do 180 °C a pouzity tlak do 1,5 MPa. Tyto podminky umozni ziskat vétsi
vytézky, nez je tomu pfi domacim vareni kavy. Poté se extrakt zchladi na 80 °C az na 90 °C
a predisti se pomoci naplavovacich filtrl nebo separatort [18].

Tekuty kavovy extrakt se potom susi pomoci téchto metod: suSeni sprejovanim,
aglomerovanim nebo suseni vymrazovanim [21].

SusSeni sprejovanim je proces, kdy je kavovy extrakt s horkym vzduchem vstfikovan
do vysoké véze. Ve vézi panuji vysoké teploty a diky tomu vznikne suchy kavovy prasek,
ktery dopada na dno véze. Tato metoda je u€inna a jednodusSi nez suSeni vymrazovanim,
ale kvuli, jiz zminénym, vysokym teplotdm mize byt negativné ovlivnéna chut a viné kavy.
Po tomto procesu nasleduje aglomerace [21].

Pfi aglomerovani neboli shlukovani dochazi po vysuSeni kavového extraktu.
K vysuSenému extraktu se jesSté pfida mensi mnozstvi vody nebo kavového oleje a tim se
malé CasteCky kavy poslepuji do vétSich shluku tzv. granuli a okamzité se vysusi [21].

Suseni vymrazovanim probiha tak, ze se kavovy koncentrat zchladi na teploty —45 °C
az -50 °C. Vyuziva se vakuového vymrazeni neboli lyofilizace, kdy se pomoci vakua a
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nizkych teplot odstrani vihkost v daném extraktu. Diky nizkym teplotam vznikne krystalicka
instantni kava s vyborné zachovanou chuti a aromatem kavy [21].

Po vysuSeni jsou kavové extrakty extrémné hygroskopické, takZze se musi ihned balit
do vhodnych obald. VétSinou do sklenénych nadob s dobfe tésnicim vickem nebo do
plastovych, vzduchoté&snych obalu [18].

2.7 Vyroba kavy bez kofeinu

BéZny obsah kofeinu v kavé Arabica je 1,0 az 1,3 % a v kadvé Robusta 2,0 az 2,6 %. Aby
kava mohla byt definovana jako kava bezkofeinovda mulze obsahovat maximalné 0,1 %
zbytkového kofeinu [18,21].

Dekofeinizace se provadi pfed praZzenim. Jako nejméné nakladna metoda se osvédcila ta,
kdy se pouziji organicka rozpoustédla (dichlormethan nebo etylacetat), ktera jsou schopna
Z kavovych zrn vyextrahovat kofein. Pfed i po samotné extrakci se zrna odisti vodou ¢i parou,
tento krok pomuze otevfit péry v kavovych zrnech. Po odstranéni kofeinu se zrna susi do té
doby, dokud neobsahuiji stejnou vihkost jako pfed extrakci [22].

Novéjsi metodou je metoda odstranéni kofeinu superkritickym oxidem uhli¢itym [30].

Vyextrahovany a pfecistény kofein se muize dale pouzit pfi vyrobé kolovych,
energetickych napojl ¢i maze byt vyuzit ve farmaceutickém priimyslu [22].

2.8 Slozeni surové (zelené) kavy

Chemické sloZeni kavy se méni v zavislosti na misté péstovani, na véku rostliny
a na pldnich podminkach. Nejvice znamou slou€eninou ziskanou z kavy je bezesporu
methylxanthin kofein, v druhu Arabica se nachazi vrozmezi 0,8 % az 1,4 %, zatimco
u Robusty jsou tyto hodnoty znatelné vy3Si, mezi 1,7 % az 4,0 % [23].

Zelena kavova zrna jsou slozena z mnoha dalSich slou€enin, zahrnujici celuldzu,
mineralni latky, cukry, lipidy, tannin a fenolické latky. V mineralnich latkach jsou zahrnuty
dusik, hof¢ik, vapnik, sodik, chrom, vanad, baryum, nikl, kobalt, olovo, molybden, titan a
kadminum [23].

Dale neprazena kava obsahuje ze skupiny sacharidi sachardzu, glukézu, fruktozu,
arabinézu, galaktézu a mannézu. Obsahuje aminokyseliny, pfitomny jsou alanin, arginin,
asparagin, cystein, glutamova kyselina, glycin, histidin, izoleucin, leucin, lysin, methionin,
fenylalanin, prolin, serin, threonin, tyrosin a valin. V mens$i mife obsahuje i komplex vitaminu
B, niacin (vitamin B3 a PP), chlorogenové kyseliny (7-12 %) [23].

Netékavou Cast zelené kavy sestavuji hlavné sacharidy, vléknina, bilkoviny a volné
diterpeny [22].

Tékavé slozky predavaji neoprazené zelené kavé slabé ale charakteristické aroma.
Bylo identifikovano pfiblizné 100 druhu tékavych slozek. Toto mnozstvi zahrnuje hlavné
alkoholy, estery, uhlovodiky a aldehydy. Dale ketony, pyraziny, furany a sirné slou€eniny
[22].

Z hlediska zaméfeni bakalafské prace neni obsah surové zelené kavy vice rozebran.
Podrobnéji je prace zaméfena na slozeni prazené kavy v kapitole 2.10, ze které se kavova
sedlina ziskava a dale na sloZeni samotné kavové sedliny v kapitole 2.11.
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2.9 Reakce probihajici béhem prazeni kavy

Zelena kadva ma houbovitou strukturu a voni a chutna ,travnaté®. PraZzenim kava ziska
zcela jiny plGvab diky probihajicim termochemickych a fyzikalnim reakcim a jeji
organoleptické vlastnosti jsou poté zcela na jiné Urovni.

Prazenim zelené kavy vznika nékolik set tékavych latek. Podle podminek prazeni lze
ziskat prazenou kavu s rozdilnymi senzorickymi vlastnostmi. B€hem prazeni dochazi nejprve
k rozkladu redukujicich sacharidli (Maillarodova reakce), v pozdéjSich stadiich prazeni
se zapojuji i neredukujici oligosacharidy a polysacharidy, po rozstépeni na sacharidy
redukujici [31].

Pfi nizSich teplotach prazeni je rychlost wuvolfovani redukujicich sacharidl
z oligosacharidi a polysacharidi vy$$i nez rychlost jejich rozkladu. Kava prazena timto
zpUsobem obsahuje 1 % glukosy a fruktosy a ma svétlejsi barvu [31].

Naopak pfi vyssich teplotach prazeni dochazi k rychlému rozkladu redukujicich sacharidt
a ke vzniku polymernich pigmentd. Dochazi zaroven ke vzniku kyselin z redukujicich
sacharidll. Tato kava obsahuje jen stopy redukujicich sacharidi, ma tmavé zbarveni a mirné
nakyslou chut [31].

V posledni dobé je také znamo tzv. rychlé praZeni, jedna se o prazeni pfi vy3Sich
teplotach (cca nad 230 °C), obsah sachardézy pfi tomto procesu rychle klesa, ale
polysacharidy jsou obsazeny v menSim mnozZstvi neZ pfi klasickém prazeni, to se projevi
snizenym obsahem kyselin [31].

Béhem prazeni vznika také fada chutovych, hlavné hotkych latek. Na rozdil od vonnych
latek vzniklych Maillardovou reakci je o chutovych latkach znamo jen malo [31].

2.9.1 Maillardovareakce

V rozvoji chuti, viné a barvy kavy maji kliCovou roli slou€eniny, vznikajici béhem
Maillardovy reakce. Maillardova reakce zahrnuje soubor reakci, pfi kterym vznika fada velmi
reaktivnich karbonylovych slou€enin, které reaguji vzajemné a také s pfitomnymi
aminoslou€eninami. Tyto slou€eniny vznikaji pfi prazeni od 150 do 200 °C. P¥i této reakci
reaguji karbonylové skupiny (z redukujicich sacharidi) s aminokyselinami, pochazejicich
z proteinu, a tvofi slouceniny s novou a jedine¢nou chuti a vani. Vznika pfiblizné 100 druh(
chemickych slou€enin, mezi kterymi se nachazi také velmi aromaticka sloucCenina
2-furfurylthiol, zodpovédna za vyrazné aroma kavy [22,31].

Privodnim jevem téchto reakci je vznik hnédych pigmentd, melanoidind, a proto se tyto
reakce nazyvaji reakce neenzymového hnédnuti [31]. U karamelizace cukri nebo u reakce
bilkovin s oxidovanymi lipidy dochazi také k neenzymovému hnédnuti, vzniklé slou€eniny
jsou prevazné stalé nizkomolekularni slou¢eniny. Monosacharidy jako jsou glukosa, fruktosa,
pentosa a ribosa, a disacharidy laktosa a maltosa, patfi mezi nejvyznamnéjsi sacharidy,
které se podileji na Maillardové reakci [25,33].

Dosud se podafilo popsat jen malou &ast slou€enin, které vznikaji pomoci téchto reakci.
Pfevazné se jedna o nizkomolekularni sloueniny. Méné charakterizované jsou reaktivni
meziprodukty, které vznikaji ve velmi nizkych koncentracich a jsou béhem izolace obvykle
rozlozeny. JeSté v menSi mife je znamo o vznikajicich volnych radikalech. Znalost struktury
téchto sloucenin je dllezita, jelikoz tyto slou€eniny hraji vyznamnou roli pfi tvorbé chutovych
a vonnych sloucenin, vysokomolekularnich barevnych pigmentl (melanoidinu) [31].
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Reakce se rozdéluje do tfi fazi:

e v prvni fazi vznikaji glykosylaminy a dochazi k Amadoriho pfesmyku (reakce A a B)

e v druhé fazi probiha dehydratace a fragmentace sacharidi a Streckerova degradace
aminokyselin (reakce C, D a E)

e a vposledni fazi dochazi kreakcim meziproduktl, které vedou k tvorbé
heterocyklickych  slou¢enin a  vysokomolekularnich  pigmentd  melanoidind
(reakce F a G) [31].

2.9.1.1 Tvorba glykosilamini a Amadoriho pFfesmyk

Prvnim krokem Maillardovy reakce je adice neprotonizované aminoskupiny
aminoslou¢eniny na elektrodeficitni uhlikovy atom polarizované karbonylové skupiny
redukujiciho cukru. Dehydrataci vzniklého produktu vznika imin neboli Schiffova baze [31].
Schiffova baze je nestabilni aldimin a jeho tvorba je reverzibilni. Pozdéji podléha pfesmyku,
ktery vede k tvorbé vice stabilnimu Amadoriho produktu (pokud je reagujicim cukrem aldosa)
¢i Heynsovu produktu (pokud je cukrem ketosa) [25,33].

Amadoriho produkty mohou byt rozlozeny bud na puvodni amin (jedna se o amin 1-, 3-
nebo 4-deoxyglukosan); nebo se nevratné oxiduji (pfi  oxidaci  vznikne
N-karboxymethylalkylamin). Podle hodnoty pH se Amadoriho produkty enolizuji do rlznych
pozic. Pokud je pH vy38i, Amadoriho produkty enolizuji v pozici mezi 2. a 3. uhlikem a
eliminuji amin z 1. uhliku za vzniku 1-deoxyglukosonu (1-DG). Pfi niz§im pH se ketoaminy
pfesmykuji a enolizuji v pozici mezi 1. a 2. uhlikem za vzniku 3-deoxyglukosonu (3-DG).
Nékteré z diketonl timto zpusobem tvofi 4-deoxyglukosony (4-DG). Deoxyglukosony jsou
velmi reaktivni slou€eniny, které opét reaguji s volnou aminoskupinou a tim propaguji
Maillardovu reakci a zpUsobuji tak nevratné molekularni zmény proteind tvorbou
heterocyklickych produkt( a inter- a in-tramolekularnich mustkd [25]. Maillardova reakce je
schematicky znazornéna na obrazku 1.

aminosloucenina, -H,0 _ ) .
aldosa = > N-substituovany glykosylamin

A

Amadoriho pfesmyk
1-amino-[-deoxy-2-ketosa D

P N

Schiffovy baze derivath
furan-2-karbaldehydu

degradacni produkty

E
F E

» Streckerovy aldehydy

dehydroreduktony
F /
\\A [/F
F

reduktony

cukry

aldoly a polymery
derivaty —» neobsahujici dusik G
furan-2-karbaldehydu G G G

G
melanoidiny Y
(hnédé dusikaté polymery)

Obrazek 1 Schématické znazornéni Maillardovy reakce [31]
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2.9.1.2 Streckerova degradace aminokyselin

Streckerova degradace aminokyselin, je interakce aminokyselin s dikarbonylovymi
slouc¢eninami. Jedna se o oxidaci aminokyselin plisobenim oxidacnich &inidel. Vznika pfi ni
karbonylova sloucenina obsahujici o jeden atom uhliku méné nez vychozi aminokyselina.

Vyznam této reakce spociva pfedevSim ve vzniku reaktivnich a ¢asto senzoricky aktivnich
aldehydl a amoniaku (volného anebo vazaného v reaktivnich a-aminokarbonylovych
slou€eninach). Streckerovy aldehydy se spolu s a-aminokarbonylovymi slou¢eninami podileji
vyznamné na tvorbé mnoha heterocyklickych slou€enin (vyznamnych pro aroma potravin)
a hnédych pigmentt, melanoidinG. Z aldos sou€asné vznikaji odpovidajici 2-deoxyaldosy
nebo 1-amino-1-deoxyalditoly a 2-oxokyseliny [30].

Podle druhu oxidagniho €inidla a reagujici aminokyseliny se liS§i mechanismus reakce.
Touto reakci jsou produkovany chutové a vonné latky, které vzniknou naslednymi reakcemi
téchto aldehydl a dalSich produktu Streckerovy degradace [33].

2.9.1.3 Vznik heterocyklickych sloucenin a pigmentu melanoidinu

V zavérectné fazi dochazi k tvorbé AGEs (Advanced Glycation End Products) neboli
koncovych produktd glykace. Vznikaji nové latky: heterocyklické slouceniny jako
furfuraldehyd, pyranony nebo reduktony. Deoxoglukosany reaguji s aminy za vzniku pyrrold,
pyrrolinon(l a pyrrolinon reduktonu. Tyto produkty jsou bezbarvé a jsou schopny absorbovat
zareni v UV oblasti a nékdy jsou nazyvany jako premelanoidiny. Tyto latky mohou dale
reagovat s aminy a dal$imi karbonylovymi slouceninami na hnédé slouceniny. Koncové
produkty jsou termodynamicky stabilni a terminuji Maillardovu reakci [25].

Bé&hem koneéné faze vznikaji také barevné produkty. Jedna se o nizkomolekularni latky
i 0 vysokomolekularni pigmenty (molekulovou hmotnost je vy$Si nez 1000 Da), jedna se
o0 tzv. melanoidiny, které jsou nositeli hnédého zbarveni [31,33].

2.9.2 Karamelizace

PFfi teplotdch 170-200 °C dochazi v kavé ke karamelizaci cukrd, vznikaji hnédé
az hnédocerné amorfni produkty rdzného slozeni nazyvané karamel, zaroven se uvolfiuji
aromatické slouCeniny a kyseliny. Bé&hem prazeni je vétdina sachardézy preménéna
na karamelizované slouceniny [31].

Reakce probihajici pfi karamelizaci sacharidu jsou obdobné jako ty, ke kterym dochazi
pfi Maillardové reakci (dehydratace, isomerace, retroaldolisace aj.). Proto vznikaji i obdobné
reak¢ni produkty (kromé dusikatych sloucenin) [31].

2.10 Slozeni prazené kavy

Vv

pyrolyzou, karamelizaci a Maillardovymi reakcemi. Tvofi se bioaktivni latky, které se stavaji
dllezité pro aroma a chut vysledného kavového napoje. SloZeni prazené kavy zalezi
na pouzitém druhu kavy; stupni, dobé a teploté prazeni; dale na rychlosti proudéni vzduchu
v prazirné a také na daném typu prazirny [22].

2.10.1 Obsah vody

Prvni zménou ve sloZeni prazené kavy a zelené kavy je obsah vody. Obsah vlhkosti
zavisi na stupni prazeni, ale primérné mnozstvi obsazené vody je 1,5-5,0 % [22].
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2.10.2 Proteiny a aminokyseliny

Obsazené proteiny jsou prazenim z ¢asti degradovany na volné aminokyseliny a peptidy
jsou zapojeny do Streckerovych reakci. Urc€ité aminokyseliny reaguji s redukujicimi cukry
za vzniku slou€enin s nizkou molekulovou hmotnosti a vzniku melanoidina.

2.10.3 Melanoidiny

Melanoidiny do svych struktur vazou dalSi slozky jako jsou chlorogenové kyseliny,
galaktomanany a arabinogalaktové proteiny. Do melanoidin( je zaclenéna také rozpustna
vlaknina, ktera byla prazenim ¢aste¢né degradovana.

Jak jiz bylo zminéno vyse v kapitole 2.9.1, melanoidiny jsou zodpovédné za hnédou barvu
prazené kavy. Nékteré studie tvrdi, ze melanoidiny maji antioxidaéni, antibakterialni
vlastnosti a jsou schopné vazat urcité kovy do komplexnich struktur. Lze je tedy povazovat
za bioaktivni latky, tj. latky majici vliv na Zivy organismus [22]. Jejich obsah v kavové sedliné
vSak zvySuje jeji toxicitu. Aby mohla byt kavova sedlina vyuZita jako substrat pro
mikroorganismy a rostliny je tedy kromé FL potfeba odstranit i melanoidiny.

2.10.4 Sacharéza

Sacharéza se spotfebuje karamelizaci a Maillardovymi reakcemi. Diky degradaci
sachardzy, polysacharidd a dalSich slouCenin se zacne zvySovat kyselost kavy, je to
zpusobeno vzrlstajici hladinou alifatickych kyselin (mravendi, octova, glykolova a mlé€na)
a tento déj nastava predevSim pfi kratké dobé prazeni [22].

2.10.5 Chlorogenové kyseliny

Chlorogenové kyseliny jsou hlavnimi zastupci fenolickych latek a hlavnimi aromatickymi
kyselinami kavy. Nejsou tepelné stabilni a diky izomeraci, epimerazaci, laktonizaci jsou
pfeménény na slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti (napf. fenoly) a na melanoidiny.
Prazenim se obsah kyseliny chlorogenové snizi pfiblizné o 1 % neZ bylo obsazeno v zelené
kavé. V komercnich prazirnach se obsah kyseliny chlorogenové v oprazené kavé pohybuje
od 0,5 do 6 graml na 100 gramu susiny. Aby nedochazelo k velké ztraté téchto sloucenin,
bylo by zapotfebi pouzit rychlé prazeni pfi vysoké teploté (230 °C) [22].

Obsah chlorogenovych kyselin v prazené kavé a napojich zavisi na druhu kavovniku
a zpusobu prazeni semen. Semena kavy arabské, obsahuji méné chlorogenovych kyselin
nez semena kavy robusta. Nékteré kyseliny se nachazejici pouze u druhu robusta, jedna se
o dikaffeoyl-chinové kyseliny a smiSené diestery, feruloylkaffeoyl-chonové kyseliny, a také
derivaty nékterych aminokyselin (N-kaffeoyl-L-tryptofan a N-kaffeoyl-L-tyrosin).

Chlororgenové kyseliny se pfi prazeni semen 2z 30-70% rozkladaji za vzniku
y-laktonu 3-O a 4-O-cinnamoylchinovych kyselin (cinnamoyl-1,5-chinolakton) a dalSich
produktl. Uvedené laktony jsou nejvyznamnéjSimi horkymi latkami prazené kavy. Hlavni
slozkou byva 3-O-kaffeoyl-L-chino-1,5-lakton (3-O-kaffeoyl-y-chinid). Obsah kyselin
v prazené kavé je uveden v tabulce 2 [30].

Tabulka 2: Obsah hlavnich kyselin v praZzené kavé (C. arabica) [30].

Kyseliny Obsah [g-kg™]
3-kaffeoyl-chinova (chlorogenova) 20,0
4-kaffeoyl-chinova (kryptochlorogenova) 2,0
5-kaffeoyl-chinova (neochlorogenova) 1,0
3,4-dikaffeoyl-chinova (isochlorogenova a) 0,1
3,5-dikaffeoyl-chinova (isochlorogenova b) 0,9
4,5-dikaffeoyl-chinova (isochlorogenova c) 0,1
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2.10.6 Kofein

Kofein neboli 1,3,5-trimethylxanthin je jeden z nejrozSifenéjSich methylderivatl xanthinu,
patficich do skupiny purinovych alkaloid. Obsah kofeinu se béhem prazeni vyrazné neméni,
protoze je termostabilni. Jeho mnozstvi v Salku kavy je zavislé na teploté vody, dobé
extrakce a dalSich aspektech [22,30].

2.10.7 Trigonellin

Trigonellin doprovazejici alkaloidy kavy se diky prazeni degraduje, vznikaji nové
slou€eniny v&etné kyseliny nikotinové a tékavych sloucenin, jako jsou té€kavé a senzoricky
aktivni pyridiny, pyrroly, pyridiny, pyraziny a methylnikotinat. Vznikla kyselina nikotinova se
nazyva také jako niacin, vitamin B nebo vitamin PP a vznika demethylaci trigonellinu. Rychlé
prazeni vede k vyS8i produkci trigonelllinu nez pfi pomalém prazeni. Diky vlastnostem
kofeinu a trogonelinu se vyuziva jejich pomér obsahu jako indikator stupné prazeni kavy
[30,31].

2.11 Slozeni kavové sedliny

SCG je slozena z polysacharidu, jako je celul6za a hemicelulézy (zejména manany,
galaktany a v mensi mife arabinany), dale z oligosacharidd, lipidi (obsahuje celkem 15 %
hm. olejl), alifatickych kyselin, aminokyselin, protein(l, alkaloidl (napf. kofein, trigonelin),
fenoll (ty jsou slozeny pfedevSim z chlorogenovych kyselin), mineralt (napf. P, Ca, K, Mg),
ligninu, melanoidind a tékavych slouc¢enin [24,27]. Podrobna charakterizace SCG je uvedena
v tabulce 3.

2.11.1 Olejova frakce

Z kavové sedliny se extrakci ve vhodném rozpoustédle (napf. n-hexanu) mize ziskat
olejova frakce. Hlavni tfidy lipidG jsou triacylglyceroly, estery diterpenovych alkoholl a
mastné kyseliny. Podrobnéji se kavovy olej sklada z 75 % triacyglyceroll, 14 % terpenovych
esterud, 5 % parcialnich acylglyceroll, 1 % volnych mastnych kyselin, 1,5 % volnych sterol,
1 % esterl steroll a 1 % polarnich lipidd [27].

2.11.2 Hruba vlaknina

Hrubda vldknina je lignocelulézova frakce, kterda je sloZzena z celuldézy, hemicelul6z
a ligninu [27].

2.11.2.1 Celuléza

Celuloza je zastoupena ve zna¢né mensi mife nez hemicelulézy. Celuldéza je sloZena
z nékolika stovek az deseti tisicd jednotek D-glukdzy. Tyto jednotky jsou mezi sebou
propojeny ((1,4)-glykosidovymi vazbami. Molekuly celulézy se agreguji na mikrofibrily a
vytvafi vysoce uspofadané (krystalické) nebo méné usporadané (amorfni) oblasti.
Krystalicka ¢ast poskytuje tuhost a amorfni ¢ast naopak mékkost a pruznost. Neusporfadana
forma zaroven umoznuje vstfebavani vody a také u ni probiha vyznamné rychleji hydrolyza,
nez u formy krystalické [28].

2.11.2.2 Hemiceluléza

V kavové sedliné je hemiceluléza zastoupena pfedevSim mannany a arabinogalaktany.
Mannany jsou slozeny zopakujicich se jednotek mannosy, které jsou propojené
B(1,4)-glykosidovymi vazbami. Arabinogalaktany jsou v kavové sedliné zastoupeny tfemi
typy, avdak prevladajici arabinogalakteny jsou arabino-3,6-galaktany, které jsou kovalentni
vazbou pfipojeny k proteindm. Hemicelulézy vynikaji amorfnim a hydrofilnim charakterem,
maji vysokou mechanickou odolnost vi¢i vodé a oproti celuléze a ligninu jsou méné
hydrolyzovatelné [27].
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2.11.2.3 Lignin

Lignin je trojrozmérny amorfni pfirodni polymer, slozeny z fenylpropanovych jednotek
s karbonylovymi, hydroxylovymi a methoxylovymi substituenty. Ma funkci stabilizatoru proti
mechanickému poskozeni a pfispiva k vysoké vyhfevnosti SCG. Pro biotechnologické vyuziti
se musi lignin rozStépit na zkvasitelné cukry, obvykle se tak dé&je pomoci hydrolytického
procesu. Hydrolyza mulze probihat bud enzymaticky, nebo chemicky. Zalezi na typu
hydrolyzy, avSak obecné se lignin rozstépi na smés zkvasitelnych cukrl s pfitomnosti jinych
latek jako jsou fenolické latky, proteiny a melanoidiny [27].

Tabulka 3: Podrobné charakterizace SCG [24]

Parametr Mnozstvi
Vyhievnost [MJ-kg™] 19,0-26,9
Vihkost [%] 1,18-65,7
Celkovy dusik [%, dwt] 1,9-2,3
Celkovy uhlik [%, dwt] 47,8-69,5
Celul6za [mg-kg™] 8,6-15,3
Hemicelul6za [mg-kg™] 36,7+5,0
Arabindza [mg-kg™] 1,7
Galaktany [mg-kg™] 13,8
Mannany [mg-kg™] 21,2
Bilkoviny [mg-kg™] 6,7-13,7
Tuky [mg-kg™] 10,0-15,0
Celkové cukry [mg-kg™] 85+1,2
Celkove fenolické latky [%, dwi] 15+10
Pektiny [%, dwi] 0,01 + 0,005
Nerozpustny lignin [%, dwt] 30,9-31,9
Rozpustny lignin [%, dwt] 1,6-1,7
Celkovy lignin [%, dwt] 32,5-33,6
Tanniny [%, dw] 0,02 £0,1
Chlorogenové kyseliny [%, dwt] 0,4789-3,3
Kofein [%, dwi] 0,02-0,4526
Acetylové skupiny [%, dwt] 2,2
Popel [%, dwt] 0,43-2,2
Draslik [mg-kg™] 3549,0
Fosfor [mg-kg™] 1475,1
Hofdik [mg-kg™] 1293,3
Vapnik [mg-kg™] 7774
Hlinik [mg-kg™] 279,3
Zelezo [mg-kg™] 118,7
Mangan [mg-kg™] 40,1
M&d [mg-kg™] 32,3
Zinek [mg-kg™] 15,1

*dwt = troy pennyweight; 643,015 troy pennyweight = 1 kilogram

2.11.3 Fenolické latky

Fenolické latky (FL) predstavuji skupinu vice nez 10 000 rGznych sloucenin obsahujicich
aromatické kruhy s hydroxylovymi skupinami. Bylo zji§téno, Ze v kavové sedliné je obsazeno
pfiblizné 4,6-9,9 mg fenolickych latek na 1g SCG [27]. Fenolické slou¢eniny v SCG spadaji
do skupiny polyfenolovych esteri. Mezi tyto estery patfi kyselina kavova, kyselina ferulova,
kyselina gallova, kyselina p-kumarova a chlorogenové kyseliny.
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Fenolické latky patfi do Siroké skupiny antioxidantl. Tyto slou¢eniny maji antioxidacni,
antibakterialni, hepatoprotektivni, hypoglykemické, protinadorové a antivirotické schopnosti.
DalSimi aktivnimi FL v SCG jsou hydrolyzovatelné taniny [27,32].

FL mohou byt zSCG extrahovany pouzitim polarniho nebo stfedné polarniho
rozpoustédla, jako je napfiklad etanol nebo metanol smichany s deionizovanou vodou [27].
Podrobnéjsi seznam FL obsazenych v SCG je uveden v tabulce 4.

Tabulka 4: Seznam fenolickych latek obsazenych v SCG [27]

Nazev slouéeniny Vzorec [MgGAE - g 7] [mg-g7]

HO, COH
0

Chlorogenova kyselina HO“O\OJ‘%@ 0,3-41,3 1,8-5,6
OH oH

OH

OH

. . . HO O .\\\Q
Katechin, Epikatechin m OH 0,3 0,3-0,6
OH
OH

Kavova kyselina 0,1 0,03-0,07

HO
HOD\/WOH
O
Q
Q OH
Kyselina ellagova HO O O OH nd 0,06-0,1

HO O

o]

Kyselina gallova 14,3 1,3-2,5

HO
Kyselina ferulova H?COm(OH nd 0,004-0,01
(0]
O._OH
HOJ?;\OH
OH

nd = nebyl detekovan (angl. not determined)
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Tabulka 4: Seznam fenolickych latek obsaZenych v SCG - pokracovani

Nazev slouéeniny Vzorec [MgGAE - g [mg- g7
Kyselina p-hydroxybenzoova /@A 3,1 nd
(0]
Kyselina p-kumarova /@MOH nd 0,01
HO
Kyselina protokatechova é 0,6-33,1 nd
OH
HO. ‘ o. ‘ oH OH
Rutin nd 0,06
H,C
HO
OH
Quercetin nd 0,96-1,0
Kyselina taninova 0,7 nd

nd = nebyl detekovan (angl. not determined)
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2.12 Valorizace kavové sedliny

Jak jiz bylo zminéno, kava jako jedna z oblibenych svétovych pochutin je po rop& druhou
nejvyznamnéjsi obchodovatelnou surovinou na svété. Jak produkce, tak spotfeba kavy
kazdoro€né roste nebo jen mirné stagnuje. Pfi vyrobé kavy v8ak vznika vysoké mnozstvi
pevného i kapalného odpadu. Celkové se na svété celorocné vyprodukuje pfiblizné 9 miliont
tun kavovych zrn, z tohoto mnozstvi vznikd nezanedbatelné mnozstvi, cca 6 milion0 tun,
kavové sedliny [5]. Kavova sedlina je jedna z nejvyznamnéjSich &asti pevného kavového
odpadu. Vznika pfi pfipravé kavového napoje, ale vétsi mnozstvi vznika pfi vyrobé instantni
kavy. Na vyrobu 1 kilogramu instantni kavy pfipada pfiblizné 0,9-1,2 kg kavove sedliny [29].

V posledni dobé se mnoho studii zaméfilo na zkoumani sloZeni a pfimé aplikace SCG,
nové se také nékteré vyzkumy zajimaji o aplikaci jejich sekundarnich produktd.
Vzhledem ke svému sloZzeni ma SCG plno vyuzitelnych vlastnosti. Diky jeji vysoké
vyhfevnosti (cca 5000 kcal/kg), ktera je srovnatelna s uhlim, se mize pouzivat jako palivo do
pramyslovych kotli. SCG ma vybornou kapacitu zadrzovani vody (5,7 g vody/g suché SCG),
kapacitu zadrzovani oleji (5,2 g oleje/g suché SCG), dale ma i vyznamny antioxidaéni
potencial. Absorpéni viastnosti SCG by mohla slouzit pro jeji aplikaci jako absorbentu pro
upravu kontaminovanych vod, napfiklad pro odstranéni iontl tézkych kovl z pitné vody
[27,32].

Vzhledem Kk jeji vysoké nutricni hodnoté byla SCG testovana také jako pfisada do
zvifecich krmiv. V tomto pfipadé vSak bylo zjisténo, Ze pokud je koncentrace kofeinu a
fenolickych latek v SCG vySsi nez 2,5 %, tak je krmivo zcela nepozivatelné [29].

Siroké verejnosti je znamo vyuziti SCG jako hnojiva, jelikoz obsahuje vysoké mnozstvi
minerall (vSechny jsou zaznamenany Vv tabulce 3), jejichz pfitomnost stimuluje rist rostlin
[29]. Jelikoz toto vyuziti souvisi s hlavnim cilem prace, o pouziti kavové sedliny jako
substratu podrobnéji pojednava kapitola 2.12.4.

Nicméné mnoho praci poukazalo na to, Ze frakcionace SCG miize znasobit jeji vyuziti
[32]. Frakcionaci je minéno oddéleni vSech Casti a slou€enin kavové sedliny, které mohou
byt vyuzity pro vyrobu novych produkti. Celkové mozna frakcionace je znazornéna na
obrazku 2 a vyuziti jednotlivych frakci jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

2.12.1 Olejova frakce

Lipidy mohou slouzit pro vyrobu glycerolu, biopaliva a v dnedni dobé velmi atraktivni PHA.
PHA neboli polyhydroxyalkanoaty jsou polyestery bakterialniho pdvodu. Diky svym
mechanickym vlastnostem by mohly zastoupit misto syntetickych polymeru, jelikoz PHA jsou
plné biodegradovatelné a biokompatibilni [27,29].

2.12.2 Pevna odtuénéna frakce

Kéavova sedlina zbavena olejové frakce je sloZzena z pevné Casti, ze které se dalSimi kroky
mohou ziskat fenolické latky, sacharidy a kone¢ny zbytek pevného podilu. Sacharidy mohou
byt vyuzity jako surovina pro vyrobu PHA, mlécné kyseliny, barviv a ethanolu. Konecny
pevny zbytek bez sacharidu a fenolickych slouc¢enin mlze byt vyuzit jako adsorbent, jako
surovina pro vyrobu biouhli (zuhelnaténa biomasa) Ci biopaliva. Jelikoz je v této &asti zbaven
fenolickych latek (FL), tak se nabizi varianta jeho pfimého vyuziti jako substratu, tato Cast
je vice probrana v kapitole 2.12.4 [27].
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Obréazek 2: Schéma mozné valorizace kavové sedliny [27]

2.12.3 Fenolické latky

Fenolické latky (FL) jsou pfi pfipravé kavy jen Caste¢né do vody extrahovany, z toho
dlvodu SCG obsahuje znac¢né mnozstvi FL (pfesné mnozstvi je uvedeno tabulce 3) [32].

FL jsou bioaktivni slouceniny, které na sebe pfilakaly velkou pozornost diky svym silnym
antioxidaénim a chelataénim vlastnostem [32]. FL ziskané z SCG vynikaji svou vyraznou
schopnosti absorpce radikalt kysliku, protinadorovymi, protizanétlivymi a antialergickymi
vlastnostmi [27]. Fenolové extrakty izolované z SCG mohou byt pouZity jako antioxidanty,
protizanétliva aditiva nebo dermatologickd antimelenogenni C¢inidla ve farmaceutickém
primyslu. Navic v posledni dobé vzrista zajem o pfirodni fenolické slou¢eniny extrahované
z rostlin, protoZe syntetické antioxidanty maji urcité nezadouci ucinky [32].

2.12.4 Vyuziti kavové sedliny jako substratu

Jak jiz bylo vySe zminéno, kavova sedlina je v této dobé znama svymi u€inky podporujici

rust rostlin, jelikoz obsahuje vysoké mnozZstvi minerall. Nicméné informace v kapitole

o slozeni SCG (2.11) sdéluji, ze SCG obsahuje také kofein, fenolické latky a melanoidiny,
které maji naopak neblahy vliv na rust rostlin a také na rust pudnich mikroorganismu.

Jednim z feSeni pro snizeni obsahu téchto latek by mohlo byt kompostovani, které by

oCisténi SCG mohou poslouzit detoxifikacni metody, specialné metody vyuzivajici oxidacni
procesy.

2.13 Fenolické latky

Fenolické latky jsou hlavni pfi€inou vysoké toxicity kavové sedliny, a proto je tato kapitola
vénovana jejich strucné charakteristice.

Fenolické latky se ve vétSiné svych reakci chovaji jako nukleofily a €inidla na né pusobici
jako elektrofily. Fyzikalni viastnosti FL jsou nékolika ohledech podobné vlastnostem alkohold.
Je to zpUsobené pFitomnosti hydroxylovych skupin v jejich strukturach. Jsou schopné tvofit
silné vodikové vazby, diky tomu jsou mirné rozpustné ve vodé. Jejich teploty varu jsou vyssi
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nez u uhlovodikl se stejnou molekulou hmotnosti. FL jsou silngjSi kyseliny nez alkoholy.
Reaguji dobfe s bazemi za vzniku fenolatovych iontl. Jsou vSak slabsimi kyselinami
nez karboxylové kyseliny a nereaguji s hydrogenuhli¢itanem sodnym [49].

2.14 Detoxifikace kavové sedliny
2.14.1 Odstranéni fenolickych latek

Jak jiz bylo zminéno vySe, toxicita kavové sedliny je zplsobena predevs§im pritomnosti
fenolickych latek. Jelikoz fenolické latky jsou obsazeny také v priimyslovych odpadech, které
zneCistuji podzemni vody, bylo vyvinuto jiz nékolik metod, které umozfuji jejich
odstranéni [49]. Tyto metody by mohly byt pouzity také pfi detoxifikaci kavové sedliny.

Vysoké mnozstvi fenolickych latek mlze byt G¢inné odstranéno konvenénimi zplsoby, jako
je extrakce, destilace, elektrochemicka oxidace &i redoxni reakce. Mezi pokrocilé metody
pro odstranéni FL patfi Fentonova metoda, ozonace, oxidace mokrym vzduchem,
membranova separace, fotokatalytickda degradace a ultrafiltrace. V posledni dobé
se pro odstranéni FL vyuziva adsorpce, kdy dochazi k zachyceni FL pomoci syntetickych Ci
prirodnich materiall, jako je napfiklad aktivni uhli &i jily [34,49]. Na obrazku 3 je znazornéno
reakéni schéma oxidace kyseliny gallové pomoci elektrochemického procesu.

0 0 0
OH OH 0
OH _H*_g OH  H*_g OH
—_— —_—
OH °0 0
OH OH OH
KYSELINA GALLOVA SEMICHINON CHINON

Obrazek 3: Reakéni schéma oxidace kyseliny gallové pomoci elektrochemického procesu [51]

V této praci byly pro detoxifikaci kavové sedliny vyuzity redoxni reakce, pfi kterych dochazi
k oxidaci fenolickych latek pomoci oxidacnich Cinidel. Pro odstranéni fenolickych latek Ize
pouzit obvykla oxidaénich &inidla, kterymi jsou napfiklad KMnO,, K,Cr,O; a Na,S,0g nebo
pokrocilych oxidaCnich technik, které se oznacuji jako pokroc€ilé oxidacni procesy (AOP,
advanced oxidation processes). Tyto procesy vyuzivaji hydroxylové radikdly a lze
je charakterizovat spole¢nymi znaky:

e Reakénim &inidlem jsou vysoce reaktivni hydroxylové radikaly OH" (a to bez ohledu
na reakéni mechanismus)

e rychlostni konstanty reakce druhého fadu dosahuji hodnot 10°-10° I‘mol™*-s’
OH’ na organicky substrat je tedy velmi rychly,

e atak OH se vyznaduje nizkou selektivitou, coZ umoZfiuje Siroké uplatnéni AOP
(napf. pfi pfedupravé odpadnich vod s obsahem toxické organické matrice)

e jelikoz AOP probihaji za normalni teploty a tlaku, naklady na energii nejsou pfilis
naro¢né

e atak OH muze byt aplikovan riznymi chemickymi reakcemi, procesy AOP jsou diky
tomu variabilni pfi feSeni ekologickych problému v praxi

o Cinidla potfebna pro tvorbu OH* jsou vSak v této dobé stale draha (Os, H,O,), jejich
pouzité mnozstvi by z ekonomického divodu nemélo pfesahnout hodnotu CHSK
resp. TSK <5000 mg-™, nebo by se méla kombinovat s aeorbnim biologickym
stupném.

1 atak
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NejstarSim procesem ze skupiny pokrocilych oxida¢nich procest je Fentonova metoda.
Je pojmenovana podle svého objevitele, chemického inzenyra H.J. H. Fentona.
Oxidace probihd pomoci &inidla, které obsahuje ionty Fe®* a peroxid vodiku. V rdznych
pracich je reakce zmifiovana v souvislosti s oxidaénim odbouravanim etherl, alkohol(,
fenoll, aldehydu, ketonl a dale aromati v€etné polycyklickych, aminl ¢i barviv. Pro silné
urychleni Fentonové oxidace se vyuziva plasobeni UV zafeni, tato reakce se nazyva Foto-
Fentonova oxidace [34].

2.14.2 Odstranéni melanoidint

Jak jiz bylo zminéno vySe, melanoidiny jsou dalSimi latkami v SCG, které inhibuji rast
rostlin a mikroorganismd. Pro jejich odstranéni Ize vyuzit podobnych metod jako u FL.
Napfiklad membranou filtraci, ozonaci nebo reakci s fadou organickych a anorganickych
oxidacnich ¢inidel [50].

2.15 Stanoveni celkovych FL pomoci UV/VIS spektrofotometrie

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek Ize vyzit UV/VIS spektrofotometrii.
Jedna se o fyzikalné-chemickou metodu, ktera je zafazena pod molekulovou absorpéni
spektrometrii [42]. Mezi nejpouzivanéjsi spektrofotometrické metody patfi stanoveni pomoci
Folin-Denisova a Folin-Ciocalteuova cinidla, Pruskou modfi nebo spektralni analyza v UV
oblasti [42]

2.15.1 Princip UV/VIS spektrofotometrie

Princip UV/VIS spektrofotometrie spociva v méfeni absorpce vzorku pfi prichodu
ultrafialového (UV) nebo viditelného (VIS) zafeni. Absorpci elektromagnetického zareni
molekulou dochazi k excitaci valenénich elektronl, které jsou soucasti molekulovych
orbitald. Ztohoto duvodu se poté zméni elektronovy stav dané molekuly a dojde
k elektronovym pfechodim. Na konci méfeni jsou ziskana absorpéni spektra. Jedna se o
grafické znazornéni zavislosti absorbance na vinové délce [42,43].

Pro kvantitativni analyzu se pouziva Lambert-BeerGv zakon,

A=¢-c-1 1)

kde € molarni absorpéni koeficient [I'mol*-cm™], | je tloustka kyvety [cm] a c je
koncentrace analytu [mol-I"]. Lambert-Beer(v zakon tedy vyjadfuje zavislost absorbance na
koncentraci a tloustce absorbujici vrstvy (tloustky kyvety). Lambert-Beeruv zakon je vSak
omezeny jen pro zfedéné roztoky do koncentrace 10 mol-I®. U koncentraci nad 10 mol-I®je
extinkéni neboli molarni absorpéni koeficient ¢ zavisly na indexu lomu roztoku, a z toho
ddvodu jej jiz nelze povazovat za koeficient [42,43].

2.15.2 Schéma UV/VIS spektrofotometru

Na trhu jsou dostupné spektrofotometrické pfistroje, které se lisi svym urCenim, velikosti,
modularitou a vybavou. Existuji dva zakladni druhy spektrofotometrl, prvnim
je tzv. jednopaprskovy, ktery obsahuje jen jeden monochromator, a druhym dvoupaprskovy,
ktery obsahuje dva monochromatory. Dvoupaprskovy spektrofotometr je vyhodnéjsi, jelikoz
obsahuje déli¢ paprsku, ktery rozdéli svétlo do dvou paprski. Jeden paprsek prochazi
kyvetou srovnavaci (blank) a druhy prochazi kyvetou se zfedénym stanovovanym vzorkem.
U méfeni pomoci jednopaprskového spektrofotometru je potieba nejdfive zméfit referenéni
vzorek a poté je mozné zméfit vlastni vzorky [45]. Jednopaprskovy spektrofotometr je vSak

vice vyuzivany diky jeho niz§im nakladim na pofizeni [43].
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Kazdy spektrofotometr obsahuje zdroj zafeni, kterym je deuteriova vybojka pro UV oblast
a wolframova lampa pro oblast VIS. Xenonova vybojka zahrnuje obé oblasti. Za zdrojem
zareni se nachazi kolimator, monochromator, Stérbina (diky které se voli vinova délka),
kyveta se vzorkem, detektor (fotonasobic, fotodioda, diodové pole) a digitalni displej nebo
méfiC. Zakladni schéma spektrofotometru znazorriuje obrazek 4.

KOLIMATOR STERBINA
(CoCkKA) DETEKTOR

— ;A<I C

s

DIGITALNI DISPLEJ

ZDROJ SVETLA MONOCHROMATOR VZOREK V KYVETE NEBO MERIC

Obrazek 4: Zakladni schéma spektrofotometru [44]

2.15.3 Spektrofotometricka metoda za pouziti Folin-Ciocalteuova ¢€inidla

Ke stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (FL) se nejCastéji vyuZziva jejich reakce
s Folin-Ciocalteuovym  ¢inidlem (F-C). Jednd se o smés fosfomolybdenové a
fosfowolframové kyseliny [46].

Ke vzorku fenolickych latek se musi pfidat nasyceny roztok Na,COs, ktery zajisti alkalické
prostfedi (vysledné pH=10). Po pfidavku F-C do této smési dochazi k oxidaci fenolickych
slou€enin (ale také oxidovatelnych forem jinych slou€enin) a souCasné se redukuje
fosfowolframovo-fosfomolybdenovy komplex za vzniku modrého zbarveni. Vznik tohoto
modrého komplexu umoznuje méfeni ve viditelné Casti spektra, presnéji pfi 50 °C pfi vinové
délce 760 nm [46].

Jako standardni latka se pouziva kyselina gallova. Vysledna hodnota je prepocitavana
na ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové (napf. jako miligram kyseliny gallové na kilogram
nebo litr méfeného vzorku) [46,47].

2.16 Analyza fenolickych latek pomoci HPLC

HPLC (z angl. high-performance liquid chromatography) neboli vysokotlaka kapalinova
chromatografie je metoda, pfi které probiha déleni latek na zakladé rozdilné afinity
ke stacionarni fazi. Diky vyuziti velkého mnozstvi kolon se jedna o Siroce uplatnitelnou
metodu. V analyze fenolickych latek HPLC zaujima vedouci postaveni [35].

2.16.1 Princip separace

Principem separace je rozdéleni latek mezi stacionarni fazi, ktera je pfitomna v koloné
a mobilni fazi, ktera protéka kolonou pod vysokym tlakem. Dany vzorek je vhanén do kolony
obsahujici stacionarni fazi, ke které ma stanovovana sloucenina pozitivni afinitu (je k ni
taZena elektrostatickymi, chemickymi nebo jinymi silami). Vzorek je diky mobilni fazi pod
vysokym tlakem unasen az na konec kolony. Stanovovana latka je vSak diky afinitni sile
naopak zadrZzovana az zdrzovana v koloné [36].
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2.16.2 Schéma HPLC

Kapalinovy chromatograf je pfistroj obsahujici zasobniky mobilni faze s odplyfiovadem.
Mobilni faze se Cerpa ze zasobniku vysokotlakym cerpadlem do sméSovace mobilni faze.
Podle toho, zda maji ¢i nemaiji latky podobné elucni vlastnosti, se pro separaci pouziva bud
izokraticka, nebo gradientova eluce. Izokraticka eluce se pouziva pro separaci latek
s podobnymi eluénimi vliastnostmi. Pfi izokratické eluci se pouziva jedna mobilni faze, jejiz
slozeni se béhem separace neméni. Gradientova eluce je vhodna pro separaci analytd,
jejichz eluéni parametry jsou rozdilné. Pfi gradientové eluci se k jedné mobilni fazi v prabéhu
separace pfimichava druha, pfipadné treti mobilni faze, jejich vzajemné poméry se
v pribéhu separace méni. Pro stanoveni fenolickych latek je vhodné vyuzit gradientové
eluce [35,36,37]. Schéma HPLC systému je znazornéno na obrazku 5.

Pomoci pistovych nebo membranovych &erpadel je zajiStovan pritok mobilni faze.
Membranové Cerpadlo je sloZzeno ze dvou Casti: vlastniho pracovniho prostoru a prostoru
s pistem, tyto dva prostory jsou od sebe oddéleny membranou. Pistovy prostor je naplnény
hydraulickou kapalinou. JelikoZ je potfebné, aby byl zajidtén bezpulzni tok mobilni faze,
je nutné zaradit dvé Cerpadla, diky kterym budou na sebe navazovat faze vytlaku a faze
sani [37].

ViCECESTNY
VENTIL

S
' =—=0— —&
¢ e
= | _ ] =
| ! ODPLYNOVAC ~ GRADIENTNI SMESOVACH VYSOKOTLAKE
fi ] VENTIL ZARIZENT CERPADLO

ZASOBNIKY DAVKOVACI
MOBILNI FAZE SMYCKA

J—o—( J—<

RIDICi/VYHODNOCOVACI  ODPAD BETERTOR Si’;’i’(‘)‘ﬂ”
ZARIZENI (PC)

Obrazek 5: Schéma HPLC systému [38]

Separace latek probiha na trubici z borosilikatového skla nebo nerezové oceli,
na tzv. naplriové koloné. Jeji délka se pohybuje v rozmezi 5-30 cm, vnitfni primér v rozmezi
2-8 mm. Kolona obsahuje naplfi ze stacionarni faze, ktera je nepolarniho charakteru (v
pfipadé chromatografie s obracenymi fazemi). Stacionarni fazi byva obvykle silikagel
s chemicky vazanymi alkyly (oktadecyl, oktyl). Jako mobilni faze byva €asto vyuzivan
methanol, acetonitril nebo tetrahydrofuran. Jako polarni sorbenty mohou poslouzit alumina
nebo silikagel [35,36,37].

2.16.3 UV/VIS detektor s diodovym polem (DAD)

K detekci byl pouzit DAD detektor, ktery je dostateCné citlivy a pouzitelny
pro gradientovou eluci. DAD snima celé absorpéni spektrum eluatu kazdou sekundu
bez pferuseni chromatografické separace a je zaloZen na principu absorpce zareni v oblasti
vinovych délek 190 do 800 nm. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerové
zakoneé (vice informaci o zakoné viz kapitola 2.14) [39,40].
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DAD ma dva zdroje svétla: wolframovou zarovku, ktera je zdrojem viditeIného svétla
a deuteriovou lampu, ktera je zdrojem ultrafialového (UV) svétla. UV lampa je umisténa
za wolframovou lampou [41].

Schéma DAD detektoru je znazornéno na obrazku 6. Zarfeni ze zdroje (celé spektrum
svétla) prochazi ¢ockou, pritokovou celou, druhou ¢ockou, Stérbinou a dopada na disperzni
mfiZku. Na disperzni mfiZzce dochazi k spektralnimu rozkladu zafeni a na kazdou fotodiodu
poté dopada zafivy tok o urcité vinové délce, ktery je zeslabeny absorpci v cele detektoru.
Intenzita dopadajiciho zafeni je zavisla na typu a mnozstvi slou€eniny, ktera prochazi
pres pratokovou celu a také na délce pritokové cely (nej¢astéji cca 10 mm) [39,40,41].

DIFRAKCNI MRIZKA

STERBINA

UV LAMPA

: e ——
% DIODOVE POLE

Obrazek 6: Schéma DAD detektoru

WOLFRAMOVA
ZAROVKA

Dispergované (rozptylené) svétlo je méfeno fotosensitivnimi diodami neboli fotodiodami.
Fotodioda je pasivni soulastka (tedy nechova se jako zdroj), jejiz elektricky odpor
v zavérném sméru je zavisly na osvétleni. Fotodiody jsou propojeny kondenzatorem predem
nabitym na ur€itou hodnotu. Kondenzator se po dopadu zafeni na diodu vybije diky
vznikajicimu fotoelektrickému proudu. V daldi fazi se kondenzatory nabiji a méfi se proud,
ktery je potfebny na dobiti pfisluSnych kondenzatori. Do paméti Fidici jednotky (PC) se poté
uklada velikost tohoto proudu. Vybijeni a nabijeni kondenzatoru se rychle opakuje v ramci
milisekund. Udaje o absorbanci se tedy zaznamenavaji v kazdé vinové délce pii kazdém
case [39,40].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Priprava vzorktl z kavové sedliny

Pro praci byly wvyuzity tfi vzorky kavové sedliny. Prvnim vzorkem byla samotna
neupravena kavova sedlina (SCG), druhym vzorek byla odtuénéna SCG a tfetim vzorkem
odtuénéna a zaroven hydrolyzovana kavova sedlina. Bylo tedy nutné ve dvou pfipadech
kavovou sedlinu upravit. Pro pfipravu odtu¢néné SCG bylo zapotfebi vyuzit Soxhletovy
extrakce a pro hydrolyzovany vzorek vyuzit hydrolyzu probihajici v autoklavu.

3.1.1 Soxhletova extrakce kavové sedliny

Pouzité laboratorni pomticky

e Bézné laboratorni sklo
e Odmérny valec 250 ml
e Extrakéni patrony

o Extrakéni sklenéné tuby
e (Odtu€néna vata

e Exsikator

Pouzité chemikalie

¢ n-hexan (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pouzité pristroje

e Jednotka pro automatickou extrakci SOXTHERM (Gerhardt, Némecko)
Postup

Z vysuSené odpadni kavové sedliny byl odebran vzorek. Bylo navaZzeno 4 x 20 g kavové
sedliny (s pfesnosti na 4 desetinna mista), vzorek byl nasypan do extrakéni patrony a nahofe
byl utésnén vatou. Patrona byla vloZzena do extrakéni tuby s varnym kaminkem a nasledné
bylo do této tuby nalito 150 ml n-hexanu. Poté se extrakéni tuba vioZila do extrakéni jednotky
Soxtherm (viz obrazek 7) a pomoci poCitate byly zadany pfislusné parametry pro extrakci.
Extrakce probihala 3 hodiny a 38 minut pfi 180 °C. Po ukonCeni extrakce byl ziskany olej
pfemistén do vakuové rotaCni odparky, kde se olej vycCistil od zbytkového mnoZstvi n-
hexanu. Poté se kavova sedlina spolu s patronami a vatou susila pfi teploté 70 °C az do té
doby, nez zlstala hmotnost konstantni, suSeni probihalo pfiblizné 1 hodinu.

Obrazek 7: Extrakce olejové frakce SCG v SoxThermu
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3.1.2 Hydrolyza kavové sedliny

Pouzité laboratorni pomucky

o Bézné laboratorni sklo

e Erlenmeyerovy barnky 500 ml
o Petriho misky

e Bilchnerova nalevka

o QOdsavaci barika

o Vatové zatky

e Hlinikova folie

¢ Indikaéni pH papirky

Pouzité chemikalie

o Kyselina sirova 96%
e Destilovana voda

Pouzité pristroje

e Autoklav
e Horkovzdusna susarna

Pouzité vzorky

e (Odtuénéna kavova sedlina

Postup

Pro hydrolyzu kavové sedliny bylo nejprve nutno si pfipravit 80 ml 4 % obj. kyseliny sirové
(80 ml na kazdych 20 g kavové sedliny). Do Erlenmeyerovy bariky bylo odvazeno pfiblizné
20 g odtu¢néné kavové sedliny. Barika byla uzaviena vatovou zatkou, ktera byla posléze
obalena hlinikovou folii. Takto pfipravena barka byla vioZzena do autoklavu po dobu 2 hodin.
Po ukoneni hydrolyzy byl obsah banky pfenesen na Bulchnerovu nalevku s odsavaci
bankou, kde byl promyvan destilovanou vodou do té doby, nez bylo pomoci pH papirkd
prokazano neutralni pH, tedy okolo hodnoty 7. V nasledujicim kroku byla hydrolyzovana
kavova sedlina pfemisténa na Petriho misky a usu$ena v suSarné pfi teploté 70 °C do
konstantni hmotnosti.

3.1.3 Extrakce vzorkd nezoxidované kavové sedliny

VSechny vzorky byly extrahovany pomoci smési ethanol-voda (3:2). Postup extrakce
probihal stejnym zpUsobem u vzork( pfed oxidaci i po oxidaci.

Pouzité laboratorni pomucky

e Bézné laboratorni sklo a pomucky

e Automaticka pipeta Finnpipette 0,5-5 ml (Thermo Scientific, USA)
e Odmérny valec 100 ml

e Injekéni stfikacky 5/6 ml (NORM-JECT, Némecko)

e Stiikackové filtry 0,45 um NYLON (VWR, Evropa)

e Magnetickd michadla

e Centrifugacni zkumavky, PP, se Sroubovym uzavérem 50 ml
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Pouzité chemikalie

e Destilovana voda z laboratorni jednotky ELGA

e Ethanol, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)
Pouzité pristroje

¢ Vicemistna magneticka michacka

e Chladni¢ka (Electrolux, CR)
e Laboratorni centrifuga

Postup

VSechny tfi druhy vzorkd kavové sedliny byly extrahovany ve dvou paralelnich fadach.
Pro extrakci byla pfipravena smés ethanol-voda v poméru 3:2. Od kazdého vzorku
byl navazen 1 g vzorku kavové sedliny s pfesnosti na 4 desetinna mista. Kazdy vzorek byl
poté umistén do kadinek, kde k nim posléze bylo pfidano 10 ml pfipravené smési ethanol-
voda, magnetické michadlo a posléze se spustila extrakce (viz obrazek 8). Po 15minutové
extrakci bylo odebrano pfiblizné 5 ml vzniklého roztoku pomoci injekénich stfikatek. Roztok
se poté prefiltroval pomoci nylonovych stfikackovych filtri do pfedem pfipravenych a
oznaCenych plastovych zkumavek, které poté byly uzavieny plastovymi zatkami. Nakonec
byly zkumavky se vzorky umistény do chladnicky.

Obréazek 8: Extrakce vzorkti SCG do smési ethanol-voda (3:2)

3.2 Stanoveni celkového obsahu FL pomoci UV/VIS spektrofotometrie

Pouzité laboratorni pomucky
o Bé&zné laboratorni sklo
o Automaticka pipeta Finnpipette 100-1000 pl (Thermo Scientific, USA)
o Automaticka pipeta Finnpipette 0,5-5 ml (Thermo Scientific, USA)
o Odmérny valec 100 ml
e Odmeérné bariky 100 ml
o Sklenéna kyveta
o Injekéni stiikacky 5/6 ml (NORM-JECT, Némecko)
o Stfikackoveé filtry 0,45 um NYLON (VWR, Evropa)
o Magneticka michadla

Pouzité chemikalie

e Destilovana voda z laboratorni jednotky ELGA
e Uhli¢itan sodny
¢ Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo
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Pouzité pristroje
. UV/VIS spektrofotometr Helios y (ThermoSpectronic, VB)
Postup

Prvnim krokem byla pfiprava roztoku 7,5% uhli¢itanu sodného. Bylo navazeno 7,5 g
krystalického uhli¢itanu sodného, ktery byl dale v kadince rozpustén pomoci 50 ml
destilované vody. Kadinka s roztokem byla poté vloZzena do ultrazvukové vany po dobu cca 2
minut. Poté byl tento roztok kvantitativné pfeveden do 100 ml odmérné bariky a byl doplnén
destilovanou vodou po znacku. V druhém kroku byl pfipraven roztok Folin-Ciocaltauova
Cinidla v poméru 1:9.

Priprava kalibracni kfivky: Prvné byl pfipraven standardni roztok kyseliny gallové. Z tohoto
roztoku byly dale postupnym Fedénim destilovanou vodou ziskany roztoky o pfiblizné
koncentraci 100, 200, 300, 400 a 500 mg-™. Poté bylo do predpfipravenych zkumavek
pomoci automatické pipety napipetovan 1 ml 10x zfedéného Folin-Ciocalteuova &inidla, dale
byl pfidan 1 ml destilované vody a 100 ul vzorku. Obsah zkumavek se promichal a nechal se
5 minut v klidu stat. Po péti minutach byl do kazdé zkumavky pfidan 1 ml 7,5% roztoku
uhli¢itanu sodného. Tato smés se ponechala stat 15 minut. Reakci F-C s fenolickymi latkami
vznikl roztok modrého zbarveni, viz obrazek 9. Poté se zméfila absorbance pomoci UV/VIS
spektrofotometru Helios pfi vinové délce 750 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek byl
pfipraven stejnym zpusobem, avSak namisto 100 pl vzorku bylo pfidano 100 ul destilované
vody.

hatpresinars |

E
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Obrazek 9: Zbarveni vzork( pred (Zluté) a po (modré) pridani F-C

Vlastni stanoveni: Vzorky roztoku kavové sedliny byly napipetovany do zkumavek.
Poté bylo postupovano stejnym zpusobem jako pfi pripravé kalibraéni kfivky. Pokud
namérena absorbance méla vyssi hodnotu nez 1, byl roztok kavove sedliny naredén.

Viypocet: Obsah celkovych fenolickych latek ve vzorku se poté vypocital pomoci rovnice
regresivni pfimky a poté byla prfepocitana na obsah fenolickych latek vmg na g suché
kavove sedliny podle vzorce:

AV . ()
c=r-mg g1

Kde c znazorfiuje koncentraci fenolickych latek vmg na 1g SCG, A je naméfena
absorbance, V je objem roztoku (objem extrakéniho roztoku), kje smérnice ziskana
Z kalibra¢ni rovnice a m je hmotnost navazky SCG.
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3.3 Sestaveni absorpcéniho spektra melanoidint

Pouzité laboratorni pomticky
o Bézné laboratorni sklo

Pouzité chemikalie
e Destilovana voda
Analyzované vzorky
e Extrahovany roztok z neupravené SCG (NSCG)
o Extrahovany vzorek z odtu¢néné SCG (OSCQG)
o Extrahovana vzorek z odtu¢néné a zaroven hydrolyzované SCG (OHSCG)
e Extrahovany vzorek neupravené SCG po oxidaci (OX-SCG)
Pouzité pristroje
o UV/VIS spektrofotometr Helios y (ThermoSpectronic, VB)

Postup
Do kyvety byl nalit analyzovany vzorek SCG a poté byla zméfena absorbance pfi
vinovych délkach v rozmezi 250-600 nm (jeden krok byl 10 nm).

Pro mérfeni absorbance v oblasti pfi vinovych délkach od 250 do 370 nm, musely byt
vzorky 100x Fedény, v oblasti od 370 do 600 nm vzorky byly fedény 10x. Protoze fedéni
nebylo jednotné byla zavedena absolutni hodnota, tzv. relativni signal. Relativni signal
je bezrozmérna veli€ina a jeho hodnota se ziska vypoctem:

Ry=A-F[-] 3)

kde Rs znazornuje relativni signal, A naméfenou absorbanci a F pouZité fedéni. Poté byl
vykreslen graf zavislosti tohoto relativniho signalu v zavislosti na vinové délce.

3.4 Kvalitativni a kvantitativni stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC

Pouzité laboratorni pomtcky

o Bézné laboratorni sklo
e Automaticka pipeta Finnpipette 100-1000 ul (Thermo Scientific, USA)
e Vialky se septy (Chromservis, CR)

Pouzité chemikalie

o Kyselina mravenci, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Acetonitril, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Destilovana vody z laboratorni jednotky ELGA

e Ethanol, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Kyselina chlorogenova, Cistota titrace (Aldrich, Némecko)

o Kyselina kavova, Cistota HPLC (Sigma, Némecko)

o Kyselina ferulova, Cistota titrace (Aldrich, Némecko)

o Kyselia gallova, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

o Kofein, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pouzité pristroje

e HPLC systém Agilent infinity 1260 (Agilent, USA)
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Analyzované vzorky

Pro kvalitativni i kvantitativni analyzu fenolickych latek pomoci HPLC byly pouzity vzorky
kavové sedliny: nezoxidované - neupravena, odtuénéna, odtuénéna a zaroven
hydrolyzovana; zoxidované — neupravena.

Podminky pro HPLC

o Kolona: Kinetex 2,6 ym EVO C18, 150 x 4,6 mm (Phenomenex, USA)

Tabulka 5: Chromatografické podminky

nastrik vzorku 5ul

teplota kolony 40 °C

mobilni faze acetonitril + 2% kys. mravendi
pratok mobilni faze 0,700 ml-I*

typ eluce Gradientova (viz tabulka 6)
celkova doba analyzy 45 min

Tabulka 6: Pribéh gradientu mobilni faze

Cas [min] | ACN [%] 2% HCOOH [%]
0 10 90
15 10 90
20 13 87
25 17 83
30 20 80
35 20 80
40 10 90
45 10 90

Postup

Kalibracni rada: Pro analyzu pomoci HPLC byly pfipraveny kalibraéni roztoky rozpusténim
uréitého mnozstvi krystalickych latek, prfesnéji se jednalo o kyselinu kavovou, kyselinu
gallovou, kyselinu ferulovou, kyselinu kavovou, kyselinu chlorogenovou a kofein. Od kazdé
latky byly pfipraveny roztoky o koncentraci 100, 250 a 500 mg-I*. Poté byly roztoky ihned
nadavkovany do vialek, zajistény uzavérem s vickem a poté analyzovany.

Viastni stanoveni: Pro vlastni stanoveni byly pouzity nefedéné vzorky roztoku kavové
sedliny. Do vialek byl pomoci automatické pipety nadavkovan vzdy 1 ml vzorku kavové
sedliny, vialky byly uzavieny uzavérem se septem a poté analyzovany.

Analyza byla provedena pomoci pfistroje Agilent 1260 infintiy s detekci na diodovém poli
(DAD) pfi reverzni fazi. Jako mobilni faze byla pouZita smés acentonitrilu a 2,0% roztoku
kyseliny mravenci, s gradientovou eluci. Stacionarni fazi byla naplfi kolony Kinetex 2,6 um
EVO C18, 150 x 4,6 mm. Po analyze byly vykresleny chromatogramy zavislosti absorbance
na vinové délce.
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3.5 Detoxifikace kavové sedliny za pouziti oxidaéniho ¢inidla

Pouzité laboratorni pomticky

e BézZné laboratorni sklo
e Automaticka pipeta Finnpipette 0,5-5 ml (Thermo Scientific, USA)
o Kadinky 100 ml
e Odmérné bariky 100 ml
e Odmérny valec 100 ml
e Centrifugacni zkumavky, PP, se Sroubovym uzavérem, 50 ml
¢ Injekéni stfikacky 5/6 ml (NORM-JECT, Némecko)
o Stfikackové filtry 0,45 um NYLON (VWR, Evropa)
e Magneticka michadla
Pouzité chemikalie
e Destilovana voda z laboratorni jednotky ELGA
o Ethanol, Cistota HPLC (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pouzité pristroje

e Vicemistna magneticka michacka
e Laboratorni centrifuga

Analyzované vzorky

Pro oxidaci danym oxida¢nim cinidlem byly pouzity tyto vzorky kavové sedliny:
neupravena (NSCG), odtu¢néna (OSCG), odtuc¢néna a zarovef hydrolyzovana (OHSCG).

Postup

Priprava roztok( oxidacniho Cinidla: Pro oxidaci SCG byly pfipraveny roztoky oxida¢niho
Cinidla o koncentracich 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 %. Do kadinek bylo navazeno dané mnozstvi
oxidacni latky (0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 g), rozpustilo se pomoci cca 50 ml destilované vody. Poté
byl roztok preveden kvantitativné do 100 ml odmérné barky, doplnén po vodou po rysku
a uzavien zatkou.

Sestaveni ¢asové zavislosti oxidace na obsahu FL: Pro stanoveni ¢asové zavislosti byla
pouzita neupravena kavova sedlina a byly pouzity 1% a 5% roztoky oxidacniho cinidla.
Oxidace probihala v téchto ¢asovych intervalech: 10, 20, 30, 40 a 50 minut. Do kadinek
byl navazen pfiblizné 1 g od kazdého vzorku SCG (vazeno na Ctyfi desetinna mista),
k tomuto mnozstvi SCG bylo pfidano 10 ml roztoku oxida¢niho €inidla o dané koncentraci.
Poté byly kadinky umistény na vicemistnou magnetickou michacku, do kazdé kadinky bylo
umisténo magnetické michadlo a bylo spusténo michani. V nasledujicim kroku byl cely
obsah kadinky pfeveden do centrifugacni zkumavky, kde byl doplnén destilovanou vodou do
45 ml. Zkumavka byla umisténa do centrifugy (5 min pfi 3500 ot/min). Po odstfedéni byl
oddéleny roztok odlit a obsah zkumavky byl opét doplnén destilovanou vodou na 45 ml.
Obsah byl odstfedén stejnym zplsobem. Obsah zkumavky byl nakonec pfenesen na Petriho
misku s filtraénim papirem. Vzorek byl rozprostfen na filtracni papir do tenké vrstvy a byl
takto ponechan jeden den k suSeni pfi pokojové teploté (viz obrazek 10).
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Obrazek 10: Suseni vzork( SCG po oxidaci

Suchy vzorek zoxidované SCG byl poté extrahovan do 10 ml smési ethanol-voda (3:2),
po dobu 15 minut. Po ukon&eni extrakce byl roztok odebran injekéni stfikackou, prefiltrovan
pfes stfikackovy filtr do zkumavky a poté uréen ke spekirofotometrickému stanoveni
celkovych fenolickych latek.

Detoxifikacni proces za vyuZziti ox. Cinidla: Pro oxidaci byly pouzity vzorky NSCG, OSCG
a OHSCG, dale 0,5; 1,0; 2,0 a 5,0 % roztoky oxidac¢niho €inidla. Oxidace probihala 5 a 10
minut a dale se postupovalo stejnym zplUsobem jako v pfedchozim bodé pfi stanoveni
Casove zavislosti oxidace.

3.6 Oxidace pomoci plynného kysliku

Pouzité laboratorni pomucky

e Bé&zZné laboratorni sklo
e Promyvaci lahev

Pouzité chemikalie

o Kyslik v tlakové lahvi
Pouzité pristroje

e Laboratorni tfepacka

Analyzované vzorky

e Pro oxidaci plynnym kyslikem byly pouZit vzorek neupravené kavové sedliny (NSCG)

Postup

Proud plynného kysliku z tlakové lahve byl 3 hodiny vhanén do promyvaci lahve, ve které
byla umisténa SCG. Promyvaci lahev byla umisténa na tfepacce, aby dochazelo k lepSimu
kontaktu v8ech ¢astic SCG s kyslikem.

3.7 Statistické zpracovani dat

Naméfena data byla zpracovana v softwaru Microsoft Excel (Office Professional Plus
2016) a v programu XL Stat (Addinsoft Inc., version 2013). Pro porovnani rozdill mezi
naméfenymi prdmérnymi hodnotami byl proveden Tukeyho srovnavaci test. Hladina
vyznamnosti byla zvolena a=0.05.



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni celkového obsahu FL pomoci UV/VIS spektrofotometrie

Aby bylo mozné vyhodnotit provedeni experimentl a kvantitativné stanovit obsah FL
ve vzorcich, byla nejprve provedena kalibrace pfistroje UV-VIS.

Pro kalibraci byla pouzita kyselina gallova a bylo postupovano zpusobem popsanym
v kapitole 3.2. Z naméfenych hodnot znazornénych v tabulce 7 byl sestrojen graf zavislosti
absorbance na koncentraci kyseliny gallové — kalibraéni kfivka (viz obrazek 11), ziskana
kalibra¢ni rovnice poté slouZila pro vypoc€et koncentrace fenolickych latek pfi vlastnim
méreni.

Tabulka 7: Hodnoty pro sestrojeni kalibracni kfivky

Absorbance
Al[-] | A2[-] | A3[-] | PrameérA[-]
102 0,298 | 0,286 | 0,284 | 0,290 + 0,008
200 0,594 | 0,578 | 0,603 | 0,592 + 0,013
306 0,861 | 0,845 | 0,878 | 0,861 + 0,017
408 1,164 | 1,106 | 1,088 | 1,119 £ 0,040
526 1,378 | 1,354 | 1,450 | 1,394 £ 0,050

¢ [mg/l]

14 - y = 0,0027x
R2=0,9938

0,0 ‘ ‘ ‘
0 200 400 600

¢ [mg-1]

Obrazek 11: Kalibra¢ni krivka

4.2 Vliv celkového ¢asu oxidace a koncentrace ox. ¢inidla

Oxidace probihala po dobu 10, 20, 30, 40 a 50 minut a byly pouzity 1% a 5% roztoky
oxidacniho Cinidla. Vysledky ¢asového testu jsou zndzornény v tabulce 8.

Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem fenolickych latek v sedliné
upravené 5% oxidaénim cCinidlem v rozmezi €asu 10-50 minut. Dale také nebyl nalezen
statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem fenolickych latek v sedliné upravené 1%
oxida¢nim cinidlem v rozmezi ¢asu 10-50 minut. Byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi obsahem FL v SCG po upraveé 5%, resp. 1% roztokem oxidacniho €inidla.
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Tabulka 8: Vysledky ¢asového testu

2imin] 5% ox. €inidlo 1% ox. €inidlo
c[mgg’] | Ac[mgg’] | c[mgg’ | Ac[mgg’
10 | 0,104 + 0,008 | 15,136 + 0,430| 0,404 + 0,062 | 14,836 + 0,376
20 | 0,130+ 0,020 | 15,110 + 0,419| 0,385 + 0,027 | 14,855 + 0,411
30 | 0,112+ 0,019 | 15,128 + 0,419| 0,472 + 0,061 | 14,768 % 0,377
40 | 0,098 £ 0,016 | 15,142 + 0,423 | 0,373 + 0,083 | 14,867 * 0,356
50 | 0,114+ 0,021 | 15,126 + 0,418] 0,362 + 0,047 | 14,878 * 0,392

Dospélo se k zavéru, Ze oxidacni proces probiha rychle a diky tomu staci kratSi kontaktni
Cas SCG s oxida¢nim cCinidlem pro oxidaci FL.

| kdyz byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi pouZzitim mezi 5% a 1% roztokem
oxidacniho ¢inidla, tyto rozdily byly velmi malé. Napfiklad u 10minutové oxidace byl rozdil
obsahu FL roven 0,299 mg-g™. Z ekonomickych diivodii je pravdépodobné tedy lep$i pouzit
1% roztok oxidacniho ¢&inidla pro upravu SCG.

V dalSi €asti prace byly nalezené zavislosti dale ovéfovany v SirSim méfitku. Pro oxidaci
byl pouZit 0,5%; 1%; 2% a 5% roztok oxidaéniho €inidla a ¢asy oxidace 5 a 10 minut.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Vysledky oxidace SCG za pouZiti riizné koncentrace ox. Cinidla a rtzné doby oxidace.
(hodnoty se stejnym oznacenim mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil)

t [min] Cox.e. [%] cr [mg-g’]
5,0 0,118 + 0,018°
5 2,0 0,210 + 0,028°
1,0 0,475 + 0,038°
0,5 0,633 + 0,055%
5,0 0,133 + 0,012°
10 2,0 0,179 + 0,010°
1,0 0,221 + 0,013°
0,5 0,576 + 0,075

Experimentem byly potvrzeny pFedchozi dosazené vysledky. Byl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi koncentraci FL v kavové sedliné (SCG) upravené oxidacnim ¢inidlem
o rizné koncentraci a nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi koncentraci FL v SCG
oxidované po dobu 5 a 10 minut pfi pouziti rGzné koncentrace oxidacniho €inidla. Rozdily
obsahu FL v SCG oxidované 0,5-5,0% roztokem oxidacniho Cinidla byly velmi malé.

4.3

Pro kvalitativni a zaroven kvantitativni stanoveni fenolickych latek byla vyuZita metoda
HPLC s DAD detektorem. Postup a v8echny potfebné informace o separaci jsou popsany
v kapitole 3.4.

Identifikace a kvantifikace FL pomoci HPLC
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Obréazek 12: ProloZzené chromatogramy analyzovanych standard KCH (Cervena), KG (rizova), KF
(Cerna), KK (modra) a kofeinu (zelena)

Prvné byly sestaveny kalibracni kfivky ze standardnich roztokd o rizné koncentraci (100,
250 a 500 mg-I"). Pomoci softwaru Agilent infinity 1260 byly vykresleny chromatogramy
roztokt standard( kyselin chlorogenové (KCH), ferulové (KF), gallové (KG), kavové (KK)
a kofeinu. Tyto chromatogramy byly prolozeny do jednoho spoleéného chromatogramu viz
obrazek 12. Poté byly pro separaci pfipraveny i roztoky vzorkh NSCG, OSCG a OHSCG.
Pomoci PC programu Agilent Infinity byly automaticky pfepocitany koncentrace danych
kyselin a kofeinu v kazdém vzorku pomoci kalibracni kfivky, vysledky viz v tabulce 10.
Vysledky byly také pro prehledné&jsi znazornéni vyneseny do grafu, viz obrazek 13 a obrazek
14.

Tabulka 10: Vysledky stanoveni fenolickych latek v nezoxidovanych vzorcich SCG pomoci HPLC,
porovnani koncentraci FL s hodnotami udavanymi v literature

Typ SCG Slouéenina Cexp [Mg-g™] Cit [mg-g™]
Kyselina gallova 0,385 1,3-2,5[27]
Kyselina chlorogenova 16,097 1,8-5,6 [27]
NSCG Kofein 43,667 0,3-7,0 [24]
Kyselina kavova 0,302 0,03-0,07 [27]
Kyselina ferulova 0,181 0,004-0,01 [27]
Kyselina gallova 0,408 -
Kyselina chlorogenova 16,096 -
OSCG Kofein 41,893 -
Kyselina kavova 0,298 -
Kyselina ferulova 0,177 -
Kyselina gallova 0,413 -
Kyselina chlorogenova 0,799 -
OHSCG Kofein 1,316 -
Kyselina kavova 0,432 -
Kyselina ferulova 0,475 -
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V tabulce 10 jsou zaznamenany také hodnoty obsahu FL a kofeinu v SCG, které jsou
udavany v literatufe. Z literatury bylo mozné dohledat pouze koncentrace FL a kofeinu
pro vzorek NSCG. Porovnanim vysledkl z literatury a experimentu této prace Ize
konstatovat, ze koncentrace stanovovanych latek byla vysSi, nez je udavano v literature.
Rozdily mohou byt zpusobeny odliShym druhem kavy €i typem a dobou extrakce.
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Obrazek 13: Grafické znazornéni obsaht fenolickych kyselin KK, KG a KF v rldznych typech SCG
stanovenych pomoci HPLC metody
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Obrazek 14:. Grafické znazornéni obsahli KCH a kofeinu v riznych typech SCG stanovenych
pomoci HPLC metody

V nasledujicim kroku byla provedena analyza fenolickych latek obsazenych
v zoxidovanych vzorcich SCG. Z vysledki bylo znatelné, Ze obsah fenolickych latek po
oxidaci SCG znacné poklesl, ackoliv mnozstvi kofeinu v oxidovaném vzorku z(stalo
viceméné neménné. Pro ukazku je pfilozen chromatogram (viz obrazek 15), ktery vznikl
prolozenim chromatogramu vzorku NSCG a vzorku OX-NSCG.
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Obrazek 15: ProloZzené chromatogramy stanovovanych vzorkit NSCG (modra) a OX-NCG (rizova)

4.4 Ovéreni vlivu oxidace na obsah melanoidint

Pomoci postupu popsaném v kapitole 3.3 byly ziskany hodnoty absorbanci pfi vinovych
délkach v rozmezi od 370 do 600 nm. Jelikoz fedéni vzork( nebylo jednotné, byl zaveden
relativni signal, ktery se vypocital dle rovnice (3). Poté byl sestaven graf zavislosti relativniho
signalu (RS) na vinové délce (viz obrazek 16). Z absorpéniho spektra si Ize povSimnout,
ze absorpéni maximum melanoidinl se vyskytuje pfiblizné pfi vinové délce 280 nm.

Hlavnim vysledkem této Casti prace byl fakt, Zze byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
mezi neupravenou kavovou sedlinou pfed oxidaci (NSCG) a po oxidaci (OX-NSCG). Na
zakladé ziskanych vysledkl Ize konstatovat, Ze 10minutova oxidace pomoci 1% oxida¢niho
¢inidla je ucinna také pro odstranéni melanoidind.
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Obrazek 16: UV-VIS spektrum vzorku NSCG pfed a po oxidaci 1% oxidaénim C&inidlem
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4.5 Studium vlivu upravy kavové sedliny na celkovy obsah FL

Uprava kavové sedliny probéhla podle postupu uvedeném v kapitole 3.1. Byly ziskany tFi
typy kavové sedliny: neupravena, odtuc¢néna a odtuénéna a zaroven hydrolyzovana. Bylo
provedeno stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek pomoci UV-VIS
spektrofotometrie.

Z naméfenych dat byl sestrojen sloupcovy graf (viz obrazek 17), znazorfiujici obsah FL
v zavislosti na Upravé kavové sedliny. Rozdily obsahu fenolickych latek v NSCG a OSCG
nejsou statisticky vyznamné a jsou zanedbatelné. Obsah FL v OSCG neni extrakci nijak
vyznamné ovlivnén. Pfi extrakci dochazi jen k odstranéni oleji z kavové sedliny. FL jsou
hydrofilni, a proto nejsou spolu s olejovou frakci odstranény a zUlstavaji v odtu¢néném zbytku
kavove sedliny.
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Obrazek 17: Grafické znazornéni zavislosti koncentrace FL na typu tpravy SCG

Na druhou stranu byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem FL v NSCG
a OHSCG. Dale byl také nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem FL v OSCG
a OHSCG. Pri kyselé hydrolyze, kdy byla pouzita kyselina sirova, dochazi k vyznamnému
snizeni obsahu FL ve vzorku OHSCG. Snizeni obsahu FL mlze bat zplsobeno pouzitim
kyseliny sirové, ktera je samotna povazovana za jiz mirné oxidacni Cinidlo. Zaroven pfi
hydrolyze dochazi k rozstépeni polysacharidi a oligosacharidi. VétSina FL je na tyto
z polysacharidové, resp. oligosacharidové struktury. Jelikoz jsou FL hydrofilni, tak v dalSim
kroku, kdy se pro promyvani OHSCG pouziva destilovana voda, poté dochazi k vyplaveni
téchto FL z OHSCG.

4.6 Vliv upravy kavové sedliny na obsah melanoidinu

Jak jiz bylo zminéno vySe, pomoci postupu v kapitole 3.3. byl sestrojen graf
(viz obrazek 18), ktery znazorriuje zavislost RS melanoidind na vinové délce.
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U stanoveni obsahu melanoidini si Ize vS§imnout podobného trendu, ktery byl
zaznamenan u stanoveni fenolickych latek v rizné upravené kavové sedliné. Rozdily obsahu
melanoidind v NSCG a OSCG nebyly statisticky vyznamné. Naopak byl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi obsahem melanoidinll v NSCG a OHSCG. Dale byl také nalezen
statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem melanoidind v OSCG a OHSCG. Pokles FL
v OHSCG je zpusoben aplikaci kyselé hydrolyzy. DoSlo k roz$tépeni polymernich molekul
melanoidind a pfi promyvani vzork( doslo pravdépodobné k jejich vyplaveni spole¢né
s destilovanou vodou.
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Obrazek 18: Graficka zavislost RS melanoidinti na vinové délce

4.7 Oxidace upravené kavové sedliny

Na zakladé vysledkl z kapitoly 4.2 byl pro oxidaci zvolen 1% roztok oxida¢niho €inidla
a Cas oxidace 10 minut. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 11.

Po zpracovani vysledkl se dospélo k zavéru, Ze je potfeba zoxidovat i hydrolyzovanou
SCG, jelikoz po hydrolyze obsahuje stale velké mnozstvi FL. Uginnost oxidace upravené
kavové sedliny byla stejna pro OSCG i OHSCG. Oxidaci se podafilo vzdy odstranit kolem
96 % FL obsazenych v kavové sedliné.

Tabulka 11: Vysledky oxidace 1% oxidacnim Cinidlem po dobu 10 minut

I SIEE Cr [mg'g’] | Ace [mg-g’] | %0xe
gi_c,\?SCG 13:2?2 i gzgig 15,081 +0,461| 96,9
gii)GSCG 1(2);2 i gzggg 11,758 £ 0,399 | 97,1
gﬂffsm 18:2;2 i 8:322 9,934+ 0,290| 96,3
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4.8 Oxidace pomoci plynného kysliku

V zavéru experimentalniho méfeni bylo také studovano pusobeni Cistého plynného kysliku
na SCG a jeho vliv na obsah FL. Proud plynného kysliku z tlakové lahve byl 3 hodiny vhanén
do promyvaci lahve, ve které byla umisténa SCG. Promyvaci lahev byla umisténa na
tfepaCce, aby dochazelo k lep§imu kontaktu vSech &astic SCG s kyslikem. Po analyze
vzorku v8ak nebyla potvrzena pozitivni detoxifikace SCG. U oxidace plynem nedochazi
k takovému kontaktu jako je tomu u oxida¢niho roztoku. Oxidacni roztok jako kapalina se
snaze dostala az pod povrch ¢astic SCG a tim doslo k vyrazné&jSimu redukci FL.
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo nalézt u€inny a ekonomicky vyhodny oxidacni
proces, ktery by dokazal zredukovat obsah fenolickych latek v kavové sedliné na pfijatelnou
mez. Detoxifikovana kavova sedlina by se poté mohla vyuzit jako substrat podporujici rast

rostlin nebo jako Zivné médium pro mikroorganismy. Pro oxidaci byly pouZzity roztoky
pfipravené z chemikalie s vysokymi oxidacnimi ucinky.

V Easovém testu oxidace bylo zjisténo, Ze proces probiha rychle a neni potfeba delSiho
kontaktu kavové sedliny s oxidaénim Cinidlem. Byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily
mezi pouzitim 5% a 1% roztoku oxidaCniho Cinidla, avSak tyto rozdily byly velmi malé.
Nicméné pro detoxifikaci se doporucuje z ekonomickych divodu pouzit 1% oxidacni Cinidlo.

Nalezené zavislosti byly ovéfeny v SirSim méfitku. Byly pouzity 0,5%; 1%; 2% a 5%
roztoky oxidacniho €inidla a doby oxidace 5 a 10 minut. Timto experimentem byly potvrzeny
pfedchozi dosazené vysledky. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem FL
v SCG oxidované po dobu 5 a 10 minut pfi pouziti rizné koncentrace OC, rozdily
koncentrace FL v SCG oxidované 0,5-5,0% roztokem OC byly velmi malé. Na druhou stranu
byl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem FL v SCG upravené oxidaénim
¢inidlem o rtizné koncentraci.

Po kvalitativnim i kvantitativnim stanoveni FL latek pomoci HPLC metody byly naméfené
koncentrace FL v NSCG vysSi, nez je udavano v literatufe. Rozdily mohly byt zpldsobeny
odliSnym typem kavy ¢i dobou a typem extrakce. HPLC analyza mimo jiné potvrdila uspésné
odstranéni FL ze zoxidovanych vzork(l neupravené kavové sedliny (OX-NSCG) od FL.
Mnozstvi kofeinu vSak zUstalo v zoxidovanych vzorcich viceméné neménné.

Dalsi studium bylo zaméfeno na vliv oxidace NSCG na obsah melenoidinil. Zméfenim
absorp¢niho spektra byl nalezen statisticky vyznamny rozdil obsahu melanoidini v NSCG
a OX-NSCG. Tim bylo potvrzeno, Ze 10minutova oxidace 1% OC dokaze z NSCG odstranit
kromé FL také vysoké mnozstvi melanoidinu.

Studiem vlivu Upravy kavové sedliny na celkovy obsah celkovy obsah FL bylo zjisténo,
Ze rozdil obsahu FL v NSCG a OSCG je zanedbatelny. Naopak rozdil obsahu FL v NSCG
a OHSCG vykazuje statisticky vyznamny rozdil. Stejné tak tomu je u rozdilu mezi obsahem
FL v OSCG a OHSCG. P¥icinou poklesu FL v OHSCG bylo pravdépodobné pouziti kyselé
hydrolyzy, kdy samotna H,SO, mohla zplsobit oxidaci FL. Po hydrolyze mohlo také dojit
k uvolnéni FL, které byly navazany na polysacharidy. V OSCG je obsah FL stabilni, jelikoz
jsou FL hydrofilni a pfi oddéleni olejové frakce nemohlo tedy dojit k jejich odstranéni.

Viiv upravy kavové sedliny na obsah melanoidind vykazoval podobny trend, ktery
byl zaznamenan u stanoveni FL v rizné upravené SCG.

Po vysledcich z pfechozich experimentl bylo zjisténo, Ze OHSCG obsahuje niZSi obsah
FL nez NSCG a OSCG. Po oxidaci OHSCG nicméné bylo zjisténo, Ze obsahuje stale vysoké
mnozstvi FL. U vSech tfi typd se b&hem 10minutové oxidace pomoci 1% OC podafilo
odstranit pfiblizné 96 % FL obsaZenych v kavoveé sedliné.

V ramci této prace byla testovana také moznost oxidace FL kyslikem, nebylo vSak
dosazeno pozitivnich vysledk(. DalSi prace by se v budoucnu mohla vénovat jinym
zpUsobum oxidace ve vodném prostiedi.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AOP

DAD

F-C

FL

KF

KG

KCH

KK

NSCG

oC
OHSCG
OSCG
OX-NSCG
OX-OHSCG
OX-0OSCG
SCG

Pokrocilé oxidacni procesy

Detektor s diodovym polem

Folin-Ciocalteuovo cCinidlo

Fenolické latky

Kyselina ferulova

Kyselina gallova

Kyselina chlorogenova

Kyselina kavova

Neupravena kavova sedlina

Oxidacni €inidlo

Odtuc¢néna a zarover hydrolyzovana kavova sedlina
Odtu¢néna kavova sedlina

Zoxidovana neupravena kavova sedlina

Zoxidovana odtu¢néna a zaroven hydrolyzovana sedlina
Zoxidovana odtu¢néna kavova sedlina

Kavova sedlina
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