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ABSTRAKT

Cilem bakalatfské prace bylo stanoveni obsahu akrylamidu ve vybranych vzorcich
prazenych mletych kav. Jednotlivé vzorky kavy se od sebe lisily obchodni znackou a druhem.
V praktické ¢asti prace bylo provedeno stanoveni obsahu akrylamidu v jednotlivych vzorcich
kav metodou plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostnim detektorem.

ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis was determination of the acrylamide levels in selected
types of roasted ground coffee. The particular samples of coffee differed in brand and
composition. In practical part the determination of acrylamide levels in coffee extracts was
analyzed by using gas chromatography in combination with mass spectrometry.
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1 UVOD

V soucasnosti se klade vysoky diraz na kvalitu a bezpecnost potravin. Potraviny jsou
kontaminovéany jak mikroorganismy, tak nejriznéjSimi chemickymi latkami. Mezi toxické
latky, které vznikaji béhem technologického a predevsim tepelného zpracovani potravin, patii
i procesni kontaminant akrylamid. Akrylamid je toxicka latka, ktera byla zafazena do skupiny
2A, jako pravdépodobny lidsky karcinogen, dale ma neurotoxické, mutagenni, teratogenni
a genotoxické vlastnosti, véetné€ negativniho vlivu na reprodukci. [1]

Akrylamid byl nalezen v tepelné zpracovanych potravinach, a to pfevazné v pecenych,
prazenych  nebo  smaZenych  produktech.  Vysoky  obsah  akrylamidu ve
zpracovanych potravinach nejvice souvisi s vysokym obsahem $krobu v suroving, jako jsou
napiiklad brambory nebo obiloviny. Akrylamid vznikd v pribéhu Maillardovy reakce a jeho
prekurzory jsou redukujici cukry a aminokyselina asparagin. [2] Niz§i mnozstvi akrylamidu se
tvofi alternativnimi reakcemi. Akrylamid Ize nalézt v prazené kave.

Kéava patii mezi nejvice konzumované néapoje na svét€ a je druhou nejvice
obchodovanou komoditou hned po ropé. Od roku 1950 do roku 1960 vzrostla produkce
0100 %. Brazilie, Vietnam, Kolumbie a Indonésie patii mezi nejvétsi producenty kavy na sveéte.
Dals§imi vyznamnymi producenty jsou jizni Amerika, Asie, Stfedni Amerika a Afrika. V roce
2008 cinila svétova produkce 7 680 000 tun kavovych zrn. [3] Za rok 2016 ¢inila svétova
spotfeba kavy 9 097 440 tun kavovych zrn. Kéva tedy mize byt velkym zdrojem piijmu
akrylamidu, z toho divodu je nutné obsah akrylamidu v kavée sledovat.

Mnozstvi akrylamidu v kavé zavisi na druhu kavy, podminkéach prazeni a ptitomnosti
nezralych plodd, které obsahuji vy$§i mnozstvi asparaginu oproti zralym. [1] VSeobecné plati,
ze vyS$i obsah akrylamidu je v kéavé typu Robusta, coz souvisi s vyssi koncentraci volného
asparaginu. Akrylamid se tvoti v poc¢atku prazeni kdvovych zrn, s vyssi teplotou i del§i dobou
tepelného plsobeni obsah akrylamidu klesa. [4]

Pro stanoveni obsahu akrylamidu se vyuzivaji metody plynové nebo kapalinové
chromatografie v kombinaci s hmotnostnim detektorem. Jako dal$i metody stanoveni
akrylamidu Ize vyuzit také kapilarni elektroforézu. [5]

Cilem této prace je stanoveni obsahu akrylamidu v kavé metodou GC/MS.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Historie kavy

Objev kavy a vyvoj jeji kultury samotné je ¢aste¢né zalozen na legendach. Jedna z nich
vypravi o pastyfi Khaldimu, ktery zil v oblasti, pravdépodobné na tzemi Turecka, kde
kavovniky rostly velmi hojné. Jeho ovce byly pfi putovani v horkém dni velmi liné. Poté co se
napasly ovoce ze stromu v okoli, zacaly byt velmi aktivni. Khaldi si nasledné sam povafil ¢ast
plodi ve vodé a vypil ji. Béhem chvile jeho energie vzrostla. [6]

Historické prameny uvadi, ze prvni kava byla uvatrena kolem roku 1000 n. . v Arébii.
Od 13. stoleti pili muslimové kavu z ndboznych divodi. S rozsifenim Islamu doslo 1 k rozsiteni
kavy do severni Afriky, vychodniho Stfedomoifi a Indie. Arabové zacali vyvazet kavu
Zpracovanou vysusenim nebo vaienim, aby kavova semena nekli¢ila mimo Afriku nebo Arabii
a to az do roku 1600 n. 1. V této dob¢ zacala expanze kavy do Evropy.

V roce 1615 privezl kavu do Evropy benatsky kupec. V roce 1616 Holandsko piekonalo
prvotni potize a poprvé se zacala kava péstovat v Evropé. V roce 1696 nalezli druh piavodni
evropské kavy také v kolonii Java v Indonésii.

Kolem roku 1714 ziskal Ludvik XIV. od Holandska kavovnik. Kavovnik byl umistén
do kralovské botanické zahrady Jardin des Plantes v Paiizi. O né€kolik let pozdéji se vyhonek
této rostliny, diky namoinimu distojnikovi Gabrieli Mathieu de Clieu, podafilo vysadit
a rozmnozit na Martiniku.

V roce 1727 se brazilska vlada rozhodla ukoncit trh s kdvou a zacit péstovat kavu vlastni.
Pomoci Isti ziskal plukovnik Francisco de Melo Palheta nékolik vyhonkii od guvernéra
Francouzské Guyany. Jiz v roce 1800 byly v Brazilii obrovské sklizn¢ a Brazilie se stala
kavovou velmoci. Od této chvile se kava rozsifuje do celého svéta. [7]

Kava se v dnes$ni dobé péstuje na vSech kontinentech. [9] Nejvétsimi producenty jsou
Brazilie, ktera produkuje 25 % kavovych zrn ze svétové produkce, Vietnam, Kolumbie
a Indonésie, dale pak jizni Amerika, Asie, Sttedni Amerika a Afrika. [3] Jeji spotieba k roku
2016 ¢inila 9 097 440 tun kavovych zrn.

2.2 Kavovnik

Kéavovnik je rozsitena rostlina tropického a subtropického pasma, protoze pro sviij rist
potiebuje teplejsi a stalejsi klima. Tuto rostlinu fadime do ovocnych dfevin a péstuje se asi
v 70 riznych zemich. Péstuje se zvlast¢ pro jeji semena. Kavovnik se nejcastéji péstuje ve
Stfedni a Jizni Americe, v Africe, Australii a Asii. [8]

Kavovnik je rostlina z rodu Coffea, ¢eled’ motenovité (Rubiaceae). Tato ¢eled’ zahrnuje
asi 60 ruznych druht rostlin. Kavovnik dortstd rtizné vysky, ma velké lesklé listy
s eliptickou, kozovitou, lesklou ptipadné chmyinatou Cepeli. VEétve i listy jsou vstficné, obcasny
je 1 vyskyt v preslenu. Kavovnik kvete bilymi kvéty s omamnou vini. Plod kdvovniku je
peckovice o velikosti asi 1,5 — 1,8 cm. Plod je nejdiive zeleny, pozdé&ji barva piechazi pies
zelenoZlutou az do treSiiové. Kavovniky zacinaji plodit az okolo tietitho roku od vysazeni
a nejvyssi vynosy davaji az po patém roce. [8], [9]

Plod kévovniku ma kozovité oplodi (exokarp), nasladly misek (mezokarp), ktery je
bohaty na sacharidy, tuhou pergamenovou slupku (endokarp) a vlastni semena. Plod vétSinou
obsahuje dvé semena. Obcas se stava, ze jedno ze semen zakrni a vznikne tak semeno pouze
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jedno. Takto vzniklé semeno se oznacuje jako ,,zrno perlové™ a piipravena kava jako ,,kéva
perlova®“. Mezi hospodaisky vyznamné druhy kavovniku patii Coffea arabica, Coffea
canephora, Coffea liberica, Coffea Dewevrei a Coffea Stenophylla. [9]

2.2.1 Coffea arabica

Coffea arabica nebo také Coffea vulgaris Moench, byva také oznacovana jako kavovnik
arabsky nebo Arabica. Radi se mezi nejlepsi a nejkvalitngjsi kavy a tvoii zhruba 75 % svétové
produkce. Oproti Coffea canephora ma tento druh mensi procento obsahu kofeinu. Jde
o stalezeleny ket nebo strom, jehoz plod ma elipsoidni tvar a pti dozravani se méni jeho barva
ze zelenozluté az k fialové Cervené. Tento druh byva Casto napadan listovou rzi a jeho plody
a semena pak kdvovym broukem. Zrno je ploché a protahlé se zakiivenou ryhou uprostied,
barva je zelena az s namodralym tonem. [9]

2.2.2 Coffea canephora

Coffea canephora také Coffea robusta, byva ozna¢ovana pouze jako ,,Robusta“. Patéi mezi
levnéjsi a také méné kvalitni kdvy. Tvoii zhruba 25 % svétové produkce kavy. Tento druh se
péstuje ve Vietnamu a je odolnéjsi vici vn&jsim vliviim a ve smési s arabicou tvoii zaklad pro
instantni kdvu. Jde o ket ¢i strom, ktery ma Siroké zvinéné a veliké listy. Na rozdil od druhu
Coffea arabica ma Robusta vypouklejsi a zaoblenéjsi zrna, ryha je rovna a barva zrnka je svétle
zelend s nahné&dlym piipadné nasedlym odstinem. [9] Semena jsou mensi nez u Arabicy.
Kfizenim druhu Coffea canephora a Coffea arabica vznikl hybrid ,,arabusta“. Coffea liberica
Coffea liberica, nebo také ,,liberica®, tvoti asi 1 % svétové produkce. Pro tento druh

je charakteristicka hotka a trpka chut’, proto se pouziva ve smésich. Jeji kiiZzenec s arabicou
dava tzv. sloni zrna, neboli ,,maragogipe®. Jde o strom, ¢i kef, jehoz semena jsou velka, svétle
zluta az zlutozelena. Je rozsifen pievdzné v deStnych pralesech v Angole, Sierra Leone, Pobfezi
slonoviny a Libérii. [9]

2.2.3 Coffea Dewevrei

Coffea Dewevrei je kava s nizkou kvalitou a velmi ostrou, vyraznou az odpornou vini.
Jeji ptednosti je vysoky obsah kofeinu. [9]

2.2.4 Coffea Stenophylla
Coffea Stenophylla je vysoce odolna proti listové rzi a jeji chut’ je velmi uspokojiva. [9]
2.3 Péstovani kavovniku

Kava se péstuje v mnoha oblastech na vSech kontinentech. NejveétSimi producenty kavy
jsou Brazilie, kterd produkuje vice nez 25 % svétové sklizné, dale Kolumbie, Mexiko, Indie,
Vietnam, Indonésie a Etiopie. Kvalita kavy velmi Gzce souvisi s oblasti péstovani, rozhoduje
nadmoiska vyska a také slozeni pady. [9]

Optimalni podminky pro péstovani druhu Coffea arabica jsou v rovnikovych oblastech
v nadmoiské vysce 1500-2000 m, s primérnou ro¢ni teplotou 16 — 24 °C a srazkami 1800 mm
za rok. Nejvhodnéjsi podnebi je monzunové. Pravé stiidani obdobi sucha a destd ovliviluje
periodu kveteni a tedy i sklizen plodd. Tento druh vyzaduje hluboké a propustné pudy, dokaze
rust také na padach chudSich a Stérkovitych. Optimalni pH pro péstovani je
4,4 -6.[9]



Teplotni optimum pro druh Coffea canephora je mezi 25 — 28 °C, v jinych ohledech je
mén¢ naro¢na na podminky péstovani nez Coffea arabica. Roste v nizinach tropického pasma
a to do vysky 1500 m. Pro jeji riist jsou optimalni srazky 1500 — 1800 mm za rok. Naroky na
pudu jsou obdobné jak u druhu Coffea arabica. [9]

Tabulka 1: Produkce kavovych zrn v roce 2006 (1000 t) [11]

Kontinent MnoZstvi kavy Zemé MnoZstvi kdvy
Svét 7843 Brazilie 2593
Afrika 922 Vietnam 854
Stiedni Amerika 1020 Kolumbie 696
Severni Amerika 3 Indonésie 653
Jizni Amerika a| 4782 Mexiko 288
Karibik
Asie 2069 Indie 274
Evropa - Etiopie 260
Oceanie 68 Guatemala 257
Honduras 191
Peru 175
> (%) ze svétové produkce | 75

2.4 Sklizen

Pro oblast od rovniku po obratnik Raka probiha sklizen kavy od prosince do tnoru,
oproti tomu v oblasti od rovniku po obratnik kozoroha probiha sklizeii od kvétna do srpna.
Kavové bobule se sklizeji ruéng, nebo cesanim a vétSina z nich musi byt vyzralé. Sklizen muze
probihat také sbérem popadanych bobuli ze zemé. [9]

2.5 Zpracovani

Kévovnikové plody se po sklizni plavi ve velkych nadrzich, kde se Cisti. K odstranéni
duziny bobuli se vyuZzivaji tii metody - suchd, mokra a polomokra. [9] Pti takovéto tpraveé
kévovych zrn vznika tzv. surova neboli zelena kava. Zelena kava se dale prazi. [9]

2.5.1 Sucha metoda

Sucha metoda, nebo také pfirodni, se pouzivd v Brazilii a zahrnuje rychly pfesun
sklizenych bobuli na ur¢ené misto, kde se rozloZi na terasach. Zde se nechaji susit, dokud se
zrnka neoddéli od duziny. [11] Béhem suseni se n¢kolikrat za den prehazuji. [9]

Pomoci loupaciho stroje se z bobuli odstrani sucha slupka a pergamenova slupka. Oloupana
a ¢ista kavova zrna jsou roztiizeny podle velikosti a baleny do pytlt po 60 kg. [11]

2.5.2 Mokra metoda

Mokra metoda je sofistikovan€j$i nez metoda suchd. Pouziva se pro arabskou kévu,
kromé& Brazilie, ve Stiedni Americe, Kolumbii a Africe. Cerstvé sklizené bobule se daji do
drti¢e, ve kterém jsou zrna seviena mezi rotujici valec nebo disk a desku s nastavitelnou
Stérbinou. Prevazna Cast duziny se oddéli od kavovych zrn v pergamenové slupce. Zbytky
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duziny se odstrani v nadrzich fermentaci. Kavova zrna se dobie vyperou se susi na slunci pfi
teploté 65 — 85°C. Casto se oznaluji jako kava pergamino, diky pergamenové slupce.
V loupacim stroji se kdavova zrna vyloupou a vytiidi se nezralé a lehké plody. [11]

2.5.3 Polomokré zpracovani

Dal$im moznym zplUsobem zpracovani kavovych bobuli je polomokré, nebo také
polopromyté zpracovani. Podobné jako u mokré metody jsou kdvové bobule drceny pomoci
drticiho stroje. Pro produkci polomokré arabiCy se nepouziva fermentacni tank a kavova zrna
se susi na slunci v pergamenové slupce. Po 6 dnech je kone¢ny obsah vody asi 12 % ve vlhkém
stavu. [12]

2.6 Loupani a lesténi

Pted exportem se ze zpracovanych zrnek odstraniuje pergamenova slupka. Proces
loupani probiha ve specialnich strojich. Loupéani kdvovych zrn, které byly zpracovany mokrou

Po odstranéni pergamenové slupky se zrna lesti ve strojich, které jsou podobné strojim
loupacim. Pti lesténi miize dochazet ke spaleni zrn. Néktefi odbératelé zadaji, aby na kavovych
zrnkach ¢ast pergamenové slupky zistalo. [8]

Po lesténi ziistavaji zrna uskladnéna po dobu asi 1 — 2 mésictl, nasledné se tfidi podle
ruznych faktort, jako je kvalita, velikost, pfipadné tloustka. Pti tfidéni se vyfazuji zrna vadna
a defektni. Ttidéni probiha ru¢né nebo mechanicky, pomoci sit nebo silny proudu vzduchu, pii
kterém tézka zrna padaji dolti jako prvni. [8]

2.7 Prazeni

Pro zelené boby je typickd zemita viné. Z toho divodu musi byt tepelné oSetfeny
V procesu, ktery se nazyva prazeni. PraZzenim ziskdvaji kdvova zrna charakteristické aroma
a chut’. V tomto procesu dochazi v kavovych zrnech k podstatnym zménam.[11] Vysoka teplota
ovliviiuje fadu fyzikalnich a chemickych zmén v kavovych zrnech.[13] PraZzeni probiha
Vv teplotnim rozmezi mezi 100 °C a cca 200 °C. Kavova zrna zvysi svlij objem, a to
0 50 — 80 %, a zméni se jejich struktura a barva. Zelena barva je nahrazena hnédou, zrno ztraci
11-20 % hmotnosti a ziskava typickou prazenou chut’ kdvového zrna. [11]

PraZeni ma Ctyfi hlavni faze, suSeni, vyvoj, rozklad a plné praZeni. K prvnim zménam
dochazi pti teploté 50 °C, nebo nad ni, kdy protein obsazeny v tkanovych bunikach denaturuje
a dochazi k odparovani vody. Pii teploté¢ cca 100 °C dochazi k hnédnuti, dale k pyrolyze
organickych slouc€enin, kterd je doprovazena bobtnanim. Pocéatecni suchou destilaci pfi asi
150 °C dochazi k uvolnéni t€kavych produkti, jako je voda, oxid uhelnaty a oxid uhli¢ity. To
ma za nasledek zvétSeni objemu kavovych bobii.[11] Chemické zména v této fazi jsou relativné
malé v porovnani se zménami na konci procesu.[13]

Faze rozkladu probiha pfti teplot¢ 180 — 200 °C. Pro tuto fazi je charakteristické
vyskoceni zrna a jeho prasknuti podél drazky nebo brazdy. Tvofti se namodraly koui a dochazi
kuvolnéni kavového aroma. [11] V této fazi probihaji Maillardovy reakce a reakce
Streckerovy, které zahrnuji sacharidy ve formé redukujicich cukrii, bilkoviny a dalsi tfidy
sloucenin, které maji nizkou nebo vysokou molekulovou hmotnost, jako jsou naptiklad
melanoidiny, a jsou souc¢asné degradovany a zaroven produkovany. [13]
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V posledni pIné fazi prazeni dochdzi k optimélni karamelizaci a obsah vlhkosti
kavového zrna klesne na kone¢nou hodnotu 1,5 — 3,5 %. [11]

Béhem prazeni dochazi k prenosu tepla kontaktem zrn o sténu prazi¢ky, horkym
vzduchem nebo pomocich spalenych plyna (konvekci.) Skutecny kontakt neni dulezity, protoze
Kk pfenosu tepla dochazi nerovnomérné a je proto nutné uvést délku prazeni. Ta se pohybuje
okolo 20 — 40 minut. Pii kontaktné-konvekénim prazeni probiha prazeni okolo
6 — 15 minut. [11]

Parametry prazeni, jako je mnozstvi kavy v prazicce, teplota, doba prazeni a rychlost
cirkulace horkého vzduchu pouzivaného k dosazeni jednotného stupné prazeni, se mohou
znacn¢ lisit. Rychlost, pti které kavové zrno dosahne pozadované barvy, je ovlivnéna fadou
fyzikalné-chemickych a chemickych parametrti. Mezi tyto parametry patii také chut
a biologicka aktivita napoje. Z toho vypliva, ze dva vzorky stejné kavy prazené na stejné Grovni
mohou mit riizné chemické sloZeni, a to v ptipad¢, ze prazeni probihalo v riiznych podminkach.
[13]

2.8 Chemické sloZeni kavy

SlozZeni zelené kavy zavisi na odridé, ptivodu zpracovani nebo klimatu. [11] Netékavé
slozky zelené kavy jsou sloZzeny z vody, sacharidii a vldkniny, bilkovin a volnych aminokyselin,
lipidd, mineralnich latek, organickych kyselin, kyseliny chlorogenové, trigonelinu a kofeinu.
Slouceniny nalezené v zelené kavé, jako jsou chlorogenové kyseliny, kofein, trigonelin,
rozpustnd vldknina a diterpeny z lipidové frakce mohou byt biologicky aktivni. Pfispivaji také
k chuti kavy po prazeni. [13]

Fenolické slouceniny, jako jsou antokyany a lignity, jsou v minoritnim zastoupeni. Byly
také prohlaSeny za zbytky ovoce. Stopy teofylinu a teobrominu byly identifikovany
v kavovych zrnech a oznaceny za metabolity kofeinu. [11]
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Tabulka 2: Slozeni zelenych zrn druhu Coffea arabica a Coffea robusta v % susiny [11]

Pritomna latka Coffea arabica Coffea robusta Slouceniny

Rozpustné sacharidy 9125 6115 Fruktosa, gluko_sa,
galaktosa, arabinosa

Nerozpustné 46 - 53 3444

sacharidy

Hemicelulosa 510 3.4 Poly_mery galaktosy,
arabinosy, manosy

Celulosa 41 — 43 32-40

Kyseliny a fenoly

Tekavé kyseliny 0,1

Netekavé kyseliny 229 1322 Kyse}in? ocFové,,
jable¢na, chinova

Chlor_ogenova 6,792 71121

kyselina

Lignin 1-3

Lipidické slouceniny 15-18 | 812

Vosky 0,2-0,3

Oleje Hlavné estery

7,7-177 kyseliny palmitové a

linolové

Dusikaté slouceniny 11-15

Volné aminokyseliny Kyselina glutamova,

0,2-0,8 asparagova,

asparagin

Bilkoviny 85-12

Kofein 08-14 1,7-4,0 Teobromin a teofylin

Trigonelin 06-1,2 0,3-0,9

Minerdlni latky 3-54

Slozeni praZzené kavy se zna¢né 1i8i. Zalezi na odriid€ a stupni praZeni. SloZeni praZzené kavy,
pii sttednim stupni prazeni, je uvedeno v tabulce 3. [11]

Tabulka 3: Slozeni prazené kavy druhu Coffea arabica a Coffea robusta v % susiny [11]

Piitomna latka Coffea arabica Coffea robusta
Kofein 1,3 2,4
Tuky 17,0 11,0
Bilkoviny 10,0 10,0
Sacharidy 38,0 41,5
Trigonelin, niacin 1,0 0,7
Alifatické kyseliny 2,4 2,5
Chlorogenové kyseliny 2,7 3,1
Tekavé slouceniny 0,1 0,1
Mineraly 4,5 4,7
Melanoidy 23,0 23,0
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2.8.1 Sacharidy

Vétsina sacharidi v kaveé, jako je celuléza a polysacharidy, se sklddd z mandzy,
galaktézy a arabindzy, které nejsou rozpustné. Béhem prazeni dochédzi k degradaci ¢asti
polysacharidu do fragmenti, které jsou rozpustné. Sachar6za, ktera je pfitomna v zelené kave,
a to az do koncentrace 0,4 — 2,8 %, se v kav¢ pii prazeni rozklada. Monosacharidy se v prazené
kaveé vyskytuji jen velmi malo. [11]

2.8.2 Bilkoviny

Pti zahtivani bilkovin v pfitomnosti sacharidii dochéazi u bilkovin k rozsahlym zménam.
Dochéazi k piesunu ve slozeni aminokyselin kavovych kysele hydrolyzovanych bilkovinach,
a to pred a po prazeni kavovych zrn. Celkovy obsah aminokyselin klesa ptiblizné¢ o 30 %, a to
z divodu znacné degradace. Obsah argininu, kyseliny asparagové, cysteinu, histidinu, lysinu,
serinu, treoninu a metioninu, které jsou obzvlasté reaktivnimi aminokyselinami, klesa v prazené
kavé. Na druhou stranu, obsah stabilnich aminokyselin, zejména alaninu, kyseliny glutamové
a leucinu se relativné zvysuje. Volné aminokyseliny se v prazené kaveé vyskytuji pouze ve
stopovych mnozstvich. [11]

2.8.3 Lipidy

Frakce lipidd jsou velmi stabilni a proces prazeni je témét nezméni. Prevladajici
mastnou kyselinou je kyselina linolova. Druhou nejcastéjsi je kyselina palmitova. Vosky
nezpracované kavy, spolu s hydroxytryptamidovymi estery rdznych mastnych kyselin
(arachidonova, bendova, lignocerova), pochazeji zepikarpu zrna. Tyto slouceniny jsou
20,06 -0,1 % obsazeny v prazené¢ kavé. Z diterpenii jsou pritomny latky cafestol,
16-O-methylcafestol a kahweol. Latky cafestol a kahweol jsou v procesu prazeni degradovany.
Diterpen 16-O-methylcafestol byl objeven v kavé robusta, je tedy vhodnym indikatorem pro

detekci miseni kavy druhu arabica s robustou, a to i v ptipad¢ instantni kavy. [11]
2.8.4 Organické kyseliny

Mezi tékavymi kyselinami pfevazuji kyselina mraven¢i a kyselina octovd. Mezi
netékavé kyseliny fadime kyselinu mlécnou, kyselinu vinnou, kyselinu pyrohroznovou
a kyselinu citronovou. Vyssi mastné kyseliny a kyselina malonova, kyselina jantarova, kyselina
glutarova a kyselina jablecna jsou zastoupeny v minoritnim mnoZstvi. NejcastéjSimi kyselinami
v kave jsou kyseliny chlorogenové. Obsah téchto kyselin klesa v zavislosti na prazeni. [11]

Zelend a prazend kava obsahuje vice nez 30 esterli hydroxyskoficovych kyselin.
Nazvem chlorogenova kyselina se oznacuji vSechny pfirodni estery kyseliny chinové. Jsou to
hlavni kyseliny zelené kavy, které se vyskytuji v 7 — 10 % suSiny. Pti prazeni dochazi
k degradaci z 30 az 70 %, a vznikaji fenoly a jiné slouceniny. Muzeme rozlisit zakladni tii
skupiny estrii chinové kyseliny podle polohovych isomeril, a to na monoestery (diestery)
v poloze C-3, C-4 a C-5. V kazdé z téchto skupin se podle druhu a poctu molekul vazou
fenolové kyseliny, které rozliSuji podskupiny esterti. Diestery a smiSené diestery dikaffeolyl-
chinové kyseliny a feruloylkaffeolyl-chinové kyseliny spolu s N-Kaffeolyl-L-tryptofan a N-
kaffeolyl-L-tyrosin se vyskytuji pouze u druhu robusta, v kavé arabské se nevyskytuji. [15]
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Tabulka 4: Obsah hlavnich hydroxyskoficovych kyselin v prazené kavé (Coffea arabica) [15]

Kyselina Obsah v g/kg
3-kaffeolyl-chinova (chlorogenova) 20
4-kaffeolyl-chinova (kryptochlorogenova) 2
5-kaffeolyl-chinova (neochlorogenova) 1
3,4-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova) 0,1
3,5-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova) 0,9
4,5-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova) 0,1

Tabulka 5: Obsah kyseliny chlorogenové v % susiny [11]

Stupeii praZeni Coffea arabica Coffea robusta
Syrove 6,9 8,8
Svétlé 2,7 3,5
Stredni 2,2 2,1
Tmavé 0,2 0,2
HO OH OH
b
0 OH
HO™ 3
O
R OH
0

Obrazek 1: Chemicky vzorec kyseliny chlorogenové [15]

2.8.5 Kofein

Alkaloid kofein je nejznaméjsi dusikata sloucenina v kavé, a to diky jeho fyziologickym
ucinkim. Kofein stimuluje centrdlni nervovy systém, zvySuje krevni obéh a dychani.
Krystalizuje s jednou molekulou vody za tvorby hedvabnych, bilych jehlicek, které taji pii
teploté 236,5 °C, a sublimuje bez rozkladu pfi teploté 178 °C. Obsah kofeinu v neupravené
kéave arabica je 0,9 — 1,4 %, zatimco u odridy robusta je obsah 1,5 — 2,6 %. V pribéhu prazeni
dochazi k mirnému poklesu podilu kofeinu. [11]

Cisty kofein ma charakteristickou nahotklou chut’ a je mirné toxicky, dokonce Gtyfikrat
vice toxicky nez morfin. [14]

Mnozstvi kofeinu v kave je zavislé na zpusobu ptipravy, teploté vody a dobé extrakce.
Primérny obsah kofeinu v jednom Salku kavy je piiblizné 80 mg, v dekofeinované kaveé
1 — 6 mg, v instantni kdvé 29 — 91 mg, v prekapavané 37 — 132 mg a filtrované
93-127mg (ve 100 ml kavy). Kava bez kofeinu se vyrabi pomoci extrakce kofeinu
organickymi rozpoustédly, jako je dichlormethan nebo oxid uhli¢ity. [15]
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Kofein, ktery se ziskd pfirodnim zplsobem, a synteticky kofein ma vyuziti ve
farmaceutickém primyslu a pfi vyrobé nealkoholickych napoji. Synteticky kofein se ziskava
metylaci xantinu, ktery se syntetizuje z kyseliny mocové a formamidu. [11]

Mezi dalsi alkaloidy pFitomné v kavé patii theobromin a theofylin. V kavé jsou obsazeny
v mensich mnozstvich nez kofein (theobromin v Coffea arabica: 36 — 40 mg/kg, Coffea robusta
26-82mg/kg; a theofylin v Coffea arabica 7-23pgkg, Coffea robusta
86 — 344 ng/kg). [11]

CH,
Obrazek 2: Chemicky vzorec molekuly kofeinu [11]

2.8.6 Trigonelin, kyselina nikotinova

Trigonelin, kyselina N-methylnikotinova, je pfitomen v zelené kavé az do 0,6 %.
V prubéhu prazeni dochazi k jeho rozkladu, a to z 50 %. Degradac¢ni produkty zahrnuji
nikotinové kyseliny, pyridin, 3-methyl-pyridin a dalsi latky. [11]

CH,
Obrazek 3: Chemicky vzorec trigonelinu [16]

2.8.7 Mineralni latky

Podobn¢ jako v jinych rostlinnych materidlech, v kdvovém popelu pievlada draslik,
nasleduje ho vapnik a hoi¢ik. Z prevladajicich anionti jsou zde fosfaty a sulfaty. Mnoho dalSich
prvki jsou piitomny ve stopovém mnozstvi. [11]

Tabulka 6: Nejvice zastoupené mineraly v prazené kaveé
Mineralni latky Zastoupeni v %
Draslik 11
Viépnik 0,2
Hot¢ik 0,2
Fosfaty 0,2
Sulfaty 0,1
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2.8.8 Melanoidy

Melanoidy, hnédé latky, jsou pfitomny v rozpustné frakci prazené kavy. Jejich
molekulova hmotnost je v rozmezi 5 — 10 kDal a jsou odvozeny od Maillardovych reakci
piipadn¢ z karamelizace sacharidii. Struktury téchto sloucenin nebyly dosud objasnény. Na
reakcich hnédnuti se ziejmé podili i kyselina chlorogenova. [11]

2.8.9 Aromatické latky

Tekavée latky se podili z 0,1 % na hmotnosti prazené kavy druht rodu Coffea. Je zndmo
pies 800 sloucenin, které se podili na aroma prazené kavy a vice nez 200 téchto latek bylo
prokazano v kaveé zelené. Na aroma kavy se vyrazné uplatituje pouze 60 téchto sloucenin. [17]

V prazené kavé je obsazen velky pocet heterocyklickych sloucenin, a to furany, pyrroly,
indoly, pyridiny, chinoliny, pyraziny, chinoxaliny, thiofeny, thiazoly, oxazoly a jiné. Tyto latky
vznikaji Maillardovou reakci a pfi prazeni kdvy karamelizaci. Na aroma se podili také alifatické
slou€eniny, jako jsou uhlovodiky, alkoholy, karbonylové slouceniny, karboxylové kyseliny,
estery, alifatické sirné a dusikaté slou¢eniny, ketony a aromatické slouceniny. [17]

Tyto slozky sami o sobé nevykazuji typické aroma kavy, vyjimkou jsou
2-furan-methanthiol a 5-methyl-2-furanmethanthiol, které vydavaji prazenou vuni
ptipominajici kavu. [17]

2.9 Antioxida¢ni aktivita kavy

Kava patii mezi ndpoje s vysokou spotiebou, zvIasté v Evrope a Americe, a to diky své
jedinecné chuti a vini. I pfes jeji uc€inky na zdravi je kdva uzndvana jako bohaty zdroj latek
s antioxida¢nimi G¢inky. [17]

Zelena kéava obsahuje u€inné rostlinné antioxidanty, jako jsou kyseliny chlorogenové,
fenolické kyseliny, polyfenold a alkaloidy. Jejich obsah se 1i$i druhem kavovniku, ale také
jejich pavodem. [17] Kava druhu robusta vykazuje vyssi antioxidaéni aktivitu nez extrakt
z druhu arabica. Robusta obsahuje také vice redukujicich latek nez arabica. [18]

V zavislosti na podminkéch prazeni jsou pfirodni antioxidanty v kavée ¢asto rozkladany
nebo vazany v polymernich strukturach. Bylo dokdzéano, Ze antioxidacni kapacita prazené kavy
prevysSuje zelend kavova zrna. Optimalni antioxidac¢ni ti€inek ma stfedné prazena kava.

2.9.1 Polyfenoly

Fenolové slouceniny jsou sekundarnim metabolity, které se podileji na adaptaci rostliny
na stresové podminky prostfedi. Hlavni slozkou fenolové frakce zelenych kévovych zrn jsou
kyseliny chlorogenové a pfibuzné latky. Dosahuji 14 % suSiny zakladu. Tyto slouc¢eniny mayji
prospésné vlastnosti, které souvisi se silnou antioxida¢ni aktivitou. [19]

Fenolové slouceniny jsou slozky vysSich rostlin, které se nachdzeji v bézné
konzumovanych rostlinnych potravinach, jako je ovoce, zelenina a lusténiny, v napojich
rostlinného ptivodu, jako je vino, ¢aj nebo kava. VSechny tyto slouceniny se podileji na ochrané
proti ultrafialovému zafeni nebo proti patogentim. [19]

V kévové dieni a slupce se nachézeji tfisloviny, které jsou hlavnimi fenolickymi
slouc¢eninami v téchto ¢astech plodu. Kavova dien a slupka se vyuziva jako krmivo. Je nutné
dat si ale pozor, protoZe jsou povazovany za anti-Ziviny pro prezvykavce. Kavova dfen

17



a slupka obsahuji také malé mnozstvi nerozpustnych kondenzovanych taninti, kde predstavu;ji
asi 0,8 — 2,8 % susiny. [19]

Polyfenoly vykazuji vyssi antioxidacni aktivitu, nez maji napt. kyselina askorbova
a tokoferoly. Tyto slouceniny jsou pfitomné ve vétSich mnozstvich v zelenin€ a ovoci.
Polyfenoly maji Sirokou rozmanitost struktur a biologické dostupnosti. [14]

2.9.2 Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova, jako ester kyseliny kdvové a kyseliny chinové, je hlavni
fenolickou slou¢eninou v kavé. [21] Obsah chlorogenovych kyseliny v prazené kavé zavisi na
druhu kavovniku a také na zplisobu prazeni semen. Pro semena kavy arabica plati, Ze obsahuji
mén¢ chlorogenovych kyseliny nez semena kavy robusta. Pfi prazeni semen dochazi k rozkladu
kyseliny chlorogenové, a to z 30 — 70 %, kdy vznikaji fenoly a jiné slouceniny. [1]

Lze rozlisit zakladni tfi skupiny estert chinové kyseliny, a to podle polohovych isomert,
na monoestery nebo diestery. V téchto skupinach se vazou podle druhu a poc¢tu molekul
fenolové kyseliny rozliSujici podskupiny estert. Diestery a smiSené diestery dikaffeolyl-
chinové kyseliny a feruloylkaffeolyl-chinové kyseliny spolu s N-Kaffeolyl-L-tryptofan a N-
kaffeolyl-L-tyrosin se vyskytuji pouze u druhu robusta, v kavé arabské se nevyskytuji.[15]

Tabulka 7: Obsah hlavnich hydroxyskoficovych kyselin v prazené kavé [15]

Kyselina Obsah v g/kg
3-kaffeolyl-chinova (chlorogenova) 20
4-kaffeolyl-chinova (kryptochlorogenova) 2
5-kaffeolyl-chinova (neochlorogenova) 1

3,4-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova a) | 0,1
3,5-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova b) | 0,9
4,5-dikaffeolyl-chinova (isochlorogenova c) | 0,1

2.9.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou fenolické latky izolované z cévnatych rostlin. Je zndmo vice nez 8000
jednotlivych slou€enin. Flavonoidy se v rostlinach chovaji jako antioxidanty, antimikrobidlni
latky nebo fotoreceptory. Vykazuji také biologickou aktivitu, antialergickou, antivirovou,
protizanétlivou a vasodilatacni aktivitu. Maji schopnost sniZovat tvorbu volnych radikalt
a zachycovat je. [22]

Flavonoidy ve své struktufe obsahuji dva benzenové kruhy, kruh A a kruh C, které jsou
spojeny pomoci tiiuhlikového fetézce. Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické
slouceniny 2H-chromenu, na kterém je v poloze 2 substituovan fenylovou skupinou. Tato
slou€enina se nazyva flavan.

V nékolika ptipadech vytvofen Sesti¢lenny heterocyklicky kruh B, ktery je v isomerni
oteviené formé nebo je nahrazen péticlennym heterocyklickym kruhem. [1]
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2.10 Kontaminanty

Kvalitu kavy ovlivituje obsah kontaminujicich toxickych latek, a to zejména furan,
ochratoxin A a akrylamid. Tyto latky jsou v kavé nezadouci a zpusobuji zdravotni rizika. [23]

2.10.1 Furan

Furan je jednoducha heterocyklickd sloucenina. Vznikd termickym rozkladem

ptirodnich materiali, které obsahuji pentosy a celulosu. Furan je vychozim produktem pro fadu

prumyslovych organickych syntéz a hydrogenaci. [1]

O

\

Obrazek 4: Furan

Ptitomnost furanu v potravinach byla prokézana v 70. letech 20. stoleti. Nejvétsi ndlezy
furanu byly zjistény pravé v prazené kaveé, dale pak v karamelu nebo sterilovanych

potravinach. [1]

Tabulka 8: Obsah furanu v kavé a kdvovinach [1]

Obsah furanu (pg-kg?)

Druh potraviny Prumérna Minimum Maximu Pocet vzorki
hodnota m

Mleta kava 2676,8 959,0 5938,0 7

Népoj z mleté kavy 78,0 13,0 199,0 14

Instantni kava 929,0 440 2150,0 9

Napoj z instantni kavy 18,8 2,0 51,3 15

Néhrazka rozpustné kavy 710,7 171,0 1770,0 3

N’E'lpOJ z ndhrazky instantni 3.0 10 5.0 3

kavy

Cikorka 282,0 282,0 282,0

Napoj z cikorky 10,5 6,0 15,0 2

Ledova kava 106,0 106,0 106,0 1

Furan se do organismu rychle vstiebava, a to diky snadnému prostupu pies biologické
membrany. V organismu dochazi k jeho biotransformaci a vznika reaktivni cis-but-2-en-1,4-
dialdehyd. Ten je silné cytotoxicky, vaze se na proteiny a nukleosidy. [1]

Furan byl organizaci The International Agency on Research on Cancer (IARC)
klasifikovan jako potencialni lidsky karcinogen. [1]

2.10.2 Ochratoxin A

Ochratoxin A (OTA) je mykotoxin, ktery vyrabi dva rody vlaknité houby Aspergillus
a Penicillium. Ochratoxin A se vyskytuje v potravinach, pfevazn¢ obilovinach a kavovych

zrnech. [24]

19




Ochratoxin A je nejvyznamnéj$im zastupcem mykotoxini. Ve své molekule obsahuje
fenylalanin se substituovanym (3R)-3,4-dihydromethylisokumarinem. [1]

U ochratoxinu A byla prokazana hepatotoxicita, genotoxicita a imunotoxicita
a karcinogenni potencial. [1]

OH

\_/

Obrazek 5: Ochratoxin A

2.10.3 Akrylamid

Akrylamid je jednou z toxickych latek, ktera se piirozené v potravinach nevyskytuje,
ale vznikd v pribéhu technologického a tepelného zpracovani. Jedna se tedy o procesni
kontaminant. [30]
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3 AKRYLAMID

Akrylamid, nebo také amid akrylové kyseliny ptipadné prop-2-enamid, je bila
krystalicka latka, bez chuti a bez zapachu. Jeho teplota tani je 84,5 °C a bod varu je 125 °C.
V pevném skupenstvi je akrylamid stabilni pii laboratorni teploté, miize ale dojit
k polymerizaci pii zahfivani nebo pii oxidativnim pusobeni. [5] Akrylamid je toxicka
sloucenina, ktera se vyskytuje ve smazenych, prazenych nebo pecenych potravinach, které jsou
bohaté na skrob. [1]

Poprvé byl akrylamid syntetizovan v Némecku v roce 1893, komeréné byl pak vyrabén
od roku 1954. [21] Hlavni vyuziti akrylamidu je vyroba polyakrylamidu, ktery se pouzival po
dlouhou dobu v riznych primyslovych procesech, zejména k Gpravé pitné vody. Nejnovejsi
studie ale prokazali, Zze akrylamid se v krvi vaze na hemoglobin, je metabolizovan na reaktivni
epoxid glycidamid a je karcinogenni na chronické expozici pii testech na zvifatech. [11]
Akrylamid ma kromé neurotoxickych, karcinogennich, mutagennich, teratogennich
a genotoxickych vlastnosti i negativni vliv na reprodukci. Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.

HoN /C Hy
0
Obrazek 6: Struktura akrylamidu

3.1 Vznik akrylamidu v potravinach

Akrylamid vznik4 v prib&hu Maillardovy reakce a jeho prekurzory jsou redukujici
cukry a aminokyselina asparagin. [2] Niz§i mnozstvi akrylamidu se tvofi alternativnimi
reakcemi.
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Obrazek 7: Moznosti vzniku akrylamidu v potravinach[34]

3.1.1 Maillardova reakce

Akrylamid v potravinach vznika v prabéhu Maillardovy reakce. Jeho prekursory jsou

redukujici cukry a aminokyselina asparagin. Mechanismus reakce vzniku akrylamidu
V potravinach zavisi na sloZeni potravin a na podminkach zpracovani. Jako hlavni mechanismus
vzniku akrylamidu se povazuji reakce mezi volnou geneticky kodovanou neesencidlni
aminokyselinou, asparaginem, a redukujicimi cukry, a to pti teplotach nad 120 °C. Pti teplotach
nad 120 °C vznikaji velmi reaktivni karbonylové slouceniny.
Ve smési glukosy a asparaginu byl zjistén vliv teploty a doby zahtivani. Pfi teplotach
120 — 140 °C byla tvorba akrylamidu velmi nizkd. Pfi teplotdich 160 — 180 °C se obsah
akrylamidu zvysil. Po dosazeni teploty 180 °C tvorba akrylamidu klesa, protoze akrylamid jako
meziprodukt Maillardovy reakce dale reaguje. [5]

Maillardova reakce probiha ve tfech fazich. Prvni fdze se nazyva pocatecni faze a tvoii
se vni glykosylamin a nasledn¢ probiha Amadoriho pfesmyk. Ve stfedni fazi dochazi
k dehydrataci a fragmentaci sacharidi a probiha Streckerova degradace aminokyselin.
V zavéreéné fazi se Streckertiv aldehyd dale redukuje a dehydratuje za vzniku akrylamidu. [5]
Privodnim jevem této reakce je vznik hnédych pigmentti melanoidi, a z toho diivodu se reakce
nazyva také reakce neenzymového hnédnuti. Pfi této reakci dochazi ke vzniku senzoricky
zadoucich sloucenin, které zajist'uji charakteristické zbarveni, chut’ a vini.[1]
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3.1.2 Tvorba akrylamidu z akroleinu

v pritomnosti

Akrolein (2-propenal) je tfiuhlikaty nenasyceny aldehyd, ktery svou strukturou

pfipomind akrylamid. Mlze vznikat transformaci lipidi,, degradaci aminokyselin, proteinli
a sacharidd, nebo v Maillardové reakci. [31] Akrolein vznikly z glycerolu se oxiduje na
kyselinu akrylovou. Kyselina akrylova nasledné reaguje s amoniakem za vzniku akrylamidu.

[32]

3.1.3 Neoxidativni tvorba akrylamidu

Pti vyssich teplotach dochézi v rostlinnych tkanich k disociaci Skrobovych komplext

na volny Skrob, kterd dale degraduje za vzniku volnych cukri, jako je D-glukéza. D-glukéza
podléha enolizacim a izomeracim a vznikd meziprodukt 2,4-deoxycukr. Nasledné 2.4-

deoxycukr prochézi keto-enolizaci a vytvaii tak 2,5-deoxydillozu, ktera je nestalé a $tépi se na
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hydroxylaceton a hydroxymathylglyoxal. Hydroxylaceton se dale rozkladd za vzniku
acetaldehydu a formaldehydu, které spolu kondenzuji za vzniku 2-propenalu. Dvé molekuly
2-propenalu podstupuji Cannizzarovu reakci za vzniku kyseliny akrylové a 2-propenolu.
Akrylova kyselina déle reaguje s amino-baze, ktera se uvolnuje z Streckerovi degradace
asparaginu a vznika akrylamid. [33]

3.1.4 Termalni degradace asparaginu

Jedna z moznych cest vzniku akrylamidu je termicky indukovand dekarboxylace
asparaginu na 3-aminopropanamid, ktery se nasledn¢ deaminuje. Pro tuto reakci je ale nutna
ptitomnost redukujicich sacharid, které zajistuji efektivni konverzi asparaginu na akrylamid.

[4]
3.2 Legislativa

V soucasnosti nejsou pro akrylamid stanoveny zadné limitni hodnoty. Evropska komise
vydala doporuceni ¢. 331/2007/ES ze dne 3. kvétna 2007 o celoevropském monitoringu hladin
akrylamidu v potravinach. [17] V roce 2010 bylo toto doporuéeni doplnéno o doporuceni
Komise ¢. 307/2010/EU ze dne 2. ¢ervna 2010. Monitorovani bylo zaméfeno na potraviny
znamé vysokym obsahem akrylamidu. Dne 8. listopadu 2013 bylo vydano doporuceni ¢.
647/2013 o zkouméni mnozstvi akrylamidu v potravindch obsahujici smérmé hodnoty pro
jednotlivé potraviny. [37], [38], [39]

Ministerstvo zdravotnictvi ve vyhlaSce ¢. 252/2004 Sb. ze dne 22. dubna 2004 stanovuje
hygienické pozadavky na pitnou a teplou vodu. Maximalni limity pro obsah akrylamidu v pitné
vod¢ jsou wuréeny na 0,1 pg/l. Smérnice Evropské rady 98/83/ES ze dne
3. listopadu 1998 o jakosti vody urc¢ené k lidské spotiebé uvadéji stejné limity. [36]

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢.38/2001 Sb. 0 hygienickych pozadavcich na
vyrobky uréené pro styk s potravinami stanovuje maximalni mnozstvi akrylamidu pii migraci
latky z obalovych materiali na hodnotu 0,01 mg/kg. [35]

3.3 MozZnosti stanoveni obsahu akrylamidu v kavé

Pro stanoveni obsahu akrylamidu se vyuzivaji zejména dvé metody, a to vysokotc¢inna
kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii a plynova chromatografie s hmotnostni
spektrometrii. [5]

Chromatografie je separacni metoda odd¢€lujici jednotlivé sloZzky, které jsou obsaZzeny
ve vzorku. Jedna se o metodu kvalitativni a kvantitativni analyzy vzorku. Vzorek se vnasi mezi
dvé nemisitelné faze. Stacionarni faze je nepohybliva a mobilni je pohybliva. Vzorek je mobilni
fazi unaSen pies stacionarni fazi, jednotlivé slozky jsou zachycovany na stacionarni fazi
a separuji se. [29]

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Pouziti kapalinové chromatografie pro stanoveni akrylamidu udavaji jeho hydrofobni
vlastnosti a vysoky stupen verifikace ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. [43] Vyhodou je
moznost analyzy akrylamidu bez derivatizace.[45]

Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je kapalina. Separace slozek vzorku zalezi na
stacionarni fazi a velmi vyrazné i na mobilni fazi. Analyt se béhem separace rozd¢luje mezi
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mobilni a stacionarni fazi. Kapalinovd chromatografie je vhodna pro separaci nestalych
a netékavych sloucenin. Oproti plynové chromatografie, kapalinovd chromatografie ma nizsi
prispévek molekularni difuze slozky, a to z divodu vyssi viskozity kapaliny. Pro ucinnou
separaci se pouzivaji dostatetné mala zrna sorbentu, ktera kladou kapaliné¢ odpor. Z toho
davodu je nutné pracovat pii vyssim tlaku. Na zaklad¢ interakci 1ze kapalinovou chromatografii
rozdélit na adsorpéni kapalinovou chromatografii (LSC), kterd vyuziva mezimolekulové
pritazlivé sily mezi stacionarni fazi a analytem. Dale rozd€lovaci kapalinovou chromatografii
(LLC), kde se analyt rozd€luje mezi dvé nemisitelné kapalné¢ faze, iontové-vymeénna
chromatografie (IEC), ve které  je stacionarni fazi ménic iontd,
a gelova permeacni chromatografie (GPC), ve které jsou molekuly separovany podle velikosti.
[29]
3.3.1.1 Kaolony

V kapalinové chromatografii se pouzivaji kolony pouze napliiové. Kolony se lisi délkou,
vnitinim primérem a ndplni. Jsou zhotoveny nejcastéji z nerezové oceli. Kolony s malym
vnitinim primérem (1 — 2 mm) maji vysokou ucinnost a malou spotiebu rozpoustédla. [29]
3.3.1.2 Detektory

Piedpokladem detektoru v kapalinové chromatografii je selektivita a mala citlivost na
mobilni fazi. Nejpouzivanéjsimi detektory jsou detektory fotometrické, refraktometrické
a fluorescencni. Fotometrické detektory patii mezi nejbéznéjsi a méii absorbanci eulétu, ktery
vychazi z kolony. Refraktometricky detektor méfi rozdilny index lomu eulatu a ¢isté mobilni
faze. Fluorescen¢ni detektor je zalozen na schopnosti latek absorbovat UV zéfeni a vysilat
zafeni o vyS$i vlnové délce. V kapalinové chromatografii se podobné jako v plynové
chromatografii vyuziva hmotnostni spektrometr. [29]

3.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie vyzaduje derivatizaci akrylamidu. Tim se redukuje polarita
akrylamidu, zlepsi reten¢ni Cas, ziska symetrické piky a optimalizuje ukazatele a parametry.
[43] Vyhodou derivatizace je zlepSeni selekrtivity, volatility, citlivosti. Nevyhodou je netuplnost
a ¢asova naro¢nost. [44]

V plynové chromatografii se vzorek davkuje do proudu plynu, ktery vzorek déale unasi
kolonou. Mobilni faze se tedy nazyva nosny plyn. Pro pfenos je nutné vzorek pieménit na plyn,
Vv koloné¢ se pak slozky vzorku odseparuji a dale se indikuji detektorem. Plynova chromatografie
se pouziva k separaci plynl, nedisociovatelnych kapalin, pevnych organickych molekul
a organokovovych latek. Tato metoda neni pouZitelna pro separaci makromolekul, organickych
nebo anorganickych soli. [29]
3.3.2.1 Nosny plyn

Nosny plyn je inertni plyn, ktery v plynové chromatografii ptsobi jako mobilni faze.
K dispozici je v ¢isté formée, jako je argon, helium, vodik nebo dusik. Volba nosného plynu je
urcena typem detektoru, viskozitou plynu, jeho ucinnosti, ¢istotou, reaktivitou nebo cenou. [27]
3.3.2.2 Kolony

V koloné se nachézi staciondrni faze. Kolony v plynové chromatografii 1ze rozd¢lit na
dva zakladni druhy, a to na kapilarni a naplnové. [28]

Naplnové kolony byvaji nejcastéji vyrobeny z nerezové oceli nebo skla. Jsou vybaveny
zrnitym materidlem z kapaliny, ktery je potaZzen na inertnim pevném nosi¢i. Nejcastéji se

25



pouziva pro absorpcéni chromatografii napt. silikagel a pro rozd€lovaci chromatografii napf.
oxid kfemicity (kfemelina). [28]

Kapilarni kolony, dnes nejpouzivangjsi, jsou tvotfeny z kapilary z kiemenného skla.
Vnitini sténa je potaZena stacionarni fazi a vnéjsi sténa je potazena vrstvou polyamidového
materialu pro zvySeni pevnosti a snizeni moznosti poSkozeni. [28]

3.3.3 Detektory

Detektory jsou méfici zafizeni, ve kterych je fyzikalné chemicka vlastnost analytu
pfevadéna na elektricky signal. [28] Pro plynovou chromatografii je dostupné velké mnozstvi
detektorti. Kazdy z nich nabizi urcité vyhody jako citlivost (detektor elektronového zachytu)
nebo selektivitu (atomové emisni detektor). Mezi nejbéznéjsi detektory patii plamenové
ioniza¢ni detektor (FID), detektor tepelné vodivosti, detektor elektronového zachytu,
plamenové fotometricky detektor, impulzni plamenovy fotometricky detektor nebo
fotoioniza¢ni detektor. [28]
3.3.3.1 Hmotnostni spektrometr (MS)

Plynovou chromatografii Ize kombinovat s MS. Analyt separovany GC je v iontovém
zdroji MS ionizovan. Jednotlivé ionty jsSou v hmotnostnim spektrometru separovany podle m/z
pomoci elektromagnetického analyzatoru a nasledné jsou detekovany. Spojeni plynové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem se pouziva pro identifikaci neznamych slozek
smési. Pro jednotlivé slozky lze ziskat hmotnostni spektrum a déle identifikovat porovnanim
spektra s knihovnou spekter slou¢enin. [30]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Materialy a metody

4.1.1 Pomicky a prislusSenstvi

Plynovy chromatograf TRACE GC ULTRA 2000 (Thermo Finnigan, USA)
Hmotnostni spektrometr TRACE DSQ (Thermo Finnigan, USA)

Kapilarni kolona DB-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (J&W Scientific, USA)
Tlakova lahev Hélium — ¢istota 5,5 (Siad, CR)

Analytické vahy GE 512 — OCE (Sartorius, Hamburg Némecko)

Ultrazvukova lazen Elmasonic S60 (ELMA, Némecko)

Centrifuga 3-16K (SIGMA, Némecko)

Centrifuga 2 — 16K (SIGMA, Némecko)

Centrifuga — Minispin (Eppendorf, Némecko)

Chladnicka (Liebherr, Némecko)

Laboratorni sklo (Erlenmayerovy banky (50 ml), odmérny valec (50 ml), odmérné
baiiky (25 ml), kadinky (800 ml, 150 ml), sklenéné vialky, pipety délené (5; 2 ml))
Automatické pipety (I ml, 0,3 ml), Hamilltonova stfikacka, rtutovy teplomér,
plastové mikrozkumavky (2 ml), plastové centrifugacni zkumavky (70 ml, 15 ml)
Laboratorni 1Zice, lodicka

4.1.2 Chemikalie

Izotopicky znageny akrylamid (1,2,3-1*Cs, 99 %), ¢ (1 mg/ml) v metanolu
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA)

Bromid draselny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Kyselina bromovodikova (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)

Brom, p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Thiosiran sodny pentahydrat, p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

Etylacetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Triethylamin — (99,5%), (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2,3-dibrompropionamid — ¢ (1000ul/ml) v methanolu, Absolute Standards, Inc.,
USA)

Deionizovana voda

Z uvedenych chemikalii byly pfipraveny roztoky:

Roztok NazS203-5 H20 o koncentraci 1 mol/I
Bromova voda, pfipravena rozpusténim 1,5 ml Brz v 50 ml deionizované vody.
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4,1.3 Material

Pro analyzu bylo vybrano 9 prazenych mletych kav, jak je uvedeno v tabulce 9.

Jednotlivé vzorky se lisi znackou, druhem i cenou.
Tabulka 9: Analyzované kavy

Oznaceni vzorku Druh kavy

vzorek 1 Smés Arabica a Robusta

vzorek 2 Robusta

vzorek 3 Smés Arabica a Robusta s pfevahou Arabica
vzorek 4 Sm¢s Arabica a Robusta

vzorek 5 Sm¢és Arabica a Robusta

vzorek 6 Neuvedeno

vzorek 7 100% Arabica

vzorek 8 100% Arabica

vzorek 9 100% Arabica

4.1.4 Priprava vzorki kavy

Knavazce 2,5 g vzorku kavy bylo pfidano 5 pl vnitiniho standardu izotopicky
znaceného akrylamidu a 50 ml deionizované vody o teploté 60 °C. Smés byla extrahovana
V ultrazvukové lazni po dobu 20 minut. Po extrakci byla smés pfevedena do plastovych
centrifugacnich  zkumavek (70ml) a  odsttedéna po dobu 15minut pfi
6500 ot-min™. Z centrifuga¢nich zkumavek bylo 10 ml supernatantu ptevedeno do plastovych
centrifuganich zkumavek (15ml) a nasledné centrifugovan po dobu 30 minut.
Z centrifugacnich zkumavek bylo pomoci pipety odebrano 5 ml supernatantu pro derivatizaci.
K5 ml supernatantu v Erlenmayerovych bankach byly pfidany 2 g bromidu draselného
a takové mnozstvi kyseliny bromovodikové, aby vysledné pH smési bylo 0 — 1. Vzorky byly
umistény asi na 10 min do chladni¢ky a po vychlazeni byly ptidany 2 ml bromové vody. Obsah
ban¢k byl promichan a vzorky byly umistény do nadoby s ledem na 10 hodin do chladni¢ky.

Po derivatizaci byl piebyte¢ny brom titrovan odmérnym roztokem thiosiranu sodného
o koncentraci 1 mol-I"t. Obsah bangk byl pieveden do centrifuga¢nich zkumavek, bylo ptidano
2,5 ml ethylacetatu a smés byla intenzivné protiepana tiikrat po dobu 1 minuty. Vzorek byl
odstiedén pti 5000 ot-min™ po dobu 5 minut. Z odstiedéného vzorku byl odebran 1 ml
organické faze do plastové mikrozkumavky a bylo pfidano 0,2 ml trietylaminu. Smés byla
protiepana a po 15 minutach odstfedéna pii 5000 ot-min’t po dobu 5 minut. Po odstfedéni byl
obsah mikrozkumavek pteveden do sklenénych vialek, které byly nasledn¢ uzavieny vickem se
septem. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany metodou GC/MS.

4.1.5 Instrumentace a chromatografické stanoveni

Akrylamid byl derivatizovan a nésledné jako 2-brompropenamid analyzovan ve
vzorcich kavy pomoci plynového chromatografu v kombinaci s hmotnostnim detektorem.
Separace probchla na kapilarni koloné, kterd byla udrzovana pti teplot¢ 50 °C po dobu
1 minuty. Nasledné byla kolona zahiivana rychlosti 15 °C/min na 150 °C a tato teplota byla
udrzovana po dobu 20 minut. Pritok nosného plynu helia byl nastaven na 1,5 ml/min. Teplota
injektoru byla nastavena na 200 °C — Splitless mod po dobu 1 minuty. Teplota transfer zény
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Relative Abundance

byla 200 °C. Hmotnostné selektivni detektor pracoval v kombinaci modu Full scan pro m/z 50
—200 a SIM modu pro m/z 149, 151, 152 a 154. Iontovy zdroj mél teplotu 200 °C a elektronova
ionizace probihala pii energii 70 eV.

Identifikace 2-brompropenamidu z chromatogramu bylo provedeno pomoci reten¢niho
Casu a Z hmotnostniho spektra na zakladé specifickych ionti m/z 149 a 151, jak je uvedeno na
obrazku 10. Kvantifikace byla provedena pomoci kalibra¢ni kiivky znazornéné na obrazku 9.
Rozsah kalibraéni kiivky byl v rozmezi 185 — 3079 png-kg?. Jako vnitini standard byl pouzit
bromovany derivat izotopicky znageného akrylamidu 1,2,3-13C3 se specifickymi ionty m/z 152
a 154. Hmotnostni spektrum derivatu izotopicky znaceného akrylamidu je uvedeno na obrazku
11. Na obrazku 12 je ukazkovy chromatogram vzorku kavy.
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Obrazek 10: Hmotnostni spektrum 2 - brompropenamid
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Akrylamid v kavé byl stanoven metodou plynové chromatografie ve spojeni
S hmotnostni  spektrometrii po derivatizaci bromem. Akrylamid byl pieveden na
2,3-dibrompropionamid pfidanim bromidu draselného, kyseliny bromovodikové a bromové
vody. Tato reakce probihala v kyselém prostiedi za teploty 0 °C a bez piistupu svétla, po dobu
10 hodin. Pro odstranéni bromu se roztok titroval thiosiranem sodnym do odbarveni roztoku.
Takto vznikly dibrom-derivat byl extrahovan do nepolarniho organického rozpoustédia.
Sloucenina 2,3-dibrompropenamid neni stabilni a z toho diivodu byla pievedena na stabilné;si
2-brompropenamid pfidanim trietylaminu. [41] Kalibra¢ni kiivka obsahu akrylamidu v kavé
byla linearni v rozmezi 185 — 3079 ug-kg? (R? = 0,9996). Mez stanoveni (LOQ) byla
stanovena na 50 pg-kg™. Mez detekce (LOD) byla stanovena na 15 pg-kg™. Nejistota metody
byla 12 %.

Vytéznost extrakce a derivatizace byla stanovena na vnitini standard, ktery byl pfidan
ke vzorku pted extrakci. Vytéznost extrakce se pohybovala v rozmezi 75 — 90 %.

Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat. Primérny obsah akrylamidu v analyzovanych
vzorcich uvadi tabulka 10. Obsah akrylamidu v jednotlivych druzich kav je znazornén
v grafu 1.

Tabulka 10: Obsah akrylamidu v analyzovanych vzorcich

Analyzované vzorky Priamérny obsah akrylamidu [ng-kg?]
vzorek 1 566
vzorek 2 566
vzorek 3 351
vzorek 4 315
vzorek 5 428
vzorek 6 148
vzorek 7 556
vzorek 8 125
vzorek 9 144
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Akrylamid v kavé
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Graf 1: Obsah akrylamidu v jednotlivych vzorcich kavy

Hodnoty obsahu akrylamidu ve vzorcich kavy se pohybovaly v rozmezi od 125 az
566 ng-kg?, coz odpovida vysledkiim kontrolniho méfeni SZPI b&hem let 2011 — 2012, kdy
prazené mleté kavy obsahovaly mnoZstvi akrylamidu do 910 pg-kg?. Mojska ve své praci
uvedla obsah akrylamidu v mleté kavé 818 pg-kg?. [41] Andrzejewski ve své praci uvadi
hodnoty do 374 ug-kg?. [47] Doporuceni Evropské komise ¢. 647/2013/EU uvadi smérnou
hodnotu obsahu akrylamidu v prazené kavé 450 ug-kg™. [38] Nejvyssi obsah akrylamidu byl
zjistén u vzorku 1 a 2, naopak nejnizs$i obsah akrylamidu byl stanoven u vzorku 8 Ceské
prazirny. Analyzované vzorky se li§i sloZzenim, jak je uvedeno v tabulce 9.

Z grafu 2 je patrné, Ze mnoZzstvi akrylamidu v kavé se li§i v zavislosti na sloZeni
jednotlivych vzorktl. Nejvyssi zastoupeni akrylamidu je v kdvé Robusta, coz je zpiisobeno vyssi
Arabica, coz ve své praci potvrdil i Svoboda. [31] Vyjimku tvoti kava vzorek 7, kde vyrobce
na obalu uvadi sloZzeni 100% Arabica. Vysoky obsah akrylamidu v tomto vzorku miZze také
souviset s teplotou a dobou prazeni. Vznik akrylamidu negativné ovliviiuje i zptisob prazeni,
coz ve své praci potvrdil Murkovic, Yaylayan a Stadler, Mikulikova a Sobotkové, ale i obsah
vadnych kavovych zrn, kterd mohla byt pii vyrobé pouZita, jak ve své praci uvadi Guenther.
[48], [49], [50] Vyssi doba prazeni snizuje koncentrace akrylamidu, jak uvadi Murkovic. [49]
obsah akrylamidu byl stanoven u vzorku 1, u které vyrobce uvadi sloZzeni smés Arabica a
Robusta. Z méfeni Ize vyvodit, ze ve smési vyrazné prevazuje Robusta. U vzorku 6 nebylo od
vyrobce uvedeno slozeni kavy. Z méteni Ize usoudit, Ze sloZeni kavy je 100% Arabica.
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Zavislost obsahu akrylamidu na druhu kavy
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6 ZAVER

Cilem prace bylo stanoveni obsahu akrylamidu ve vzorcich kavy. V teoretické Casti se
prace zaméfila na historii kavy, vyznamné druhy kavovniki, péstovani a technologické
zpracovani kavy, chemické slozeni kdvového zrna, charakterizaci karcinogennich latek v kavé
a moznosti stanoveni akrylamidu v kavé.

Obsah akrylamidu v kavé¢ byl stanoven metodou plynové chromatografie v kombinaci
s hmotnostnim detektorem. Mez detekce ¢inila u analyzovanych vzorka 15 pg-kg? a mez
stanoveni 50 pg-kgl. Vytéznost extrakce byla stanovena na 75 — 90 %. Nejistota metody byla
12 %.

V praktické casti prace byl v extraktech riznych druhii kévy stanoven obsah
akrylamidu. Vzorky kavy byly zakoupeny v obchodnich sitich supermarketd na Gizemi Ceské
republiky a v ¢eské prazirné: Obsah akrylamidu ve vzorcich byl stanoven v rozsahu 125 az 566
ug-kgl. Vzorky 1, 2 a 7 piekrodily na zakladé méfeni doporuceni Evropské komise
&. 647/2013/EU, kde smérna hodnota obsahu akrylamidu &ini 450 pg-kg?. Nejvyssi hodnoty
stanoven u vzorku 8 ¢eské prazirny.

Analyzou byla prokazana zavislost obsahu akrylamidu ve vzorcich na slozeni
jednotlivych vzorkli. Nejvyssi obsah akrylamidu byl stanoven v kdvé Robusta, kterd byla
zastoupena vzorkem 1. Naopak nejnizsi obsah akrylamidu byl naméfen v kavé Arabica, ktera
byla zastoupena vzorky ¢eské prazirny. Vzorek 7 uvadi slozeni 100% Arabica, hodnoty obsahu
akrylamidu byly vysoké, coz je pravdépodobné zpiisobeno niz$im stupném prazeni.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

GC
GC/MS
MS
LSC
FID
LLC
IEC
GPC
napr.

Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie s hmotnostni detekci
Hmotnostni spektrometrie

Adsorp¢ni kapalinova chromatografie
Plamenové ioniza¢ni detektor

Rozdélovaci kapalinové chromatografie
Iontové-vyménna chromatografie

Gelova permeacni chromatografie

napftiklad
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