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Streszczenie

Celem pracy byto okreslenie przydatnosci zastosowania zawartosci steroli w zielonym
oraz palonym ziarnie kawowym do rozrdézniania kaw dwoch gatunkow o réznym
pochodzeniu geograficznym. Obiektem badan bylo pie¢ kaw arabskich pochodzacych
z Gwatemali, Etiopii, Brazylii, Kolumbii i Kostaryki oraz jedna robusta pochodzaca z Indii.
Sktad steroli zbadano metodg chromatografii gazowej 1 spektrometrii mas. Zidentyfikowano
I oznaczono ilosciowo 3 sterole (kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol) Réznice ilosciowe
w skladzie steroli zilustrowano za pomoca analizy sktadowych gléwnych (PCA).

Stowa kluczowe: sterole, ziarna kawy, GC/MS, PCA

IDENTIFICATION OF COFFEA ARABICA | COFFEA CANEPHORA VAR.
GEOGRAPHICAL ORIGIN ON THE BASIS OF ITS CHEMICAL COMPOSITION

Summary

The aim of this study was to assess the usefulness of sterol fraction analysis in raw and
roosted beans for identification of the geographical origin of two cafe species. Experimental
material was composed of five Arabica cafes from Guatemala, Ethiopia, Brazil, Columbia,
and Costa Rica and one Robusta café sample from India. Sterol composition was determined
with purpose of gas chromatography and mass spectrometry. Three different compounds
(campesterol, stigmasterol and [-sitosterol) were identified and quantified in the studied
samples. Differences in the sterol composition were assessed with purpose of principal
component analysis (PCA) statistical method.

Key words: sterols, cofee grains, GC/MS, PCA
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WSTEP

Stowo ,kawa” pochodzi od tacinskiej nazwy rodzaju Coffea, nalezacego do rodziny
Rubiaceae i obejmujgcego ponad 500 rodzajow i 6 tys. gatunkow, w wiekszosci tropikalnych
drzew i krzewoOw. Za najcennicjszy i1 najwazniejszy gatunek uwaza si¢ Coffea arabica
(tzw kawa arabska, Arabika) pochodzacy z wyzyn Etiopii. Kawa arabska uprawiana jest
obecnie na plantacjach na terenie Afryki, Ameryki Poludniowej, Australii i Azji. Inne
popularne gatunki to Coffea canephora var. robusta (tzw. kawa koszykowa, Robusta) [Thorn
2006].

Szeroko$¢ asortymentu i1 zrdznicowanie cenowe dostepnych kaw wyraznie sugeruja
istnienie pewnych roznic jako$ciowych w ziarnie, a co za tym idzie, w otrzymywanych
z niego naparach, ktéorych cechy organoleptyczne $cisle zaleza od pochodzenia
geograficznego surowca.

Wspolnotowe prawo zywnos$ciowe wysoko stawia kwesti¢ ochrony konsumentow przed
wszelkimi nieuczciwymi praktykami ze strony producentéw artykulow zywnosciowych,
w tym przed probami falszowania produktow spozywczych. W konsekwencji wydaje si¢
uzasadnionym rozwijanie mozliwie prostych metod pozwalajacych na identyfikacje
geograficznego pochodzenia produktu. Potencjal parametrow fizykochemicznych ziarna kawy
do rdéznicowania jej gatunkéw 1 pochodzenia moglby by¢ z powodzeniem zastosowany
w malych zakladach np. kawiarniach do oceny autentycznosci produktéw oferowanych
konsumentom.

W pracy podjeto probe zbadania skladu steroli zawartych w ziarnie kawowym
wykorzystywanym w lokalnej palarnio-kawiarni oraz oceniono mozliwo$¢ grupowania
probek ziarna kaw o réznym pochodzeniu geograficznym w oparciu o pomiar zawartosci
steroli.

Sktad chemiczny kawy zielonej zalezy od jej gatunku, odmiany, warunkoéw
klimatycznych uprawy 1 zastosowanych technik agrotechnicznych 1 przetworczych [Grosch
1 Belitz 2006]. Sktad chemiczny zielonych 1 palonych ziaren Arabiki i Robusty przedstawiono

w tabeli 1.
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Tabela 1. Sktad chemiczny ziaren kawy zielonej

[http://www.ico.org/event_pdfs/patarroyo.pdf]
Chemical composition of green cafe beans
[http://www.ico.org/event_pdfs/patarroyo.pdf]

Zawartos¢ zwigzku [%]
Nazwa zwigzku Arabika Robusta

zielona palona zielona palona
Zwiazki mineralne 3,0-4,2 3,5-4,5 4,0-4,5 4.6-5,0
Kofeina 0,9-1,2 0,9-1,0 1,6-2,4 1,8-2,0
Trigonelina 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6
Lipidy 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0
Kwasy chlorogenowe 5,5-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4,6
Wolne kwasy alifatyczne 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5
Oligosacharydy 6,0-8,0 0,0-3,5 5,0-7,0 0,0-3,5
Polisacharydy 50,0-55,0 24,0-39,0 37,0-47,0 -
Wolne aminokwasy 2,0 - 2,0 -
Biatko 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0
Kwasy huminowe - 16,0-17,0 - 16,0-17,0

Sterole chemicznie naleza do grupy alkoholi alicyklicznych z grupy steroidow.
Z materiatu roslinnego lub zwierzgcego sa ekstrahowane wraz z innymi lipidami.
W thuszczach sterole wystepuja jako wolne alkohole oraz w postaci estrow z kwasami
thuszczowymi 1 glikozydow [Sikorki 2007].

Frakcja sterolowa w ziarnie kawy stanowi S$rednio 5,5% zawartosci tluszczu.
Stwierdzono, ze 40% wszystkich steroli w zielonej kawie stanowig sterole w formie wolnej,
natomiast pozostate 60% wystepuje w postaci zestryfikowanej [Speer, Killing-Speer, 2006].
We frakcji sterolowej 92,7% stanowia 4-desmetylosterole. Badania wykazaty, ze sklad
jako$ciowy frakcji steroli nie zalezy od pochodzenia geograficznego kawy [Flament, 2002].

Stwierdzono, ze sposroéd 4-desmetylosteroli w kawie dominujg trzy: B-sitosterol
(ok. 50%), stigmasterol i kampesterol [Flament, 2002]. Poza nimi, w mniejszych iloSciach
wystepuja:  A5-awenasterol,  24-metylenocholesterol,  sitostanol,  A7-stigmastenol,
AT7-awenasterol. Pomiedzy Arabika, a Robusta wystepuja wyrazne rdéznice w zawartosci
A5-awenasterolu i 24-metylenocholesterolu. Kawa Robusta zawiera ich duzo wigcej. Pomiar
zawarto$ci tych steroli moze stuzy¢é do wykrywania 20-procentowego dodatku kawy
z Robusta do kaw arabskich [Speer, Kolling-Speer 2002].

Badania nad sterolami w formie wolnej wykazaly, ze proporcje ilosciowe we frakcji
wolnych steroli uktadaja si¢ nieco inaczej niz w catkowitej frakcji. W najwigkszych ilosciach

wystepowat stigmasterol, potem B-sitosterol, najmniej bylo kampesterolu. W przypadku
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estrow steroli proporcje przedstawily si¢ nastgpujaco: ziarno zawieralo najwigcej

[-sitosterolu, nastepnie kampesterolu, a najmniej stigmasterolu [Speer i Kolling-Speer, 2006].

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat badawczy stanowito pie¢ kaw z gatunku arabika pochodzacych z Kolumbii (K),
Gwatemali (G), Kostaryki (CR), Brazylii (B) i Etiopii (E). Probki ziarna kawowego zielonego
1 upalonego otrzymano od pobliskiej palarni. Podobnie uzyskano probki ziarna kawy Robusta
(R, kraj pochodzenia: Indie) z koncowego etapu palenia.

Probki z koncowego etapu palenia (ziarno upalone) pobrano w pigtnastej minucie, gdy
temperatura ziarna kaw osiggneta 208°C. Proces palenia przeprowadzono w piecu firmy
PROBAT.

Ziarno przechowywano w  szczelnie zamknigtych torebkach  aluminiowych
W temperaturze pokojowej. Ziarna kawy mielono w mtynku laboratoryjnym firmy Retsh
Grindomix bezposrednio przed przystapieniem do analiz.

Do probowek wirowkowych nawazono 1 g §wiezo zmielonej kawy, nastgpnie dodawano
50 ml aceton:heksan 1:1(V:V) i prowadzono ekstrakcj¢ tluszczu w wirdowee przez 10 min.
przy 8000 obr./min. Do probowki zwazonej z doktadnoscig do 0,0001 g, przelewano 3 ml
fazy organicznej , dodawano 100 pl standardu wewnetrznego (5-a-cholestan o stgzeniu
20 mg/50 ml w chloroformie) i odparowywano w strumieniu azotu. Z rdznicy masy probowki
po odparowaniu i samej proboéwki obliczano zawarto$¢ thuszczu. Po odparowaniu acetonu
i chloroformu dodawano 1,5 ml heksanu i 0,5 ml 05 M KOH w metanolu w celu
przeprowadzenia transestryfikacji umozliwiajacej oznaczenie wszystkich estrow steroli.
Proces przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 0,5 godziny, wytrzasajac probke
w rownych odstgpach czasu. Po ukonczonej transestryfikacji 200 pl roztworu frakcji
niezmydlonej przenoszono do fiolki chromatograficznej i odparowywano rozpuszczalniki
w strumieniu azotu. Nastepnie dodawano 100 pl odczynnika BSTFA z 1% TCMS oraz taka
samg 1los¢ pirydyny. Probke wytrzasano i prowadzono proces upochodnienia przez 24 godz.
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dodawano 1 ml heksanu. Do analizy

chromatograficznej pobierano 1 ul probki.
Rozdzial 1 identyfikacja steroli za pomocg GC/MS

Analize¢ prowadzono przy uzyciu chromatografu gazowego sprzezonego ze

spektrometrem mas (GC/MS-QP2010S, Shimadzu).
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Warunki rozdzialu chromatograficznego: temperatura komory nastrzykowej: 250°C, gaz
nos$ny: hel; poczatkowe ci$nienie gazu nosnego: 52,3 kPa, staly przepltyw w kolumnie:
0,98 ml-min™, dzielnik strumienia: 1:10,0; predko$¢ liniowa gazu no$nego: 36,0 cm/s, rodzaj
kolumny: DB-5ms; dhlugo$¢: 30,0 m; grubo$¢ fazy stacjonarnej: 0,25 pm, S$rednica

wewnetrzna: 0,25 mm, catkowity czas analizy: 76,00 min.

Tabela 2 Program temperaturowy pieca chromatografu gazowego
Gas chromatographs oven temperature program

tempo prz;grostu. temperatury temperatura koficowa [°C] Czas przetrzymania
[°C/min.] [min.]
- 50 2
5 250 1
3 310 13

Warunki pracy spektrometru mas: temperatura zrodta jonoéw: 230°C, temperatura linii
faczacej: 240°C; napigcie na detektorze: 1,3 kV; szybkos$¢ przemiatania (skanowania): 2000;
zakres przemiatania: 100,00-600,00 (m/z); tryb pracy spektrometru: skanowanie.

Dla kazdej kawy oznaczenie wykonano w trzech powtdrzeniach. Identyfikacje steroli
przeprowadzono przy pomocy bibliotek widm masowych oraz danych literaturowych. Ilosci
poszczegolnych steroli obliczono wg wzoru:

X:a'_,

b-A
gdzie:
X — zawarto$¢ oznaczanego sterolu [mg/g thuszczul];
a — 1los¢ dodanego standardu wewnetrznego [mg];
b — zawarto$¢ thuszczu w probee [g];
A; — powierzchnia piku chromatograficznego standardu wewngtrznego [j.u.p.];
A, — powierzchnia piku chromatograficznego oznaczanego sterolu [j.u.p.].
W celu zilustrowania ro6znic ilosciowych zawartos$ci steroli w kawie oraz sprawdzenia
mozliwo$ci rozrdzniania probek kawy o r6znym pochodzeniu geograficznym w oparciu
o wyniki analizy wybranych wyréznikéw chemicznych dane poddano ocenie statystycznej
metoda sktadowych gtownych (principal component analysis, PCA).
Wszystkie obliczenia wykonano przy zastosowaniu programu komputerowego Statistica
8.0 oraz Microsoft Excel 2003.
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WYNIKI I DYSKUSJA

W probkach badanych kaw zidentyfikowano 3 sterole: kampesterol, stigmasterol
i B-sitosterol. Wyniki analizy zawartosci steroli zestawiono w tabeli 3 oraz w tabeli 4.

Dominujgcym sterolem badanych kaw byt [B-sitosterol. W najmniejszych ilosciach
(Srednio kilkanascie %) wystgpowal kampesterol. Wymienione trzy zwigzki sa gtdéwnymi
zwigzkami z grupy desmetylosteroli wystepujacymi w kawie [Flament, 2002]. Speer
i Kolling-Speer (2002) wykryli 14 réznych steroli we frakcji tluszczowej kaw Arabica
i Robusta. Obok B-sitosterolu, stigmasterolu i kampesterolu autorzy zidentyfikowali m.in.
sitostanol, AS-awenasterol i A7-awenasterol. Podobnie, Carrera i wsp. (1998) wykryli
W probkach kawy zielonej, obok 3 steroli zidentyfikowanych w omawianym badaniu, rowniez
inne zwigzki o charakterze triterpendw, w tym sitostanol i A5-awenasterol. Stwierdzone
roznice jakoSciowe w sktadzie steroli miedzy uzyskanymi wynikami a danymi literaturowymi
moga wynikaé z rdznic w zastosowanej metodyce oznaczania steroli. Przyktadowo, Carrera
I wsp. (1998) ekstrahowali thuszcz metoda Soxhleta.

W celu zidentyfikowania 1 zilustrowania zalezno$ci mi¢dzy oznaczonym sktadem frakcji
sterolowej 1 oceny mozliwos$ci grupowania kaw ze wzgledu na pochodzenie geograficzne w
oparciu 0 analiz¢ steroli dane poddano ocenie statystycznej przy zastosowaniu techniki

analizy sktadowych glownych (PCA). Wyniki analizy zilustrowano na wykresach 1-6.

Tabela 3. Procentowy udziat steroli we frakcji sterolowej badanych kaw

Average contribution of sterol to total sterol fraction of studied cafe samples

Krai Udziat steroli [%]
J Kampesterol | Stigmasterol |  p-sitosterol
Kawa zielona

B 16,3 35,0 48,7
E 28,1 54,9 84,8
G 17,4 32,3 60,8
CR 14,0 31,2 53,1
K 19,9 35,5 63,3

Kawa z koncowego etapu palenia
B 11,9 27,4 44,3
E 23,1 44,3 58,8
G 16,4 33,6 56,7
CR 13,7 28,2 45,7
K 16,2 27,4 52,2
R 18,2 34,3 55,4
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Tabela 4. Zawartos¢ steroli w badanych kawach [mg/100g ttuszczu]
Sterol contents in studiem cafe samples

Krai Zawarto$¢ steroli w mg/100g thuszczu
J Kampesterol | Stigmasterol |  B-sitosterol >
Kawa zielona
B 230,0 £46,8 494,8 £ 47,0 688,0 £ 94,1 1412,8
E 396,5 £ 34,8 776,0 £9,2 1198,1 + 77,4 2370,5
G 246,0 = 10,3 455,8 £ 35,8 859,0 £ 57,0 1560,9
CR 197,9 £5,9 440,5+ 17,5 749,8 + 20,6 1388,3
K 281,6 £13,5 502,1 +£4,5 893,9 + 23,8 1677,6
Kawa z koncowego etapu palenia
B 167,9 + 14,8 386,6 +39,4 626,0 = 50,6 1180,5
E 326,1 £ 19,1 625,9 + 38,7 831,1 £53,3 1783,1
G 231,3+49 474,1 £ 26,8 801,5+ 8,1 1506,9
CR 193,3+7,9 398.8 £3,2 645,0+ 12,4 1237,1
K 2286+ 6,2 387.6 10,2 7370 27,2 1353,2
R 256,8+ 5,9 4839+ 17,8 782.6 £ 29,5 1523,3

Réznicowanie kaw na podstawie skladu zielonych ziaren

Pierwsza skladowa glowna (SG1) wyjasniata 91,68% zmiennosci catkowitej 1 byta silnie
ujemnie skorelowana z wszystkimi sterolami (rysunek 1). Przyjmowata dodatnie wartosci dla
kaw brazylijskich, kostarykanskich 1 gwatemalskich, bliskie zeru dla kaw kolumbijskich oraz
ujemne dla etiopskich (rysunek 2). Pierwsza skladowa glowna wyraznie odroznita kawy
etiopskie od pozostatych. Wynikato to z faktu, ze probki kaw etiopskich zawieraty istotnie

wiecej steroli niz probki kaw z pozostatych krajow. Nie stwierdzono wyraznego efektu

grupowania wzgledem wartosci drugiej 1 trzeciej sktadowych gléwnych.
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Rysunek1.Wspotczynniki korelacji steroli z pierwszg i drugg SG — kawy zielone

Corelation coefficients of sterol concentrations against first and second principal

component.- green cafe beans
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Rysunek?2. Analiza sktadu steroli. Wartosci pierwszej i drugiej SG dla kaw zielonych.
Sterol composition analysis. Values for first and secondo principal component for
green cafe beans

Réznicowanie w przypadku zielonego ziarna

Sposrod wszystkich sktadowych gtdéwnych do opisu zjawiska wybrano dwie wyjasniajace
w najwiekszym stopniu catkowita obserwowang zmienno$¢ danych.

Pierwsza sktadowa gtowna wyjasniata 88,79% zmiennosci catkowitej. SG1 byta rowniez
silnie ujemnie skorelowana ze wszystkimi sterolami (rysunek 3). Przyjmowata dodatnie
warto$ci dla kaw brazylijskich 1 kostarykanskich, bliskie zeru dla kaw gwatemalskich
1 kolumbijskich oraz ujemne wartosci dla kaw etiopskich (rysunek 4). Pierwsza skladowa
glowna odroznita kawy etiopskie 1 gwatemalskie od pozostatych, co spowodowane bylo
roznicg w ogolnej zawartosci steroli migdzy kawami. Kawy etiopskie odznaczaty si¢ istotnie
wyzsza zawartoscig wszystkich steroli od pozostalych kaw (tabela 3). Kawy gwatemalskie
charakteryzowatla istotnie wyzsza zawarto$¢ stigmasterolu (tabela 3) oraz wysoka zawarto$¢

kampesterolu w porownaniu z kawami Kostaryki, Brazylii i Kolumbii.
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Rysunek 3. Wspodtczynniki korelacji steroli z pierwsza i drugg SG— kawy z konicowego etapu

palenia.

Corelation coefficients of sterol concentrations against first and second
principal component.- café beans at the end of roosting process
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Rysunek 4. Analiza sktadu steroli. Wartosci pierwszej i drugiej SG dla kaw z koncowego
etapu palenia.
Sterol composition analysis. Values for first and secondo principal component for
cafe beans at the end of roosting process

Druga skladowa gléwna, objasniajaca 8,70% zmiennosci catkowitej, oddzielita probki

kaw gwatemalskich

1 kolumbijskich od pozostatych badanych kaw

(rysunek 4).

Prawdopodobnie gtéwna przyczyna rozdziatu byly réznice w zawartosci kampesterolu —kawy

brazylijskie charakteryzowaly si¢ istotnie nizsza zawartoscig tego sterolu od kaw

kostarykanskich, gwatemalskich 1 kolumbijskich (tabela 3), za$ druga sktadowa gilowna
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wykazywata stabg dodatnig korelacje (wspdtczynnik korelacji rowny 0,372) z zawarto$cig
tego sterolu (rysunek 3).

Poréwnanie zawartosci B-sitosterolu, stigmasterolu i kampesterolu wykazato, ze kawy
etiopskie charakteryzowaly si¢ najwyzszg $Srednig zawarto$cig steroli sposrod badanych kaw.
Rowniez kawy gwatemalskie charakteryzowaly si¢ wyzsza zawarto$cig steroli z kawami
pochodzacymi z Kolumbii, Brazylii i Kostaryki.

Proces palenia nie wplynat wyraznie na efekt grupowania podanych kaw pod wzgledem
zawarto$ci B-sitosterolu, stigmasterolu i kampesterolu. Wyniki grupowania w uktadzie trzech
sktadowych gléwnych zdaja si¢ potwierdza¢ twierdzenie, ze sklad jakosciowy steroli
w kawach nie jest uzalezniony od pochodzenia geograficznego [Flament, 2002]. Wydaje si¢
jednak, ze proces palenia pogltebia roznice w zawarto$ciach poszczeg6lnych steroli kaw.

Ponadto, na kazdym rozpatrywanym etapie obrobki widoczna jest tendencja
do grupowania probek kaw z Gwatemali, Kolumbii, Kostaryki i Brazylii wzgledem kraju
pochodzenia. Prawdopodobnie, przeprowadzenie analizy tylko na probkach tych kaw
z uwzglednieniem wigkszej liczby steroli (przez zmodyfikowanie metody analitycznej)
pozwolitoby wykaza¢ mozliwos¢ grupowania kaw ze wzgledu na region pochodzenia
w oparciu o wyniki analizy steroli.

Réznicowanie kaw z koncoweqgo etapu palenia — poréwnanie Arabiki i Robusty

Po wlaczeniu do analizy kawy Robusta (rysunek 5) zauwazono, ze probki tej kawy
utworzyly pod wzgledem warto$ci pierwszej i1 drugiej skladowej gléwnej jedna grupe
Z kawami gwatemalskimi. Bylo to prawdopodobnie spowodowane podobnym sktadem

ilosciowym oznaczonych steroli (tabela 3).
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Rysunek 5. Wspotczynniki korelacji steroli z pierwszg i druga SG — poréwnanie Arabiki
I Robusty.
Corelation coefficients of sterol concentrations against first and second principal
component.- comparison of Arabica and Robusta cafe
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Rysunek 6. Analiza sktadu steroli. Wartosci pierwszej i drugiej SG — poréwnanie Arabiki
I Robusty.
Sterol composition analysis. Values for first and secondo principal component -
comparison of Arabica and Robusta cafe

Uzyskane wyniki r6znig si¢ od danych literaturowych. Carrera 1 wsp. (1998) wykazali,
ze pomiar zawartosci steroli moze by¢ podstawg do rozrdzniania migdzy kawami arabskimi
I koszykowymi. Do podobnych wnioskow doszli Speer i Kolling-Speer (2002).

Przyczyng stwierdzonych réznic miedzy wynikami do$wiadczenia a danymi
literaturowymi  mogly by¢ roéznice w metodyce skutkujace odmienng iloscig

zidentyfikowanych steroli. Wg Carrera i wsp. (1998) za rozrdznienic mi¢dzy Arabika
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i Robustag odpowiedzialne sa sitostanol i A5-awenasterol, za§ wg Speera 1 Kolling-Speer

(2002) — A5-awenasterol i 24-metylenocholesterol.

AN

WNIOSKI
Zastosowana metoda oznaczania steroli w probkach kaw pozwolita na wykrycie
[-sitosterolu, stigmasterolu i kampesterolu, natomiast nie pozwala na wykrycie
pozostatych steroli.
Za pomocag techniki PCA wykazano istnienie rdéznic iloSciowych w zawartosci
[-sitosterolu, stigmasterolu i kampesterolu w probkach kaw arabskich pochodzacych
z réznych rejondéw $wiata, przy czym zastosowanie czulszej metody i zebranie szerszego
profilu steroli mogloby si¢ okaza¢ skuteczniejsze w ocenie autentycznosci kawy.
Proces palenia utrwala rdznice w zawartosciach poszczegdlnych steroli kaw arabskich. Dla
kaw palonych obserwowane grupowanie wydawato si¢ by¢ skutkiem nie tylko rdéznic
w catkowitej zawartosci steroli, ale rowniez w udziatach kazdego zidentyfikowanego
zwiazku.
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