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Chemické sloZzeni tzv. sloni kavy ve srovnani s konven¢né
zpracovanymi kavovymi zrny (Coffea sp.; Rubiaceae)

Souhrn

Kava se radi mezi jednu z nejpopularnéjsich svétovych komodit, kterou denné
konzumuji miliony lidi. Nejvyznamnéjsi jsou odridy Arabiky a Robusta, avSak v poslednich
letech doslo k narlstu zajmu o exotiCtéjsi varianty, které nabizeji nevSedni zazitek. Mlze se
jednat o kdvy, u kterych neni vyuzivan klasicky zpisob suchého ¢i mokrého zpracovani. Jednd
se napriklad o takzvanou ,honey“ metodu, ¢i metody zahrnujici vyuZiti zvifat. Mezi
nejzndméjsi z téchto netradi¢nich metod patfi vyuziti cibetek, kdva znama jako Kopi Luwak.
Do dnesniho dne vSak byly na trh uvedeny i dalsi typy kdv, v€etné ptaci kdvy, a i nami
zkoumané sloni kdvy, kterd se svou cenou 2500 USD za kilogram oznacuje za nejdrazsi kavu
svéta. Dodnes neni zndmo, jaky ma tento zpUsob zpracovani kavovych zrn vliv na kvalitativni
zmény pritomnych latek.

Cilem této prace bylo zjistit antioxidacni vlastnosti a chemické sloZeni sloni kavy
a nasledné ho porovnat s konvencni a cibetkovou kdvou. Celkem byly analyzovany tfi vzorky,
kdy se jednalo o sloni kdvu pavodem z Thajska, konvenéni Arabiku z Thajska a cibetkovou kavu
z Indonésie. Tyto vzorky byl nasledné testovany na obsah latek pomoci GC-SPME-MS
a HPLC/UV a na in vitro antioxidacni aktivity. Tato prdce jako prvni na svété pouZila
a zdokumentovala vyuZiti HPLC/UV na zjisténi sloZeni sloni kdvy a ORAC stanoveni pro
antioxidacni aktivitu. VSechny ziskana data byla podrobena analyze hlavnich komponent (PCA)
a testovani ANOVA (p <0,05). Po provedeni PCA analyzy byla vS8ak metoda ORAC vyloucena,
kvlli odchylce dat, ktera zkreslovala vysledek.

Sloni kdva vykazovala nizsi hodnoty DPPH (19,67 ug TE/mg), ORAC (250 pg TE/mg),
ABTS (81,84 pg TE/mg), TPC (26,35 pug GAE/mg), TFC (1,38 pg QE/mg), kofeinu (0,93 %)
a dalSich chemickych slouceninach, oproti konvencni kavé, coz bylo predpokladano vlivem
traveni vtéle zvifete. Ve sloni kdavé nebyl nalezen 2-ethyl-3-methylpyrazine, 2-ethyl-5-
methylpyrazine a 3-ethyl-2-hydroxy-2-cyklopenten-1-on. Tyto latky nejenom, Ze mohou
ovlivihovat aroma dané kavy, ale rovnéZz by mohly poslouZit jako markety pfi stanoveni
autenticnosti sloni kavy.

Klicova slova: Slon, sloni kava, chemické slozeni, antioxidac¢ni aktivita, cibetkova kava



Chemical composition of so-called elephant coffee
compared to conventionally processed coffee beans (Coffea
sp.; Rubiaceae)

Summary

Coffee ranks among the most popular global commodities, consumed by millions of
people every day. The most significant varieties are Arabica and Robusta, but in recent years,
there has been a surge in interest in more exotic variants that offer unique experiences. These
may involve methods of processing other than the classic dry or wet techniques, such as the
so-called "honey" method or methods involving animal intervention. Among the most famous
of these non-traditional methods is the utilization of civets, known as Kopi Luwak. However,
additional types of coffee have been introduced to the market, including bird coffee and the
elephant coffee under our investigation, which, with its price of 2500 USD per kilogram, is
considered the world's most expensive coffee. To this day, the impact of this processing
method on qualitative changes in present compounds remains unknown.

The aim of this study was to determine the antioxidant properties and chemical
composition of elephant coffee and subsequently compare it with conventional and civet
coffee. A total of three samples were analyzed, consisting of elephant coffee originating from
Thailand, conventional Arabica from Thailand, and civet coffee from Indonesia. These samples
were then tested for compound content using GC-SPME-MS and HPLC/UV, as well as for in
vitro antioxidant activities. This study, as the first in the world, utilized and documented the
use of HPLC/UV to identify the composition of elephant coffee and ORAC determination for
antioxidant activity. All acquired data underwent principal component analysis (PCA) and
ANOVA testing (p <0.05). However, following PCA analysis, the ORAC method was excluded
due to data deviation, which distorted the results.

Elephant coffee showed lower values in DPPH (19.67 ug TE/mg), ORAC (250 pug TE/mg),
ABTS (81.84 ug TE/mg), TPC (26.35 pg GAE/mg), TFC (1.38 pug QE/mg), caffeine (0.93 %), and
other chemical compounds compared to conventional coffee, as was expected due to the
process of digestion within the animal's body. Additionally, certain compounds such as 2-
ethyl-3-methylpyrazine, 2-ethyl-5-methylpyrazine, and 3-ethyl-2-hydroxy-2-cyclopenten-1-
one were not found in elephant coffee. These compounds not only could influence the aroma
of the coffee in question but could also serve as markers in determining the authenticity of
elephant coffee.

Keywords: Elephant, elephant coffee, chemical composition, antioxidant activity, civet coffee
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1 Uvod

Kava se tési celosvétové oblibé, diky svému aroma, chuti, zdravotnimu ptinosu a tradici
spojenou s jeji konzumaci. Dle poslednich dostupnych dat International Coffee Organization
ro¢ni konzumace kavy pro rok 2021/2022 dosahovala 170,3 milion 60-kilovych baleni, coz
predstavuje narlst oproti pfedchozimu roku ze 164,9 milion( 60-kilovych baleni o 3,3 %.
Nejvétsi mnoZstvi kdvy se zkonzumuje v Evropé s rocni konzumaci 54,2 miliond 60-kilovych
baleni, nasleduje Asie s Ocednii s 40,8 miliond 60-kilovych baleni. Na tfetim misté je USA
s Kanadou, poté Jizni Amerika, Afrika a nejmensi konzumace dosahuje Mexiko se Stredni
Amerikou. Na rozdil od konzumace, doslo u produkce k poklesu o0 2,1 % ze 170,83 miliond 60-
kilovych baleni na 167,2 miliont 60-kilovych baleni. Jedind oblast s nardstem produkce o 7,1
% byla Asie s Ocednii. NejvétSim vyvozcem kavy byla Brazilie, ktera tvofila 29,6 % celkového
mnoZstvi exportovaného kdvy, ndasledovana Vietnamem s21,9 % (International Coffee
Organization, 2022; Seninde, 2020).

Hlavnim faktorem pro vybér kavy konzumentem je jeji chut a aroma. Dvéma
nejcastéjSimi odrlidami, které se objevuji na trhu je Arabika a Robusta, kdy kazdd z kav ma své
typické chutové rysy, aroma a chemické sloZeni. Tyto parametry lze ovlivnit genetickym
zakladem rostlin, stanovistém, podminkami péstovani a v neposledni fadé i posklizhovymi
Upravami. V praxi se bézné pouziva poskliziiové zpracovani suchou ¢i mokrou metodou, které
dodava kdvé zadouci charakteristiky a zbavuje ji oplodi okolo zrn. Kromé téchto zminénych
metod Ize kdvové plody zpracovavat i zkrmovanim zvifatim. Po straveni plod( jsou kdvova zrn
vybirdna z exkrement(, ociSténa a dale zpracovdna. Jedna se napfiklad o zrna cibetek (kava
Kopi Luwak) a sloni kavu, u které zacala vyroba v roce 2012 firmou Black Ivory Coffee. Diky
pridchodu travicim traktem téchto zvifat dostavaji zrna zcela jinou chut a aroma. Ta je
kompenzovana mnohonasobné vyssi cenou, kterd je ddna limitovanou produkci a vysokou
poptavkou (Muzaifa, 2020; Black Ivory Coffee Company, 2024; Ghosh, 2014; Toci, 2015).

Z dostupnych studii, jez se vénovaly srovnani konvencni a cibetkové kavy vypliva, Ze
cibetkova kdva muze byt na nékteré hlavni latky vyrazné chudsi. Tyto latky mohou zahrnovat
kofein a jemu pfibuzny teobromin a teofylin a Ilatky antioxidacni povahy, véetné
nejzastoupenéjsich derivatl chlorogenové kyseliny a dalSich (Muzaifa, 2020; Ongo, 2020;
Febrina, 2023). Toto je vysvétleno tim, Ze zminéné latky mohou v travicim traktu zvirete
degradovat (Marcone, 2004). Na druhou stranu, tim, Ze kdvova zrna prochdzeji travicim
traktem, maze byt cibetkovd kdva bohatsi na nékteré aromatické slouceniny, napt. guajakol,
pyraziny a furany (Farag, 2023). V pfipadé vyuziti slond, vzhledem ktomu, Ze se jedna
o pomérné novou metodu zpracovani kavy, jsou vSak tyto kvantitativni a kvalitativni zmény
obsahovych chemickych latek stale neznamé.

Na zakladé této skutecnosti, se tato studie vénovala determinaci chemického slozeni
sloni kavy ve srovnani s kdvou konvencéni a cibetkovou. Pro tyto ucely byly vyuZity metody
analytické chemie — vysokoucinna kapalinova chromatografe s UV detekci pro uUcéely detekce
kofeinu a hlavnich fenolickych sloucenin (chlorogenova, kavova, a skoficovad kyselina)
a plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii a vybavena SPME vldknem pro
detekci aromatickych latek. V ramci této studie byla rovnéz zkoumana antioxidacni aktivita



vzorkd pomoci in vitro metod (TPC, TFC, metody DPPH, ORAC, a TEAC). Ziskané vysledky byly
podrobeny statistické analyze hlavnich komponent PCA a ANOVA (p <0,05).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Kdva (Coffea sp.; Rubiaceae) je jednim z nejvice konzumovanych ndpojli a stimulant(i na
svété. Odhaduje se, Ze celosvétové se rocné spotrebuje priblizné 160 miliond 60-
kilogramovych sack( kavy. Valna vétSina konzumované kavy je zpracovdna konvencnim
zplUsobem. Vzhledem k popularité tohoto ndpoje se vsak stale objevuji nové zpracovatelské
metody. Jednim z méné tradi¢nich postupl je zkrmovani kavovych zrn rdznym chovnym
zvifatim. Kavova zrna jsou v travicim traktu zvifat ¢aste¢né natravena a vyloucena z téla
v exkrementech, ze kterych jsou zrna nasledné sbirana a dale zpracovadvana. Nejcastéji jsou
kavova zrna zkrmovana cibetkam (tzv. cibetkova kdva). V soucasnosti se vsak vyuZzivaji i jina
zvitata, napf. sloni. Dodnes neni zndmo, jaky ma tento zpUsob zpracovani kavovych zrn vliv na
kvalitativni zmény pritomnych [atek. Tato diplomova prace si klade za cil porovnat chemické
sloZeni tzv. sloni kdvy ve srovnani s cibetkovou kdvou a tradi¢né zpracovanymi kavovymi zrny.

Hypotéza: Sloni kdva, podobné jako cibetkova, bude s velkou pravdépodobnosti chudsi

na vybrané chemické latky ve srovnani s konvencni kavou. Zrejmé z dlivodu toho, Ze dochazi
k ¢astecné absorpci obsahovych latek v travicim traktu zvirete.
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3 Literarni reSerse

3.1 Kava

3.1.1 Kavovnik arabsky-Coffea arabica L.

“Kavovnik arabsky (Coffea arabica L.) je tropicka rostlina pochdzejici z vyssich poloh
jihozapadni Etiopie. Patfi do ¢eledi morenovité (Rubiaceae). Z Etiopie se postupem ¢asu rozsitil
doJemenu av 16.stoleti se objevil v Turecku. Nasledné ho v 17.stoleti objevili Holandané, ktefi
ho vysadili v Indonésii. Mezi nejvétsi producenty dnes patfi Brazilie, Kolumbie, Mexiko, Indie,
Pobrezi slonoviny, Indonésie a Etiopie. Sklizert kavovniku arabského predstavuje asi 65 %
svétové produkce kdvy. Rostliné se nejvice dafi v tropickych horskych oblastech (1100-1500
metrd a vyse) s vétsSimi vykyvy teplot mezi dnem a noci. To je dano pfitomnosti ranni mihy,
nebo rosy. Existuji vsak i odridy nizinné. [...] Kdva Arabika je charakteristickd jemnym aroma,
nizsim obsahem kofeinu a vys$si cenou zrn. Mezi nejznaméjsi kultivary patfi Typica, Bourbon,
Blue Mountain a Cattura. “ (H4jicek, 2022; Hoskovec, 2011; Vali¢ek, 1989; Gibson, 2018)

3.1.2 Kavovnik statny-Coffea canephora

Druhym nejzndméjsSim druhem je kava Robusta z kdvovniku statného (Coffea
canephora), ktery pochazi z tropickych destnych lest feky Kongo. “Peckovice i semena jsou
mensi oproti kdvovniku arabskému. RovnéZz poskytuje kdvu nizsi jakosti, avSak oblibenou.
Nékteri uZivatelé si ji cenni v espressech diky své hluboké chuti a krémovosti. Kdva Robusta
obsahuje oproti Arabice vice kofeinu a ma vyraznéjsi horkou chut. Na svétové produkci kavy
se podili okolo 30 %. Oproti kavovniku arabskému ma lepsi ptizpUsobivost stanovistnim
podminkdam a vétsi odolnost vici chorobam. Ve smési s kdvovnikem arabskym slouzi k vyrobé
instantni kavy.“(H4jicek, 2022; Gibson, 2018; Valicek, 1989)

3.1.3 Kavovnik liberijsky-Coffea liberica

Nejméné vyuzivanou rostlinou pro produkci kdvy je kavovnik liberijsky (Coffea liberica),
ktery se péstuje se v zadpadni Africe, Malajsii a dalSich zemich jihovychodni Asie. Oproti vyse
zminénym druhim k jeho hlavni vyhodam patfi vysokd odolnost vici chorobam, avSsak ma
velmi trpkou chut, diky ¢emuz se na svétové produkci podili pouhymi dvéma procenty. Mezi
nejvyuzivanéjsi kultivary se radi Kape Baroko a Excelsa. Kape baroko ma nejvétsi zrna ze vSech
znamych odr(id a druhl kdvy. Excelsa je vyhledavana pro svou komplexnost a hloubku
sovocnymi rysy a vyraznou kyselou chuti. Excelsa se v jistych literaturdch uvadi jako
samostatny druh kdvy, i kdyzZ se jednd o kultivar Liberiky (Hajicek, 2022; Valicek, 1989; Gibson,
2018; Anon., 2021).
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3.2 Hlavni obsahové latky

3.2.1 Purinové alkaloidy a dalSi dusikaté latky

Kavovniky obsahuji dva rGzné druhy alkaloid(l. MUZe se jednat o derivaty xantinu,
purinové alkaloidy, které zahrnuji kofein, theobromin a theofylin anebo o pyridinovy alkaloid,
trigonelin. Hlavnimi alkaloidy v kavé je kofein a trigonelin. V kavovych zrnech se teobromin
a teofylin nachazeji pouze ve stopovém mnoZstvi. Mnoizstvi alkaloid( zavisi na odridé,
genetickych vlastnostech kultivaru, zralosti zrn pfi sklizni, zptisobu sklizné, podminkach
poskliziového zpracovani, zemédélskych postupech, prostfedi a klimatickymi parametry.
Kofein v kdvovych zrnech vznikd syntetizovanim xanthosinu z purinovych nukleotid(. Celd
cesta zahrnuje xanthosin, ktery se méni na 7-methylxanthosin, ten dale na 7-methylxanthin,
nasleduje teobromin a findlnim produktem je kofein. Kofein se v kdvovych zrnech Arabiky
nachazi v rozmezi 0,8 az 1,4 %(w/w) suché hmotnosti. U kavy Robusta se jednd 01,7 a2 4,0 %
kofeinu a u Liberiky se obsah pohybuje okolo 1,2 %. Obsah kofeinu v kavé se béhem prazeni
témér neméni, jelikoz je pfi teplotach prazeni stale stabilni. K rozkladu dochdzi pfi zahrati nad
285 °C. Druhym nejzastoupenéjsim alkaloidem je trigonelin je v kavé syntetizovan z kyseliny
nikotinové odvozené z nikotinamidu adeninovych nukleotid(. Zelend kdvova zrna Arabiky
obsahuiji 0,74-1,54 % trigonelinu ve své suché hmotnosti, avSak je tepelné nestabilni a béhem
prazeni se preménuje na kyselinu nikotinovou (niacin; vitamin Bs), methylpyridin a dalsi
dusikaté latky, které zahrnuji aromatické slouceniny. Robusta obsahuje pfiblizné dvé tretiny
mnozstvi trigonelinu v Arabice. V prazenych zrnech kavy zGstava 20-50 % plvodniho mnoZstvi
trigonelinu v zavislosti na stupni prazZeni. Trigonelin je prekurzor rGznych tfid aromatickych
slouéenin, véetné furand, pyrazin(, pyrrold a pyridin(, které vznikaji béhem prazeni kavy
a prispivaji k findlni chuti napoje. Methylxanthiny a trigonelinem jsou spojovany s horkou
chuti kavy. Teobromin je nejspiSe taktéz relativné tepelné stabilni, vzhledem k podobnosti
struktury molekuly ku kofeinu (Samanidou, 2015; Ashihara, 2006; Mehari, 2016; Wang, 2019).

3.2.2 Polyfenolické latky

Nejzastoupenéjsi polyfenoly v kdvé jsou hydroxyskoticové kyseliny (fenolové kyseliny),
které tvori 98 % celkového obsahu polyfenold, zbyvajici 2 % pripadaji na alkylmethoxyfenoly,
alkylfenoly, methoxyfenoly a dalsi polyfenoly, jako je katechol, fenol a pyrogallol. V zelenych
kavovych zrnech se fenolové kyseliny vyskytuji v chlorogenovych formach a po uprazeni
nasledné ve formé kavovych kyselin. Oznaceni ,chlorogenova kyselina”“ u kavy zahrnuje
skupinu esteru, které vznikly vytvorenim vazby mezi kyselinou chinovou a trans-skoficovymi
kyselinami, u kdvy nejcastéji s kyselinou kavovou a ferulovou a p-kumarovou. Nejcasté;i
vznikaji estery, které tvori vazbu s hydroxylem na 5,3 a 4 uhliku. Méné Casto se vznikaji estery
s hydroxylem na 1 uhliku. Nejhojnéji zastoupenym polyfenolem kavy je kyselina 5-
kafeoylchinova. Podtfidy chlorogenovych kyselin zahrnuji kyselinu kaffeoylchinovou,
dikaffeyolchinovou, feruloylchinovou, p-kumaroylchinovou a kaffeyol-feruloylchinovou.
Z téchto podfid tvofi derivaty kyseliny kaffeoylchinové pfriblizné 80 % celkového obsahu
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chlorogenové kyseliny kdvy. Témér 60 % tvori kyselina 5-kafeoylchinovd, kterd se oznacuje
jako kyselina chlorogenovd. V Arabice a Robusté bylo identifikovano mnoho minoritnich
chlorogenovych kyselin, avsak na findlni jakost kavy maji nejspise minimalni vliv, jelikoz se
podili na méné jak 1 % celkového mnozstvi chlorogenovych kyselin v kdvé. Chlorogenové
kyseliny jsou prekurzory fenoll a katecholu, které zpUsobuji trpkou, horkou a kyselou chut
kavy. Robusta obsahuje aZz dvakrat vice kyseliny chlorogenové, nez Arabika. Data ziskand
z literatury naznacuji, Ze mnozstvi a profil polyfenolickych latek v kavé zavisi na podminkach
prazeni, zpUsobu péstovani a odradé. Nejvyssich obsah( polyfenolickych latek dosahuje kava
prazenad pfi lehkém az stfednim prazeni, u tmavé prazené kavy dochazi az ke dvojnasobnému
snizeni oproti zelenym zrn{im. Polyfenolické slouceniny jsou vysoce termolabilni, které velmi
snadno degraduji pfi zahtfevu nad 80 °C. Z hlediska péstovani méla konvenéni kava nizsi obsahy
polyfenoll oproti organické formé péstovani. To je dano tim, Ze pti organickém zpUsobu si
rostlina syntetizuje vice fenolickych latek jako druh pfirodniho pesticidu pro svou ochranu.
Béhem skladovani dochdzi k poklesu polyfenolickych sloucenin degradaci chlorogenovych
kyselin. Snizeni hladiny polyfenolll je pro spotfebitele nezadouci, diky jejich domnélym
antioxida¢nim vlastnostem a ochranou prfed mnoha neinfekénimi nemocemi (Llczbinski, 2022;
Chu, Farah, 2012; Krdl, 2020; Tresserra-Rimbau, 2015).

3.2.3 Volatilni a vonné latky

Tékavé slouceniny, které tvofi typické aroma kavy, vznikaji v kavovych zrnech pfi
prazeni v disledku pyrolyzy, karamelizace, Streckerovy degradace a Maillardovych reakci.
Zelend kavova zrna neobsahuji kavové aromatické slouceniny, i kdyZz se jedna o podobné
skupiny slouc¢enin. Samotny profil tékavych latek zavisi na podminkach prazeni a na sloZeni
netékavych sloucenin v zelenych zrnech. Diky tomu ma na konecné slozeni vliv i genetika,
pUda, zemédélské postupy, klima a stupen zrani. V uprazenych kavovych zrnech bylo
identifikovano vice jak 950 tékavych sloucenin. NejcastéjSimi skupinami jsou furany, pyrany,
pyraziny, pyrroly, ketony, fenoly, uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, kyseliny a anhydridy, estery,
laktony, thiofeny, oxazoly, thiazoly, pyridiny, aminy a rGzné slouceniny siry a dusiku. Ze
sacharidd vznikaji furany, aldehydy, ketony a fenoly. Proteiny, peptidy a aminokyseliny davaji
vzniknout ketontm, pyrrolim a pyrazinim. Z lipid(i vznikd malé mnozstvi aldehyd(i a keton(
a jak jiz bylo zminéno drive, z kyseliny chlorogenové vznikaji tékavé fenolické slouéeniny
a z trigonellinu vznikaji pyrroly, pyridiny a pyraziny. Pyraziny, pyrroly a pyridiny jsou
zodpovédné za ofechové, prazené a pecené tony kavy. Hladiny pyridinu, 2-methylpyrazinu,
furfuralu, furfurylformiatu, 2-furanomethanolacetdtu, 5-methylfurankarbaldehydu, 1-(2-
furanylmethyl)-1H-pyrrolu, 1-(1H-pyrrol-2-yl)-ethanonu, 2-methoxyfenolu a 4-ethyl-2-
methoxyfenolu Ize ovlivnit podminkami prazeni. Kvalita zrn ovliviiuje 2-methylpyrazin, 2,3,5-
trimethylpyrazin, 1-H-pyrrol a 2-furfurylmethanol. Pokud porovname profil tékavych
sloucenin Arabiky a Robusty, u Arabiky prevldda 3-merkapto-3-methylbutylformiat; sotolén;
abhexon; 2-methyl-3-furantiol, fenylacetaldehyd; 3,4-dimethyl-2-cyklopentenol-l-on; kyselina
2-/3-methylbutanova; linalool; kyselina octovd; furfural; 2-acetylfuran; 5-methylfurfural;
furfurylalkohol; 3-methylcyklopentan-1,2-dion; maltol a 2-formylpyrrol, zatimco Robusta
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vykazuje vyssi hladiny 2,3-diethyl-5-methylpyrazinu; 4-ethylguajakolu; guajakolu; fenolu; a 3-
methyl-2-buten-I-thiolu. Diky témto rozdildm, je i jiné aroma kdvy, kdy se Arabika vyznacuje
karamelovym az sladkym aroma, zatimco Robusta ma vice ofiSkové az zemité tony. Posledni
zminéna latka je ddvana v souvislosti s nepfijemnym aZ zkaZzenym zapachem kavy, na druhou
stranu pyraziny, které mély vyssi hladiny v Robusté, souviseji s ofiSkovou az kakaovou vuni.
Furfural a 2-acetylfuran, které vykazovaly vys$si hladiny v Arabice davaji kavé sladké az
mandlové aroma. Z hlediska obsahu zaujimaji furany vice nez 40 %, celkového obsahu
tékavych latek. Druhou prevladajici skupinu z hlediska obsahu tvofi ketony s 20-27 %, dale
alkoholy s 5 %, pyraziny a aldehydy se 4 % a pyroly v rozmezi 0,2-4 % (Chu, Farah, 2012; Ongo,
2020; Seninde, 2020; Dippong, 2022).

3.2.4 Sacharidy

Sacharidy tvoti 50-60 % hmotnosti suchych kavovych zrn a béhem prazeni hraji dalezitou
roli pfi Maillardové reakci. Podili se na vazani aroma, stabilizaci pény, tvorbé sedimentu,
zvySené viskozité napoje a tvorbé volatilnich latek. Na zacatku vyvoje plodu se hladiny glukdzy
a fruktézy pohybuji mezi 16,5 a 1,6 % susiny, ale béhem vyvoje plodu jejich koncentrace
rapidné klesa na 0,03 az 0,04 % susiny plodU. To je dano zejména tim, Ze glukdza vstupuje do
syntéz sachardzy, béhem vyvoje rostliny, u které se obsah zvySuje 0 5-12 %. Zrna kavy Arabika
obsahuji 8,2 az 8,3 % sacharézy a zrna Robusty pouze 3,3 az 4 %. U Arabiky sachardza
pfedstavuje 90 % obsazenych disacharidd. BEhem praZeni se sacharéza degraduje zpatky na
glukdzu, fruktodzu, 1,6-anhydroglukdzu, arabindzu a erythritol. Po upraZzeni zrna v obsahuji 0,4
az 2,8 % sachardzy. Vznikla glukdza a fruktéza se béhem prazeni rozklada rychleji nez samotna
sacharéza a jejich obsah je vzrnech taktéZz minimalni. Z hlediska monosacharid(i se
v zelenych zrnech dale nachazi xyléza a ramndza s obsahem 0,2-0,3 % a galaktéza s obsahem
mezi 10-12 %. Polysacharidy do chuti kavy nezasahuiji, na rozdil od pfitomnych monosacharidt
a disacharidld. Hlavnimi polysacharidy zelenych zrn jsou manany, galaktomannany,
arabinogalaktany a celuléza. Celuldza tvofi okolo 8 % susiny zrna a je ¢aste¢né odolna vici
tepelné degradaci, diky propojeni vldken celulézy s galaktomannany a arabinogalaktany, které
spole¢né tvofi hustou matrici, kterd chrani pred teplem. Robusty obsahuji 19-22 %
galaktomann( a 6-8 % arabinogalaktand, zatimco Arabiky 25-30 % galaktomann( a 9-13 %
arabinogalaktan(. Z pritomnych polysacharid(i nejvice degraduji arabinogalaktany. Béhem
prazeni sacharidy s nizkou molekulovou hmotnosti témér zcela degraduji a v zrnech jich
nasledné zbyva minimalni mnozstvi. Bylo zjiSténo, Ze arabindza, galaktéza, mandza a glukdza
maji sklony k tepelné degradaci ve zminéném poradi. Kromé vyse zminénych sloucenin bylo
v kdvovych zrnech pozorovano i malé mnoiZstvi pektinl a xyloglukand (Portillo, 2022;
Redgwell, 2006; Arya, 2007).
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3.3 Zpracovani kavy

3.3.1 Sucha metoda (dry method)

PFi suchém zpracovani jsou plody ihned po sklizni suSeny na venkovnich prostranstvi,
nejcastéji na otevienych terasdach, az do snizeni obsahu vlhkosti na 12 hmotnostnich %. Tento
proces trva 10-25 dni v zavislosti na teploté a vlhkosti prostredi. NejdUlezitéjsi je rovhomérné
rozprostreni plodl po celé plose podlahy nebo rohozi. Rohoze by nemély byt hlubsi jak 40 mm,
jelikoz muzZe dochazet k fermentaci a zméné barvy zrn. | pfi suchém zplsobu zpracovani
dochdzi béhem suseni k jisté mife fermentace. Po vysuseni na poZadovanou vlhkost se oplodi
loupe bud’ ru¢né nebo pomoci mechanického Cistice zrn. Zrna se nasledné proseji pres sita,
kde dochazi k odstranéni necistot a vadnych zrn, u kterych doslo néjakym zplsobem
k poSkozeni. Nasledné tfidéni zrn je provadéno bud mechanicky pomoci ru¢niho sbirani, nebo
pouzitim optickych metod. Nevyhodou této metody zpracovani je kromé moziné zminéné
fermentace a zmény barvy, nafoukany prach a dalsi necistoty z venkovniho prostredi na
povrch zrn. V oblastech, kde dochazi k péstovani kavy se béhem sklizné ¢asto objevuji bourky,
které mohou taktéz produkt znehodnotit. Suchy proces zpracovani je jednodusi a levnéjsi,
zatimco mokry proces je narocnéjsi, jak z hlediska ¢asového, tak finan¢niho, ale vznika kava
vyssi kvality (Ghosh, 2014; Janne Carvalho Ferreira, 2023).

3.3.2 Mokra metoda (wet method)

Pfi mokrém zpracovani dochdzi k pusobeni mechanickych sil na plod, diky cemuz
dochazi k odstranéni vnéjsich vrstev zrna, jako je mezokarp a exokarp, pficemz na zrnu z(stava
povlak slizu (mucilage). Ten je tvoren hemicelulézami, pektiny a cukry nerozpustnymi ve vodé.
Tento sliz je nasledné fermentovan a odstranén pomoci promyti zrn a suseni. Nezralé plody
byvaji tvrdé a odstranéni vnéjsich vrstev byva obtizné, proto je dllezity sbér jen zralych ploda.
Po odstranéni vnéjsich oballl se zrna ddvaji do velkych kadi s vodou, kde dochazi k odstranéni
plovoucich vadnych zrn, které nebyly zachycena pfi sbéru. Fermentace slizu probiha ve
fermentacnich nadrzich po dobu 24 az 40 hodin. Pfirozené se vyskytujici kvasinky, bakterie
a enzymy slizu se spole¢né podili na jeho rozkladu. Pro urychleni a kontrolu fermentace
mohou byt ke kdvé pridavany predem uréené kmeny, i proteolytické enzymy. Béhem
fermentace by kdva méla byt obcéas promichana. Zda doslo k dostateénému rozkladu se ovéri
pomoci zkousky omytim, kdy se na ¢ast zrn pusti mirny proud vody, ktery by mél veskery zbyly
sliz z povrchu omyt. lhned po tomto zjisténi musi byt zrna omyta, v opacném pfipadé se
zac¢nou v kavé tvorit latky zpUsobujici pachut kdvy. Po omyti musi byt ihned kdva vysusena na
vlhkost 10-12 hmotnostnich %, jinak opét hrozi vznik chutové nepfiznivych latek a rozvoj
mykotoxinU. Vysusena kava se nechd minimalné 8 hodin odpocinout na dobfe vétraném misté
a nasledné se mechanicky odstrani zbyld pergamenova vrstva. Ta je od kdvy ndsledné
vyfoukdna vzduchem, nebo pomoci sit. Nevyhodou této metody je velkd spotieba vody, kterd
se pohybuje okolo 30 litrd na 1 kilogram kavy (Ghosh, 2014; Velasquez, 2022).
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3.3.3 Semi-sucha/semi-mikra (tzv. honey method)

U medové metody zpracovani kdvy dochazi k odstranéni slupky a duzniny bez myciho
procesu a Cast slizu z(istdva na zrnech, s kterou se i zrna susi. Duznina a slupka je ze zrn
odstrafiovana mechanicky, pomoci rozvlaknovaciho stroje. Zrna se susi po dobu 10-12 dni na
vihkost 10-11 % a ndsledné se z nich odstranuje pergamenova vrstva. Medova metoda je méné
nachylnd na fermentaci a dochazi pfi ni ke snizovani hladiny chuti kavy, ale i kyselosti.
Vzhledem ktomu, Ze je kava suSena ve venkovnim prostfedi, dochazi zde ke stejnym
problémuim s necistotami, jako u suché metody a po ususeni je kavu nutné prosit (Veldsquez,
2022; Sunarharum, 2020; Varady, 2022).

3.3.4 Nové metody zpracovani kavy

Kromé zndmych, komeréné vyuzivanych postupl zpracovani kavy se zkouma moznost
vyuziti karbonické macerace a indukované anaerobni fermentace. Karbonicka macerace byla
jako prvni pouzivana pfi vyrobé vina, kdy se vyuZiva adaptabilita neporusenych plodl na
bezkyslikaté médium obohacené o oxid uhlicity v uzavieném prostredi. Diky pridani oxidu
uhli¢itého, tento proces adaptace zplsobuje prechod z anaerobniho metabolismu na
fermentacni metabolismus ve vSech druzich ovoce. Cely proces je vyznamné ovliviiovan dobou
a teplotou fermentace. U kdvy, ktera tento proces podstoupila, byl pozorovan ptiznivy Gcinek
na zlepSeni chemického a senzorického profilu. Nejlepsich vysledk(l dosahuje kava, ktera je
podrobena pfi fermentaci teploté 38 °C po dobu 72-96 hodin. Dalsim vyznamnym faktorem je
diverzita pouZitych bakterii. Z pfirozené vyskytujicich se bakterii dominuji béhem fermentace
rody Leuconostoc a Laktobacillus. Pfi pocatecni fazi fermentace dosahuje teplota 18-28 °C, pfi
¢emi je pozorovatelnd vyssi Cetnost rodu Leuconostoc. Po zvySeni na 38 °C dochazi ke
zvyhodnéni rodu Laktobacillus, ktery je nejspiSe odpovédny za vznik latek pozitivné ovliviujici
senzorickou jakost. Vyhodu této metody je prostfedi s vyssi asepsi, na druhou stranu zavedeni
této metody vyzaduje bioreaktory s tlakovou a CO; regulaci, coz znamend vétsi pocatecni
investici. U metody anaerobni fermentace se vyuZiva startovacich kultur, které samovolné
indukuji anaerobni fermentaci. Pfevladaji rody Enterobacter, Lactobacillus, Pantoea a rody
hub Cladosporium a Candida. Metoda je zaloZzena na fermentaci kavy v uzavieném prostredi,
bez pridavku vody, tedy v pevném skupenstvi. K tomu dochazi v uzavienych bioreaktorech,
kdy dochazi k postupnému spotfebovani kysliku mikroorganismy a produkci oxidu uhli¢itého
mikrobidlnim metabolismem, ¢im se zlepSuje Cinnost bakterii mlécného kvaseni a kvasinek,
které produkuji metabolity, které zintenziviiuji pozadované aroma a chut kavy. Oproti
predeslé metodé jsou zde vstupni investice nizsi, avSak chybi ndstroje pro fizeni procesu
v bioreaktorech. Obvykle nejsou k dispozici senzory na méreni pH, teploty nebo na zafizeni
automatického michani, a proto je nutné reaktory otevirat pro homogenizaci, kontrolu pH
a teploty, diky ¢emuz se umoini vstup kysliku do prostiedi (Gomes, 2022; Brioschi Junior,
2021; Jimenez, 2023; Braga, 2023; Da Silva, 2023; Janne Carvalho Ferreira, 2023).
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3.3.5 Metody zahrnujici zvirata

Mimo vySe zminéné metody, se do popredi dostavaji i metody zahrnujici zpracovani
kavovych bobl zvifecim trdvicim traktem. Dochazi zde k vyuZiti pfirozenych enzymu
a mikroorganism( jejich trdviciho traktu a stejné jako u ostatnich typl fermentace je
primarnim dkolem odstranit slizovou vrstvu zrn. Do kategorie kdv zpracovany pomoci ¢innosti
zvitat se radi cibetkova kdva (Kopi Luwak), sloni kdva, kdvovd zrna zpracovand ptaky jacu
a opici kdva. U vSech zminénych druh( dochazi ke zlepSeni senzorickych vlastnosti kdvy, avsak
za mnohondsobné vyssi cenu oproti konvencni kavé. Ta je dana nutnosti dodrzovat welfare
zvifat, pracnosti s Upravou téchto zrn a v neposledni radé mnoizstvim, které lze témito
metodami vyprodukovat. Mezi jednotlivymi varkami zrn muaze dochazet k rozdilim
v senzorickych vlastnostech, jelikoz jsou znacné ovliviiovany stravou zvifat. Volné Zijici zvifata
si vybiraji jen ty nejlepsi plody s optimalni zralosti, coz zaru€uje nejvyssi kvalitu téchto zrn.
Produkci Kopi Luwak dominuje Indonésie, Honduras, Etiopie, Indie, Uganda, Peru a Mexiko.
Z jedné volné Zijici cibetky lze ziskat mezi 250 az 500 kg kavy za rok. Zpracovanim v travicim
traktu dochazi taktéz ke sniZeni obsahu kofeinu vzrnech. U cibetek byly nalezeny
mikroorganismy se schopnosti degradace kofeinu, jedna se o Methylobacter iumpopuli,
Klebsiellaquasi pneumoniae, Raoultella ornithinolytica a Stenotrophomona schelatiphaga.
Ptdk jacu (Guan skvrnity — Penelope superciliaris) je pfirozenym a taktéZz ohroZenym
ZivoCichem destnych prales( Brazilie, ktery se Zivi ovocem, kli¢ky, listy, zrny a hmyzem. Dle
dostupnych studii, doSlo u zpracovani kavy ptakem jacu o sniZeni obsahu kofeinu o 69 %
a obsahu kyseliny chlorogenové o 28 %, dale se zménil profil triacylglyceroll v zrnech. Kromé
toho, doslo ke zvySeni obsahu kampesterolu, coZ bylo nejspiSe zplsobeno vyssi absorpci
stigmasterolu a B-sitosterolu. Ptaci Stépi lipidy hydrolyzou pomoci lipolytickych enzymd,
konkrétné kolipazou a pankreatickou lipazou a nasledné dochazi k absorpci v tenkém streve.
Vyroba této kavy zacdala priblizné pred deseti lety, kdy se majitel kdvovych farem nemohl zbavit
téchto chranénych ptakl a nechal se inspirovat cibetkovou kavou. Opici kdva je plvodem
z Indie a Tchaj-wanu, kde opice konzumuiji zralé kavové plody na farmach. Opice zkonzumuiji
duZinu zrn, z které nasavaiji i jeji stavu, nasledné zrna ponechaji néjakou dobu v Ustech, kde je
povaluji a poté vyplivnou. Je udavano, Ze chutovy profil téchto zrn je lepsi nez u béznych zrn
kavy. Z hlediska podminek pH v travicim traktu se ptdk jacu pohybuje vrozmezi 2,7 az 6,4
a zminéni savci vrozmezi 2,5 az 7,6. U vSech zvifat, kromé opic¢i kdvy, zrna prochazi
gastrointestinalnim traktem a po vylouceni z téla se zrna vybiraji z exkrementu zvifat, nasledné
se Cisti, susi a prazi (Febrianto, 2023; Ripper, 2022; Raveendran, 2022).

Momentdlné jedind spolecnost zabyvajici se sloni kavou, vystupuje pod nazvem Black
Ivory Coffee, se sidlem firmy v Anantara Golden Triangle v severnim Thajsku. Kava ma
charakteristické chut s tény ¢okolady, sladu, kofeni, s nddechem travy a bez spéalené nebo
horké chuti bézné kavy. Kazdy slon sni denné 150 kg potravy. Slonim jsou predkladany celé
kavové bobule ve smési s preferovanym ovocem daného slona, soli, tamarindem a ryZi. Doba
straveni bobuli trva 15 az 70 hodin. Béhem tohoto procesu na bobule ptsobi enzymy a kyseliny
Zaludku, které rozbijeji bilkoviny, které jsou odpovédné za horkost kdvy. Kavova zrna Arabiky
(Coffea arabica), ktera jsou slonidm predkladana, pochdzi od horskych kmenu Zijici v oblasti
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Chiang Mai v Thajsku. Bobule jsou sbirany ru¢né, 1500 metrd nad morem. Po digesci
a opétovném sbéru zrn jsou zrna promyvana a susena na slunci. Nasleduje prazeni po 3 kg
varkach. K vyrobé 1 kg kavy je potreba 33 kilogramu bobuli, to priblizné odpovida 10000 zrn
na 1 kg prazené kavy, jelikoz u vétSiny zrn dojde k rozzvykani, rozbiti nebo ztraté ve vysoké
travé nebo vodé béhem koupani slond. Kdvova zrna jsou skladovana v dubovych sudech po
koriaku nebo rumu, diky ¢emuz ¢ast pachu pohlti i samotnd zrna. Majitel spoleénosti Blake
Dinkin stravil vyvojem a vhodnymi podminkami pro zkrmovani slony 10 let. Dinkin ve
spoluprdci s Torontskou zoo napfiklad zjistil, Ze kofein neni vstfebavan do sloniho krevniho
obéhu, jelikoz duznina okolo zrna kofein dostatecné zadrzi. S aktualni cenou za kilogram 2500
USD se fadi mezi jedny z nejdrazsich kdv svéta. Prvni produkce v roce 2012 ¢&itala 50 kg. Pro
rok 2023 se predpokladala produkce 225 kg této kavy, pficemz se vyuziva okolo 20 slont (Black
Ivory Coffee Company, 2024; Dombrowski, 2013; Matthews, 2019; Lee, 2014; Sullivan, 2014).

3.4 Vliv fermentace na kavova zrna

PFi zpracovani kavy je pouzivdno slovo fermentace pro kaZzdy proces chemické
premény, ktera je fizeno mikroorganismy a pti kterém dochazi k vyuziti mezokarpu jako zdroje
energie. Hlavnim cilem fermentace je odstranéni kavového slizu (mucilage). Ten obsahuje
hlavné polysacharidy (véetné pektinu), celulézu a Skrob. Sklada se z 84,2 % vody, 8,9 %
bilkovin, 4,1 % redukujicich cukr(, 0,91 % pektatd a 0,7 % popela. Povrchovy sliz mlze
prodlouZit dobu potfebnou k vysuseni kdvovych zrn a v nékterych ptipadech také vést k tvorbé
plisni, které snizuji vyslednou kvalitu kavy. Mikroorganismy (kvasinky, bakterie a houby) hraji
hlavni roli pri degradaci slizu tim, Ze béhem fermentacniho procesu produkuji rizné enzymy,
alkoholy a kyseliny. VSechny druhy kavy, at uz prochazeji jakymkoliv zpracovanim, podstupuji
urcity druh fermentace plsobenim epifytickych mikroorganism( béhem zpracovani. Diky
vysoké dostupnosti substratu, mize fermentace probihat soucasné se susSenim, pfipadné
v oddéleném kroku vyroby. Pro proces fermentace lze vyuZit enzymy, které se pfirozené
vyskytuji v plodech kdvy a mikrofléfe z prostredi, ale i komercné dostupné smési enzym.
Jednd se o smési pektindzy, hemiceluldézy a celulézy. NejduleZitéjsi enzymy produkované
mikroorganismy pro degradaci pektinovych latek jsou pektinlydza, polygalakturonaza
a pektinmetylesteraza. Pektinlyaza katalyzuje degradaci pektinu trans-eliminaci a uvolfiuje
nenasycené galakturonové kyseliny. Polygalakturonaza je hlavnim enzymem podilejicim se na
fermentaci kavy. Katalyzuje hydrolyzu a-1,4 glykosidickych vazeb na kyselinu pektovou
(kyselinu polygalakturonovou). Methylesterdza pektinu je zodpovédnd za deesterifikaci
methoxylové skupiny pektinu za vzniku kyseliny pektinové a methanolu. Vybér startovacich
kultur je klicovy, tyto kultury urychluji degradaci slizu, ale musi mit i toleranci viici stresu
béhem fermentace, schopnost potladit rlst patogennich hub a pozitivni vliv na senzorickou
kvalitu kdavy. V pfipadé, kdy fermentace probihd nad doporu¢enou dobu, mohou
mikroorganismy vytvaret nezadouci latky zplsobujici pachuté a neptijemné aroma. Jedna se
hlavné o kyselinu propionovou a maselnou, které by se zde mély vyskytovat v koncentracich
mensich jak 1 mg-mL™. Kromé nich vznika i ethanol, kyselina octova a dalsi vy$si karboxylové
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kyseliny. Nedostatecné fermentovana zrna m{iZou obsahovat zbytky slizu a velké mnoZstvi
cukrt, které zabranuji vysychani a vytvareji prostredi pro rozvoj nezadoucich mikroorganisma.
Samotny proces fermentace méni sloZzeni pritomnych aromatickych a chutovych sloucenin
a mnozstvi vody v zrnech. Mikrobidlni aktivita a rozsah fermentace urcuji koncentrace volnych
cukr@ a volnych aminokyselin, které nasledné béhem prazeni pfispivaji k tvorbé Maillardovych
sloucéenin (Haile, 2019; Janne Carvalho Ferreira, 2023).

Studie Kwak et al. (2018) se zabyvala fermentaci zelenych kdvovych zrn po dobu 24
hodin tfemi druhy kvasinek. Ziskané hodnoty byly porovnavany se vzorky, jez byly pouze
namoceny v obycejné pitné vodé. Pfi kvasinkové fermentaci doSlo k vyraznému zvysSeni
antioxidacni aktivity, stejné jako ke zvySeni celkového mnoiZstvi polyfenold a flavonoida.
U senzorickych testl byla akceptovatelnost fermentovanych kdvovych zrn nizsi nez kontrola
pro své ovlivnéni aroma a chuti kavy, na druhou stranu 39 % hodnotitell upfednostnovalo
fermentovanou kavu. Pfijatelnost miZe souviset s pfitomnosti riznych tékavych sloucenin po
kvaseni. Tito hodnotitelé nepocitovali negativni aroma a chut. Prijeti této kavy spotrebiteli by
se mohlo zvysit s vedomim vysokého antioxidacni aktivity a obsahu fenolickych sloucenin,
které se z kavy uvolfiovali po prazeni. BEhem fermentace dojde k oslabeni silné vazanych
fenolickych sloucenin v bunééné sténé, coz usnadnuje jejich extrakci po prazeni. | kdyz
u kavové fermentace je nejzadanéjsi odstranéni slizu, lze vyuzit i zvySeni funkénosti kavovych
zrn. To lze i posilit macenim v ovocnych extraktech, ve kterych lze také provadét fermentaci.
Diky tomu se mohou kavova zrna stat obohacenymi funkénimi potravinami. Po 24hodinové
fermentaci doSlo u vSech vzorkl ke sniZzeni pH. U kontrolnich vzorkl byl pokles zplsoben
uvoliovanymi organickymi kyselinami a fermentaci pfirozené se vyskytujicich bakterii
mlécného kvaseni v kavovych zrnech. Zvysené mnozstvi flavonoidd je zpisobeno preménou
nerozpustnych fenolickych sloucenin na rozpustné flavonoidy béhem fermentace. | kdyz je
nutno podotknout, Ze vznikalo vice rozpustnych fenolickych latek nez flavonoida.

3.5 Cibetkoviti

Celed cibetkoviti (Viverridae) se tadi do tFidy savcd, ¢eledi $elem. Kromé cibetek se do
této Celedi radi dale Zenetky, ovijeci, fosy, nandinie a pucholy. Cibetkoviti se vyznacuji stihlym
protdhlym télem sdlouhym ocasem, kratkymi nohami, delSim krkem a zaspicatélym
Cenichem. Pfibuznosti jsou blizko hyendm a kockam, oproti kterym maji delsi ¢enich a vice
zub(. Vétsina cibetek ma na téle podélné rady skvrn. Jednd se o vSeZravce, ktefi se Zivi malymi
savci, ptaky, jeStérkami, bezobratlymi Zivocichy a také plody strom{ a ovocem. Existuji druhy
pozemni, stromové i ¢astecné vodni, pricemzZ se vyskytuji v lesich, pousti i v savané. Doba
traveni cibetek trva 12-36 hodin (Burnie, 2002a).

3.5.1 Ovijec skvrnity

Vees

v jizni, vychodni a jihovychodni Asii. Pfirozené se vyskytuje v mirnych a tropickych lesich, ale
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Ize ho zahlédnout i v parcich, pfiméstskych zahradach, plantazich a ovocnych sadech. Dorusta
do délky 43-71 cm s vahou 1,5 az 4,5 kg a dozZiva se od 15 do 20 let. Mezi charakteristické
znaky patfi hunaty ocas, hnédosedd barva kozichu s ¢ernymi pasy na hrbeté a tmavymi
skvrnami na bocich a oblicejovd maska. Na rozdil od ostatnich cibetek ma ovijec vice
specializované zuby pro vSeZravou stravu, ostatni druhy konzumuji pfevdzné maso. Jeho zuby
jsou slabsi, Spicaté a trhaky pro trhani masa jsou méné vyvinuté. Pobyva prevdiné na
stromech, kde se Zivi plody, hlavné fiky. Dale do jeho jidelni¢ku spadaji pupeny trav, hmyz,
krysy, rejsci, mysi, drlibez a ptdci, semena, vejce, plazi, Sneci, Stifi a dalsi. Stravou se
prizplsobuji prostiedi, avSak preferuji bobule a duznaté ovoce. Vybird si jen ty nejlepsi
a nejzralejsi plody, zatimco ostatni nechava na pozdéji. To plati i o kavovych bobuli, kdy sbird
jen ty nejzralejsi tre$né. Casto ho Ize také spatfit, jak si pochutnavd na zkvaené palmové §tavé
(Burnie, 2002a; Nelson, 2013).

3.5.2 Cibetka africka

Cibetka africka (Civettictis civetta) je no¢ni Selma Zijici v savanach a lesich jizni a stfedni
Afriky. Nejcastéji ji lze nalézt podél fi¢nich tokl, do suchych oblasti se vydava jen zfidka.
V dospélosti vazi 12-15 kg a méri 60-90 cm. Primérna délka Zivota je 15 az 20 let. Stejné jako
ovije¢ skvrnity je cibetka africka vSeZravec, ktery se Zivi predevSim ovocem, mrSinami,
hlodavci, hmyzem, vejci, plazy a ptaky. Maji velké Siroké stolicky, které jsou vhodné k drceni
a trhani, ¢ehoz vyuzivd i k lovu, kdy kofist lovi pouze celisti. Oproti ostatnim ZivocCichim je
schopna jist i jedovaté ¢i chutové nevabné jidlo, jako jsou mnohonozky, zkazené mrsiny nebo
kuliby (Stychnos). Charakteristickymi znaky jsou velké zadni koncetiny, nizko poloZend hlava
s obli¢ejovou maskou, kratka hriva na zadech a télo stfibrné az krémové barvy s hnédocernymi
skvrnami (Shalu, 2000).

3.6 Slon indicky

Slon indicky (Elephas maximus) se fadi do tfidy savcl, fadu chobotnatcl a celedi
slonoviti, do kterého se fadi pouze tfi zndme druhy slond. Mimo slona indického se jedna
o slona afrického a slona pralesniho. Jedna se o skupinového Zivocicha vyskytujiciho se v jizni
a jihovychodni Asii. Dosahuje délky az 3,5 metru a hmotnosti 2-5 tun, pricemz u slond se
projevuje vyrazny pohlavni dimorfismus. Kly se u samic vlibec nevyskytuji. DozZiva se az 60 let,
pficemz roste po cely svij Zivotni cyklus. Délka Zivota slona je znacné ovlivnéna opotiebenim
zub(, které se postupné opotrebovavaiji diky rostlinné stravé, kterou jedi. Pokud jsou viechny
sady zub( opotfebeny, slon nemdzie pfijimat potravu a zemfe. Ziji v savané, v tropickych
stalezelenych lesich, listnatych lesich, kfovinnych lesich a na pastvinach. V tlamé maji velké
hiebenité stolicky pro stolicky pro zpracovani hrubé potravy, jako je, kdra, listi, vétve, trava a
ovoce. VétSina jeho potravy se skldda zluSténin (Fabaceae), trav (Poaceae), ostfic
(Cyperaceae), palem (Palmae), prySce (Euphorbiaceae), teSetldku (Rhamnaceae)
a slézotvarych (Malvales). Sloni béhem pfijmu potravy vytrhavaji velké trsy travy, odlamuji
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vétve, strhavaji kdru, vyvraceji stromy z kofend, ¢imZ znacné se znacné méni charakter
prostiedi dle velikosti populace slonG. V minulosti plocha obyva slonem indickym dosahovala
9 miliond ¢tverecnich kilometrd, dnes tato plocha cini pouhych 500 000 kilometra ¢tverecnich
vzhledem k soutéZeni s lidmi o pGdu a takté? je zarazen do Cerveného seznamu IUCN jako
ohrozeny druh (Burnie, 2002b; Karkala, 2016).

3.6.1 Travici trakt slona

Trdvici trakt slona se sklada z ust s chobotem, hltanu, jicnu, jednoduchého Zaludku,
tenkého a tlustého streva, slepého stfeva, konecéniku a fitniho otvoru. Do gastrointestinalniho
systému se ddle zapoijuji stolicky, jazyk, slinné Zlazy, jatra a slinivka bfisni. Sloni maji aktivni
slinnou amyldzu a lysozym, zatimco aktivita slinné peroxidazy je velmi mald az nulova. Sliny
ddle obsahuji zvyseny obsah mocoviny, coZz naznacuje recyklaéni mechanismus bakterii
a prvoka v travicim traktu pro své metabolické procesy. Jicen je kratky, s Uzkou dutinou, ktera
je potazena hlenovymi Zldzami. Zaludek je jednoduchy vak valcového tvaru, ktery je schopen
pojmout az 76,6 litr( zpracované potravy u dospélé samice slona asijského. V Zaludku nejsou
zadné glukagonové bunky, ale obsahuje endokrinni buriky, které jsou imunoreaktivni vici
peptidu YY (PYY). Ve srovnani s jinymi bylozravymi druhy maji sloni kratky stfevni trakt. Slepé
stfevo je hlavni misto fermentace a obsahuje velké mnozZstvi kvasiciho rostlinného materialu
s objemem 90 % 10 litrd. Slinivka brisni priléha ke dvanactniku a ma endokrinni i exokrinni
funkci. Ackoli sloni postradaji Zluénik, Zzlu¢ je nepretrzité vyluéovana a prochazi do tenkého
stfeva vice vyvody. Zlu¢ funguje k zlepsit traveni a vstfebavani lipidd v celém stfevé. Sloni
neprodukuji Zlu¢ové kyseliny, ale Zlu¢ové alkoholy. Travici trakt je uzplUsoben na prichod
velkého mnozstvi méné kvalitni potravy jejich stfrevem v relativné krdtkém casovém obdobi.
To funguje jako kompenzace vUci jejich velikosti, nizSimu poméru povrchu stfev ku objemu
stfev, vétsi velikosti pozienych &astic a vétSimi ztratami fekdlniho bakteridlniho materialu
v dlsledku zvySené fermentace. Asijsti sloni stravi priblizné 40-50 % potravy, k cemuZ nejvice
dochdzi v horni ¢&asti tlustého stfeva. U suchého materidlu dochazi ke strdveni 36-53 %,
u hemiceluldzy k 53 % a u celuldzy k 47 %. Pri¢emz asijsti sloni maji vyssi koeficient stravené
stravy oproti jejich africkym protéjskim, to je dano i delSi dobou denni pastvy oproti africkym
slonlim, coZ mélo pfi vyvoji nejspide vliv i na delsi stfevni trakt slona asijského (Greene, 2019;
Clauss, 2007).
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Fig. 1 Gastrointestinal tract of an African elephant (Loxodonta
africana) (necropsy described in Clauss et al. 2005b). The scale bar
represents 50 cm

Obradzek 1: Travici trakt Elephas maximus, postupné jde za sebou jicen, Zaludek, tenké stfevo, slepé strevo, tlusté stfevo az
ke konecniku (Clauss, 2007)

Dalsi dllezitou casti, ktera vyznamné ovliviiuje vyslednou kvalitu sloni kdvy je stfevni
mikrobiota zvifat. Nejvétsi rozmanitost mikrobioty, u slont indickych v severnim Thajsku, byla
zjiSténa v dospélém véku, zatimco nejnizsi byla u stale kojenych mladat. Po dosaZeni
geriatrického véku, dochdzi znovu ke sniZeni rozmanitosti mikrobioty. Stfevni mikrobioté
mlddat slonli dominuji bakterie rodu Bifidobacterium z ¢eledi Bifidobacteriaceae a bakterie
rodu a Akkermansia. U kojenych slon( jsou taktéz zvySeny taxony fermentujici vlakninu, jako
je skupina Lachnospiraceae NK3A20. U kojenych mladat byla taktéZz vyssi ¢etnost kmene
Euryarchaeota, Actinobacteriota, Verrucomicrobiota, Proteobacteria a Desulfobacterota,
oproti dospélym a dospivajicim slonim, avSak kmen Cyanobacteria, Spirochotau
Armatimonadota a Elusimicrobiota byl u mladat slond nizsi. Na urovni Celedi a rodl byly
taxony z Cceledi Bifdobacteriaceae, Akkermansiaceae, Villonellaceae, Bacteroidaceae
a Butyricioccaceae spolu s rody Bifdobacterium, UCG-008, Olsenella, Akkermansia
a Bacteroides u kojenych slon(i vy33i, ne? u dospélych a dospivajicich. Oproti tomu Celedi
Spirochaetaceae, Paludibacteraceae, Planococcaceae a Gastranaerophilales a rod Solibacillus,
Agathobacter, Lachnospiraceae XPB1014, Treponema byly u kojenych slond niZzsi.
Dominantnimi bakteriemi, které se vyskytovaly mezi vSiemi vékovymi skupinami jsou kmeny
Firmicutes nasledované Bacteroidetes a Actinobacteria. Mladata vykazovala vysokou Cetnost
Actinobacteria a Euryarchaeota a nizkou Cetnost kmenu Bacteroidetes a Spirochete, spolu
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s ¢eledémi Oscillospiraceae a Clostridiaceae. | pres postupny vyvoj z kojeného mladéte na
odstavené a ndasledné dospivajiciho slona na dospélého, byla relativni ¢etnost kmena strevni
mikrofléry velmi podobna. Mikrobiota zdravych dospélych slont by méla byt prakticky stabilni.
Nejdominantnéjsimi celedémi u dospélych a dospivajicich slond byly bakterie
Lachnospiraceae, ndsledované Oscillospiraceae, Clostridiaceae, Christrensenellaceae,
Anaerovoraceae a Rikenellaceae. Stejné tak jsou pritomny prospésné bakterie travici vlakninu
jako jsou kmeny Firmicutes, Bacteroides, Spirochaetota a Actobacteriota a Lachnospiraceae.
U starSich slontd byly hodnoty kmen( Chlorofexi a Euryarchaeota zvySeny, zatimco
Cyanobateria, Desulfobacteria, Fibrobacterota a Bacteroidota byly snizeny oproti ostatnim
skupindm. Na urovni Celedi byly Lactobacillaceae, Xanthobacteraceae, Pseudomonadaceae,
Caloramatoraceae a Micrococcaceae hojnéjsi nez u dospivajicich a dospélych slontd. Na Urovni
rodu byly Lactococcus, Lactobacillus, Garicola, Succinivibrio vyssi u starSich slon, zatimco
Schwartzia, Acinetobacter, Lysinibacillus a Solibacillus byly niisi. Lachnospiraceae jsou
hlavnimi producenty SCFA, zejména butyratu, ktery slouzi jako zdroj Zivin a rGstovych faktort
pro zdravy stfevni epitel a ptispiva také k prevenci zanétd. Celed Oscillospiraceae spolu s rody
NK4A214 byly pravdépodobné schopny vyuzZivat stfevni hostitelské glykany a produkovat
dulezité SCFA, jako je butyrat a jejich metabolity. TaktéZz dominantni byl i rod Sarcina z ¢eledi
Clostridiaceae. Jedna se o produkujici celuldzu s fermenta¢nim metabolismem sacharida.
K prvnim zménam sloZeni mikrobioty dochdzi po zacatku konzumace rostlinné stravy
a odstaveni od mléka. Se zvySenim konzumace vlakniny dochazi i ke zvyseni fibrolytickych
bakterii. Pokles Cetnosti stfevni mikrobioty u starSich slon( je nejspiSe spojen se ztratou
stolicek, kdy dochazi k horSimu mechanickému zpracovani potravy v Ustech a dale i traveni
(Klinhom, 2023).

3.7 Zmény v cibetkové kavé

Studie Ongo et al. (2020) zjistila, Ze pfi prachodu zrn travicim traktem cibetky, dochazi
k castecnému rozkladu bilkovin, diky ¢emuz kdva dostdva svoji typickou chut a aroma. Pokud
se jedna o zrna kdvy Robusta, bylo zjisténo, Ze dochazi ke zvySeni obsahu tékavych latek, oproti
kontrolnimu vzorku o 40 %. Nejvy$si ndrast vykazuji pyraziny, derivaty furanu, fenolické
slouceniny, maltol a dalSi méné vyznamné tékavé latky. U stravenych zrn kavy Arabika,
nedoslo u jedné sady vzorkl ke zvySeni obsahu tékavych latek viibec a u druhé doslo dokonce
oproti kontrolni sadé doslo ke snizeni obsahu tékavych latek na 70 % mnozstvi. Jedina tékava
latka vykazujici narUst ve vSech vzorcich cibetkové kavy byl furfural, ktery vznikd hlavné pfi
degradaci pentézovych cukri béhem prazeni. To potvrzuje hypotézu o hydrolytickém ucinku
v travicim traktu cibetek, kdy dochazi ke stépeni polysacharidl bohaté na pentézové cukry,
jako je arabinogalaktan.

Muzaifa et al. (2020) se zabyvali slozenim Sesti vzork( indonéské cibetkové kavy.
Pramérné obsahy lipidU, proteint, kofeinu a chlorogenovych kyselin ve vzorcich Arabiky Kopi
Luwak v zelenych zrnech byly stanoveny na 12,30 %, 13,36 %, 1,20 % a 3,73 %, zatimco
v prazenych zrnech dosahovaly tyto hodnoty 14,79 %, 13,66 %, 1,10 % a 0,88 %. Celkové
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mnozstvi lipid( bylo stanoveno Soxhletovou metodou pomoci extrakce s hexanem, mnozstvi
hrubého proteinu Kjeldahlovou metodou a obsah kofeinu a chlorogenovych kyselin pomoci
HPLC. Zminény obsah proteint tedy zahrnuje proteiny, peptidy i aminokyseliny. U prdmérnych
prazenych zrn kavy Arabika by se obsah lipidd mél pohybovat v rozmezi 12-18 % a obsah
proteinl vrozmezi 11-13 % pro zelené zrna a 13-15 % pro prazend. Obsah kofeinu byl
v zelenych a praZzenych vzorcich na podobné Urovni, to je ddno jeho teplotni stabilitou, avsak
béhem prazeni mize dochdzet k malym ztratdm kofeinu v dUsledku sublimace. Hodnoty
chlorogenovych kyselin byly nizni oproti primérné kavé Arabika, kdy by zrna méla obsahovat
5,5-8,0 % v zelenych zrnech a 1,2-2,3 % v prazenych zrnech. Chlorogenové kyseliny jsou na
rozdil od kofeinu tepelné nestabilni a béhem prazeni silné degraduji. Samotna rychlost
degradace je ddna podminkami prazeni, kdy pfi mirném prazeni degraduje okolo 60 % a pfi
silném témér 100 % mnozstvi chlorogenovych kyselin. Jedna se o sekunddrni metabolity
kyseliny chinové a ferulové, které se podileji na horkosti a tmavsi barvé kavy. Lipidy, proteiny
a kofein v zelenych a prazenych zrnech byl v rozsahu bézné kavy Arabika.

Massimo F. Marcone (2004) se zabyval vlastnostmi kdvovych zrn Robusta pochazejicich
od ovijece skvrnitého a cibetky africké. Vzorky zrn od obou druhl vykazovaly vyssi droven
Cerveného barevného odstinu a celkovou vétsi tmavost oproti kontrolnim nestravenym
vzorklm. PFi zvétSeni povrchu zrn pomoci elektronového mikroskopu s rozliSenim 10000x byly
pozorovany mikro dllky na povrchu zrn, které byly vytvorené plsobenim Zaludecnich stav
a travicich enzymui. To naznacuje, Ze kyselé latky a proteolytické enzymy Zaludecnich stav
pronikaji endokarpem zrn, kde reaguji s povrchem. Pfi zvétSeni zrn 1000x a 5000x byly
kontrolni vzorky mnohem drsnéjsi, relativni hladkost cibetkové kavy by mohla byt zplisobena
odlupovani vnéjsiho povrchu zrna béhem prlchodu travicim traktem a pulsobenim
peristaltickym pohybem v systému cibetky. Cibetkové zrna byla taktéz tvrdsi a krehdi, coz
naznacuje mozné zmény mikrostrukturalnich vlastnosti, diky vstupu travici $tav do zrn. BEhem
proteolyzy doslo ke vzniku jinych typl produktl v kdvovych zrnech u ovijeCe skvrnitého
a jinych u cibetky africké. To mélo za nasledek vznik rozdilnych produkti Maillardovy reakce,
a tedy i jiné chuti a aroma, coZ bylo dokazdno pomoci elektronického nosu. Zrna prosla
ovije¢em skvrnitym vykazovala vyssi stupen cervenych a Zlutych odstinu, oproti zrndm cibetky
africké, které navic méli zelenéjsi barvu. Rozdil v barvé stravenych zrn byl pozorovan i mezi
dvéma podskupinami africkych cibetek. Dale bylo potvrzeno plsobeni proteolytickych enzymu
cibetky na zrno, kdy doslo ke ztratdm zasobnich proteinl zrn, coz muize vést k aromatickym
a chutovym zménam. Stupen proteolyzy se zaroven lisil mezi cibetkou africkou a ovijeCem
skvrnitym. V cibetkové neprazené kavé bylo dale pozorovdno méné typu kolonii bakterii
a zaroven az o dva rady méné enterickych organismi, oproti kontrolnim neprazenym
vzorkim. U cibetkové kavy bylo i méné koliformnich bakterii, tyto hodnoty mlzou byt
zpUsobeny dikladnym mytim zrn vodou po extrakci z trusu. Kdvové tfesSné zpracovavané
travicim traktem cibetky prochazeji urcitym typem mokrého zpracovani v disledku okyseleni
v Zaludku a ndsledné fermentaci plsobenim ptirozené stfevni mikrofléry. Degradace slizu
plodd kavy v Zaludku cibetky mlGze mit spojitost prekyselenim jejich Zaludku. PFi mokrém
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zpracovani zrn jsou pro fermentaci preferovany bakterie mlé¢ného kvaseni, které jsou i hlavni
kolonizaéni bakterie vtravicim traktu cibetek, coZz by mohlo mit spojitost s jejich
charakteristickou chuti.

3.8 Predeslé studie hodnotici sloni kavu

Studie Thammarat et al. (2018) se zabyvala identifikaci tékavych sloucenin a ur¢enim
specifickych marker( ve sloni kdvé s pouZitim Static headspace plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii a chemometrickym vyhodnocenim. Pomoci této metody bylo ve
sloni kavé identifikovdno 78 tékavych sloucenin patficich do 13 chemickych tfid, véetné Sesti
alkoholt, péti aldehydd, jedné karboxylové kyseliny, tti esterd, 17 furan(, jednoho furanonu,
13 keton(, dvou oxazol(i, ¢tyr fenolickych sloucenin, 14 pyrazinQ, jednoho pyridinu, osmi
pyrroll a tfi slou€enin obsahujicich siru. Kromé toho byly stanoveny Ctyfi potencidlni
diskriminacni markery kavy ze sloniho trusu, véetné 3-methyl-1-butanolu, 2-methyl-1-
butanolu, 2-furfurylfuranu a 3-penten-2-onu. Studie zkoumala sloni kdvu se vzorkem
nedigestované kavy ze stejné plantaze. Navrhovand metoda muzZe byt uziteCna pro ovérovani
pravosti kavy ze sloniho trusu a kontrolu kvality. Pro analyzu SHS byla zvolena teplota extrakce
80 °C s dobou méreni GC-MS po dobu 60 minut. U kazdého vzorku bylo méreni provadéno
v hexaplikatu. Relativni standartni odchylky pro stanoveni 78 tékavych sloucenin ve vzorcich
se pohybovaly v rozmezich 1,8-15 %. VSechny vzorky vykazovaly podobné profily tékavych
latek, coz podporuje tvrzeni vyrobce, kdy mély byt vSechny vzorky ze stejné plantaze. Piky
detekované na GC-MS chromatogramech byly identifikovany na zakladé srovnani jejich
hmotnostnich spekter s databazi NIST 14. Hlavnimi slouceninami nalezenymi v obou sadach
vzorkd kavy byl aceton, methylpyrazin, furfural, 5-methylfurfural a 2-furanmethanol. Kava ze
sloniho trusu a kontroly maji podobny profil, vykazuji stejnych 78 tékavych sloucéenin, coz
ukazuje, Ze Zaddné jedinecné slouceniny sloni kdva, analyzovanou pomoci soucasného pfistupu
SHS GC-MS, nevykazovala. Srovnanim relativnich ploch pik(i obou sad vzork( bylo zjisténo, Ze
pét sloucenin s nejvyssSim priimérem této hodnoty v kdvé ze sloniho trusu je 2-furanmethanol
(15,9 %), aceton (12,6 %), furfural (6,22 %), methylpyrazin (5,28 %) a 5-methylfurfural (5,21
%). Tyto hodnoty se bliZily hodnotdm kontrole. Analyza ostatnich slou¢enin ukazala relativné
nizsi mnozstvi 49 tékavych slouéenin v kavé ze sloniho trusu, zatimco 29 slouéenin vykazovalo
vySSi mnoiZstvi v kdvé ze sloniho trusu nez v kontrolach. Dle kritéria p-hodnoty <0.01 45
tékavych sloucenin v kavé ze sloniho trusu a kontrole se vyrazné lisi. Prvni tfi chemické tfidy
s nejvysSim % RPA v kavé ze sloniho trusu jsou furany (34,8 %), pyraziny (22,9 %) a ketony
(18,8 %). Presto poskytuji p-hodnotu > 0,01, kterd se nevyznamné lisi od kontrolnich dat.
Pokud jde o viechny identifikované slouceniny, sedm chemickych tfid se vyznamné lisi (p-
hodnota <0,01), véetné aldehyd(, estert, pyrroll, pyridind, alkoholl, fenolickych sloucenin
a oxazolU. Vybér markerl pro sloni kavu byl proveden pomoci jednosmérné ANOVA analyzy
a T-statistiky. Na zakladé oneway ANOVA se 45 tékavych sloucenin vyznamné liSilo mezi kavou
ze sloniho trusu a kontrolami a Ize je pouZit jako markerové slouceniny. Dale byla pouzita T-
statistika, metoda pro testovani vyznamnosti dvou populaci, k hodnoceni tékavych sloucenin
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ve slonim trusu a v kontrolnich skupinach. Tento pfistup vedl ke stejnému poctu (45)
sloucenin, jako byl ziskan z jednoho zplisobem ANOVA. Podle t-hodnot patfi mezi 8 nejvyse
hodnocenych (10 % proménnych) sloucenin 3-methyl-1-butanol (-18,5), 2-methyl-1-butanol (-
14,6), 3-penten-2- jeden (-13,0), 2-furfurylfuran (-12,5), furfurylmethylether (-9,91), 2-methyl-
2-cyklopenten-1-on (-9,18), 2-methylbutanal (8,96) a 3-methylbutanal (8,30), které byly
vybrany jako potencidlné dobré markerové slouceniny pro kdvu ze sloniho trusu. Relativni
plocha vSech tékavych latek v kontrolni sadé byla vétsi nez plocha téchto latek ve sloni kavé.
To bylo nejspiSe dano trdvenim a fermentaci zrn v gastrointestindlnim traktu slonu.
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Obradzek 2: Grafy moZnych markerd pro sloni kdvu (Thammarat, 2018)

Jedina studie, ktera se zaméfila na méreni podobnych charakteristik, jako tato diplomova
prace pochazi od Haile et al. (2020), kdy porovnavaly antioxidac¢ni aktivitu a tékavé slouceniny
vzorkd kdavy, které byly pripravené mokrym (WP) a suchym zplUsobem (DP) zpracovani
a nasledné byla porovnavana se sloni kdavou (EP) v prazeném i neprazeném stavu. Spolu
s antioxidacni aktivitou byl méren celkovy obsah fenold (TPC), celkovy obsah flavonoidl (TFC)
a celkovy obsah taninG (TTC). Antioxidacni aktivita byla mérena pomoci metody pohlcovani
radikald 2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) a metodou FRAP, kdy se méti redukujici sila
pUsobici na Zelezity iont. Vzorky EP obsahovaly 2-hydroxymethylpyrrol, 3-methylfuran, 2-
methylfuran, 2-ethyl-3-methylpyrazin a 2-hexanolové slouceniny. Tyto latky byly nalezeny
pouze u vzorkd EP kdvy, ¢imzZ by se mohlo jednat o potencionalni markery plivodu. Hodnoty
TPC byly nalezeny ve vyrazné vétSim mnozstvim ve EP kavé oproti WP a DP kave, pficemz jeho
hodnota se sniZovala s rostouci teplotou prazeni. Pfi svétlém praZeni tato kdva dosahovala
14,08 GAEmg/ml kdvového extraktu. Vyssi hodnoty TPC ve EP kavé mUze byt dana prlichodem
trdvicim traktem slona, kdy na néj pUsobi rGzné latky, které mohou degradovat molekuly

evvs

dédno tim, Ze pfi mokrém zpUsobu dochazi Cinnosti bakterii a kvasinek k fermentacnim
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procestim a produkci kyseliny, alkohol( a enzymu, které zvysuji obsah antioxidant( a fenol(
v kavé. Nejvyssi hodnoty TTC vykazovala oproti ostatnim vzorkim EP kdva pfi svétlém
a tmavém stupni prazZeni, zatimco DP vykazovalo nejvy$si hodnotu TTC mezi vzorky pfi
stfednim prazenim se EP kdavou na druhém misté. Mirné vyssi hodnoty vykazovala EP kava
oproti DP a WP i v TFC. Vzorky DP i WP dosahovaly pfi vSech urovnich prazeni podobnych
hodnot. Hladina TFC ve vzorcich se stupném prazeni klesala. Pfi svétlém prazeni WP, DP a EP
kava dosahovaly hodnot 7,05, 6,99 a 8,27 QE mg/ml kdvového extraktu. U DPPH aktivity doslo
k poklesu hodnot ze zvySujicim se stupném prazeni. Pfi svétlém prazeni bylo procento inhibice
DPPH 39,74 % u EP kdvy, coZ bylo nejvice oproti vzorkim DP a WP kavy. Pfi stfednim prazeni
nejvyssich hodnot dosahovaly vzorky DP, nasledované WP a EP kdvou, pricemz rozdily byly
minimalni. Pfi tmavém prazeni EP kdva vykazovala znovu nejvyssi hodnoty aktivity vychytavani
radikalt DPPH, ale rozdily byly opét minimalni. Tékavé slouceniny byly ur¢eny pomoci statické
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. Bylo identifikovano okolo 37 tékavych
sloucenin kyselin, alkoholl, aldehyd(, amid(, esterd, etherd, furanl, furanon(, ketond,
fenoll, pyrazint, pyridin(i, heterocyklickych N a funkénich tfid pyrrold. Jednou z nejhojnéji
vyskytujicich se latek byl 2-furanmethanol, kdy vétsi mnozstvi bylo nalezeno v WP, nez DP a EP
kavé. Konkrétné 7,54; 4,11 a 4,76 mg/| kdvového extraktu ze zrn. Druhou nejvice zastoupenou
latkou byla kyselina octova s koncentraci 2,38, 4,17 a 3,10 mg/| kdvového extraktu v EP kavé,
WP a DP. Koncentrace 2-methylpyrazinu byla nizsi ve vzorcich EP kdvy a DP nez ve vzorcich
WP, konkrétné 1,20, 2,74 a 3,86 mg/| uvarené kavy. Mnozstvi pyridinu bylo 1,33,1,75a 1,74
mg/l uvarené kdvy ze zrn EP kavy, WP a DP. Prlmérné koncentrace 2,6-dimethylpyrazinu ve
EP kavé, WP a DP byly 1,20, 0,92 a 1,48 mg/I. WP kava (2,01 mg/l) méla vyssi obsah furfuralu,
dvakrat vyssi nez u varené EP kavy (0,87 mg/l) a DP (1,08 mg/l). Koncentrace 2-methylbutanalu
byla ve EP kavé a DP 0,52 mg/l a 0,43 mg/| uvarené kavy, pricemz u WP detekovan nebyl. Kava
EP, WP a DP méla 1,21, 1,37 a 1,46 mg/| 2-ethylpyrazinu ve varené kavé, vdaném poradi. WP
kdva méla 2,93 mg/l 2-methyltetrahydrofuran-3-onu. V kavé EP a DP vsak 2-
methyltetrahydrofuran-3-on detekovan nebyl. EP kava obsahovala jako jedina tyto slouceniny:
2-hydroxymethylpyrrol (0,11 mg/l), 3-methylfuran (0,10 mg/l), 2-methylfuran (0,08 mg/l), 2-
ethyl -3-methylpyrazin, (0,06 mg/l) a 2-hexanol (0,03 mg/l). Celkova koncentrace furanu byla
10,94, 6,25 a 5,34 mg/| kdvového extraktu pri oSetfeni WP, EP kdvy a DP. Celkova koncentrace
pyrazinU byla u EP kdvy 3,59 mg/l, WP 4,78 mg/l a DP 4,22 mg/I. Ziskané hodnoty byly
zpracovany analyzou hlavnich sloZzek (PCA) a hladina vyznamnosti byla ziskdna pomoci ANOVY.

4 Metodika

4.1 Vzorky kavy

Vzorky konvencni kdvy Arabika (péstované v Pang Khon, Thajsko), cibetkové kavy
Arabika Kopi Luwak (Bali, Indonésie) a kavy Black Ivory pochazejici ze slon(i (Thajsko) byly
zakoupeny od komerénich distributor(l (Cajovy dychanek, Dobrovice, Ceskd republika; Johny's
coffee, Omice, Ceskd republika a spoleénost Black Ivory Coffee). Vzorky byly vybirany na
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zakladé co nejvétsi vzajemné podobnosti s ohledem na geneticky (kdva Arabika), ale
i geograficky ptvod (jihovychodni Asie — tedy Thajsko a Indonésie). Pokud vime, Black Ivory
Coffee Company v Thajsku je jedinym celosvétovym distributorem sloni kavy, zatimco
distribuce cibetkové kavy je témér vyhradné omezena na Indonésii.

4.2 Priprava vzorkua

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny testy vyuZivaly extrakty pripravené postupem
popsanym v této ¢asti. Vzorky kavy byly namlety kdvovym mlynkem Silvercrest SKMS 150 A1.
Mnozstvi 100 mg jemné mleté kdvy bylo smichano s 10 ml horké vody (100 °C), ponechano
stat po dobu 5 minut, vortexovano po dobu 1 minuty a odstfedéno. Vzorky byly skladovany
p¥i -20 °C.

4.3 Chemikailie, Cinidla a standardy

2,2'-Azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH), 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina (ABTS), 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), 6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox), sodna sl fluoresceinu
(FL), ¢inidlo Folin-Ciocalteu (F-C), peroxodisiran amonny (APS) a standardy analytické Cistoty
kofeinu, kyseliny chlorogenové, kyseliny gallové, kyseliny skoficové a kyseliny kavové byly
ziskany ve spole€nosti Sigma—Aldrich (Praha, Ceska republika). Rozpoustédla a kyseliny
analytické kvality, véetné methanolu (MeOH), acetonitrilu (ACN), kyseliny octové (AA) byly
zakoupeny od spole¢nosti VWR (Praha, Ceska republika). Cinidlo Folin-Ciocalteu byl ziskan od
Penty (Praha, Ceska republika).

4.4 Antioxidaéni aktivita in vitro
4.4.1 Inhibice DPPH radikalu

Schopnost vzorkl kavy inhibovat radikdl DPPH byla stanovena mirnou modifikaci dfive
popsané metody (Sharma, 2009). Kazdy vzorek byl pfipraven v 96-jamkovych mikrotitracnich
destickach pomoci dvojnasobné tedici fady (100 pul v MeOH). Nasledné bylo do kazdé jamky
pridano 100 pl ¢erstvé pripraveného 0,25 mM DPPH v roztoku MeOH, ¢imz se vytvofil rozsah
koncentraci od 4,9 do 5000 pg/ml kazdého vzorku (konecny objem 200 pl). Takto pfipravené
vzorky byly udrzovdny ve tmé pfi laboratorni teploté a absorbance byla méfena po 30
minutach pfi 517 nm pomoci Synergy H1 reader (BioTek, Winooski, USA). Trolox byl pouZit
jako pozitivni kontrola v koncentracich 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 254 a 512 pg/mL.
Vysledky byly vyjadieny jako poloviéni maximalni inhibi¢ni koncentrace (ug/ml IC50) a poté
prepocteny na ekvivalenty Troloxu (ug TE/mg kavy).

4.4.2 Test ekvivalentni antioxidacni kapacity Trolox (TEAC)

Antioxidacni test TEAC byl stanoven mirnou modifikaci vylepSené metody odbarvovani
radikdlovych kationtl ABTS, kterou dfive popsal Re (Re, 1999). Radikal ABTS byl vytvoren
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smichanim 5 ul ABTS (7 mM) s 500 ul APS (245 mM) a inkubaci roztoku pfes noc ve tmé pfi
pokojové teploté. Pred vlastnim experimentem byl radikal ABTS nafedén (na pfiblizné 1 % v/v)
v PBS pufru, dokud nedosahl hodnot absorbance = 0,700 pfi 734 nm. Mnozstvi 10 ul od
kazdého vzorku bylo preneseno do 96-jamkové mikrotitracni desticky. Poté bylo do kazdé
jamky pfiddno 190 pl ABTS radikalu. Desti¢ky byly inkubovany ve tmé pfi pokojové teploté po
dobu 5 minut. Absorbance byla méfena pfi 734 nm. Vzorky kdvy byly testovany v koncentraci
50 pg/ml. Kalibra¢ni kfivka Troloxu byla ziskdna pomoci sedmi koncentraci (0,156, 0,313,
0,625, 1,25, 2,5, 5 a 10 ug/ml; konecnd koncentrace). Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalenty
Troloxu (ug TE/mg kavy).

4.4.3 Test absorbance kyslikovych radikalu (ORAC)

Schopnost vzork( kavy zpomalit rozklad FL indukovany radikalem AAPH byla stanovena
mirnou modifikaci dfive vyvinuté metody ORAC (Ou, 2001). Vzhledem k tomu, Ze jamky co
nejblize okraji mikrotitracni desti¢ky neudrzuji konstantniteplotu jako ty bliZze centru desticky,
bylo do téchto napipetovano pouze 200 ul destilované vody a slouzily pouze jako buffer zéna
pro zbylé jamky (Held, 2005).VSechny reagenty a vzorky byly pfipraveny v 75 mM fosfatovém
pufru (pH 7,0). Kazdy vzorek (25 pl) byl smichdn se 150 ul FL (54 Nm) a inkubovan pti 37 °C po
dobu 10 minut. Pro zahdjeni oxidacni reakce bylo do kazidé jamky pfiddno 25 ul cerstvé
pripraveného AAPH (153 mM). Postupny pokles fluorescence byl méren po 1-minutovych
intervalech po dobu 2 hodin s vinovou délkou absorbance a emise nastavenych na 490 a 519
nm (Ctecka Synergy H1; BioTek, Winooski, USA). Standardni kalibracni kfivky pozitivni kontroly
Troloxu byly vytvoreny v péti koncentraénich drovnich (0,5, 1, 2, 4 a 8 ug/ml). Vysledky byly
vyjadreny jako ekvivalenty Troloxu (ug TE/mg kavy).

4.4.4 Celkovy obsah fenolu (TPC)

Celkovy obsah fenold ve vzorcich kdvy byl stanoveny pomoci mirné modifikované
metody (Singleton, 1999). Od kazdého vzorku bylo odebrano 100 pl, které byly pridany do 96-
jamkové mikrotitracni desticky s vyslednou koncentraci 200 pug/ml. Poté bylo do kazdé jamky
pridano 25 ul Folin-Ciocalteuova Cinidla a okamzité podrobeno orbitdlnimu tfepdani pfi cca.
500 ot./min. po dobu 10 minut. Nasledné bylo do kazdé jamky pridano 75 ul 12% Na2COs
a ponechano 1 hodinu pfi 37 °C ve tmé. Vysledky byly stanoveny spektroskopicky pfi 700 nm
(Synergy H1 reader; BioTek, Winooski, USA). Pro standardni referen¢ni material byla pouzita
kyselina gallova. Jako referencni latka byla pouzita kyselina gallovd, ze které byla pfipravena
10-bodova kalibranéi kivka (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 a 128 pg /ml). Vysledky byly
vyjadreny v ekvivalentech kyseliny gallové (ug GAE/mg kavy).

4.4.5 Celkovy obsah flavonoidu (TFC)

Celkovy obsah flavonoidl byl méren modifikovanou metodou dfive popsanou (Chandra,
2014) . Do 96-jamkovych mikrotitracnich destic¢ek bylo od kazdého vzorku napipetovano 100

29



uL, ke kterym bylo ptfiddno 100 pL 10% chloridu hlinitého. Jako referencni latka byl pouzit
kvercetin) o koncentracich 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 a 128 mg/mL. Po pridani roztok( do jamek byl
roztok inkubovdn po dobu 60 minut pfi pokojové teploté ve tmé. Absorbance byla nasledné
mérena pfi vinové délce 420 nm za poutZiti ¢tecky mikrodesti¢ek Synergy H1. Vysledky jsou
vyjadreny jako ekvivalenty kvercetinu (ug QE/mg kavy).

4.5 Chemické slozeni
4.5.1 HPLC/UV analyza kofeinu a polyfenolu

Kyselina chlorogenova (kyselina 5-O-kafeoylchinova, 5-O-CQA), kofein (CAF), kyselina
gallovd (GLA), kyselina skoficovd (CNA) a kyselina kdvova (CAFA) ve vzorcich kdvy byly
analyzovany s pouzitim dfive popsané metody vyuzivajici HPLC-UV (Tauchen, 2015). Pfistroj
sestdval ze systému Ultimate 3000 jez byl vybaven V/Vis detektorem (ThermoFisher Scientific,
Waltham, USA). Analyty byly separovany na koloné ACE 100A Excel 2 um C18-Amide (150 x
4,6 mm, Advanced Chromatography Technologies Ltd, Aberdeen, Skotsko). Gradientova eluce
byla provedena za pouziti mobilnich fazi A (voda s 0,5% kyselinou octovou) a B (acetonitril
s 0,5% kyselinou octovou) v nasledujicich pomérech (A:B): 96:4 v 0 min, 85:15 v 10 min, 79 :21
v 14 min, 78:22 v 25 min, 59:41 v 34 minut, 0:100 v 38 min, 0:100 v 48 min, 96:4 v51 mia 96:4
v 61 min. Objem nastfiku byl stanoven na 10 ul, prdtok na 1 ml/min a teplota termostatu na
33 °C. Detekce analytl byla provedena v rozsahu vinovych délek 194 a 500 nm. Kvantifikace
byla provedena pfi 260 a 300 nm. Data byla vyhodnocena pomoci softwaru Chromeleon 7.2
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Standardni kalibrac¢ni ktivka kazdého analytu
byla vytvofena v koncentraénim rozsahu 100-2 pg/ml pomoci Sesti koncentraénich bodd (100,
50, 20, 10, 5 a 2 ug/ml). Mnoizstvi 5-O-CQA, CAF, GLA, CAN a CAFA bylo vyjadifeno v % obsahu
v suchém vzorku kavy. VSechny analyzy byly provedeny v triplikatu.

4.5.2 GC-SPME-MS analyza tékavych latek v kavé

Tékavy profil latek byl stanoven SPME extrakci a naslednou analyzou pomoci GC-MS,
dfive popsané Varady et al. (Varady, 2022) a Frankova et al. (Frankova, 2021). VSechny vzorky
byly mérené v triplikatech, kdy do kazdé vialky bylo navazeno 500 mg Cerstvé namletého
vzorku. GC-MS analyza byla provedena pomoci GC pece Agilent 7890A a hmotnostniho
spektrometru 5975C (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) a autosampleru CombiPal (CTC
Analytics AG, Zwingen, Svycarsko). Tékavé latky byly absorbovany na SPME vldkno potazené
kombinovanou DVB/CAR/PDMS fazi (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Vzorky byly kondiciovany
pri teploté 40 °C po dobu 10 minut a nasledné sorbovany 15 minut pfi stejné teploté.
K desorpci tékavych latek doslo na vstupu GC pfi nastavené teploté 230 °C po dobu 10 minut
v splitless rezimu pfistroje. K separaci slozek doslo na HP-5MS koloné (30 m, vnitfni pridmér
0,25 mm, 0,25 um, Agilent, Santa Clara, CA, USA). Jako nosny plyn bylo pouZito helium
s pratokem 1 ml/min. Teplotni program pece byl nastaven na zvySovani teploty ze 40 °C na
teplotu 180 °C s rychlosti 5 °C/min. Po minuté udrZovani teploty 180 °C, se teplota rychlosti 30
°C/min zvySovala na 280 °C. Teplota kvadrupdlu byla udrzovana na 150 °C a teplota iontového
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zdroje na 230 °C. Slouceniny byly méreny ve skenovacim rezimu 45-550 m/z. Tékavé latky byly
identifikovany porovnanim ziskanych spekter a retencnich indexd vypocitanych dle Kovats
(Kovats, 1958) se standardni referencni databazi NIST €. 69 (National Institute of Standards
and Technology) (NIST Chemistry WebBook: Standard Reference Database 69, 1996). Po
prohlidce spektra byly vSechny latky s retenénim ¢asem vétSim jak 25,5 minuty vyrazeny,
jelikoz velikost téchto pikd byla minimalni a nebylo by mozné zcela jisté urcit tyto latky. Obsah
urcenych latek byl vyjadren ve formé procentualni zastoupeni relativni oblasti piku (RPA %),
kde se jednalo o plochu daného piku ku celkové plose pik( vzorku.

4.6 Statisticka analyza

Vsechna data byla ziskana vidy v triplikdtech (GC-MS + HPLC/UV analyzy) a/nebo
v triplikdtech ve trech nezdvislych testech (in vitro antioxidacni aktivita). Statistické
zhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu Statistica 14.0.1 (TIBCO Software) pro
ANOVA analyzu s post-hoc Tukey-ho HSD testem a pro zjisténi korelace mezi signifikantnimi
rozdily. Pro analyzu hlavnich komponent (PCA) byl vyuZit internetovy software MetaboAnalyst
6.0, pricemz vstupni data byla Skalovana pomoci Pareto Skalovani.
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S Vysledky

Vzorky sloni kavy vykazovaly vyrazné nizsi hodnoty DPPH, ORAC, ABTS, TPC a TFC oproti
zbylym vzorkdm, le¢ obsahovaly 2-methylbutanal, 2-methylfuran a 3-methylbutanal, které
nebyly pfitomny v konvencni Arabice. Ve sloni kavé se dale nepodafilo detekovat 2-ethyl-3-
methylpyrazin, 2-ethyl-5-methylpyrazin a 2-ethyl-5-methylpyrazin, které byly ve zbylych dvou
vzorcich pritomné. Z hlediska chemického sloZeni, dosahovala sloni kdva stejné hladiny
kofeinu, jako cibetkova kava, avSak nizsi hodnoty kyseliny chlorogenové oproti zbylym vzorka.
Obsah kyseliny gallové, skoficové a kavové se u vsech tfi vzorkl pohyboval na podobné
hladiné.

5.1 Antioxidac¢ni aktivita

PFi antioxidacni analyze se prace zaméfila na sledovani hodnot DPPH, ORAC, ABTS, TPC
a TFC, kdy ziskané vysledky jsou patrné v tabulce 1. Sloni kdva dosahovala ve vSech téchto
ORAC, 81,84 ug TE/mg pro ABTS, 26,35 ug GAE/mg pro TPC a 1,38 pug QE/mg pro TFC. Naopak
vuci tomu, konvencni vzorek kavy Arabika dosahoval v téchto parametrech nejvyssich hodnot,
mimo hodnoty ORAC, kdy konvencéni kava méla hodnotu DPPH 44,14 ug TE/mg, ORAC 289,990
ug TE/mg, ABTS 125,97 pg TE/mg, TPC 34,91 ug GAE/mg a TFC 2,15 pug QE/mg. Vzorek
cibetkové kavy dosahoval stfednich hodnot, u vétSiny méreni, v porovndni sdvéma
predchozimivzorky. Respektive 32,23 ug TE/mg pro DPPH, 314,19 ug TE/mg pro ORAC, 104,78
ug TE/mg pro ABTS, 32,69 ug GAE/mg pro TPCa 1,73 ug QE/mg pro TFC.

Tabulka 1: Antioxidacni aktivita a celkovy obsah fenoli a flavonoidi (pramér + SD) testovanych vzorki kavy

Druh vzorku DPPH ORAC ABTS TPC TFC

ug TE/mg | MgGAE/mg | upgQE/mg
Konvenéni kava 4414+ 1328 289.99+7593 12597+14.22 3491488  2.15+046
Cibetkové kéva 32.26+7.97 3141947960 10478+1576 32.69+10.64 1.73+0.40
Sloni kéva 19.6742.86  250.85+6035  81.84+7.78  2635+3.08 1.38+0.28

5.2 Chemické slozeni

V tabulce 2 jsou patrné slouceniny zmérené pomoci HPLC/UV. V3echny tfi druhy kavy
dosahovaly podobnych hodnot kyseliny gallové, skoficové a kavové. OdliSovaly se pouze
obsahem kofeinu a kyselinou chlorogenovou. Sloni kdva vykazovala 0,93 % kofeinu, 0,33 %
kyseliny chlorogenové, 0,018 % kyseliny gallové, 0,009 % kyseliny skoficové a 0,017 % kyseliny
cibetkova kava, ale méné nez konvencni kava. Konvencéni kava obsahovala 1,33 % kofeinu
a 0,36 % kyseliny chlorogenové. Cibetkova kdva obsahovala 0,93 % kofeinu a 0,44 % kyseliny
chlorogenové, coz bylo nejvice, ze vSech vzorkd.
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Tabulka 2: Chemické sloZeni (prumér + SD) testovanych vzorkd kavy pomoci HPLC/UV

Druh vzorku Kofein Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
chlorogenova gallova skoticova kavova
%
Konvenéni kava 1.33+0.13 0.36+0.04 0.017 £0.0006 0.011+0.0015 0.020 £ 0.002
Cibetkova kava 0.93+0.07 0.44 +0.03 0.016 £ 0.0001 0.010+0.0004 0.019 £0.001
Sloni kava 0.93+0.03 0.33+0.01 0.018 £ 0.0003 0.009 +0.0001 0.017 £ 0.001

Po provedeni GC-SPME-MS stanoveni se podafilo identifikovat 25 latek. Tyto latky jsou
zaznamenany v tabulce 3. Tfemi nejzastoupené;jsimi latkami ve vzorcich byl furfurylalkohol, 5-
methylfurfural a furfuryl acetdt, které se pohybovaly v rozmezi 14,43 az 32,73 %RPA. Ve
vzorcich cibetkové kava se podafilo stanovit vsech 25 identifikovanych latek. U konvencni kavy
Arabika nebyl detekovan 2-methylbutanal, 2-methylfuran a 3-methylbutanal. U sloni kdvy se
nepodafilo detekovat 2-ethyl-3-methylpyrazin, 2-ethyl-5-methylpyrazin a cyklopenten-1-on.
PFi porovnani sloni kdvy s konvencni, tak sloni kdva vykazovala vy$si hodnotu furfuryl acetatu,
furfurylalkoholu, methylpyrazinu, pyridinu, 3-ethyl-2,5-dimethylpyrazinu, 1-(1H-pyrrol-2-
yl)ethanonu, octové kyseliny, pentan-2,3-dionu a propanové kyseliny. U ostatnich
detekovanych latek byla jejich hladina nizsi oproti konvenéni kavé.

Tabulka 3: Chemické sloZeni (primér + SD) testovanych vzorki kavy pomoci GC-SPME-MS

Cislo Sloucenina Kovatslv NIST Konvenéni Cibetkova Sloni kdva
slouceniny index kava kava
RPA%
1 Furfuryl acetat 996 998 14.46+0.00 20.96+0.56  18.00+0.03
2 5-methylfurfural 968 969 21.21+2.37 14.43+2.23 15.77 £2.25
3 Furfurylalkohol 862 866 30.79+1.95 23.72+4.14 32.73+3.14
4 Furfural 839 829 8.63+0.28 4.65+0.36 7.00+0.62
5 Pyrazin 724 672 0.20+£0.05 0.28 £0.03 0.43+0.03
6 Methylpyrazin 824 824 6.97 £0.21 7.26 £0.56 8.84+1.01
7 Pyridin 737 740 2.68+£0.44 5.65+0.78 6.28 £ 0.06
8 2-ethyl-3- 1008 1000
methylpyrazin 2.69+0.39 7.01+1.06 Nedetekovano
9 3-ethyl-2,5- 1081 1083
dimethylpyrazin 1.94+0.21 2.16 +0.38 3.73+0.63
10 N-Acetyl-4H-pyridin 1024 1038 1.28 £0.13 0.86+0.13 1.13+0.25
11 1-Acetoxy-propan-2-
one 872 876 4.86+0.35 5.12+1.16 3.57+0.38
12 2-methylbutanal 654 656 Nedetekovano 0.64 +0.28 1.18+0.32
13 1-furfurylpyrrol 1194 1162 1.28 £0.13 0.86+0.13 1.13+0.25
14 Furfuryl formiat 909 902 1.63+0.39 1.52+£0.45 1.09+0.17
15 2-ethyl-5- 1003 1004
methylpyrazin 2.69+0.39 7.01+1.06 Nedetekovano
16 D-Limonen 1033 1035 453+0.63 0.41 +0.06 0.82+0.21
17 2-methylfuran 611 603 Nedetekovano 0.64 +0.06 0.94+0.03
18 1-(1H-pyrrol-2- 1067 1063
yl)ethanon 0.37+£0.02 0.44 £0.08 0.46 £ 0.06
19 Octova kyselina 618 602 1.33+0.18 1.14 +£0.19 1.55+0.23
20 2,3-dimethyl-2- 1044 1052
cyklopenten-1-on 0.95+0.16 0.81+0.14 0.67£0.21
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Tabulka 3: (pokracovdni)

21 Pentan-2,3-dion 684 696 0.13+0.02 0.28+0.12 0.30+0.11
22 2-methylbutanovd 878 886,2
kyselina 0.32+0.05 0.36+0.12 0.20 £ 0.03
23 3-ethyl-2-hydroxy-2- 1098 1082
cyklopenten-1-on 0.48+£0.03 0.73+0.02 Nedetekovéno
24 Propanova kyselina 701 702 0.34+0.15 0.21+0.06 0.36 £0.09
25 3-methylbutanal 647 649 Nedetekovano 0.11+0.01  0.185 +0.004

Poznamka; RPA%: procentudlni zastoupeni relativni oblasti piku

5.3 Statisticka analyza

Vramci studie byla provedena PCA analyza hlavnich komponent na hladiné
pravdépodobnosti 95 % (p<0,05), ze které jsou vystupy zpracované ve formé grafu viz obrazek
3 a obrazek 4. V prvnim grafu je patrné rozdéleni vzork(l dle namérenych hodnot do tri
samostatnych oblasti a ve druhém grafu jsou zndzornény jednotlivé ukazatele a mira jejich
zavislosti na uréeni danych oblasti pro skupiny vzorkd. Po provedeni této PCA analyzy, byla
nasledné vylouc¢ena ORAC metoda, kvli odchylce dat, ktera zkreslovala vysledek. To je patrné
i ve smérodatné odchylce ORAC (viz tabulka 1) kdy se pohybovala od 60,35 do 75,93 pug TE/mg.
Ze zbylych ukazatell byla ndsledné vypracovdana ANOVA s p<0,05 a post-hoc Tukey-ho HSD
testem. Celkem se podafilo urcit 5 faktor( se signifikantnim rozdilem. Jednalo se o DPPH
testovani, D-limonen, pyrazin, 2-ethyl-3-methylpyrazin a 2-ethyl-5-methylpyrazin. U DPPH, 2-
ethyl-3-methylpyrazinu a 2-ethyl-5-methylpyrazinu byl signifikantni rozdil mezi viemi tfemi
druhy vzork(. U D-limonenu cibetkova kava, se sloni kdvou spadaly do stejné skupiny, zatimco
konvencni kava, se signifikantné odliSovala a u pyrazinu spadala konvenéni kdva s cibetkovou
do stejné skupiny, zatimco sloni se odliSovala. Hodnoty DPPH pozitivné korelovaly
s antioxida¢nimi stanovenimi ABTS, TFC, TPC (p<0,05). D-limonen koreloval nejvice
s pyridinem, furfuralem, 5-methylfurfuralem, kofeinem a kyselinou kdvovou. Pyrazin v ramci
chemického slozeni silné koreloval s pyridinem, 2-methylbutanalem a skoficovou kyselinou.
2-ethyl-3-methylpyrazin a 2-ethyl-5-methylpyrazne spolecné silné korelovaly vramci
chemického slozeni s kyselinou gallovou, kyselinou chlorogenovou a 3-ethyl-2-hydroxy-2-
cyklopenten-1-onem.
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Obrdzek 3: Graf komponentnich vah PC1 a PC2 dle mérenych ukazateli
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo zjistit zmény v chemickém sloZeni sloni kavy ve srovnani
s kdvou konvencni a cibetkovou. Chemické sloZeni sloni kavy bylo jiz dfive zkoumano dvéma
studiemi. Tyto vSak =zUstavaji velice omezené a vyuZivaji zejména vzorky ziskané
experimentalni formou (Thammarat, 2018; Haile, 2020). Podle naseho nejlepsiho védomi je
tato studie prvni, kterd determinuje chemické sloZzeni komeréné dostupnych vzorkd sloni kavy
(Black Ivory Coffee). Je obecné zndmo, Ze samotné zpracovani kavy, zejména pak prazeni,
muZe mit vyrazny vliv na zmény chemického sloZeni (Wei, 2015; Liao, 2022). Z tohoto divodu
je Zadouci zajistit zelend zrna od vSech vzorkud a nasledné je upraZit za stejnych podminek. Po
predchozi vzajemné komunikaci, nam spole¢nost Black Ivory Coffee odmitla poskytnout
nestravena zelena zrna, a proto nebylo mozné porovnat rozdil mezi zrny pred a po straveni.
Je rovnéz pomérné hojné popsdno i to, Zze zemé plvodu muze vyrazné hrat roli v typickém
chemickém sloZeni daného vzorku kavy (Risticevic, 2008; Akiyama, 2008; Costa Freitas, 1999).
Z tohoto divodu tato studie zajistila vzorky z podobnych oblasti (jihovychodni Asie — Thajsko
a Indonésie).

Jedna se o prvni studii, kterad uplatnila HPLC/UV pro zjisténi chemického sloZeni slonich
kavovych zrn. Sloni kdva, spolu s cibetkovou byla vyrazné chudsi na kofein. Toto zjisténi
odpovida predpokladu, Ze cast kofeinu zrn, spolu s ostatnimi latkami, je absorbovdna ¢i
degradovdna fermentaci v téle zvirat (Thammarat, 2018; Haile, 2020; Ifmalinda, 2019).
Hodnoty kyseliny chlorogenové, gallové, skoficové a kdvové dosahovaly témér stejnych
hodnot a rozdily v jejich obsahu byly minimalni. Nutno podotknout, Ze jejich mnoZstvi v zrnech
se pohybovalo pod 1 %. Studie Pokhrel et al. (2016), kterd zkoumala mnozstvi kofeinu
v konvencni kavé a ¢aji z Nepalu, pomoci HPLC, se v mnozZstvi kofeinu shodovala s daty této
prace, kdy jejich kdva dosahovala hodnot 1,19-1,33 % kofeinu. Dale studie Rubiyanti (2019)
pouzila HPLC pro stanoveni mnozstvi kofeinu vindonéské Kopi Luwak, kde cibetkovd kava
dosahovala 1,13 % kofeinu, tedy mirné vétsi hodnoty nez v pripadé nasich vzork.

DPPH dosahovala nejnizsich hodnot u sloni kavy. Vzorky neméli informace k prazeni, ale
Ize predpokladat, Ze byl pouzit stfedni stupen praZzeni. V tomto pripadé dochazi ke shodé se
studii Haile et al. (2020), kdy nejvyssi stupen DPPH vykazovala konvencni kdva zpracovana
suchou ¢i mokrou metodou a az nasledné sloni kava. Stejny trend byl v minulosti pozorovan
i u cibetkové kavy, kterd vykazovala nizsi hodnotu oproti konvencni kavé (Cheong, 2013).
Hodnota DPPH cibetkové kavy byla vyssi, nez sloni, Ize predpokladat, Zze je to ovlivnéno
rozdilnou dobou traveni zvifat.

Studie Haile et al. (2020) se taktéz zaméftila na obsah TPC a TFC. Pti stfednim prazeni
vykazovala sloni kdva zkoumana Haile et al. o 1-2 mg GAE/mL kavy vyssi hodnoty TPC oproti
konvencni kavé. Podobny trend ndsledoval i u TFC. To je o¢ekavané, diky tomu, Ze flavonoidy
se tadi do fenolU a jsou tedy vzajemné korelované (Mutha, 2021). Obé metody vsak maji
znacné limity. U TPC dochazi k interferenci s ostatnimi latkami (napf. aminokyselinami;
(MacDonald-Wicks, 2006). Metoda TFC je zase striktné zamérend na méreni alkoholovych
forem flavonoidq, tzv. flavonoll (kvercetin, rutin atd.; Pekal, 2014). Vysledky z téchto metod
se tedy musi brat se znacnou rezervou. V této diplomové prdci byl zjistén trend, kdy vzorky
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konvencni Arabiky dosahovaly nejvysSich hodnot a sloni kdva byla na tyto slouceniny chudsi.
Z hlediska ABTS nebyla dostupnad ke sloni a cibetkové kavé zadnd data, ale zmérené hodnoty
nasledovaly trend ostatnich antioxidacnich stanoveni, kdy nejvyssi hodnoty dosahovala
konvencni kdva, nasledovana cibetkovou a nejmensi obsah vykazovala sloni kava. Studie
Kaisangsri et al. (2020) vyhodnocovala ABTS na mnozstvi Troloxu v mg/ml kdvy pro konvencni
Arabiky a Robusty. Zde jim kavy Arabika dosahovaly hodnot 0,361 az 1,019 mg TE/ml kavy.
Pokud prevedeme nami ziskand data, tak hodnoty pro ABTS se pohybuji v mnohem nizsi
hodnotéach, neZ udava studie. Na druhou stranu hodnoty zelenych zrn zkoumané Di Stefano et
al. (2023) a prazenych zrn Acidri et al. (2020) se velmi bliZily nami ziskanym hodnotam.

Pfedchozi studie Haile et al. (2020) porovndvala tékavé latky konvenéni kavy zpracované
suchou a mokrou metodou se sloni kavou. Podafilo se urcit 4 latky, které nebyly pritomny
v konvencni kavé a mohlo by se jednat o potenciondlni markery pdvodu. Jednalo se o 2-
hydroxymethylpyrrol, 3-methylfuran, 2-methylfuran, 2-ethyl-3-methylpyrazin a 2-hexanol. 2-
hexanol, 2-hydroxymethylpyrrol a 3-methylfuran se nepodafilo stanovit ani u jednoho ze
vzork( a 2-ethyl-3-methylpyrazin byl v nasem ptipadé detekovan v konvencnii cibetkové kave,
ale naopak se nenachdazel ve sloni. Této praci se podafrilo taktéz stanovit 2-methylfuran ve sloni
kavé, avsak byl pritomny i v cibetkové kavé. Tedy jeho pritomnost mlze byt spojena
s procesem trdveni. Literatura dale uvadi, Ze se nachdzi ve vétSiné konzervovanych
a zavarovanych potravin, vcetné détské vyzivy, konzervovanych morskych a masnych
produktl a rajéatovych protlakl (Scholz, 2019). Vznik 2-methylfuranu je ddvan ve spojitost
s oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin, kyseliny askorbové, karotenoidd, nebo
tepelnou degradaci redukujicich cukrli a aminokyselin (Stadler, 2017).

Studie Thammarat et al. (2018) stanovila jako potenciondlni markery sloni kavy 3-
methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 2-furfurylfuran a 3-penten-2-on, kdy vSechny zminéné
slouceniny vykazovaly vy$si hodnoty ve sloni kdvé oproti konvencni (viz obrazek 2). Z téchto
zminénych byl v této praci identifikovan pouze 2-furfurylfuran, neboli furfurylalkohol, ktery
vykazoval vy$si hodnoty oproti komercni kavé, avsak diky hodnotam smérodatné odchylky, Ize
fici, Ze dosahoval spiSe velmi podobnych hodnot.

U naSich vzork( sloni kavy se dale nepodafilo detekovat 2-ethyl-5-methylpyrazin
a cyklopenten-1-on. Diky tomu, by se mohlo jednat o potencionalni markery autenti¢nosti
sloni kdvy. 2-Ethyl-5-methylpyrazin byl kromé kavy pozorovén ve sladovém jemenu (Beal,
1994), mase (EImore, 2000) a mélo by se jednat o hlavni latku chuti sezamového oleje (Lu,
2005). Cyklopenten-1-on dle studie Moon et al. (2010) vznika v kaveé z kyseliny chlorogenové.
Kromé kavy byl dale pozorovan napfiklad ve fritovacich olejich (Takeoka, 1996) a byl
pozorovan pfi peceni fenylalaninu s furaneolem v autoklavu pti 180 °C (Baltes, 1988).
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7 Zavér

Praci se podafilo potvrdit hypotézu, ohledné predpokladaného nizsiho mnoZstvi
chemickych latek ve sloni kavé oproti konvencni. Dle predpokladu méla sloni kava nizsi
hodnoty DPPH, ORAC, ABTS, TPC a TFC v rdmci antioxidacni analyzy a nizsi hodnoty kofeinu
a dalSich chemickych latek. Toto je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobeno procesem traveni
zvifete. Porovnanim dat prace s predchozi literaturou, ohledné moznych diskriminaénich
marker(, doslo ke zjisténi, Ze z plivodnich 5 navrhovanych latek byly ve vzorku nasi sloni kavy
nalezeny pouze dvé z téchto latek, pricemz 2-ethyl-3-methylpyrazin se nachazel ve vsech
vzorcich a 2-methylfuran byl stanoven ve sloni i cibetkové kavé, a tedy jeho vznik mlze opét
souviset s procesem traveni. Ve vzorcich sloni kavy nebyl nalezen 2-ethyl-3-methylpyrazin, 2-
ethyl-5-methylpyrazin a 3-ethyl-2-hydroxy-2-cyklopenten-1-on. PFi ovéfovani autentic¢nosti
sloni kdvy by mohla hrat jejich absence zasadni roli pti stanoveni potencionalniho falSovani.
Do budoucna by bylo vhodné provést dalsi studie, které se budou problematikou sloni kavy
dale zabyvat. Bude nutné provést studii s vétsSim mnozstvim vzork( a rozsahlejsim analytickym
pristupem. Idedlni by taktéz bylo ziskat zelena kavova zrna, kterd jsou poddvana slonim
a srovnat jejich chemické sloZeni pfed a po traveni. Zvlastni pozornost by méla byt kladena na
nalezeni a potvrzeni diskriminacnich marker(, které by umoznily spolehlivé rozlisit sloni kdvy
od ostatnich, jelikoz vzhledem kvysoké cené sloni kavy, lze rovnéz ve zvySené mire
predpokladat moznost falSovani této kavy.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

1) SFCA: Mastné kyseliny s kratkym retézcem

2) WP: Mokré metoda

3) DP: Suchd metoda

4) EP: Sloni kdva

5) TPC: Celkové mnozstvi fenolickych sloucenin

6) TFC: Celkové mnozstvi flavonoid(

7) PCA: Analyza hlavnich sloZzek

8) TEAC: Test ekvivalentni antioxidacni kapacity Trolox
9) ORAC: Test absorbance kyslikovych radikalt

10) HPLC: Vysokoucinna kapalinova chromatografie

11) GC: Plynova chromatografie

12) SPME: Mikroextrakce na pevné fazi

13) MS: Hmotnostni spektrometrie

14) Q-TOF: Kvadrupdl spojeny s Time of Flight detektorem
15) DVB/CAR/PDMS: Divinylbenzene/Carboxen/Polydimethylsiloxane
16) 5-0-CQA: Kyselina 5-O-kafeoylchinova

17) CAF: Kofein

18) GAL: Kyselina gallova

19) CNA: Kyselina skoficova

20) CAFA: Kyselina kavova

21) RPA%: procentualni zastoupeni relativni oblasti piku
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10 Samostatné prilohy



