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Seznam zkratek

5-QCA — kyselina 5-kafeoyelchinova

Mucilage - exo a mezokarp plodu kavovniku

GB — neuprazena zelena zrna kavovniku

RC — prazena zrna kavovniku

SCA — Asociace vybérové kavy

EC — espresso

MS — hmotnostni spektrometrie

NMR — nuklearni magneticka rezonance

GC-MS - plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
LC-MS — kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii
CE-MS - kapilarni elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii
CYP450 - cytochrom P450

LC — kapalinova chromatografie

MF — mobilni faze

SF — stacionarni faze

HPLC — high performance liquid chromatography

UHPLC — ultra high performance liquid chromatography

El — ionizace proudem elektront

Cl — chemicka ionizace

ESI — elektrosprej

ES™* - ionizace elektrosprejem v pozitivnim médu

ES- - ionizace elektrosprejem v negativnim modu

MALDI — matrici asistovana laserova desorpce

Q — kvadrupolovy analyzator

SIM - single monitoring

TOF — analyzator méfici dobu letu

QIT — kvadrupodlova iontova past



1 Uvod a cile prace

Kava je po vodé druhym nejkonzumovanéjSim nealkoholickym napojem na svéteé.
Je také jednou z nejvice zkoumanych hospodarskych plodin jejiZz ro¢ni produkce
¢ini pfiblizné 171 mil. 60 kg pytld. Z mnoha druhd k&vovnikd je vSak vyuzivan jen
zlomek. VétSina vypéstované kavy se oznacuje jako komoditni a pouze 3 % jako
vybérova kava. V soucasnosti je kladen velky dliraz na kvalitu a zpracovani kavy,
a to hlavné v souvislosti s tzv. Treti kavovou vinou. Latky obsazené v zelené kave,
stejné tak jako proces zpracovani a pfipravy, maji znacny vliv na senzorické

charakteristiky vysledného Salku.

Tato prace se zabyva v teoretické casti shrnutim dostupné literatury
o problematice kavy, jejiho zpracovani, prfipravy a nasledného hodnoceni
senzorickych vlastnosti. Cilem této prace je stanovit mnozstvi kofeinu v zavislosti
na Case extrakce a pomoci necilené LC-MS metabolomiky urcit latky, které jsou
korelovany s chuti kavy. Znalost téchto problematik maze pfispét k optimalizaci
podminek pfipravy napoje a kvalitativnimu posuzovani vlastnosti bez nutnosti jej

ochutnavat.



2 Sou€asny stav resSené problematiky
2.1 Kavovnik

Kavovnik (Coffea) je stalezeleny kef nebo strom z Celedi mofFenovitych
(Rubiaceae). Do rodu kavovnik spada nékolik desitek druh(, z nichz ekonomicky
nejvyznamnéjsi druhy jsou kavovnik arabsky (Coffea arabica, L.), kavovnik statny
(Coffea canephora, Pierre ex A. Froehner), znamy také jako Robusta a kavovnik
liberijsky (Coffea liberica, W. Bull ex Hiern). VSechny druhy rodu Coffea jsou
diploidni (2n = 22), kromé C. arabica, ktera je tetraploidni (2n = 4x = 44) (Charrier
A. a Berthaud J., 1985). Co do objemu produkce je nejvyznamnéjSi Arabika (60 %)
nasledovana Robustou (40 %). Kavovnik liberijsky je vyuzivan zejména pfi
roubovani Arabiky a Robusty (Davis A. P. a kol., 2007) a v malé mife se pfidava
do smési, ale objem jeho péstovani neni pfiliS vyznamny.

Rod Coffea se vyskytuje v celém tropickém i subtropickém pasu v oblastech
s vysokou vlhkosti a stabilni teplotou do 22 °C, v nadmoiské vysce 200-2000
m.n.m. Robusta roste v nizkych nadmofrskych vySkach, zatimco Arabika preferuje
vy$Si nadmofrskou vysku. NejvySe poloZena farma na svété Finca Takesi v Bolivii,

lezi v nadmofrské vySce 2600 m.n.m.

2.2 Biochemické slozeni

Rostliny obsahuji vice nez 8000 fenolickych sloucenin. Diky nim mohou reagovat
na ruzné formy biotického i abiotického stresu. Mezi nejCasté;jsi patfi vykyvy teplot,
nevyvazeny obsah minerald, nebo napadeni patogeny a herbivory (Monteiro M. C.
a Farah A., 2012). VétSina druht zrodu Coffea obsahuje derivaty kyseliny
skoficové, a to predev§im kyselinu kavovou, p-kumarovou a vanilovou, a jiné
aromatické kyseliny, které vznikaji jako sekundarni metabolity (Stalikas C. D.,
2007). Kyselina 5-kafeoylchinova (5-CQA) je ester, ktery je ve velké mife
zastoupen ve vétSiné druhd zrodu Coffea. Jeji obsah se v listech snizuje
v zavislosti na stafi (Mondolot L. a kol., 2006). Mladé listy C. canephora obsahuji
az 10krat vice 5-CQA, nez staré listy. C. canephora obsahuje feruloylchinové
kyseliny, izomery mono a diesterd CQA. Hydroxycinnamoylchinové kyseliny se
béhem procesu prazeni degraduji na jednodussi fenoly, coz prispiva k horké chuti
napoje (Mondolot L. a kol., 2006).



Pro celou ¢eled Rubiaceae je charakteristicky obsah alkaloid(. PFi jejich
syntéze je zapojeno nékolik podstatnych enzymdu, kterymi jsou kofeinsyntasa,
xanthosin-7-N-methyltrasnferasa, kofeinxanthinmethyltransferasa 1 a 2 (CaMXMT1
a CaMXMT2), a dimethylxanthinmethyltransferasa (CaDXMT1) (Aniszewski T.,
Coffea. Syntetizuje se pouze v mladych listech a nezralych plodech a nasledné
se zde uklada. Syntéza probiha pouze na prvnich listech a horni ¢asti stonku.
Na dalSich listech, stejné tak jako dolni ¢asti stonku, kotyledonu a kofene syntéza
neprobiha (Ashihara H. a kol., 2008). Kofein je metabolizovan v nékolika krocich,
které zahrnuji postupnou pfeménu na theofylin, 3-methylxanthin, xanthin, kyselinu
mocovou, alantonin, Kkyselinu alantoninovou a mocovinu, ktera je nasledné
rozloZzena na oxid uhli¢ity a amoniak. Tento proces je znazornén na obr. 1
(Ashihara H. a Crozier A., 1999). DalSim z alkaloidl je trigonelin jehoz obsah
se pohybuje mezi 0,39 % a 1,77 %. VyS$Si koncentrace trigonelinu byly zméfeny
v C. arabica, nez v C. canephora. Ta naproti tomu obsahuje vice kofeinu

a kyseliny chlorogenové (Ky C. L. a kol., 2001).

Dalsi ze skupiny organickych latek obsazenych v kavovniku jsou
karotenoidy. Ty jsou Siroce zastoupeny ve vSech nadzemnich ¢astech rostliny, kde
se podileji na udrzovani fosfolipidovych membran (Havaux M., 1998). Podileji se
také na ochrané rostlin proti silnému svételnému zafeni a stim spojenym
fotooxidativnim stresem (Ledford H. K. a Niyogi K. K., 2005). VétSina rostlin
v listech uklada [-karoten (Frank H. A. a Cogdell R. J., 1996). Oba druhy
kavovniku obsahuji v listech a-karoten, ktery se bézné v listech vétSiny rostlin
neuklada (Simkin A. J. a kol., 2008). C. canephora obsahuje celkové vice
karotenoidd, nez C. arabica. Bylo dokazano, ze je-li rostlina vystavena stresu
z dehydratace, dojde ke zvySeni transkripce enzymu, zodpovédnych za syntézu
karotenoidd (Simkin A. J. a kol., 2008).
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Obrazek 1 Biosyntéza kofeinu z xantosinu a jeho nasledna degradace v rostlinach

rodu Coffea. Pfevzato a upraveno z (Ashihara H. a Crozier A., 1999)

xantosin N-7-methyltransferasa (7-NMT); methylxantosin nucleosidasa (MXN);
7-methylxantin-N-3 methyl transferasa (3-NMT); teobromin-N-1-methyltransferasa
(1-NMT); S-adenosyl-L-methionine (SAM); S-adenosyl-L-homocysteine (SAH)
xantinedehydrogenasa (XDH).
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2.3 Druhy zpracovani kavy

Zpracovani kavy po sklizni do znaCné miry utvafi vysledné senzorické
charakteristiky kavy. Kava prochazi procesem fermentace a diky pfitomnosti
riznych druht mikroorganismu je vytvafen charakteristicky chutovy profil (Ribeiro
L. S. akol., 2017).

2.3.1 Mokré

Nazyvané téz promyté zpracovani spocliva ve zbaveni zrna exokarpu
a mezokarpu (mucilage) pred vlastnim procesem susSeni. Zrno je spolu
s odstranénymi ¢astmi umisténo do otevienych nadrzi s vodou a ponechano 6-72
hodin fermentovat. Bé&hem této doby dochazi krozpadu a naslednému
rozpousténi zbyvajicich Casti exokarpu pfichycenych k zrnu. Ta jsou nasledné
z nadrze odstranéna a suSena na slunci do dosazeni zbytkové vihkosti 11-12 %
(Ribeiro L. S. a kol., 2018).

2.3.2 Suché

Tato metoda zpracovani, nazyvana téz jako naturalni, je nejstarS$i metodou
zpracovani kavovych zrn. Po sklizni jsou kavova zrna rozprostifena v tenké vrstvé
asusSena naslunci. Béhem této doby jsou zrna obracena, aby doSlo
k rovnomérnému suseni a zabranilo se tak vzniku nezadouci plisné. Tento proces
suseni trva v zavislosti na podminkach 30—-40 dni. Nasledné jsou zrna zbavena
usuSeného exokarpu a mezokarpu (Hoffmann J., 2014, do Carmo K. B. a kol.,
2020).

2.3.3 Honey

Nazyvané téz polopromyté, semi-dry, pulped natural. Tento zplsob zpracovani
jsou hybridem mezi suchym a mokrym zpracovanim. Po sklizni je zrno zbaveno
slupek, av8ak ulpéla mucilage je ponechana a zrna jsou suSena spolu s ni. Dle
zbytkového mnozstvi mucilage pak dale muzeme rozliSovat na white, yellow,
orange, red, purple a black honey. Toto oznaceni v8ak neni nikterak regulovano

a zavisi na uvazeni farmafe (Scholz M. B. D. a kol., 2019).
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2.3.4 Anaerobni

Moderni trendy zpracovani kavy ve snaze dosahnout v Salku co nejlepSi chuti
vyuzivaji rdznych technologickych postupl. Péstitelé a zpracovatelé kavy zacali
pouzivat pfi zpracovani metody, typické pfi vyrobé jinych potravin, a to zejména
zpracovani za anaerobnich podminek, charakteristicky pro mlékarensky, pfipadné
vinafsky prumysl. Plody kavovniku jsou umistény do nadrzi s tlakovymi ventily,
ze kterych je odstranén kyslik. Diky témto extrémnim podminkam probiha
fermentace pouze za pusobeni ur€itych mikroorganismi (zejména Lactobacilus
a Lactococcus) (Zhang S. J. a kol., 2019). Tento zpusob zpracovani zle pouzit
u vSech vySe zminénych metod. Jeho vyuziti je pfedevSim u kavy nizSi kvality

nicméné v soucasnosti je velmi popularni i u vybérové kavy (Cafeimports, 2020).
2.3.5 Bezkofeinova kava

Byly nalezeny nékteré druhy kavovniku, které neobsahuji kofeinsyntasu
(C. charrieriana) (Stoffelen P. a kol., 2008), nebo je u nich produkce kofeinu
vyrazné snizena (C. arabica var. Laurina) (Silvarolla M. B. a kol., 2004). Jejich
péstovani je nicméné narotné a s malym vytézkem. Proto byly vyvinuty
technologické procesy, zajistujici odstranéni kofeinu az po zpracovani nékterou

z vySe uvedenych metod.

Pfima metoda extrakce je zaloZzena na pfevedeni kofeinu do organického
rozpoustédla (ethylacetat, methylen chlorid). Zelena zrna (GB) jsou nejdfive
napafena a poté jsou ponofena do rozpousStédla. Zrna jsou poté vyjmuta
a zahrata, aby doslo k odstranéni zbylého rozpoustédla. Pfi nepfimé metodé jsou
nejprve GB ponofena do vody, do niz jsou extrahovany rozpustné latky véetné
kofeinu. Voda je poté smichana s organickym rozpoustédlem. Po jeho odstranéni
s extrahovanym kofeinem jsou GB opét ponofena do vody, jiz bez obsahu kofeinu.
Tento krok navraci rozpustné aromatické latky zpét do GB. Superkriticka fluidni
extrakce pomoci CO:2 je vyuzZivana pfevazné u méné kvalitni kavy a pouze pro
velka kvanta. Mze byt vyuzita jak pro GB, tak prazenou kavu (RC) (Ramalakshmi
K. a Raghavan B., 1999). Svycarska vodni metoda, pouzivana pievazné
u vybéroveé kavy, nevyuziva zadna organicka rozpoustédla. Pfi tomto procesu jsou

GB ponofena do horké vody.
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Tato voda obsahuje extrakt z GB s odstranénym kofeinem. Diky nasyceni roztoku
aromatickymi latkami, dojde k extrakci pouze kofeinu. Voda s rozpusténymi
latkami je nasledné filtrovana pres uhlikovy filtr, ¢imz dojde k odstranéni kofeinu.
Extrakt je pak znovu misen s GB a cyklus se opakuje po dobu pfiblizné 10 h
(SwissWater, 2020).

~ Semeno (endosperm)
_Silver skin (epidermis)
_Pergamen (endokarp)

_~Duznina (mesokarp)

% Slupka (exokarp)

Obrazek 2 Rez plodem kavovniku a jeho jednotlivé vrstvy (Romcafe, 2020)
2.4 Prazeni kavy

Béhem tohoto procesu dochazi k dilezitému vyvoji chutovych charakteristik.
Ovliviiuje vysledné chemické sloZeni zrna a tim i napoje (Livramento K. G. a kol.,
2017). GB obsahujici 11-12 % vlhkosti. Po vlozeni GB do praziciho pfistroje,
dochazi k odparovani vody (Drying phase). Nedochazi témér k zadné zméné
barvy. Nasleduje stfedni faze (Middle phase). Zde dochazi k vyznamnym
chemickym reakcim, které se podileji na naslednych senzorickych
charakteristikach kavy. Jsou to zejména Maillardova reakce, karamelizace
a Streckerova degradace. Tlak vodni pary a plynad (CO2), kumulované
v intercelularnich prostorach, pfesahne kritickou mez a dojde k naruseni struktury
tzv. first crack. To se projevi zvétSenim objemu. Elektronovym mikroskopem je
mozné pozorovat praskliny (Hu G. a kol., 2020). Pfi fazi vyvoje (Development
phase) se vytvafi nejvice senzoricky aktivnich slou¢enin. Zde se ukoncuje proces

prazeni vybérové kavy. Mize nasledovat second crack. Pfi ném se na povrch zrn
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dostavaji oleje, které negativné ovlivni senzorické charakteristiky kavy (Hoffmann
J., 2020). Nasleduje faze rychleného zchlazeni, aby doS$lo k zastaveni

exotermnich reakci. Jednotlivé faze jsou znazornény na obr. 3.

Dle barvy a délky prazeni rozliSujeme prazeni svétlé (light), stfedni (medium)
a tmavé (dark) (Soares C. M. D. a kol., 2015). U vybérové kavy jsou vyuzivana

predevsim prvni dvé zminovana.

B  Bean Profile

-

"Development Phase"

200}

"Middle Phase"

Temperature (" Centrigade)

First Crack
End Point

"Drying Phase"
100

50|

01:00 02:00 03:00 04:00 05:00 06:00 07:00 08:00 09:00 10:00 11:00

Time (minutes)

Obrazek 3 Prazici kfivka v zavislosti teploty na &asu s jednotlivymi fazemi.

(Pfevzato z 38espresso, 2020)

Maillardova reakce je neenzymatickd reakce hnédnuti mezi
aminoslouceninami a redukujicimi cukry za vysoké teploty (140-170 °C). V prvni
fazi kondenzuji AMK s cukry v glykosamin (1-amino-1deoxy-2 ketosa). Ve druhé
fazi dochazi k izomeraci na Amadoriho produkt. Ve tfeti fazi dochazi fragmentaci
za tvorby meziproduktt (hydroxymethylfurfural, pyruvataldehyd, diacetyl), které
dale reaguiji za vzniku heterocyklickych slou¢enin (melanoidinu). Ty jsou jiz tmavé
zbarveny (Tamanna N. a Mahmood N., 2015). Pfi prazeni kavy je vyznamny vznik
akrylamidu. Tato karcinogenni latka vznika v kavé pfevazné =z asparaginu
a redukujicich cukru. Jeho vysledna koncentrace zavisi na délce prazeni.
Akrylamid se po 10 minutach zacina rozpadat. Jeho koncentrace jsou nizSi
u Arabiky, nez u Robusty (Bertuzzi T. a kol., 2020, Soares C. M. D. a kol., 2015).
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2.5 Vybérova kava

Jako vybérova je oznaCovana kava vysoké kvality z konkrétniho mista pavodu, se
kterou je v celém procesu zpracovani a pfipravy zachazeno dle urcitych pravidel
dle Asociace vybérové kavy (Specialty coffee asociation, SCA) (Carvalho F. M.
a kol., 2020). Hodnoceni kvality provadi specialné vyskoleni odbornici (Q grader).
Pfi hodnoceni zelené kavy je zohledhiovano mnoho faktoru. Ve 350 g vzorku
zelené kavy nesmi byt pfitomny zadné primarni a maximalné 5 sekundarnich
defektl. Po nasledném uprazeni a ohodnoceni senzorickych kvalit (kyselost, télo,
aroma, chut) jsou kavy bodovany na Skale (0—-100). Body jsou ziskavany
v nékolika kategoriich. Vybérova kava musi dosahnout v souctu alespon 80 bodu
(SCA 1, 2020). Vané suché kavy/aroma zalité kavy, vlastni chuté, jejich
rozvinutost a komplexnost. Dale se hodnoti dochut, kterou kava zanechava.
Dalsimi aspekty hodnoceni jsou kyselost, sladkost atélo Salku. Vyvazenost
jednotlivych chuti, jejich konzistentnost a Cistota. Na zavér se hodnoti, zda kava
splfiuje prfedpoklady pro svoji oblast plivodu a mnozstvi defektd v Salku (SCA 2,
2020).

2.6 Priprava

Uprazena kavova zrna jsou pfipravovana dvéma zakladnimi zplUsoby. Napoj
pfipraveny za normalniho tlaku, nebo za zvySeného tlaku. V prvnim pfipadé
dochazi k extrakci hrubégji namletych kavovych zrn, ktera jsou nasledné od napoje
oddélena. Dle zpusobu oddéleni jsou pak rozliSovany jednotlivé metody. Filtry
mohou byt papirové, kovové nebo latkové s riznou velikosti pért i tvarll. Priprava
muze probihat manualné, nebo pomoci automatického prekapavace. Nejznamé;jsi
manualni metody pfipravy jsou zobrazeny na obr 4. P¥i pfipravé je doporucovan
pomér 60—70 g mleté kavy na 1 litr vody v zavislosti na pouzité metodé (SCA 2,
2020, Hoffmann, 2014).
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Obrazek 4 Metody pfipravy filtrované kavy. Zleva Hario V60, Chemex, Aeropress,

Frenchpress (pfevzato a upraveno z Piccoloneexistuje!, 2020)

Extrakce za zvySeného tlaku je vyuzivano u pfipravy napoju na bazi espressa
(EC). Pii této metodé je kava jemné namleta a upéchovana v tzv portafilteru.
Nasledné je kava extrahovana malym mnoZstvim vody pfi tlaku 9 bar (Gloess A.
N. a kol., 2013). Na pfipravu tradi¢niho italského EC je pouzito 7 g kavy a pfiblizné
40 mL vody. Doba extrakce je pfiblizné 25 s (Maeztu L. a kol., 2001).

Moderni postupy pfi pfipravé EC se zaméfuji na pomér hmotnosti mleté kavy
a hmotnosti vysledného napoje, a to pfiblizné v poméru 1:2. 18-20 g kavy
je extrahovano pfi teploté 94 °C, tlaku 9 bar, po dobu 30 £ 5 s. Hmotnost
vysledného napoje je 36-45 g (Hoffmann J., 2014). Senzorické hodnoceni EC
je zaloZzeno jak na vlastnostech napoje (textura, crema), tak na chutovych
a Cichovych charakteristikach (horkost, sladkost, kyselost) (WCE, 2020, Andueza
S. a kol., 2007).

2.7 Metabolomika

Metabolomika patfi do omickych pfistupl ke studiu organismi. Zkouma vSechny
metabolity, podilejici se ha metabolismech v tkanich, burikach i celého organismu
(Roberts L. D. a kol., 2012). Metabolity jsou typické svou malou molekulovou
hmotnosti do 1000 Da. Velkymi molekulami jako jsou proteiny, DNA, nebo RNA se
zabyvaji dalSi omické metody napf. proteomika, nebo genomika. Velikost
metabolomu se odviji od velikosti zajmového organismu a také se méni v Case.

Jeho slozeni dava informaci o aktualnim stavu burnky a vypovida o expresi gend,
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ale i reakci na okolni prostfedi (Musilova J. a Glatz Z., 2011). Urcit celkovy
metabolom se doposud nepodafilo u Zzadného zkoumaného organismu. U dalSich
omickych oborl je tomu jinak (Viant M. R. a kol., 2017). V genomice jsou uréeny
celé genomy mnoha organismu napf. Saccharomyces cerevisiae (Goffeau A.
a kol., 1996) nebo Arabidopis thaliana. Celkovy metabolom je velmi proménlivy
a odrazi funkci jednotlivych molekul. Latky, jako jsou sacharidy, mohou byt
zastoupeny vV relativné vysokych koncentracich (mmol). Specifické signalni

molekuly mohou byt zastoupeny pouze v fadu jednotek molekul.

Metabolomicky ,fingerprinting“ je analyza velkého mnozZstvi metabolitd
uvnitf bunky tzv. endometabolomu. Oproti tomu, metabolomicky ,footprinting*
je analyza metabolitl vné bunky tzv. exometabolomu. Obé& analyzy se daji
pozorovat specialnimi metodami, které jsou rychlé, ale nemuseji byt kvantitativni.
Metabolicky ,profiling“ identifikuje a kvantifikuje zajmové slouceniny z urcité
specifické skupiny chemickych latek, nebo jako soucasti metabolickych drah.
Metabolomicka ,target analyza se potom zaméfuje pouze na konkrétni zajmové
metabolity (Villas-Bbas S. G. a kol., 2005).

Cytoplazma

Metabolom

endometabolom @ [l ® } / \

"fingerprinting” metabolomické profilovani cileny metabolom
exometabolom [l @ M

"footprinting”

@ intracelularni metabolit @ absorbovana Zivina @ sekretovany metabolit @ neabsorbovatelna slozka

Obrazek 5 Zakladni metabolomické pfistupy. Pfevzato a upraveno z (Musilova J.
a Glatz Z., 2011)
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2.7.1 Cilena a necilena metabolomicka analyza

PFfi metabolomickych analyzach se vyuziva dvou zakladnich postupd, a to cilené
a necilené analyzy. P¥i cilené analyze se vyhodnocuje pfeddefinovana skupina
metabolitl, které jsou jiz chemicky charakterizované, je znama jejich struktura
a funkce a mérené vysledky jsou porovnany s databazemi. Diky tomu nedochazi
ke vzniku artefaktl a je studovana pouze urcitd skupina latek, coz znacné

zmensSuje mnozstvi dat, ziskanych z méfeni (Lu W. a kol., 2008)

Necilena metabolomicka analyza si klade za cil, urcit co nejvice metabolitd,
které se mohou nachazet ve zkoumaném biologickém vzorku (De Vos R. C. H.
a kol., 2007), a to jak metabolitl jiz znamych, tak molekul, které nebyly doposud
charakterizovany. Takto provedena analyza pfinasi velmi rozsahla, komplexni
data, jejichz vyhodnoceni vyZaduje bioinformatické pfistupy. Pfi tomto procesu
je nutné s daty pracovat tak, aby nedoslo ke ztraté, nebo znehodnoceni ziskanych
informaci (Gorrochategui E. a kol., 2016) Latky, které nebyly doposud
identifikovany je potfeba charakterizovat. Data z MS se mohou zpracovat
programy na porovnani spekter a odliSeni od pozadi (MetAlign, XCMS)
(Commisso M. a kol., 2013) a ty poté porovnat s databazemi napf. DrugBank,
MassBank, MetaboLights database (Metabolomic Society, 2020)

2.7.2 Metabolomika v potravinarstvi

Analyza potravin se zamérfuje pfedevSim na stanovovani mnozstvi pfitomnych
skupin (sacharidy, proteiny, lipidy, vitaminy). Diky metabolomickym pfistupiim
je vdak mozné urcit jednotlivé konkrétni sloZky, obsaZzené v potraviné (Wishart D.
S., 2008). Toho se vyuziva u stanovovani kvality potravin a potvrzovani jejich
autentiCnosti. V souCasnosti je vyuzivano metod, analyzujicich rozpustné latky,
spiSe nez nerozpustnych castic. Vyuziva se zejména NMR, GC-MS, LC-MS
a CE-MS. V rajcatech (Solanum lycopersicum) bylo doposud identifikovano vice
néz 60 nepolarnich sekundarnich metabolitl (polyfenoly, flavonoidy, glykosidy)
pomoci LC-MS (Moco S. a kol., 2006).
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Vyuzitim LC byly identifikovany nékteré nové flavonoly v €ervenych hroznech
vinné révy (Vitis vinifera) (Mattivi F. a kol., 2006). Diky témto poznatkim
a postupim je také mozné odliSovat rizné metody pfipravy, skladovani nebo stafi
potravin. S tim se poji také lepSi moznost kontroly Slechténi rostlin a krmiva pro
hospodarska zvifata (Wishart D. S., 2008)

V souCasnosti je tfeba stanovovat nejen latky, které se nachazeji
v potraviné z duvodu kvantifikace, ale také k ureni autenticity a kontroly kvality
produktu. Ve snaze snizit vyrobni naklady jsou potraviny smichavany s raznymi
aditivy umélého nebo pfirodniho plvodu. Tato aditiva obvykle nemaji vliv na
senzorické vlastnosti (chut, viing, barva), mohou v3ak byt potencialnim rizikem
pro konzumenta ze zdravotniho hlediska. Pfidavanim levnéjSiho grepového
do pomeran€ového dzZusu, muze mit na konzumenta negativni vliv, jelikoz grep
obsahuje furokumarinové inhibitory CYP450 (Girennavar B. a kol., 2006). Velmi
Casto také dochazi k falsifikaci napoju, nespravnym uvedenim mista plvodu,
odrudy a stafi (Gougeon L. a kol., 2019). Metabolomicka analyza nachazi vyuziti
také pfi kontrole kvality produktl. Pro spole€nosti, majici vyrobni linky v riznych
Castech svéta je nezbytné zajistit, aby vyrabény produkt mél vSude konstantni
kvalitu. Nap¥. vyrobni linky pivovaru mohou kontrolovat kvalitu jednotlivych varek,
stanovovanim obsahu specifickych latek (laktatu, dextrand, 2-fenylethanolu)
(Almeida C. a kol., 2006)

2.8 LC-MS
2.8.1 Kapalinova chromatografie (LC)
Tato metoda je vyuzZivana pro rozdélovani smési latek na jeji jednotlivé

komponenty. Ty se nasledné dale analyzuji, ¢im dochazi k identifikaci slou€enin
obsazenych ve vzorku. Toho se vyuzZiva napfiklad v klinické biochemii, analyze
léCiv, nebo metabolomice. Jako mobilni faze (MF) je vyuzZivana kapalina, ve které
je rozpustén vzorek. Ta protéka skrz kolonu se stacionarni fazi (SF). Jednotlivé
latky se v koloné zpomaluji a déli podle své afinity k SF. Z kolony potom vychazeji
v retenénim Case, charakteristickym pro danou latku. Vystupem z tohoto rozdéleni
je chromatogram, kde jsou zaznamenany retenéni ¢asy jednotlivych latek (Crouch
S. R. akol., 2019).
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Podle typu SF a MF rozdélujeme LC na dva typy, a to na normalni
a reverzni fazi. Analyza na normailni fazi vyuziva jako MF nepolarni latku (hexan,
tetrachlormethan) a jako SF nejCastéji silikagel. Stfedni prumér poru je asi 8-15
nm. NejCastéjSi velikost CasteCek naplné jsou 3, 5 a 10 ym. Pfi analyze na
reverzni fazi slouzi jako MF polarni latka (methanol, acetonitril, voda, nebo jejich
smés) a jako SF je na kolonu navazana silikatova skupina s riznymi substituenty
nepolarnich latek (nazvy kolony pak vychazeji z délky postranniho fetézce C8,
C18, fenyl) (Crouch S. R. a kol., 2019).

Ke zvySeni ucCinnosti separace je vyuzivan vysoky tlak, kterym je kapalina
skrz kolonu protlacena. P¥i tlaku do 30 Mpa se jedna o HPLC (high performance
liquid chromatography) a pfi tlaku do 100 Mpa o UHPLC (ultra high performance
liquid chromatography). Kapalinovy chromatograf se sestava ze zasobnik
mobilnich fazi, vysokotlakého ¢&erpadla, nastfikového zafizeni (injektoru)
s Sesticestnym ventilem, pfedkolony majici ochranou funkci proti latkdm se silnou
retenci, vlastni analytické kolony a detektoru (obr. 6). Ten mlze byt na principu

spektrofotometru, refraktometru, amperometru nebo MS (Klouda P., 2003).

Mobilni
faze
A

vzorek

!
vysokotlaka

R - vyhodnocovaci
pumpa injektor —bl kolona l——u detektor > "

!

odpad

Mobilni
faze
B

Obrazek 6 Schéma HPLC

V kolonach se analyzované latky déli rGznym zplsobem. V praxi jsou pouzivany
kromé kolon na reverzni a normalni fazi také kolony fungujici na principu vymény
iontd (SCX, Strong Cation Exchange), kolony vyuzivajici hydrofilnich interakci
(HILIC, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) (Crouch S. R. a kol.,
2019).
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2.8.2 Hmotnostni spektrometrie (MS)

Tato analyticka separacni technika vyuziva prevedeni vzorku na ionizovanou
plynnou formu, ktera se nasledné déli podle poméru hmoty a naboje (m/z)
pusobenim elektrického a magnetického pole. Hmotnostni spektrometry
se sestavaji z kapilary pro vstup vzorku, iontového =zdroje, ktery produkuje
ilonizovanou formu analytu, vlastniho hmotnostniho analyzatoru, detektoru

a zafizeni, na kterém je vyhodnocovano hmotnostni spektrum (Klouda P., 2003).

Kionizaci vzorku se daji vyuzit tvrdé a mékké metody. lonizace proudem
elektronu (El) patfi mezi tvrdé ioniza¢ni techniky. Tento proud elektronu, pfedava
svoji energii analytu a dava tak vzniknout radikalim, které vedou ke vzniku
fragmentaéniho spektra. Toto spektrum nasledné slouzi k identifikaci molekuly.
Dalsim typem ionizace je chemicka ionizace (Cl), ta patfi mezi mékké techniky.
Napred je ionizovan plyn (methan, amoniak) a ten nasledné predava svou energii
analytu a tim dochazi k omezeni fragmentace. loniace pomoci elektrospreje (ESI)
je spolu s matrici asistovanou laserovou desorpci (MALDI) v soucCasnosti
nepouzivangjsi technikou pro analyzu biologickych vzorku (Friedecky D., Lemr K.
2012). ESI vyuziva silného napéti (2-5 kV) za atmosférického tlaku. Na hrotu
kapilary se tvofi kapicka a je unasena inertnim plynem (dusik), vlivem odparovani
rozpoustédla dochazi ke zvétSovani povrchového naboje kapiCky a zaroven
k jejimu zmenSovani az dojde ke coulumbické explozi a uvolnéni nabitych Castic.

Tento proces je zobrazen na obr. 7 (Ho a kol. 2003).
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Obrazek 7 Mechanismus ionizace pomoci elektrospreje, (Pfevzato z Ho a kol.
2003)

22



MALDI se vyuziva pro detekci proteinl a makromolekul. Analyt je nanesen na
desku spolu s matrici (organicka kyselina). Na desku je vypalen laserovy paprsek
0 vysoké intenzité, tim dojde k ionizaci matice, ze které naboj pfechazi na analyt.

Cely proces probiha ve vakuu (Zenobi a Knochenmuss, 1998).

Analyzatory jsou soucCasti MS, kde ve vakuu dochazi k separaci iontu
analytu podle m/z (Friedecky D., Lemr K. 2012). Kvadrupolovy analyzator (Q,
quadrupole) je soustava 4 elektrodovych tycCi, na které se pfivadi stejnosmérné
a stfidavé napéti v radech stovek V. Sousedni tyCe maji vzdy opacnou polaritu.
Schéma Q je popsano na obr. 8.

ionty s nestabilni trajektoriii

— — S : ionty se stabilni trajektorii
oty U Ao T

z smefujici na detektor
z iontového zdroje o () —< f

tyCové elektrody s opacnou polaritou

Obrazek 8 Schéma Kvadrupolového analyzatoru. Pfevzato a upraveno
z (Friedecky D., Lemr K. 2012).

Po nastaveni parametrl (intenzita stejnosmérného a amplituda stfidavého proudu)
Ize selektovat pouze ionty o urcitém m/z, které projdou az na detektor, ostatni
ionty vlivem vychyleni na detektor nedopadnou (Klouda P., 2003). Analyzator
pracuje ve skenovacim médu, kde dochazi k pribéznému proméreni elektrického
pole adetekci vétSiny iontd v kratkém c&ase. PFi single in monitoringu (SIM)
dochazi k detekci pouze iontl, odpovidajicim danym parametrim nastaveni
(Friedecky a Lemr K. 2012). V pruletovém analyzatoru, méficim dobu letu (TOF,
time of flight) dochazi ve vakuované (1-2 m) dlouhé letové trubici k akceleraci
iontd pomoci elektrického pole. lon nizSi hmotnosti, majici stejnou kinetickou
energii, jako ion svy88i hmotnosti se bude ve vakuu pohybovat rychleji.
Na detektor umistény na konci letové trubice dopadaji nejprve iont s nizsi
hmotnosti a poté s vysSi. U prlletovych analyzatorl se vyuziva reflektronu, jez
otaci rovinu letu o 180°, diky tomu dochazi k prodlouzeni doby letu a lepSimu
rozliSeni. Kvadrupolova iontova past (QIT, quadrupole ion-trap analyser) ma
pouze dvé tyCove elektrody a jednu kruhovou, které zpomaluji ionty, diky

pfitomnosti helia a po zméné parametrll dochazi k uvolnéni (Klouda P., 2003).
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Analyzatory mohou byt zapojeny i tandemové. Analyza je pak zaloZena
na principu vicenasobné fragmentace v sériové zapojenych analyzatorech. lonty
z iontového zdroje putuji do prvniho analyzatoru, ktery propousti jen nékteré ionty.
Nasleduje kolizni cela, kde se prekurzorové ionty fragmentuji. Tyto ionty nasledné

pokracuji do dalSiho analyzatoru (Crouch S. R. a kol., 2019).

Detektory zaznamenavaji bud, vSechny ionty, bez ohledu na m/z, nebo ty
které m/z dokazou zohlednit. V prvnim pfipadé méfi detektory elektricky proud,
vznikajici pfi narazu iontu na dynodu. Zesilenim elektrického proudu (az 102 krat)
pomoci nékolika dynod za sebou, nebo pomoci channeltronu. (trychtyfovité se

zuzujici dynoda) (Friedecky a Lemr K. 2012).
2.9 Kofein

Synonyma: Thein, Guaranin. Je bila, krystalicka latka. Jedna se o purinovy
alkaloid, derivat xanthinu (1,3,7-trimethylxanthin). Bod tani v bezvodé formé je 238
°C. Jeho rozpustnost je zavisla na teploté. Za normalnich podminek je hife
rozpustny (2 g/100 mL), pfi zvySovani teploty jeho rozpustnost znacné vzrista
(66 g/100 mL pfi 100 °C). Je slabé bazicky a neobsahuje zadna stereogenni
centra (PubChem).

v s

Kofein je metabolitem celé fady rostlin. Nejznaméjsi je jeho vyskyt
v kavovniku (Coffea), podle ¢ehoz dostal své pojmenovani. Dale se ve vétsi mife
vyskytuje v €ajovniku Cinském (Cameilla sinensis, L.), kakaovniku (Theobroma
cacao, L.), cesminé paraguayské (llex paraguariensis, A. St.-Hil.) a kolovniku
zaspicatélém (Cola acuminata, Schott & Endl.). V uvedenych rostlinach se syntéza
kofeinu vyvinula pomoci konvergentni evoluce (Huang R. a kol., 2016). Rostliny
vyuZzivaji kofein jako ochranu mladych pletiv pfed patogeny a herbivory. Crinipellis
perniciosa je houbovity parasit, napadajici mlada pletiva kakaovniku. V téchto
pletivech je koncentrace kofeinu zvySena 7-8 krat (Aneja M. a Gianfagna T.,
2001). Rostliny oSetfené postfikem s obsahem kofeinu nejsou napadany parazity,
nebo na parazity pusobi postfik neurotoxicky (Hollingsworth R. G. a kol., 2002).
DalSi mozZnou funkci kofeinu je ,autotoxicka“ inhibice. Obsah kofeinu v opadanych
listech a semennych obalech uvolnény do pudy, brani semenum v ristu v okoli

materské rostliny (Anaya A. L. a kol., 2006).
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Obrazek 9 Kofein (1,3,7-trimethylxanthin)

2.9.1 Zdravotni ucinky kofeinu

Plsobi jako stimulant centralniho nervového systému (CNS) a je nejuzivanégjsi
psychoaktivni latkou. Jako takovy sniZuje unavu a ospalost (Nehlig A. a kol.,
1992). V prvni hodiné po podani dochazi k zostfeni kognitivnich funkci, schopnosti
reagovat na zmény a zvySeni ostrazitosti (Camfield D. A. a kol., 2014). Funguje
jako antagonista adenosinovych receptoru. Adenosin se kumuluje v neuronech
a po jeho navazani na receptor vzrista odpovéd v podobé unavy (DrugBank,
2020). ZpUsobuje vasokonstrikci, ¢imz zrychluje krevni obéh. V plicich pusobi jako
relaxant hladkého svalstva a ma bronchodilataéni Uc€inek. V ledvinach pusobi
zvySenou diurézu a sekreci reninu (UDelaware, 2020). Je také vyuzivan jako latka
zvysujici vykon ve sportu jak pfi silovych, tak vytrvalostnich sportech oddalovanim

nastupu unavy (Pesta D. H. a kol., 2013).

Vliv kofeinu na prabéh téhotenstvi je neprlikazny a sporny, nicméné se
nedoporucuje prekraCovat davku 200 mg/den. PFi pfekraCovani mize dochazet
k ubytku porodni vahy nebo potratu (Kuczkowski K. M., 2009, Lassi Z. S. a kol.,
2014). U nékterych lidi, ktefi pfijimali pravidelné kofein ve vysSich davkach muze
pfi omezeni konzumace dochazet k abstinenénim pfiznakim jako je bolest hlavy,
nervozita, zvySena unava a neschopnost soustfedit se. PFfi jednorazovém
pfedavkovani (<1500 mg) dochazi k intoxikaci organismu (LDso oralné 10-14 g)
(DrugBank, 2020). Po pFekroCeni této davky dochazi k zesilovani stimulace,
spankovym porucham, bolestem hlavy a buSeni srdce vlivem hypertenze

a celkovému neklidu organismu.
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V mediciné je vyuzivam jako léCivo pfi bronchopulmonarni dysplasii a apnoe u
pred€asné narozenych déti, coz v8ak muze negativhé ovliviiovat spanek,
pfi [éCbé ortostatické hypotenze (IUPHAR, 2020, Schmidt B. a kol., 2007). Byly
studovany jeho vlivy na Parkinsonovu a Alzheimerovu nemoc (Chen J. F. a kol.,
2001). Je vyuzivan jako vedlejsi pfidatna latka s anagetiky proti bolestem svall
a hlavy (paracetamol, ibuprofen) a zvySuje jejich ucinnost o 5-10% (Baratloo A.
a kol., 2016)
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3 Material a metody

3.1 Material
Prazena kavova zrna (Coffea arabica var. Heilroom) ,Sweetshop“ (Squaremile,

Londyn, Velka Britanie), zpracovana promytou metodou byla pouzita na stanoveni
kofeinu. Prazena kavova zrna (Coffea arabica var. Caturra) (Kikafe, Olomouc,
Ceska republika), zpracovana naturalni metodou byla pouzita pro senzorickou

analyzu.

3.2 Chemikalie
Kofein (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), dpHBA (Cambridge Isotope Laboratories,

Inc., Tewksbury, USA), methanol 299,9% (LiChrosolv, Merck, Darmstadt,
Némecko), mobilni faze byly pfipraveny z kyseliny mravenci (Sigma-Aldrich,
St.Louis, USA), 299,9% acetonitril (Cistota LC-MS) (LiChrosolv, Merck, Darmstadt,
Némecko). Lockspray pro MS leucin-enkefalin o 5 ng/uL (Waters, Milford, USA).
3.3 Extrakce vzorkl pro stanoveni kofeinu

Bylo namleto 18 g RC na mlynku Mythos One (Nuova Simonelli group, Belforte del
Chienti, Italie) a utlaCeno v portafilteru silou 14 kg, pomoci automatického tamperu
Puqress Q2 (Barista Technology BV, Amsterdam, Nizozemsko). Vzorky byly
pfipraveny na kavovaru Aurelia 1l (Nuova Simonelli group, Belforte del Chienti,
Italie). Byly pouzity standardni podminky dle SCA (T = 94 °C, p = 9 bar). Frakce
byly odebirany v intervalu 10 s do celkové doby extrakce 60 s. Vzorky jednotlivych
frakci byly prefiltrovany pfes filtr Millipore Nylon 0,45 pm (Millex, Merck,
Darmstadt, Némecko) a uchovan v -80 °C.

3.4 Extrakce vzoru pro senzorickou analyzu

RC byla namleta na mlynku Mythos One (Nuova Simonelli group, Belforte del
Chienti, Italie) a utlaena v portafilteru silou 14 kg, pomoci automatického tamperu
Puqress Q2 (Barista Technology BV, Amsterdam, Nizozemsko). Vzorky byly
pripraveny na kavovaru Aurelia Il (Nuova Simonelli group, Belforte del Chienti,
Italie) pfi tlaku p = 9 bar a dobé extrakce 30 s. Extrakini teplota byla 60, 80, 85,
90, 94, 95 a 100 °C. U jednotlivych extraktl byly certifikovanymi odborniky
ohodnoceny na Skale 1-5 kyselost, sladkost a horkost. Vzorky byly pfefiltrovany
pres filtr Millipore Nylon 0,45 ym (Millex, Merck, Darmstadt, Némecko) a uchovany
v -80 °C.
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3.5 Priprava vzorka po LC-MS analyzu
200 pL vzorku bylo prefiltrovano pfes centrifugacni filtr RC-02 Micro Spin Filter

(Ciro Manufacturing Corp., Deerfield Beach, USA) na centrifuze Micro Star 17
(VWR, Avantor, Randor, USA) pfi 990 G po dobu 3 min. Filtrat byl 100x zfedén do
20% methanolu. Byl pfidan IS dpHBA (vysledna koncentrace 10> M). 150 L bylo

pfeneseno do vialek pro LC-MS analyzu.

3.6 LC-MS analyza
Rozdéleni extraktt bylo provedeno na koloné Acquity UPLC BEH C18 1,7 um,

rozméry kolony 150 x 2,1 mm. UHPLC se skladal z PDA detektoru (Acquity Ultra
Performance), Sample manageru (FTN Acquity UPLC) a pumpy (Quaternary
Solvent manager Acquity UPLC Class H) (Waters, Milford, USA). Kolona byla
udrzovana pfi teploté 30 °C a vzorky pfi 4 °C. Nastfik vzorka byl 3 uL. Byl pouzit
gradient mobilni faze s obsahem 2=99,9%acetonitril a 5 mM kyselina mravenci
v deionizované vodé. Voda byla ziskana z pfistroje Simplicity 185 (Millipore Corp.,

Billerica, USA). SlozZeni gradientu je uvedeno v Tabulce 1

Jednotlivé oddélené latky byly detekovany na hmotnostnim spektrometru Synapt
G2-Si (Waters, Milford, USA). lontovym zdrojem byl ESI. Analyzator byl v sérii
zapojeny Q a TOF. Vzorky pro stanoveni kofeinu byly méfeny v pozitivnim modu
a pro senzorickou analyzu v pozitivnim i negativnim moddu. Nastaveni MS je
uvedeno v Tabulce 2. Data byla zaznamenana v rezimu DDA (Data Dependent

Acquisition).

Tabulka 1 SloZeni mobilni faze s obsahem acetonitrilu a 5 mM kyseliny mravenci

Cas [min] pratok pL /min  Acetonitril [%] Kys. mravenéi [%]

0 250 5 95
0,1 250 5 95

1 250 10 90
12 250 35 65
17 250 70 30
17,5 250 100 0
19 250 100 0
19,5 250 5 95
22 250 5 95
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Tabulka 2 Nastaveni MS pro analyzu vzork(

Parametr Nastaveni
Rozsah méfeni (m/z) 70-1500
Zmlzujici plyn N2
Lockspray leucin-enkefalin (5ng/ul)
Kolizni energie +20eV
Doba méfeni 22 min
Kapilarni napéti 2000 Vv
Teplota iontového zdroje 120 °C
Cone voltage 0,015 kv
Desolvatacni teplota 500 °C
Prutok cone gas 0,5 L/min
Prutok desolvata¢niho plynu 10 L/min

3.7 Analyza a zpracovani dat

Pro stanoveni kofeinu byla sestavena kalibracni fada v rozsahu 0,01 — 100 pmol.

Kofein byl stanoven v jednotlivych frakcich a v referen¢nim napoji metodou

interniho standardu.

Pro analyzu senzoricky aktivnich slouc€enin byly z celkovych 9145 signall
vybrany ty, jejichZ plocha byla >2000. U 833 vybranych latek byla provedena
Spearmanova korelace mezi senzorickym hodnocenim a plochou pikd. Pro
naslednou analyzu byly vybrany ty latky, jejichZz souCet absolutnich hodnot
Spearmanova korela¢niho koeficientu byl vétsSi nez 1,7 a zaroven jejich plocha
byla vétsi nez 25000. Vysledné fetures byly podrobeny manualnimu zkoumani

a byly ur€eny molekularni ionty. U takto vybranych 13 latek byl v programu

MassLynx (Micromass,

a spektra byla porovnana s databazi Metlin.
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4. Vysledky

Cilem bakalafské prace bylo stanoveni mnozstvi kofeinu v riznych fazich extrakce
EC a tim potvrdit nebo vyvratit tvrzeni, ze kofein se extrahuje do napoje pouze ve
specifickych intervalech. DalSi c¢asti prace byla identifikace sloucenin,
odpovédnych za chutové vilastnosti EC a zda se tyto vlastnosti méni v souvislosti

s extrakéni teplotou.
4.1 Stanoveni kofeinu ve frakcich

Pro stanoveni byla pouZzita kalibracni fada kofeinu v rozsahu 0,01 — 100 pmol.

Vzorky byly méfeny metodou interniho standardu.

600

y =4,6672x + 10,294
500

400

30 F——— L

0 20 40 60 80 100
Latkové mnozstvi (pmol)

Graf 1 Kalibra¢ni fada kofeinu metodou interniho standardu dpHBA

Kofein byl stanovovan v 6 frakcich kavy v 10 s intervalech. Mnozstvi kofeinu
ve frakcich se pohybovalo v rozmezi 2,38 mg ve frakci do 33,83 mg a koncentraci
od 1,08 mg/mL do 1,83 mg/mL. Celkové mnozstvi kofeinu ve vSech frakcich bylo
138,48 mg. Jednotlivé hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 3. V referenénim,
nedéleném vzorku EC pfipraveného dle standardu SCA byl obsah kofeinu

52,43 mg coz odpovida koncentraci 1,31 mg/mL.
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Tabulka 3 Koncentrace a mnozstvi kofeinu ve frakcich kavy odebranych v 10 s

intervalech
Cas n [mol] m [g] mgve mg/mL ve r?épr)i?;
[s] frakci frakci [mL]
10 2,82686x%108 5,48947x10° 2,3788 1,8298 1,3
20 1,83343x108 3,56034%10° 19,226 1,3336 16,2
30 1,02795%108 1,99618%10° 29,211 1,1575 43,9
40 7,26799%10° 1,41137x10° 33,826 1,1772 71,9
50 4,66943%x10° 9,06756x107 30,467 1,1419 100,8
60 2,81854x10° 5,47333x1077 23,371 1,081 128,1

Z Grafu 2 je patrné, Ze mnozstvi extrahovaného kofeinu se béhem extrakce

zvysSuje. Ve 40. s dosahne rychlost extrakce maxima a extrakce se zpomaluje.

Koncentrace kofeinu je z poCatku vysoka, vzhledem k malému objemu frakce.

S narustajici dobou extrakce se zrychluje prutok vody a tim klesa koncentrace ve

frakcich, jak je patrné z Grafu 3.

Hmotnost [mg]

-
e
o

-
o
o

60
40

20

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Cas[s]

Graf 2 Zavislost mnozstvi kofeinu v napoji na dobé extrakce. Napoj byl pfipraven z

18 g RC Coffea arabica var. Heirloom pfi standardnich podminkach (T = 94 °C,

p = 9 bar) a celkové dobé extrakce 60 s.
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Graf 3 Zavislost koncentrace kofeinu v napoji na dobé extrakce. Napoj byl
pfipraven z 18 g RC Coffea arabica var Heirloom pfi standardnich podminkach
(T =94 °C, p =9 bar) a celkové dobé& extrakce 60 s.

LC-MS stanoveni kofeinu bylo provedeno metodou interniho standardu dpHBA.
RT kofeinu v MF 99,9 % acetonitril : 5 mM kyselina mravenc¢i byl 5,89 min.
RT dpHBA byl 5,72 min.

191023_xT6 1: TOF MS ES+
_ 5.89 TIC
100 9.99e6

<4+—— Kofein

B

16.92

17.12 18.82

O

Obrazek 10 LC-MS analyza kavy v pozitivnim modu zobrazend jako Total lon
Current (TIC) chromatogram. Separace probihala na koloné Acquity UPLC BEH
C18 1,7 uym (Waters, Milford, USA). Kava byla pfipravena pfi standardnich
podminkach (T = 94 °C, p = 9 bar, t = 30 s). Na pfipravu bylo pouzito 18 g mleté
kavy a hmotnost vysledného napoje byla 37 g.
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Obrazek 11 MS/MS spektrum kofeinu v ES*. Molekularni iont m/z 195,092
[M+H]*, RT byl 5,96 min. Jeho fragment m/z 138,0700. Kolizni energie 20 eV

0 /z

130 140

4.2 Stanoveni senzoricky aktivnich slouc¢enin

Z celkovych 9145 signall ve vzorcich bylo pro analyzu vybrano 13 latek
na zakladé Spearmanova korela¢niho koeficientu. Z téchto latek bylo 6 korelovano
s kyselosti, 6 se sladkosti a 9 s horkosti. Latky jsou uvedeny v Tabulkach 5-7
Chuté spolu byly vyrazné korelovany a nejde tedy jednoznacné urcit, kterou

ze senzorickych charakteristik dana latka pfimo ovlivnila.

Tabulka 4 Extrakéni teplota a senzorické hodnoceni extraktd

Teplota [°C] Kyselost Sladkost Hofkost

60 4 3 1,5
80 4 2,5 2
85 3 3 2,5
90 2,5 3 2
94 3 3 2,5
95 3 3 2
100 2 1,5 4
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Tabulka 5 Detekované latky korelované s kyseloou chuti kavy, fazené dle
Spearmanova korelacniho koeficientu. Extrakce RC Coffea arabica var Caturra
probihala pfi teplotach 60, 80, 85, 90, 94, 95 a 100 °C, atlaku 9 bar. Necilena
metabolomicka LC-MS analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru

s vysokym rozliSenim (Synapt G2-Si, Waters).

Elementarni
RT : . .
m/z . ion slozeni Anotace r
[min]
molekuly
727,3537 13,03 [M-HJ C49H48N204 - 0,879
) Feruloylchinova kys.
367,1035 7,41 [M-H] C17H2009 (izomer)? 0,805
353,0876 4,52 [M-HJ C16H1809 Neochlorogenova kys® 0,805
191,0187 1,52 [M-H] CeHgO7 Citronova kys.? 0,805
481,2446 8,90 [[M-H] C25H3809 - 0,805
679,5126 10,60 [M+H]* C36HesN6Os - -0,879

aPfedbézna identifikace na zakladé MS/MS spekter

bldentifikace na zakladé porovnani s autentickym standardem

Tabulka 6 Detekované latky korelované se sladkou chuti kavy, fazené dle
Spearmanova korelacniho koeficientu. Extrakce RC Coffea arabica var Caturra
probihala pfi teplotach 60, 80, 85, 90, 94, 95 a 100 °C, atlaku 9 bar. Necilena
metabolomicka LC-MS analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru

s vysokym rozliSenim (Synapt G2-Si, Waters).

Elementarni
RT . .
m/z . ion slozeni Anotace r
[min]
molekuly
138,056 1,38 [M+H]* C7H7NO2 - 0,668
559,1117 5,56 [M+H]* C27H18N4O10 - 0,668
353,0876 5,54 [M-HJ C16H1809 Chlorogenova kys.P 0,535

Pravdépodobny derivat

335,0776 8,08 [M-HJ C16H160s kavové kys. (izomer)? 0,535
. Pravdépodobny derivat

335,0772 8,35 [M-H] C16H160s kavové Kys. (izomer)a 0,535

3350772 7,89 [M-H[  CisH16Os Pravdépodobny derivat - 55

kavové kys. (izomer)?

aPredbézna identifikace na zakladé MS/MS spekter

b |dentifikace na zakladé porovnani s autentickym standardem
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Tabulka 7 Detekované latky korelované s hofkou chuti kavy, fazené dle
Spearmanova korelacniho koeficientu. Extrakce RC Coffea arabica var Caturra
probihala pfi teplotach 60, 80, 85, 90, 94, 95 a 100 °C, atlaku 9 bar. Necilena
metabolomicka LC-MS analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru

s vysokym rozliSenim (Synapt G2-Si, Waters).

Elementarni
RT . . .
m/z : ion slozeni Anotace r
[min]
molekuly
679,5126 10,60 [M+H]" CssHesNsOs - 0,767
353,0876 5,54 [M-HJ C16H1809 Chlorogenova kys.2 -0,711
138,056 1,38 [M+H]* C7H7NO2 - -0,767

Pravdépodobny derivat

335,0776 8,08 [M-H] C16H160s kavové kys. (izomer)? -0,767
367,1035 7,41 [M-H  CirHzoOe Fer“"’(?’z'grr‘r']g%‘{,é kys. 0,767
353,0876 4,52 [M-H] C16H1809 Neochlorogenova kys? -0,767
191,0187 1,52 [M-H] CsHsO7 Citronova kys.2 -0,767
481,2446 8,90 [[M-H]7  C25H3809 - -0,767
367,1036 5,93 [M-H] C17H2009 Feruloylchinova kys.? -0,861

aPredbézna identifikace na zakladé MS/MS spekter

b |dentifikace na zakladé porovnani s autentickym standardem

Na zakladé porovnani spekter byly jako senzoricky vyznamné latky urCeny
kys. citronova, chlorogenova a neochlorogenova. Dale pak kys. feruoylchinova
a jeji izomer.

[A] [B]

Obrazek 12 Kyselina feruoylchinova [A], chlorogenova [B] a [C] citronova
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Nejvy8si hladiny latek korelovanych se senzorickymi charakteristikami byly
nejCastéji v extraktu pfipraveném pfi nejnizsi teploté (60 °C). Pouze v jednom
pripadé (CssHesNeOs) byl trend opacny a koncentrace této latky stoupala se
vzrustajici teplotou extrakce.

191023_xTO_neg 113 (1.482) 2: TOF MSMS 190.96ES-
100- 111.0089 5.39e4
O OH
X
OH
HaC CHjy
Kys. citronova
191.0570
RS
87.0093
1 1
Coo 112.0120  127.0404 ' |192.0615
67.0197 83.0488 | | 93,0358 110-9870 155 !0320 173.0452191.0239(
0 T T \‘ T T T T ‘\ T + ‘\ ‘ T - “ + 202.98%8

T T SASAIARAA AR RN b e e e e T2
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 10

Obrazek 13 MS/MS spektrum kys. citronové v ES". Molekularni iont m/z 191,0570
[M-H] ,RT byl 1,48 min. Jeji fragment m/z 111,0089. Kolizni energie -20 eV

191023 _xTO_neg 406 (5.553) 2: TOF MSMS 353.06ES-
) 2 1.78¢6
100 191.0583
o
Ho ) oH
HO OH
OH
=
192.0614
]
193.0623 y ! !
o 71.0140 85.0306 93,0358 135.0458 161.0256 |/ 216.0597 2961478445 0876 353.0864 iz
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

60 80 100 120 140 ‘ léO ‘ léO 260 220 240 ZéO 280 300 320 340 360
Obrazek 14 MS/MS spektrum kys. chlorogenové v ES-. Molekularni iont

m/z 353,0864 [M-H]" ,RT byl 5,55 min. Jeji fragment m/z 191,0583. Kolizni energie
-20 eV
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Sladka
Kysela
Horka
C12H14N2044
Chlorogenova kys
C36HesNsOs
Feruoylchinova kys.
Derivat kavové kys.
Feruoylchinova kys. (izomer)
Neochlorogenova kys
Citronova kys.
CZSH3809
Derivat kavové kys.
Derivat kavoveé kys.
C27H18N4010
CagHagN,04

Obrazek 15 Korelaéni heatmapa senzorickych charakteristik (chuti)
a detekovanych metabolitd, které byly nejvice korelované s chuti kavy.
Je zobrazena Spearmanuv koeficient pofadové korelace. Zelena barva zobrazuje
pozitivni korelaci, &ervena negativni korelaci chuti s obsazenymi latkami

se senzorickou aktivitou

Z Grafu 4 [A] a [B] je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci kys. citronové
se zvy$ovalo hodnoceni pro kyselost. Cim byla v extraktu niz$i koncentrace kys.
citronové, tim vyraznéjSi byla horkost napoje. Z Grafu 4 [C] je patrné, Ze pfi

vysoké koncentraci byla horkost velmi nizka
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Graf 4 Hodnoceni senzorickych vlastnosti
kyselosti [A], sladkosti [B] a horkosti [C]
u kys. citronové, v zavislosti na ploSe.
Napoje byly pfipraven z 18 g RC Coffea
arabica var Caturra, pfi teplotach extrakce
60, 80, 85, 90, 94, 95 a 100 °C a tlaku 9 bar.
Extrakty byly déleny na reverzni fazi
na koloné Acquity UPLC BEH C18 1,7 uym
(Waters, Milford, USA).
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5 Diskuze
5.1 Obsah kofeinu

Kofein v napoji byl stanoven v raznych extrakénich €¢asech a jeho koncentrace

byly porovnany se standardné pfipravenym EC.

Stanoveny obsah v kofeinu v EC byl pfiblizné 50 mg, coz také odpovida
riznym zdrojum, které uvadéji obsah kofeinu mezi 50-100 mg v 30-60 mL napoje
(Caffeine info, 2020, USDA, 2020). Toto mnozstvi je velmi proménlivé a zavisi na
druhu kavy, mnozstvi pouzité RC, hrubosti mleti, dobé extrakce, mnozZstvi

vyextrahované kavy (Severini C. a kol., 2017).

Navzdory obecné rozSifené informaci, Ze ristretto, tedy mala kava
neobsahuje témé Zadny kofein a také informaci, Ze kofein se z kavy extrahuje az
po urCitém Case (Dokonala kava, 2020), ho tento napoj obsahuje pomérné velké
mnozstvi. Stava se, Ze barista (osoba pfipravujici kavu) nabidne ristretto, jako
napoj s nizkym az zadnym obsahem kofeinu. Pro osoby citlivé na kofein, nebo
napf. pro kojici to mize byt znaénym rizikem. Spravné by mélo byt ristretto
extrahovano stejné jako EC (25-30 s) s tim rozdilem, Ze napoj ma mens$i objem
(CoffeeGeek, 2020). Z vysledku je patrné, Ze pfi zachovani Casu extrakce bude
obsah kofeinu minimalné podobny. V téhotenstvi se doporuCuje neprekraCovat
davku kofeinu 200 mg/den (Kuczkowski K. M., 2009). Tato davka sice neni
obsazena v jednom EC, nicméné muze dojit k mylnému predpokladu,
Ze konzumaci ristretta kofein nepfijmeme a konzumovat pak dalSi napoje, které jiz
kofein obsahuji. U hypersensitivnich lidi muze kofein vyvolat alergickou reakci
(Sugiyama K. a kol., 2015), hyperaktivitu, bolesti hlavy a nespavost (Yang A.
a kol., 2010).

Resenim by mohlo byt, zastavit extrakci kavy velice brzy, po 10-15 s,
pfipadné nechat odtéct prvnich 60 s a pouzit az nasledné Casti extrakce, nebo
pouzit uz jednou extrahovanou kavu. Takovy napoj by uz ale nemél pozadované
senzorické vlastnosti a byl by v rozporu se zdsadami pro pfipravu vybérové kavy
(SCA 3, 2020). Dalsim feSenim muze byt pouziti bezkofeinové kavy. Ta by méla
byt pfipravovana dle standardid SCA. Bylo by tedy nutné mit k tomu uzptsobené

vybaveni, a to pfedevSim separatni mlynek. Bezkofeinova kava, je-li zbavena
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kofeinu chemickou cestou, mize obsahovat chutové nepfijemné latky
(Ramalakshmi K. a Raghavan B., 1999).

5.2 Senzorické charakteristiky

Senzoricky aktivni slou€eniny byly vyhledavany v extraktech pfipravenych za
rizné teploty (60-100 °C). Obsazené latky detekované pomoci necilené LC-MS
analyzy byly nasledné korelovany se senzorickym hodnocenim skupiny

certifikovanych odborniku.

Pfi stanovovani latek, majicich vliv na chut bylo ureno celkem 13 latek.
VétSina z nich byla nalezena v extraktu pfi 60 °C, pfestoze doporuCovana teplota
pro pfipravu EC je 94 °C (Buratti S. a kol., 2017). To mlze souviset s vyrazngjsi
polaritou senzoricky aktivnich latek a také s jejich teplotni stabilitou. PFi vysSich
teplotach dochazi k extrakci SirSiho spektra latek, které se navzajem ovliviuji
a také ktermickému rozpadu. Produkty rozkladu pak maji jiné senzorické
vlastnosti nez puavodni. Chut kavy pfipravené pfi nizké teploté byla velmi plocha.
Ve velkém mnozstvi byla zastoupena kyselina citronova. Tato kyselina ma velky
vyznam na vnimani kyselosti napoje (Jham G. N. a kol.,, 2002). Jeji obsah
v napoji se pohybuje mezi 0,3 az 1,1 mg/mL (Khamitova G. a kol., 2020Db,
Rodrigues C. I. a kol., 2007). Pouziva se také jako umélé aditivum do riznych

napoju, ke zvySeni kyselosti a jako konzervant.

DalSi z detekovanych latek byly kyselina chlorogenova a neochlorogenova.
Tyto polyfenolické latky jsou ve velké mife zastoupeny v GB. Jejich obsah
jel,1g-6,5gnal00g (Cheng K. a kol., 2019, Monteiro M. C. a Farah A., 2012)
a pfi prazeni se jejich obsah snizuje. (Cheng K. a kol., 2019, Monteiro M. C.
a Farah A., 2012). Ve 14 g RC je jejich obsah 33 mg. (Khamitova G. a kol.,
2020a). do napoje se extrahuje pfiblizné 1,8 - 2,3 mg/mL (Khamitova G. a kol.,
2020b, Vilas-Boas A. A. a kol., 2020). Béhem procesu prazeni vznikaji z kyseliny
chlorogenové melanoidiny a laktony. Tyto latky jsou spojovany s horkou chuti a
jejich mnozZstvi zavisi na stupni prazeni. Cim déle je kava prazena, tim vice vznika

latek zpusobujicich hofkou chut' (Cangussu L. B. a kol., 2020).
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Kyselina chlorogenova je latkou, ktera pfi urcitych koncentracich zesiluje vnimani
sladkosti a snizuje vnimani horkosti. Jeji obsah je tedy v kavé zadouci, pfedevsim
u svétle prazené vybérové kavy, jsou jeji koncentrace vysSi (Upadhyay R.
aMohan Rao L. J., 2013). Kyselina feruoylchinova patfi mezi vyznamné
antioxidanty spolu s dalSimi derivaty kyseliny chinové, pficemz konzumaci kavy je
pfijimano mnozstvi téchto latek. Extrahované do napoje jsou pak dostupnéjsi nez
v potravinach (Cheng K. a kol., 2019, Tomac I. a kol., 2020). Jeji obsah v kavé se
pohybuje kolem 0,05 mg/mL (Jeon J.-S. a kol., 2017)
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6 Zaver

V teoretické Casti této prace jsou shrnuta fakta tykajici se kavovniku a jeho
fytochemického sloZeni, ato predevSim u vyznamnych latek kofeinu a kyseliny
chlorogenové. Dale je popsan zplUsob zpracovani kavovych zrn jak zelenych, tak
jejich nasledné zpracovani do podoby prazené kavy. Dale je zde popsano vyuZiti
metabolomickych postupt pfi ur€ovani kvality potravin a LC-MS analyza. Jsou zde
shrnuty poznatky o kofeinu a jeho fyziologickych a zdravotnich ucincich.
Experimentalni ¢ast se zabyvala analyzou kofeinu a senzoricky aktivnich latek
v kavé. Cilem bylo stanoveni mnozstvi kofeinu v kavé v zavislosti na dobé
extrakce. Vysledky vyvraci mytus o malém obsahu kofeinu v napoji pfipraveném
béhem prvnich 20 s extrakce. DalSim cilem bylo stanoveni slou€enin, které maiji
vyznamny vliv na vyslednou chut napoje a zda je jejich obsah zavisly na teploté
extrakce. Z vysledkd vyplyva, Ze napf. kyselina citronova a chlorogenova maji
ziejmé vliv na vnimani kyselosti. Neznama latka s elementarnim sloZzenim
CssHssNeOs potom pravdépodobné ovliviiuje vnimani hofkosti. Oba vySe popsané

cile prace byly uspésné spinény.
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