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Souhrn

V soucasné dobé je kdva velmi intenzivné studovana z dlvodu jejiho pozitivniho vlivu na lidsky
organismus. Mnoho studii poukazuje na antioxidaéni aktivitu kdvy diky pfitomnosti chlorogenové
kyseliny a produktim Maillardovy reakce, které vznikaji v pribéhu praZiciho procesu. Kava také
obsahuje derivaty xanthinu — kofein, theobromin a theophylin, diky nimz ma tento ndpoj stimulac¢ni
efekt. Cilem této prace je srovnani chemického slozeni kavy typu espresso pfipravené ze Ctyr rliznych
prazZicich stadii kdvovych zrn (lehce, stfedné, tmavé prazené a preprazené) pomoci kombinace
ultratc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (UPLC/MS?;
hmotnostni spektrometr sionizaci elektrosprejem a hybridnim analyzdtorem typu kvadrupdl -
detektor doby letu) ve spojeni s pokro¢ilym zpracovanim dat. Sest nalezenych latek (signal@ v MS
spektru) bylo na zakladé porovnani obsahl v jednotlivych vzorcich a PCA analyzy navrieno na
specifické markery jednotlivych stadii prazeni. Markery s hodnotou m/z rodi¢ovskych iont 773,3184
a 660,3337 nam umoznuji jednoznacné odlisit espresso pfipravené z lehce a stfedné praZzenych zrn
od zbylych dvou stadii prazeni. Tmavé prazenou a preprazenou kdvu miazeme zcela odlisit od lehce
a stfedné prazené kavy na zakladé pritomnosti markerd m/z = 319,1897, 388,1887, 552,2884
a 651,3359. Latky shodnotami m/z 773,3184; 660,3337 a 319,1897 odpovidaji derivatim
aktraktylosidli. Ve fragmentacnich spektrech latek s hodnotou m/z rodi¢ovskych iontl 388,1887,
552,2884, 651,3559 byly pozorovany procesy odpovidajici odstépovani aminokyselin. Tyto latky jsou
zfejmé produkty tepelného rozkladu proteini obsazenych v kavovych zrnech a/nebo produkt
Maillardovy reakce — melanoidind.

Vsechny vzorky espressa byly zdroven evaluovany pomoci organoleptické analyzy skupinou 15
lidi (laickych posuzovatel(), kterd hodnotila kyselost, vini, télo, pfichut a celkovych dojem vzorkd

kavy.



Summary

Recently, coffee has been very intensively studied mainly for its positive effects on the human
body. Many studies show a high antioxidant activity of coffee, which is attributed to chlorogenic acid
and products of Maillard reactions that arise during roasting process. Coffee has also a stimulative
effect caused by the presence of xanthine derivatives such as caffeine, thebromine and theophylline.
The aim of this study is a comparison of chemical composition of espresso coffee samples prepared
using coffee beans roasted to different extent (at four different roasting stages - light, medium, dark
and over-roasted) by means of ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometer (UPLC/MS’; a mass spectrometer equipped with electrospray and quadrupole — time of
flight hybrid analyser) in combination with advanced data processing. Six specific compounds were,
based on comparison of their content in particular samples and principal component analysis,
suggested to be characteristic markers of every single roasting stage. Among markers, compounds
providing signals at m/z = 773.3184 a 660.3337 allow complete differentiation of light and medium
roasted samples from others. Dark and over-roasted coffee samples can be distinguished on the
basis of the presence of markers at m/z =319.1897; 388.1887; 552.2884 and 651.3359 from light and
medium roasted coffee beans. Markers m/z 773.3184, 660.3337 belong to group of atractyloside
derivatives. In fragmentation spectra of parent mass m/z 388.1887, 552.2884 and 651.3559 the
neutral losses of amino acids were found. Those signals were ascribed to products of thermal
conversion of coffee proteins and/or melanoidinds. All samples of espresso coffee were also
analyzed by organoleptic analysis. Group of 15 people (non-professional evaluation committee)

evaluated acidity, aroma, body, flavour and total impression.
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1 Uvod

V minulosti byla kdva poZivana predevsim kvili jejim stimulaénim efektlm na lidsky
organismus, které jsou dany pritomnosti derivatd methylxanthinu — kofein, theobromin a theofylin.
Dalsi parametry jako je chut a aroma kavy byly v davné historii méné podstatné. S rozvojem obchodu
a novych technologii je ovsem situace jind a aroma a chut hraji dalezitou roli pfi prodeji této
komodity [1-2]. V soucasnosti je kdva jeden z nejpopuladrnéjsich napojd na svété a pro vice nez 25
milion( farmar( v 50 statech je tato komodita nedilnou soucasti jejich obZivy [1, 3]. SloZeni kdvy je
dlouhodobé vénovana velkd pozornost. Rada studii se napfiklad zabyva hydroxyskoficovymi
kyselinami a jejich estery s kyselinu chinovou [4]. Tyto latky jsou hlavnimi antioxidanty v kavé majici
pozitivni vliv na lidské télo a mohou dokonce chranit organismus pred Alzheimerovou nemoci [5]
a vznikem rakoviny diky blokovani DNA methyltransferazy [6].

V pribéhu prazZictho procesu dochazi ktermalnim rozkladdm ftady latek pFitomnych
v zelenych kdvovych zrnech a vzniku [dtek novych. Vyznamna cast téchto ldtek vznikad tzv.
Maillardovou reakci, coZ je reakce aminokyseliny s karbonylovou skupinou cukru [7]. Tyto zmény se
vyrazné odrazeji na chutovém profilu pfipravené kavy, a proto se na trhu mizeme setkat s kavovymi
zrny v rlznych stadiich prazeni. Obecné muizZeme fici, Ze méné prazena kavova zrna si ponechavaji
vice ovocnou a kyselou chut a se vzrastajicim Case prazeni se tato chut zaéne ménit na hofkou,
vlivem narlstajici koncentrace produktl pyrolyzy. Nazory na nejvhodnéjsi stupen pyrolyzy se
v fadach konzumentd vyrazné lisi. DlleZitd je tedy organoleptickd analyza provedena dostatecnym
poctem hodnotiteld. Pfi tomto posuzovani se vyuZziva vsech smyslu [8]:

e zrak — kvalita pény, barva a konzistence
e hmat—hodnoceni téla kavy (pocit v Ustech) a vlastnosti spojené s hustotou a viskozitou
e chut —kyselost a hotkost

e (Cich —hodnoceni tékavych aromatickych latek

Hlavnim cilem této prace je analyza latek v espressu ptipraveného z rizné prazenych kavovych
zrn Coffea arabica L. pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci kombinovand se
statistickym vyhodnocenim analyzou hlavnich komponent a nalezeni vhodnych chemickych markert

charakterizujicich jednotliva praZici stadia.



2 Teoreticka cast

2.1 Kava

2.1.1 Historie kavovniku a kavy, morfologické zarazeni

Prvni zminky o kavovniku pochazeji nékolik stoleti pfed nasim letopoctem z Etiopie. O objeveni
kavovnikl hovofi legenda o pasacku ovci, ktery pozoroval, jak jedna ovce z jeho stada snédla nékolik
podivnych cervenych plodd (kdvovnikové tfesné). Sdm pasacek po vzoru ovce poté tyto Cervené
plody ochutnal a pozoroval na sobé povzbuzujici Ucinky. Pozdéji se plody dostaly i do mistniho
klastera, kde z nich mnisi vafili odvary. Na moZnost prazit kdvova zrna se ptislo nahodou, kdyZ doslo
k pozaru v blizkosti kavovniku a nékolik plodd lehce ohofelo. Viné ohotelych plodl byla pro
obyvatele pfijemn3, a proto zacali pozdéji umysIné davat kdvové boby do blizkosti ohné. Postupné se
kavovniky dostaly do Arabie (kolem 15. stoleti), kde si je mistni obyvatelstvo pfisné streZilo. Povoleno
bylo vyvazZet pouze ocisténa kdvova zrna, aby nebylo moziné tuto rostlinu vysadit v jinych oblastech.
Teprve koncem 16. stoleti se prvni kdvovniky dostaly do Evropy, ze které byly postupem casu
rozvazeny do kolonii evropskych statl — Holandska (Sri Lanka, Java, Sumatra), Francie (Stfedni a Jizni
Amerika) a Anglie (Indie) [9].

Kavovniky (Coffea) patti mezi dvoudélozné rostliny z ¢eledi morenovitych. Kavovniky jsou kefe
a nizké stromy s rlznobarevnymi plody — cervené, Zluté, oranzové, modré nebo cerné. Kavovniky
mulzeme botanicky dale rozdélit na vice nez 100 rlznych druhl, z nichz ovSsem pouze tfi maji
zemédélsky vyznam [11]:

- kavovnik arabsky (Coffea arabica)
- kavovnik statny (Coffea canephora syn. Coffea robusta)

- kavovnik liberijsky (Coffea liberica)

Kavovnik arabsky

Kavovniky druhu arabika patfi mezi nejvice péstované kavovniky a tvoti zhruba 75% svétové
produkce kavy. Obvykle se péstuji ve vyssich nadmofrskych vyskach (600-2000 metrd nad morem),
péstovani a prvni Uroda se ziskd az po Sesti letech. Chutové se kdvy typu arabika vyznacuji vyrazné

kyselou chuti, kterd se odviji od zpUsobu péstovani, sklizeni a prazeni. Zakladni odrlidou je Arabika



Typica, ze které byly vyslechtény dalsi odridy — Arabika Bourbon, Arabika Caturraje, Arabika Mundo

Nuovoje, Arabika Maragogype, Arabika Pacamara a Arabika Geisba [11-13].

Kavovnik statny

Kavovnik statny, obcas nazyvany kavovnik robusta, neni tak narocny na péstovani jako vyse
uvedeny kavovnik arabsky. Idedlni podminky jsou 200-600 metrd nad morfem se stabiln&jSim
klimatem (24-29 °C). Prvni sklizer u tohoto druhu kavovniku mGzeme ocekavat jiz po 2-3 letech. Kava
pfipravena z Cisté robusty je vyrazné hotka a proto se nehodi k samotné konzumaci a je obvykle
smichdvana s kavovymi zrny kavovniku arabského v urcitych pomérech. Do instantni kavy se pridava
pro vytvoreni husté pény tzv. crema a také pro zvysSeni obsahu kofeinu, ktery ma oproti arabice

dvojnasobny [11-13].

Kavovnik liberijsky

Kavovnik liberijsky se v porovnani s predchozimi odridami péstuje v zanedbatelném mnozZstvi
(Malajsie, zapadni Afrika) z dvod(l vyrazné nahorklé chuti. Jedna se az o 18 metr(i vysokou dfeviny
s velkymi kulatymi plody. V malém mnoiZstvi se pouZivda podobné jako robusta pouze do smési

s arabikou [11-13].

Rozdil mezi jednotlivymi druhy je poznat jiz pti srovnani zrn (Obr. 1) [13]. Kdvové zrnko arabiky je
ploché a protahlé vétSinou se zakfivenou ryhou uprostfed. Zrnko kdvy robusta je vypouklého
a zaobleného tvaru spodélnou ryhou uprostfed. Kdvovd zrna posledniho druhu kavovniku

liberijského jsou vyrazné vétsi se Spicatym koncem a podélnou ryhou uprostred.

Obr. 1: Srovnani morfologie kavovych zrn kdvovniku arabského, statného a liberijského

Liberica  Robusta Arabica

Kromé rozdilG v morfologii se jednotlivé druhy lisi v chemickém sloZeni. V Tab. 1 je uvedeno
chemické slozeni zelenych kdvovych zrn kavovniku arabského a kavovniku statného. Cukerné slozky

jsou prevaziné tvoreny celulézou a polysacharidy obsahujici mandzu, galaktézu a arabinézu. Rada

9



mono- a disacharid(l se v kavovych zrnech vyskytuje i ve volné formé. Z lipid0 stoji za zminku kyselina
linoleova a palmitova, které jsou zde ve vysokych koncentracich. Kyseliny mravenci, octova, mlécna,
vinna a pyrohroznova jsou prevladajici alifatické kyseliny v zelené kavé [14].

Podobné jako u jinych rostlin jsou v kavé vyznamné zastoupeny i mineralni latky, zejména sulfaty
a fosfaty kova alkalickych zemin, pfevainé vapnaté a horecnaté. Zajimavou latkou je trigonelin (N-
methylnikotinova kyselina, Obr.2). Tato latka se v pribéhu prazeni rozklada. Na zakladé sledovani
poméru koncentrace trigonelinu a kofeinu, ktery je teplotné staly, mizZeme urdit stupen praZeni
kavovych zrn [14]. Podrobnéjsi popis chemického sloZeni prazenych kavovych zrn je uveden

v kapitole 2.2.

Tab. 1: Chemické slozeni zelenych kavovych zrn Kavovniku arabského a Kavovniku statného (g/100g)

[14]

Latka Kavovnik arabsky Kavovnik statny
Polysacharidy 46,9 54,4
Sachardza 8,0 4,0
Redukujici cukry 0,1 0,4
Ostatni cukry 1,0 2,0
Lipidy 16,2 10,0
Proteiny 9,8 9,5
Aminokyseliny 0,5 0,8
Alifatické kyseliny 1,1 1,2
Chinové kyseliny 0,4 0,4
Chlorogenové kyseliny 6,5 10,0
Kofein 1,2 2,2
Trigonellin 1,0 0,7
Mineralni latky 4,2 4,4
Tékavé latky stopy stopy
Voda 8-12 8-12

Obr.2: Struktura trigonelinu

\

N*— O

\_/

Trigonelin
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2.1.2 Praiici proces

Ususend zelend kavova zrna jsou nevhodna pro pripravu napoje, z dlvodu jejich tvrdosti,
nevyraznému aroma a chuti a proto jsou zrna upravovana prazenim. Kavova zrna v pribéhu prazeni
méni svou barvu ze zelené na hnédou, coz? je zplsobenou tvorbou hnédych pigmentd, tzv. melanoid(
(melanoidind).

Prazici proces je mozné rozdélit na dvé faze. V prvni fazi (endotermni faze) jsou zelend zrna
pomalu suSena, dokud nedosdhnou Zluté barvy a viné nezacne pfipominat vini popcornu.
V nasledujici fazi, téz nazyvané ,first crack”, dochdzi pfi teploté cca 205°C ke zvétSeni objemu
kavovych zrnu v disledku uvolfiovani plynt (vodni para, CO, CO,) a barva se méni na svétle hnédou.
Nasledné se teplota zvysi na 220°C, pti niZ dojde ke zméné barvy kavovych zrn ze svétle hnédé na
stfedné hnédou, s ubytkem na hmotnosti o cca 13%. V této fazi jiz dochazi k vyrazné pyrolyze latek
obsazenych v zrnech za soucasného uvolfiovani vétSiho mnozstvi oxidu uhli¢itého. PFi prazeni
kavovych zrn do vyssich stadii — stfredné a tmavé (medium a dark roast) dochazi k opakovani celého
praziciho cyklu a tato faze se nazyva ,second crack”. Tato faze probiha nejcastéji pti teploté 225-
230°C a je doprovazena vyraznym uvoliovanim olejli. Délka jednotlivych fazi je proménliva

v zavislosti na v zavislosti na druhu kavovych zrna a vkusu prazice [12, 15-19].

2.1.3 Zpusoby pfipravy kavy

V kazdé zemi muizeme nalézt odliSnosti ve zplsobu pfipravy kavy a v nékterych je tento proces
dokonce Uzce spjat s naboZenstvim. Pfikladem muazZe byt Etiopsky kavovy obrad. V naSich
zemépisnych Sitkach se mizeme setkat se sedmi zdkladnimi typy pfipravy kavy. Prvnim z nich je
pfiprava tzv. Turecké kdvy. Jednd se o spareni mleté kdvy horkou vodou a po celou dobu konzumace
je kavova sedlina v kontaktu s vodou, do které se mohou ddle extrahovat dalsi latky ovliviujici
chutovy projev napoje. Doba vhodna pro extrakci latek s pozitivnimi vlastnostmi na lidsky organismus
byla stanovena na cca 3,5 minuty. Tato délka extrakce se vyuZiva pfi pfipravé filtrované kavy
oznacované jako drip a pfi pripravé pomoci kafetieru (french-press). Pfi pfipravé filtrované kavy je
rozhodujicim faktorem hrubost namleti kavovych zrn. Oproti tomu u french-pressu je kdva louhovdna
po dobu 3,5 minut a po uplynuti této doby je kdva stlacena ke dnu a roztok kavy oddélen. U dalSich
zapotiebi u aeropressu - pristroje ktery byl vynalezen vroce 2005. Princip metody spociva

v pretlacovani vody pomoci vzduchového pistu pres kdvu na filtraénim papiru. S vy3Sim tlakem
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pracuji metody — Moka press a vacuum pot. Princip obou metod je zaloZen na zahtivani vody k bodu
varu a vytvoreni pretlaku, diky kterému dojde k vytlaceni vody pres kavu do horni (odbérné) nadoby.
S nejvyssim tlakem pracuje kavovary, kde je voda pretlacovana pres kavu tlakem 15 bart. Posledni
pomucka pro pripravu kdvy — dZezva, ktera z hlediska procesu pripravy lezi mezi ¢eskou tureckou
kavou a french-pressem. V prvnim kroku je v nddobé karamelizovan cukr a poté pfidana voda a ta
privedena k bodu varu. Nasledné je priddna mletd kadva. Takto pfipraveny roztok je trikrat priveden
k varu a pfi kazdém odstaveni je odstranéna vytvorend péna. Trojndsobnym sparenim kdvy dojde

k jejimu klesnuti na dno nadoby a kava je poté dekantovana do $alkl ke konzumaci [20].

2.2 Latky obsazené v prazenych kavovych zrnech Coffea arabica L.

2.2.1 Tékavé latky v kavé

Vroce 1970 Russwurm popsal vyznam sacharidl, proteinl, peptidd, volny aminokyselin,
polyamin, lipid(i, fenolickych kyselin, trigonellinu a rlznych tékavych latek pritomnych v zelenych
zrnech pro chut a vani kdvy. Naptiklad kyseliny chlorogenové a kofein jsou odpovédné za horkost,
sachardza za barvu, vlni [21].

DuleZitou skupinou latek jsou produkty Maillardovy reakce. Pfi tomto procesu reaguji volné
aminokyseliny s redukujicimi cukry (napf. glukdza, fruktéza) za vzniku Schiffovych bazi. Nasledné
dochazi ke konverzi na aminoketony a aminoaldehydy pomoci Amadori-Heynesova presmyku.
Vzniklé aminoketony a aminoaldehydy mohou dale reagovat rliznymi cestami za tvorby Siroké skaly
latek [22]. Pro priblizeni tohoto slozZitého sledu reakci je na Obr. 3 ukazan vznik
hydroxymethylfurfuralu Maillardovou reakci v pribéhu prazeni.

V literatute se rovnéz uvadi, Ze Maillardova reakce je hlavnim procesem tvorby tékavych latek
v prazené kaveé [23]. Doposud bylo v prazené kavé identifikovano vice nez 800 tékavych latek, z nichz
zhruba 40 je zodpovédna za charakteristickou vini kavy [9]. Nékteré z téchto latek jsou uvedeny

v Tab. 2. [24]
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Obr. 3: Schéma vzniku hydroxymethylfurfu

ralu Maillardovou reakci v kyselém prostiedi
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Tab. 2: Tékavé latky v prazené kavé
Sladka, karamelova viné Sifi¢ita vané

Methylpropanal

2-Methylbutanal

3-Methylbutanal

2,3-Butandion

2,3-Pentandion
4-Hydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furanon (HD3F)

5-Ethyl-4-hydroxy-2-methyl-3(2H)-furanon (EHM3F)

Vanilin

Zemita viiné

2-Furfurylthiol
2-Methyl-3-furanthiol

Methional
3-Merkapto-3-methylbutyl-formiat
3-Methyl-2-butene-1-thiol
Methanethiol

Dimethyltrisulfid

Koufova viiné

2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin
2-Ethenyl-3,5-dimethylpyrazin
2,3-Diethyl-5-methylpyrazin
2-Ethenyl-3-ethyl-5-methylpyrazin
3-Isobutyl-2-methoxy-pyrazin

Ovocna viiné

Guajakol
4-Ethylguajakol
4-Vinylguajakol

Kofenéna viné

Acetaldehyd
Propanal

(E)-B-Damascenon

3-Hydroxy-4,5-dimethyl-3(5H)-furanone(HD2F)
5-Ethyl-3-hydroxy-4-methyl-2(5H)-furanon(EHM2F)
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2.2.2 Latky skupiny kyseliny chlorogenové a laktony kyseliny chlorogenové

Chlorogenové kyseliny (CGA) jsou hlavnimi aromatickymi kyselinami obsazenymi v kavé. Jedna se
o estery (depsidy) kyseliny chinové s trans-skoficovymi kyselinami (kyselina kavova, ferulova a p-
kumarova). Nejbéznéjsi latkou skupiny chlorogenovych kyselin je 3-O-kaffeoyl-chinova kyselina (3-
CQA). Diky tomu, Ze tyto latky se v ptirodé vyskytuji ve tfech polohovych izomerech (3-0 estery, 4-O-
estery a 5-O-estery), mlZeme v zelenych a prazenych kavovych bobech nalézt vice neZ 30 strukturné

raznych esterl skoticovych kyselin. Celkové mnoZstvi CGA kyselin v kavovych bobech se pohybuje

vrozmezi 6-12% [21, 26].

Tyto latky mUzeme rozdélit na 3 velké skupiny:
- mono estery kyseliny kavové, ferulové a p-kumarové:
o kafeoyl-chinové kyseliny (CQA)
o feruloyl-chinové kyseliny (FQA)
o p-kumaroyl-chinové kyseliny (pCoQA)
- di estery stejnych trans-skoficovych kyselin
o dikafeoyl-chinové kyseliny (diCQA)
o diferuloyl-chinové kyseliny (diFQA)
o di-p-kumaroyl-chinové kyseliny (di-pCoQA)
- di estery riznych trans-skoficovych kyseliny
o kafeoyl-feruloyl-chinové kyseliny (CFQA)
o p-kumaroyl-kafeoyl-chiové kyseliny (pCoCQA)

U vétsiny téchto latek byl potvrzen pozitivni vliv na lidsky organismus diky jejich antioxida¢ni
aktivité [27-28], schopnosti zvysit vyuzitelnost glukdzy jatry a tim sniZit riziko vzniku cukrovky [29-31],
inhibici HIV-1 integrdzy, diky ¢emuz dochazi ke zpomaleni ¢i dokonce zastaveni integrace geneticky
upravené DNA do DNA hostitelské buriky [32-34], antispazmodickému (protikfecovému) ucinku [35] a
inhibici mutagennich a karcinogennich latek [36].

V prlbéhu prazeni dochdzi k rozkladu chlorogenovych kyselin (30-70%) za vzniku odpovidajicich
3-0- a 4-O-laktond. V pripadé, Ze v pozici 5 je navazan derivat hydroxyskoricové kyseliny (5-O-ester),
nemuze ze sterickych dlvodd dojit ke vzniku lakton(, jak je ukdazano na Obr. 4. Hlavni laktony, které

mulZeme nalézt v prazenych kdvovych zrnech, jsou:
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- lakton 3-kafeoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 4-kafeoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 3-feruoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 4-feruoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 3-p-kumaroyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 4-p-kumaroyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 3,4-dikafeoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 3,4-diferuoyl-1,5-chinové kyseliny

- lakton 3,4-di-p-kumaroyl-1,5-chinové kyseliny

Obr. 4: Tvorba laktond z chlorogenovych kyselin
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HO iy

5-kaffeoyl-chinova kyselina

Nedavno bylo zjisténo, Ze laktony chlorogenovych kyselin mohou mit vliv na funkénost mozku.
V roce 2002 publikovali De Paulis a kol. sva pozorovani inhibi¢niho efektu laktonu 3,4-dikaffeoyl-
chinové kyseliny na adenosinovy transportér a tim snizovani stimulacniho efektu kofeinu v kavé [37].
Déle byla u laktonl CGA zjisténa vazebna afinita na p-opiové receptory (MOR-1) [38-40]. Hlavnim
senzorickym projevem téchto latek je typickd horkd chut, které se promitd do konecné chuté
kavovych napojl. Nejvyraznéji se senzoricky vliv téchto latek projevuje u lehce a stfedné prazené

kavy [41].
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2.2.3 Purinové alkaloidy

Purinové alkaloidy jsou latky odvozené od xanthinu, oxidacniho produktu purinu, a jednd se o
nejrozsirenéjsi alkaloidy v potravinach. Nejvice zastoupenym methylderivatem xanthinu v kavovych
zrnech je kofein, téZz znamy jako 1, 3, 5-trimethylxanthin. V mensi mife miZeme nalézt dalsi dva
methylderivaty xanthinu - theobromin a theofylin (Obr. 5). DalSimi methylderivaty xanthinujsou
paraxanthin, monomethylxanthin a heteroxanthin. Jejich obsah je vsak oproti vySe zminénym
xanthinim pouze stopovy. VétSina téchto latek se nachazi v semenech, listech a plodech vice nez 60
druh rostlin, kde maji pravdépodobné ochrannou funkci pred skadci [42].

Methylderivaty xanthinu jsou latky velmi odolné vici teplotnimu rozkladu a proto se pfi prazeni
kavy kavy sleduje pomér mezi obsahem kofeinu a alkaloidu trigonelinu, ktery se rozklada na kyselinu
nikotinovou a tékavé pyridiny. Tento pomér je mozno také pouzit pro odhad stupné prazeni kavy.

Biologické ucinky tfi majoritnic methylxantini obsaZenych v prazené kavé jsou dobre
prostudovany. Kofein, jak bylo zminéno dfive, plsobi jako stimulant nervového systému a jako latka
mocopudnd uz pfi nizkych davkach (<3 mg.kg™ télesné vahy) [42]. Pfi stfedné vysokych davkach (50
mg.kg™ télesné vahy) mdieme pozorovat neuroendokrinni Gcinky [43] a p¥i extrémné vysokych
davkach (100 mg.kg™ télesné vahy) pasobi Udajné teratogenné [44]. Theobromin a theofylin jsou
vyrazné slabsi stimulanty neZz kofein a prfi vyssich davkach mohou pusobit abnormality
spermatogennich bunék. Theofylin se v nékterych pfipadech vyuziva k |é¢bé respiracnich problémd,

jako je napfiklad chronické zanétlivé onemocnéni pridusek (bronchialni astma) [42].

Obr. 5: Struktury kofeinu, theobrominu a theofylinu
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2.2.4 Derivaty atraktylosidt

Atraktylosidy (ATR) jsou latky ze skupiny diterpenoidnich glykosidd, které byly izolovany jiz
v roce 1868 francouzskym védcem Lefrancem z rostliny Pupava klejnata (Atractylis gummifera L.)
[46]. Toxicky efekt atraktylosidl na lidsky organismus byl objeven pfi ndhodném otraveni nékolika
italskych skolacek v roce 1955, kdy divky pozily sladké oddenky této rostliny [47]. Do dnesnich dni se
tyto latky v malé koncentraci pouZivaji pro IéCbu syfilitickych vied(, béleni zubl a v nékterych zemich
se pouZiva k vyvolani potratu [48-49]. Ve vétsi mnoZstvi plsobi jako jed a to je dlivod, pro¢ byla tato
rostlina pouzivdna k sebevrazdam a vrazdam [50].

Chemicka struktura glykosylovaného atraktylosidu byla poprvé navrzené Lefrancem v roce 1868
[46], ale detailné popsana aZ o necelych sto let pozdéji (v roce 1966) Piozzim a kol. [51]. Atraktylosid
se vyskytuje nejcastéji jako hydrofilni glykosid. Po odtrZzeni glukdzy vazané beta-glykosidickou vazbou
vznikd aglykon (atraktyligenin), kyselina s penhydrofenantrenovou strukturou [51]. Aglykon je 150x
méné toxicky nez glykosylovany ATR [52-56]. Karboxylova skupina na atraktyligeninu v poloze 4 je
klicova pro toxicitu celé molekuly. Po redukci této karboxylové skupiny na hydroxyl dojde ke ztraté
toxicity [57].

Toxicita atraktylosidi spocivd v jejich branéni transportu adenosindifosfatu (ADP) pres
mitochondridlni membranu a vzniku adenosintrifosfatu (ATP). Tim dojde k naruseni glukogeneze
a nasledné smrti bunky z dlvod( energetického vyhladovéni [58-59]. Vignais a kol. (1978) navrhuiji,
Ze na inhibiénim efektu se podili celd molekula z divodd podobné geometrie a velikosti atraktylosidu
a molekuly ADP (Obr. 6). Polarni charakter sulfatovych skupin atraktylosidu odpovida vlastnostem
fosfatovych skupin u ADP, glykosidickd skupina nahrazuje ribézu a pentahydrofenantrenova cast

molekuly ma geometricky podobnost k purinové strukture adeninu [60].
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Obr. 6: Struktury atraktylosidu a adenosindifosfatu
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Atraktylosidy se v pfirodé vyskytuji v mnoha rostlindch, ale pouze jedna je vyuzivdna jako
potravina - kavovnik arabsky. V zelenych zrnech této rostliny se nachazeji derivaty atraktylosidu
v mnoizstvi 34,5 - 624 mg/kg [61]. Pfi prazeni dochazi ke snizeni obsahu atraktylosidd na mnoZstvi
17,5-32 mg/kg. Mnoizstvi atraktylosidu v prazenych zrnech jiz podle literatury neni pro bézného

konzumenta kdvy zdravotnim rizikem [62-63].
V predkladané praci jsou detailné prostudovany zmény v obsazich chlorogenovych kyselin

a atraktylosid( a je navrZeno jejich vyuZiti pro popis praziciho procesu a urceni praZiciho stadia kavy

v pfipraveném ndpoji typu espresso.
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3 Prakticka cast
3.1 Chemikalie

Standardy chlorogenovych kyselin  (3-kaffeoylchinovd kys., 4-kaffeoylchinova kys.,
5-kaffeoylchinova kys., 1,5-dikaffeoylchinova kys., 3,4-dikaffeoylchinova kys.) byly zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Deionizovana voda byla ziskana z dvoustuprnové deionizaéni
stanice Millipore Direct Q UV (Millipore S.A.S, Molsheim, Francie). Pro pfipravu mobilni faze
a roztoku standardu byl pouzZivdn methanol (gradient grade, BIOSOLVE; Valkensward, Nizozemi
a gradient grade, MALINCKRODT BAKER, Derenter, Nizozemi), kyselina mravenc¢i 99,7 %, p.a.
(LACHEMA Brno, Ceska Republika).

3.2 Pristroje a vybaveni

3.2.1 Kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr

Experimenty byly provadény s vyuZitim kapalinového chromatografu UPLC Acquity (Waters,
Milford, USA) vybaveného vysokotlakym cerpadlem — ACQUITY UPLC Binary solvent manager,
autosamplerem — ACQUITY UPLC Autosampler, kolonovym termostatem - ACQUITY UPLC Column
manager a detektorem s diodovym polem - ACQUITY-PDA UPLC detector. Vzorek byl davkovan
preplnénim davkovaci smycky (,full loop“, 20 ul). Separace byla provadéna na koloné Ascentis
Express C18 (100 x 2,1 mm, dp = 2,7 um, povrchové porezni siligelové Castice s tloustkou porézni
vrstvy 0,5 um, Sigma-Aldrich). Pro identifikaci analytd (méfeni m/z hodnot rodi¢ovskych iontd
a vznikajicich fragmentl) béhem jejich chromatografické separace byl pouZit hmotnostni
spektrometr Q-TOF Premier (Waters) vybaveny ionizaci elektrosprejem (Z-sprej) a hybridnim
tandemovym analyzatorem typu kvadrupdl — detektor doby letu. VSechny analyzy byly provadény

s pouZitim ionizace elektrosprejem s negativni ionizaci.

3.2.2 Ostatni laboratorni vybaveni

Pro pfipravu roztoku standardu byly vyuZity analytické vahy Sartorius (Sartorius AG, Goettingen,
Némecko). Odplynéni a dodatecné rozpusténi latek pomoci ultrazvuku bylo provedeno pomoci

ultrazvukové lazné Elma, S 40 H, ElImasonic (Elma Hans Schmidbauer, Singen, Némecko).
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3.3 Priprava mobilni faze a optimalizace retence
Jako mobilni faze A byl pouzit 0,1% (v/v) roztok kyseliny mravenci v deionizované vodé a jako
mobilni faze B methanol okyseleny 0,1% kys. mravenci. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,350

ml/min. Latky byly separovany s vyuZitim gradientové eluce (profil gradientu viz Tab. 2)

Tab. 2: Gradientova eluce

¢as (min) MF A (%) MF B (%)
0 100 0
5 100 0
55 0 100
58 100 0
60 100 0

3.4 Priprava vzork

3.4.1 Prazeni kdvovych zrn

Zelena kavova zrna odridy Coffea arabica, plivodem z Brazilie, regionu Cerrado (Minas de
Gerais, 1150m nad mofem) byla prazena v prazirné Laura Coffee pfi teploté 220°C a nasledné pfi
235°C prazickou Novoroaster (Novoroaster GMBH, Némecko). Délka trvani jednotlivych fazi — first
a second crack — nelze presné urdit, nebot prazici proces byl plné automatizovan. PraZeni probihalo
ve Ctyrech rdznych casovych intervalech (primérné hodnoty ¢asa: 9,8; 11,6; 13,9 a 20,5 min.) pro
ziskani Ctyr rGznych prazicich stadii — lehce prazené, stfedné prazené, tmavé prazené a preprazené.
Jednotlivé prazici stupné byly uréeny experimentalné na zakladé hmotnostniho Ubytku v pribéhu

praZeni. Podrobné parametry postupu prazeni jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3: Parametry postupu prazeni

LEHCE PRAZENA | STREDNE PRAZENA TMAVE PRAZENA PREPRAZENA
Pag:’;‘j‘zt'y Vétrak 186°C
First Vzduch 220°C
Crack Kava 200°C
Second | Vzduch 235°C
Crack Kava 213°C 216°C 219°C 222°C
vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek | vzorek
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Zelena zrna (g) 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200 | 1200
Uprazena zrna (g) | 1055 | 1054 | 1055 | 1055 | 1037 | 1035 | 1054 | 1037 | 1023 | 1029 | 1021 | 1031 | 998 998 992 989
hmo:z:t‘slr E‘Lytek 12,1% 13,3% 14,5% 17,2%
Délka prazeni (min) | 9:50 | 1015 | 10:21 | 9:50 [ 1145 | 11:49 | 12:09 | 11:35 | 14:09 [ 13:40 | 14:12 [ 1408 | 18:13 | 2031 [ 2138 | 22:19

Legenda: Vétrdk - na pocatku praZiciho procesu byl nastaven na 186°C, poté je vykon vétraku (teplota) hlidan
automaticky prazickou. Hlavni funkci vétraku je zajistit, aby zrna pfiliS nenadskakovala a byla rovhomérné
promichavana — tedy rovhomérné prazena. Vzduch — teplota vzduchu, ktery je vhanén do praziciho tubusu

a udrzuje kdvu na pozadované prazici teploté — 200°C, 213°C, 216°C, 219°C a 222°C.

3.4.2 Priprava vzorkl kavy pro LC/MS analyzu

Kavova zrna byla rozemleta pomoci kavomlynku Mahlkoenig VARIO KS 30 (Mahlkoenig,
Némecko). Kava espresso byla pfipravena kavovarem La Marzocco GS3 (La Marzocco, Italy) jako tzv.
,double shoot”, tedy dvojitd davka kavy na jeden 3Séalek (18 g kavy na 60 ml), aby bylo moiné
v navazujicim vyzkumu srovndvat tato data se vzorky kdvy pfipravené jinymi metodami (french-press;
dZezva, chemex atp.), kde pouZivdme také 18 g mleté kavy. VSechny vzorky byly ptipraveny ve
Ctyrech opakovanich a z kazdého vzorku bylo odebrano 800 pl k analyze. Pro odstranéni sacharidd
bylo ke kazdému vzorku pfidano 200 pl methanolu a roztok byl nasledné centrifugovan a filtrovan

pfes PTFE mikrofiltr (Cronus) o velikosti pérd 0,22 um a prdméru 13 mm (Labicom, Ceska republika)

3.4.3 Priprava vzorkl pro organoleptickou analyzu

Vzorky pro organoleptickou analyzu byly pfipravovany standardnim zplsobem pro pfipravu
espressa (9 g kdvy na 60 ml) pomoci kdvomlynku Mahlkoenig VARIO KS 30 (Mahlkoenig, Némecko)
a kdvovaru La Marzocco GS3 (La Marzocco, Italy). Posloupnost vzork(l k degustaci byla od
neprazenych kavovych zrn k pfeprazenym. S kazdym vzorkem kdvy byla zaroven podavana voda pro

vyplachnuti dstni dutiny, a zamezeni ovlivnéni chuti stavajiciho vzorku kavy predchozim.
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3.5 Statistické vyhodnoceni dat

Data namérena pomoci UPLC-DAD-ESI-MS/MS byla zpracovana (filtrovana) s vyuzitim softwaru
MarkerLynx, statistické nadstavby softwaru MassLynx (Waters, Milford, MA, USA). Parametry
metody pro zpracovani dat byly nasledujici: rozsah retencnich ¢ast 5-35 min., rozsah hmot 100-1000
Da, tolerance (odchylka) méreni m/z hodnoty iontl 0,01 Da, eliminace Sumu: Urover 2. Pomoci
softwaru MarkerLynx byl ziskan seznam m/z hodnot, které vykazuji vyznamné rozdily v obsahu meazi
analyzovanymi vzorky z rlznych prazicich stadii (seznam m/z hodnot potencialnich marker( prazZicich
stadii). Zpracovana data byla ndsledné studovana analyzou hlavnich komponent s vyuZitim programu

EZinfo, verze 2.0.0.0 (Umetrics, Malmo, Sweden).
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4 Vysledky a diskuze

4.1 UHPLC-MS analyza espressa

Pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-DAD-ESI-MS) byl sledovan vliv
prazictho procesu na latky pfitomné v kdvovych zrnech (Obr. 7). Naméfena data byla nasledné
studovana pomoci softwaru MarkerLynx XS (parametry metody viz pfedchozi kapitola).

Latky vykazujici nejvyznamnéjsi rozdily v obsazich (odezvach hmotnostniho spektrometru) —
markery jednotlivych prazicich stadii byly identifikovany na zdkladé méreni presné a spravné hodnoty
m/z rodiovskych iont(, fragmentaénich spekter (ziskanych po izolaci rodi¢ovskych iontd v kolizni
cele hmotnostniho spektrometru a jejich kolizni disociaci; MS/MS spekter), retenénich casl
a srovnanim ziskanych dat s literaturou [64-70]. Graf 1 ukazuje rozdéleni vzorkd z jednotlivych
prazicich stadii po zpracovani dat analyzou hlavnich komponent na zakladé nalezenych markerd. Tyto
markery zahrnuji tfi vyznamné skupiny latek: chlorogenové kyseliny (CGA), laktony kyseliny
chlorogenové (CGL) a derivaty atraktylosidl (ATR). Seznam nalezenych latek v poradi rostouci

retence je uveden v Tab. 4.

Obr. 7: Porovnani chromatogram( espressa pripraveného zlehce praZenych a preprazenych

kavovych zrn (detekce pti UV = 254 nm).
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1) 5-kaffeoylchinova kyselina; 2) 3-kaffeoylchinova kyselina; 3) kofein; 4) 4-kaffeoylchinova kyselina; 5) lakton
kaffeoylchinové kyseliny a 5-feruloylchinova kyselina; 6) lakton kaffeoylchinova kyseliny a 4-feruloylchinova kyselina;
7) lakton kaffeoylchinové kyseliny; 8) lakton feruloylchinové kyseliny; 9) dikaffeoylchinova kyselina; 10) 1,5-
dikaffeoylchinova kyselina; 11) 3,4-dikaffeoylchinova kyselina
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Graf 1: Analyza hlavnich komponent LC/MS analyz espressa pfipraveného zrlzné prazenych
kavovych zrn
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CGA skupina zahrnuje veskeré latky v kdavovych zrnech obsahujici estery hydroxyskofivé
a chinové kyseliny: kafeoylchinovou kyselinu (CQA), feruloylchinovou kyselinu (FQA),
p-kumaroylchinovou kyselinu (pCoQA), dikafeoylchinovou kyselinu (diCQA), diferuloylchinova
kyselina (diFQA), p-kumaroyl-kafeoylchinovou kyselinu (pCoCQA) a kafeoyl-feruloylchinovou kyselinu
(CFQA). Podobné, CGL skupina zahrnuje latky obsahujici hydroxyderivaty skoficové kyseliny a lakton
chinové kyseliny: lakton kafeoylchinové kyseliny (CQL), lakton feruloylchinové kyseliny (FQL) a lakton
dikafeoylchinové kyseliny (diCQL). Skupina ATR zahrnuje atraktylsid | (ATR-1); atraktylosid 1l (ATR-Il),
atraktylosid Il (ATR-IIl) a atraktyligenin (ATG)

Tab. 4: Markery ziskané pomoci filtrace LC/MS dat programem MarkerLynx a studované pomoci PCA

analyzy

Latka Zkratka Retencni €as [M-H] odchylkaod  Fragmenty

vypoctené v MS/MS

hodnoty, dtm  spektrech

(mDa)

5-kaffeoylchinova kys. 5-CQA 10,39 353,0896 -2,2 191,0806
179,0582

135,0629

3-p-kumaroylchinova kys. 3-pCoQA 12,21 337,0938 -1,5 191,0781
163,0586

119,0628

3- kaffeoylchinova kys. 3-CQA 13,15 353,0901 -2,7 191,0808

179,059

135,0641
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3-feruloylchinova kys.

lakton kaffeoylchinové kys._1

4- kaffeoylchinova kys.

5-p-kumaroylchinova kys.

lakton kaffeoylchinové kys._2

5- feruloylchinova kys.

lakton kaffeoylchinové kys._3

4- feruloylchinova kys.

lakton kaffeoylchinové kys._4

lakton feruloylchinové kys._1

lakton feruloylchinové kys._2

neznama latka 1

lakton feruloylchinové kys._3

atraktylosid Il

1,5-dikaffeoylchinova kys.

p-kumaroyl-kaffeoylchinova kys._1

kaffeoyl-feruloylchinova kys._1

3-FQA

coL 1

4-CQA
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CcQL 2
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175,045
463,288
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337,1479
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367,1505
335,1191



kaffeoyl-feruloylchinova kys._2

3,4-dikaffeoylchinova kys.

neznama latka 2

atraktyligenin

p-kumaroyl-kaffeoylchinova kys._2

kaffeoyl-feruloylchinova kys._3

kaffeoyl-feruloylchinova kys._4

lakton dikaffeoylchinové kys._1

neznama latka 3

diferuloylchinova kys.
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atraktylosid |
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neznama latka 5
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319,2265
301,2176
atraktylosid Il ATR-III 32,29 565,3002 7,7 481,3011
463,3013
319,2253
301,2176

Retence latek je sohledem na jejich chemickou strukturu logickd. Velkou roli sehrava
hydrofobicita, ktera se u latek pozvolna zvysuje s retenénim ¢éasem. Odchylka méfené hodnoty m/z
rodicovskych iontd od vypoctené ze sumarniho vzorce je dobra. Nejvétsi odchylka (dtm, -15,1 mDa)
byla pozorovana u laktonu kafeoylchinové kyseliny, ktery eluuje v ¢ase 28,69 min. Odchylky u zbylych
latek se dtm pohybovaly v rozmezi od -2,7 do 7,7 mDa. Fragmentace rodi¢ovskych iontli dobre
odpovidd procesim ocekdavanym u navrzenych struktur U kafeoyl-, feruloyl- a p-kumaroylchinovych
kyselin byly mezi fragmenty nalezeny chinova kyselina a vSechny odpovidajici hydroxyskoticové
kyseliny, které ji acyluji (tj. kdvova, ferulova a p-kumarova kyselina). Hydroxyskoficové dale
fragmentuji za ztraty oxidu uhelnatého. Podobné fragmenty byly také nalezeny pti fragmentaci
dikafeoyl-, diferuloyl-, kafeoyl-feruloyl- a p-kumaroyl-kafeoylchinovych kyselin. Fragmentaci lakton(
chlorogenovych kyselin ziskdame pfislusné vySe uvedené hydroxyskoficové kyseliny a jejich fragmenty
(vznikajici zejména dehydrataci a dekarboxylaci). Fragmentace atraktylosid( vyZaduje podrobné;jsi
komentar a je diskutovana nize v samostatném odstavci.

Vliv praZzeni na obsah téchto marker( je zobrazen na grafech 1-4 a byl vyhodnocovan pomoci
ploch pik( v chromatogramech rekonstruovanych pro jednotlivé studované hodnoty m/z.

Graf 2 a 3 zobrazuje pozvolné klesani koncentrace CGA v zavislosti na dobé prazeni. U této
skupiny latek dochazi s nejvétsi pravdépodobnosti k eliminaci molekuly vody z kyseliny chinové
a vzniku laktont chlorogenovych kyselin. Pribéh zmén koncentraci lakton( chlorogenovych kyselin
muUZeme vidét na Grafu 4. kde v prvnich trech stadiich (lehce, stfedné a tmavé prazena zena) dochazi
k narlstu koncentrace laktonl kaffeoylchinovych kyselin 1, 2 a laktonu feruloylchinové kyseliny 2.
V poslednim prazicim stadiu jiz dochazi k naslednému rozkladu téchto lakton( a jejich koncentrace
klesa. Latky oznacené diCQL 1 a diCQL 2 vykazovali pozvolny pokles v pribéhu celého praziciho
procesu. U zbylych lakton( chlorogenovych kyselin jsme pozorovali stejnou koncentraci v prvnich
tfech stadiich pro latky FQL_3 a CQL_4 a pokles v druhém, a nasledné nardst v tretim, prazicim stadiu
pro CQL_3 a FQL 1. Ve ctvrté prazicim stadiu (preprazend kdvova zrna) jiz dochdzelo k degradaci

téchto latek.
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Graf 2: Vliv praziciho procesu na skupinu chlorogenovych kyselin — kafeoyl-chinové kyseliny (chybové

usecky odpovidaji smérodatné odchylce ze 4 méreni dané latky)
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Graf 3: Vliv praziciho procesu na skupinu chlorogenovych kyselin — dalsi derivaty hydroxyskoficovych

kyselin navazany na kyselinu chinovou (chybové usecky odpovidaji smérodatné odchylce ze 4 méreni

dané latky).
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Graf 4: Vliv praziciho procesu na skupinu lakton( chlorogenovych kyselin (chybové usecky odpovidaji

smérodatné odchylce ze 4 méreni dané latky).

6
5
BCQL 1
mCQL 2
4
. mCQL_3
©
E ECQL 4
o 3
< mFQL 1
o
o mFQL 2
2 mFQL 3
mdicQl_1
1 mdicQl_2
0
Lehce prazena zrna Stfedné prazend zrna  Tmavé prazend zrna Preprazend zrna

V chromatografickém zaznamu byly nalezeny 4 latky, které na zakladé MS/MS experiment( byly
identifikovany jako derivaty atraktylosid(l. Fragmentacni spektrum atraktylosidu | (ATR-I) s hodnotou
m/z 727,3546 je zobrazeno na Obr. 8. Ztratou 3-methyl-butylaldehydu z rodi¢ovského iontu vznika
fragment s m/z 643,2939, ktery dale ztraci molekulu glukdzy za tvorby derivatu atraktylosidu Il (m/z
481,2416, ATR-Il). Pokud v prvnim kroku dochazi ke ztraté molekuly glukézy namisto 3-methyl-
butylaldehydu vznika fragment s hodnotou m/z 565.3079 nalezici derivatu atraktylosidu Il (ATR-III).
Seznam jednotlivych fragmentl s odchylkou od vypocitanych hodnot dle sumarniho vzorce je uveden

v Tab. 5.
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Obr. 8: Fragmentacni spektrum ATR-1 (727,3546)
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Tab. 5: Seznam hlavnich fragmentl pfi fragmentaci ATR-1(727,3546)
Marker, [M-H] ‘ Fragment Sum. Vzorec Dtm (mDa)
727,3546 Cs6Hs6015 0,0
643,2939 C31Hsg014 -3,2
625,2886 C31Hs6013 2,0
565,2946 CaoH46010 -7,2
481,2419 Ca5H3509 -2,4
463,2340 CusH3608 0,3
319,1943 Ci9H2504 2,8
301,1839 Ci9H5603 3,0

Dtm popisuje odchylku namérené hodnoty od hodnoty rodi¢ovskych iontl a fragmentl vypoctené

z uvedeného elementarniho slozeni.

Deglykosylaci derivatd atraktylosidd vznika atraktyligenin (m/z 319,1897). Identifikace
atraktyligeninu probihala pomoci MS/MS experimentl. Jako prvni miZeme ve fragmentacnim
spektru pozorovat ztratu molekuly oxidu uhli¢itého a kyseliny mravenci ndasledovanou ztratou
molekuly vody. Tyto majoritni fragmentacni ztraty jsou ndsledovany fragmentaci kruhu — z fragmentu
m/z 255,1742 vznikd po ztraté ketenu m/z 229,1610. Fragment m/z 177,1278 vznika z nejvétsi
pravdépodobnosti z iontu m/z 275,2003, ktery ztraci molekulu cyklopent-2-enolu (ion m/z 83,0513).

Fragmentacni spektrum atraktyligeninu s navrhovanymi strukturami je zobrazeno na Obr. 9
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a seznam fragmentd v Tab. 6. Ackoli struktury zejména fragment( s mensimi hodnotami m/z jsou
hypotetické, je patrna dobra shoda hodnot m/z s hodnotami teoretickymi. Spektrum tedy dobre

koresponduje s procesy o¢ekavanymi pti fragmentaci atraktyligeninu.

Obr. 9: Fragmentacni spektrum atraktyligeninu (m/z 319,1897, kolizni energie 20 eV)
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Tabulka 6: Seznam fragment( vzniklych fragmentaci Atraktyligeninu

Marker, [M-H] ’ Fragment Sum. vzorec Dtm (mDa)
319,1903 Ci9H,704 -0,6
275,2003 CisH,70, -0,8
273,1844 CasH250, -1,1
255,1742 CigH,30 -0,7
229,1610 Cy6H,10 1,8
219,1737 CysH,30 -1,2
203,1430 Cy4H160 -0,6
177,1278 Cy,H;,0 0,1
83,0513 CsH,0 1,6

Dtm popisuje odchylku namérené hodnoty od hodnoty rodicovskych iontli a fragmentl vypoctené

z uvedeného elementarniho slozZeni.

V pribéhu prazeni dochazi k vyznamnym zménam v obsazich atraktylosidd jak jednoznacné
ukazuje Graf 5. Obsah ATR-ll je proménlivy. V pocatku praZiciho procesu dochazi k poklesu
koncentrace ATR-Il, poté se obsah tohoto derivatu zvysi nad pocatecni hodnotu. V preprazené kavé
je obsah ATR-II pfiblizné stejny jako v druhém prazicim stadiu. Nicméné, rozdil v obsahu mezi prvnim

a Ctvrtym stadiem (vyrazné nizsi obsah ve ctvrtém stadiu) je statisticky vyznamny. Koncentrace
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zbylych dvou derivatd ATR-I a ATR-1ll méla v prlibéhu celého prazZiciho procesu sestupny charakter.
Oproti tomu koncentrace atraktyligeninu stoupala v kavovych zrnech s dobou praZiciho procesu

a v pfeprazenych kdvovych zrnech je koncentrace této latky dvojndsobna.

Graf 5: Vliv prazictho procesu na skupinu derivatl atraktylosidl (chybové usecky odpovidaji

smérodatné odchylce ze 4 méreni dané latky).

35

2.5
mATR-I
a2 B ATR-
2
= HATR-
5
g 15 mATR-I
B ATR-
HATG
1
0.5

Lehce prazena zrna Stfedné prazena zrna Tmavé prazena zrna Pfeprazena zrna

Neznama latka 4 shodnotoum/z 773,3184 pravdépodobné patfi do skupiny derivatd
atraktylosid(. V roce 2013 Lang a kol. nalezli v zelenych kavovych zrnech nékolik predtim neznamych
derivatQ atraktylosidl. Mezi latkami identifikovanymi ve zminéné praci byl derivat atraktylosidu
s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 771,3441 (3’-0-B-D-glucopyranosyl-2’-O-isovaleryl-2B-(2-desoxy-
carboxyatractyligenin)-B-D-glucopyranoside). Tato latka fragmentuje podobné jako marker nalezeny
nasi LC/MS” analyzou sm/z 773,3268 [45] Fragmentaci této latky vznika atraktylosid | (m/z
727,3536), ktery dale fragmentuje vyse popsanym zplsobem (Obr. 10, Tab. 7). Teoreticky vypoctena
hodnota m/z pro latku CssHs30,5 velmi dobfe odpovidd nami nalezené latce (dtm 4,8 mbDa).

Hypoteticka struktura neznamé latky 4 je zobrazena na Obr. 11.
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10. Fragmentacni spektrum latky s m/z 773,3268. MS/MS experimenty byly provedeny
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Obr. 11: Hypoteticka struktura neznamé latky 4 s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 773,3184
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Neznama latka 5 s m/z 660,3337 odpovida prvnimu izotopickému piku k iontu s m/z 659,3266.
Hypoteticka struktura této latky je zobrazena na Obr. 13. Také tento ion ma pravdépodobné rovnéz
souvislost s derivaty atraktylosid(. Ve fragmentacnim spektru (Obr. 12) je patrnd neutralni ztrata

324,1031, kterd odpovida dvéma dehydratovanym molekulam glukézy- fragment 323,0975 (dtm 0,3
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mbDa). Fragment m/z 335,2219 odpovida latce methyl-dihydroatraktyligenin (0,3 mDa). Seznam

hlavnich fragment( téchto dvou markerl je uveden s Tab. 6. Pro tuto latku byl spocitan sumarni

vzorec C3¢Hs3015 s dtm -3,6 mDa.

Obr. 12: Fragmentacni spektrum latky s m/z 659,3250. (kolizni energie 20 eV)
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Obr. 13: Hypoteticka struktura neznamé latky 5 s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 659,3250
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Tab. 7: Seznam hlavnich fragmentl latek m/z 773,3268 a m/z 659,3250

[M-HT ‘ Fragment Sum. vzorec mDa
773,3200 CaHs3015 -3,2
727,3536 C3H55015 -0,5

643,2959 C31H47014 -0,7

625,2849 C31Hs5013 -1,1

565,3018 C3oH1501 0,5

481,2428 Cy5H3704 -1,0

319,1902 Ci9H,7,0, -0,7

659,3250 C3,H51014 -2,9
613,3229 Ca1Hs9015 0,5

335,2219 CyoH3104 -0,3

323,0975 C12H1901 -0,3

179,0531 CeH1106 -2,5

Dtm popisuje odchylku namérené hodnoty od hodnoty rodi¢ovskych iontl a fragment( vypoctené

z uvedeného elementarniho slozeni.

lon s m/z 552,2884 néleZici neznamé latce 1 odpovida izotopickému iontu latky s m/z 551,2859
(Obr. 14). Pfi fragmentaci tohoto markeru jsme zaznamenali fragmenty odpovidajici ztratam
nékterych aminokyselin. Dominantni fragment m/z 228,0981 odpovida signalu dehydratovaného
dipeptidu glutamin-threonin (dtm 0,3 mbDa). Dale byla nalezena neutralni ztrata 114,0450
odpovidajici m/z hodnoté dehydratované molekuly asparaginu (dtm -2,1 mDa). Ve spektru mizeme
nalézt rovnéz odpovidajici fragment m/z 113,0351. Fragmentacni spektrum je zobrazeno na Obr. 15

a fragmenty jsou uvedeny v Tab. 8.

Obr. 14: Hypoteticka struktura neznamé latky 1 s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 551,2859
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Obr.15: Fragmentacni spektrum markeru m/z 551,2859. (kolizni energie 30 eV)

100- 551.2820

%
—0
in..-\
0
g
o

¥ 2280081 ] .
magast 1 Hw“ﬁﬁ\”/xﬁr)jwéi:‘#j§j 507.2914

it . -Co,
127.0505 At S 341 111 |
297 1921
109'040913 194-11953‘ | | -CO, | 396.?625 437 2381
[l | o ! i [T ol '/ T

" t t ) " " f t " T " " ) * T T t " ' 1 =t M/Z
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575

Pti fragmentaci nezndmé latky 2 s hodnotou m/z 388,1887 byly pozorovany ztraty typické pro
fragmentaci fetézcl nékterych aminokyselin (Obr. 16; Tab. 8). Neutrdlni ztrata 131,0934 ve
fragmentacnim spektru odpovida volné aminokyseliné leucinu nebo isoleucinu (dale oznacované jako
(iso)leucin) (dtm 1,2 mDa) a ztrata 128.0579 odpovida dehydratované molekule glutaminu (dtm 0,7
mDa). Fragment s m/z 257,0924 odpovida dehydratovanému dipeptidu fenylalanin — glutamin (dtm
0,8 mDa) vznikajiciho po ztrate (iso)leucinu. Podobné Ize ve fragmenacnim spektru nalézt fragment
odpovidajici dehydratovanému dipeptidu (iso)leucin-fenylalanin vznikajiciho po ztraté glutaminu a
jedné molekuly NH; s m/z 260,1270 (1,7 mDa). Tato latka je tedy patrné dehydratovany tripeptid
tvofeny aminokyselinami (iso)leucinem, fenylalaninem a glutaminem. Hypotetickd struktura této

latky je zobrazena na Obr. 17.
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Obr. 16: MS/MS spektrum markeru s m/z 388,1887. (kolizni energie 20 eV)
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Obr. 17: Hypoteticka struktura neznamé latky 1 s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 388,1887
0]

Jaads

Neznama latka 3 (m/z 651,3359) obsahuje pravdépodobné ve své strukture také aminokyseliny
glutamin, fenylalanin a (iso)leucin (Obr.18, Tab. 8). Toto tvrzeni podporuje neutralni ztrdta 226,1679
(0,2 mDa), a komplementarni fragment s m/z 225,1600 (odchylka od teoretické hodnoty, dtm, 0,3
mDa), odpovidajici dvéma molekuldm (iso)leucinu bez jedné molekuly vody. Fragment m/z 311,1713
odpovida molekule glutamin-1,2-diamino-3-phenyl-propan-1-olu (dtm 0,6 mDa). Navrh této struktury
je vSak predbézny a fragment je tfeba dale zkoumat. Jeho ndslednou fragmentaci dochazi ke ztraté
molekuly vody a vznika ion s m/z 293,1610 (dtm 0,4 mDa). Hypoteticky by hydroxy skupina mohla byt
navdzana na molekulu glutaminu. Anion 1,2-diamino-3-phenyl-propan-1-olu mizZe mit souvislost
s aminokyselinou fenylalaninem, avsak potencidlni mechanismus jeho vzniku zatim nebyl vysvétlen.

Na tento ion je pfes aminoskupinu patrné navazan peptidickou vazbou glutamin a na karboxylovém
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konci je vazana jina latka Pfi nasledném rozpadu tohoto fragmentu mizZzeme pozorovat dva signaly:
ion s m/z 127,0511 odpovidajici dehydratované molekule glutaminu (dtm 0,3 mDa) a m/z 165,1031
odpovidajici 1,2-diamino-3-phenyl-propan-1-olu (dtm 0,3 mbDa). Dominantnim fragmentem
vznikajicim v koliznich spektrech markeru s m/z 651,3359 je ion s m/z 112,9855 odpovidajici neuralni
ztraté 113,9924 v prvnim kroku fragmentace rodicovského iontu. Tato neutrdlni ztrata odpovida
elementarnimu slozeni kyseliny but-2-ynedionové (1,9 mbDa). Pfitomnost karboxylu vtomto
fragmentu potvrzuje nasledna fragmentace za ztraty oxidu uhli¢itého a vzniku fragmentu s m/z
68,9966 (1,1 mDa). Pivod fragmentl s m/z 377,2606 a 355,2705 nebyl viak v pribéhu Ffeseni této

studie objasnén. Navrh struktury je zobrazen na Obr. 19.

Obr. 18: MS/MS spektrum markeru m/z 651,3359. (a. kolizni energie 20 eV, b. zoom spektra, kolizni

energie 40 eV; )
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Obr. 19: Hypoteticka struktura neznamé latky 3 s hodnotou m/z rodi¢ovského iontu 651,3359
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0 0
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Tab. 8: Seznam fragmentl pro markery tmavé prazenych a preprazenych kavovych zrn

Marker, [M-H] ’ Fragment Sum. vzorec Dtm (mDa)
388,1858 CaoH26N30s5 -1,4
344,1966 Ci9H6N30;3 -0,8
260,1279 CisH1gNO3 -0,8
257,0924 Ci4H13N,0; -0,2
130,0870 Ce¢H1,NO, 0,2
127,0501 CsH;N,0, -0,7
651,3323 C3pH47N6010 -3,1
537,3393 Ca6H4sNgOg -0,8
311,1713 Ci4H:3N404 -0,6
293,1610 Ci4H71N40; -0,4
225,1600 C12H;1N,0, -0,3
165,1031 CoH13N,0 0,3
127,0511 CsHsN,0, 0,3
112,9856 C,HO, -1,9
68,9966 C;HO, -1,1
551,2820 C,5H39N¢Og -0,9
507,2912 Cy4H39N606 -1,9
341,1809 CisH5N40s -1,6
228,0981 CoH14N30, -0,3
127,0507 CsHsN,0, -0,1
113,0351 C4HsN,0, 0,0

Dtm popisuje odchylku naméfené hodnoty od hodnoty rodi¢ovskych iontl a fragmenti vypoctené

z uvedeného elementarniho slozeni.
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Zmény v obsahu sledovanych latek v prazenych kavovych zrnech zobrazuje Graf 6. Latky 4
(m/z 773,3184) a 5 (m/z 660,3337) — derivaty atraktylosidu - byly nalezeny pouze v prvnich tfech
stadiich (lehce, stfedné a tmavé prazend kava) a jejich obsah klesal s dobou praZeni. Nejvétsi obsah
téchto latek byl v prvnim prazicim stadiu a ve druhém prazicim stadium byla koncentrace téchto latek
jiz pouze tretinova. Naproti tomu latky 1 (m/z 552,2884), 2 (m/z 388,1887) a 3 (m/z 651,3359) —
vsechny identifikované, jako fragmenty proteinQ, resp. produktl Maillardoy reakce - vykazovaly
nardst koncentrace s dobou praZeni. Nejvétsi narlst koncentrace byl pozorovan u latky 3 (m/z
651,3359) jejiz obsah byl v pfeprazené kavé zhruba tficetindsobny oproti lehce prazenym kavovym

zrnim.

Graf 6: Obsah sledovanych marker(i (chybové Usecky odpovidaji smérodatné odchylce ze 4 méreni

dané latky).
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Pro hodnoceni vyznamu Sesti sledovanych markerd byla pouZita opét analyza hlavnich
komponent. Graf 6 ukazuje bi-plot ziskany pti hodnoceni signal téchto latek v analyzovanych
vzorcich. Oddéleni jednotlivych prazicich stadii vtomto grafu je evidentni. Poloha marker( potom

jednoznacéné ukazuje vyznam vSech téchto latek pro rozliSeni pouzitych postupl prazeni. Nejmensi
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t(corr)[2], p(corr)[2]

vzdalenost je patrnd mezi stfedné prazenymi a tmavé prazenymi stadii. Nicméné stale je zfetelné

oddéleni téchto dvou stadii. Nejvice odlehlé jsou body naleZejici preprazenym kdvovym zrnlim.

Graf 7: Analyza hlavnich komponent espressa

£660,3337
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Pritomnost atraktylosidl s m/z 773,33 a 660,33 umoziuje jednoznacné oddélit lehce a stfedné
prazenou kavu od ostatnich dvou stadii. Jak jiz bylo diskutovano vyse, obsah téchto latek klesa
s dobou praZeni a ve tretim praZicim stadiu (tmavé praZzena zrna) je koncentrace téchto latek okolo
10% obsahu v lehce prazené kavé. V espressu pripraveném z preprazenych kavovych zrn jiz tyto latky
nebyly detekovany. Oproti tomu pritomnost fragmentd protein(/produktl Mailardovy reakce s m/z
319,19; 388,19; 552,28 a 651,34 nam dovoluje rozlisit tmavé prazenou a preprazenou kavu.
Koncentrace latek s m/z 319,19, 388,19 a 552,28 narustal pozvolné v pribéhu prazeni a v poslednim
prazicim stadiu byl obsah zhruba dvojndsobny oproti lehce prazené kavé. Nejvyznamnéjsi zmény
v obsahu byly pozorovany u latky 3 s hodnotou m/z rodicovského iontu 651,3359, jehoZ obsah se

proti prvnimu stadiu zvétsil o0 96,3 %.
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4.2 Organolepticka analyza kavy

Espressa pfipravena zrizné prazenych kavovych zrn byla hodnocena organoleptickymi
zkouskami (Priloha 1). Skupina 7 muz( (26-41 let) a 8 Zen (26-36 let) hodnotila u jednotlivych vzork(
kav vani, pfichut, aciditu, doznivani, télo a celkovy dojem. Grafy k jednotlivym parametrim jsou
uvedeny v Pfiloze 2. Graf 8 ukazuje vysledky hodnoceni viné espressa pfipraveného zr(zné
prazenych kavovych zrn. Testovaci skupina vyhodnotila kdvu pfipravenou ze stfedné prazenych
kavovych zrn jako vzorek s nejvice pfijemnou vini. Kdva pfipravend z tmavé prazenych kavovych zrn
byla nejlépe hodnocena pfi posuzovani pfichuté (Graf 9). DalSim sledovanym parametrem byla
kyselost (acidita). Z hlediska tohoto parametru byly nejlépe hodnoceny vzorky kav ptipravené ze
zelenych zrn a tmavé prazenych zrn. Nejh(re byl hodnocen vzorek kavy pfipravené z lehce prazeného
stadia, jak mGzZeme vidét na Grafu 10. Posledni dvé kategorie zahrnovaly hodnoceni téla kavy (Graf
11) a doznivani chuti (Graf 12).

Vzorky kavy pfipravené ze stifedné a tmavé prazenych zrn ziskaly nejvyssi hodnoceni pfi
posuzovani téla kdvy. Kdva pfipravena z tmavé prazenych zrn ziskala také nejvyssi hodnoceni pfi
posuzovani perzistence (doznivani chuti).

Dle celkového porovnani kav typu espresso z rlizné prazenych kavovych zrn nejlépe dopadla kava
pfipravenda z tmavé prazenych kavovych zrn. Ostatni kdvy byly hodnoceny spiSe negativné. Zajimavé

je uspokojivé hodnoceni kavy pfipravené ze zelenych zrn (Graf 13).
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5 Zavér

V prlbéhu praZiciho procesu pfi vyrobé kdvy dochazi k rozkladu latek prirozené pritomnych
zelenych zrnech a vzniku latek novych. Pripravené vzorky espressa ze Ctyr rlznych stadii prazeni —
lehce, stfedné, tmavé prazené a preprazené, byly analyzovany pomoci ultra-uc¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Na vzorcich byl sledovan vliv
prazeni na profil latek nasledné extrahovatelnych do kdvového napoje (espressa). Vyrazné zmény
v koncentraci byly pozorovany u chlorogenovych kyselin, hlavnich antioxidantl obsaZzenych v kavé.
Obsah chlorogenovych kyselin v priabéhu prazeni klesal. Zaroven dochazi k narlistu koncentrace
lakton( kaffeoylchinovych kyselin (CQL_1 a CQL_2) a laktonu feruloylchinové kyseliny (FQL_2), které
vznikaly v dUsledku ztraty molekuly vody zchlorogenovych kyselin. Naméfena LC/MS data byla
nasledné zpracovdna programem MarkerLynx a ,filtrovana data“ (seznam marker(i odpovédnych za
rozdily mezi studovanymi vzorky) by vyhodnocen pomoci analyzy hlavnich komponent. Timto
postupem byly zevrubné popsany odlisnosti v jednotlivych vzorcich kavy pfipravené zrGzné
prazenych kavovych zrn odrldy Coffea arabica L. Studiem zpracovanych dat a detailni interpretaci
hmotnostnich spekter bylo nalezeno Sest specifickych latek, které miZeme oznacit jako markery
jednotlivych stadii prazeni. Tyto latky nam dovoluji rozlisit jednotliva stadia prazeni v zavislosti na
pritomnosti téchto latek. Latky s m/z = 773,3184 a 660,3337 jsou specifickymi markery pro lehce
a stfedné prazenou kdvu. V tmavé prazené kavé se tyto dvé latky vyskytuji pouze ve stopovych
mnoiZstvich a v preprazené kavé nebyly detekovany. MS/MS spektra téchto latek odpovidaji
derivatim atraktylosidl. Pro tmavé prazenou a preprazenou kavu byly nalezeny Ctyfi jednoznacné
markery. Jedna se o latky s m/z 319,1897; 388,1887; 552,2884 a 651,3359. Marker s m/z 319,1897
byl identifikovan jako aglykon atraktylosid(i — atraktyligenin. Ze zbylych tii markerl byl dokonale
popsan pouze marker s m/z 388,1887. Jedna se o tfi aminokyseliny spojené peptidickou vazbou —
leucin a/nebo isoleucin, fenylalanin a glutamin po ztraté molekuly vody (dehydratovany tripeptid).
Latky s m/z 651,3359 a 551,2859 obsahuji dle MS/MS experimentt také aminokyseliny. Detailnimu
popisu struktur téchto latek bude vénovan dalsi vyzkum.

Vzorky espressa pripravené zrGzné prazenych a zelenych kavovych zrn byly soucasné
analyzovany pomoci organoleptickych zkousek skupinou 15 lidi. Testovaci skupina hodnotila
u jednotlivych kav kyselost, vini, télo (chut), ptichut, doznivani a celkovy dojem. Nejlépe byla
hodnocena kava pripravena z tmavé praZzenych kavovych zrn, coz je pravdépodobné zplsobeno tim,

Ze vétsina kavovych zrn na evropském trhu je tmavé prazena a konzumenti kavy jsou na tuto chut jiz
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v

navykli. Pro lidsky organismus je ovSem takto prazend kdva méné pfinosna nez lehce prazena kava,

kterd, jak ukazuji i vysledky této studie si zachovava vyrazné vétSi mnoistvi antioxidantl -

chlorogenovych kyselin.
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Seznam pouzitych zkratek

ATR atraktylosid

CFQA kaffeoyl-feruloylchinova kyselina
CGA chlorogenova kyselina

CGL lakton kyseliny chlorogenové

CQA kaffeoylchinova kyselina

caL lakton kaffeoylchinové kyseliny

DAD diodové pole

diCQA dikaffeoylchinova kyselina

dicqQL lakton dikaffeoylchinové kyseliny
diFQA diferuloylchinova kyselina

ESI ionizace elektrosprejem

FQA feruloylchinova kyselina

MS hmotnostni spektrometrie

PCA analyza hlavnich komponent
pCo-CQA p-kumaroyl-kaffeoylchinova kyselina
pCoQA p-kumaroychinova kyselina

PTFE polytetrafluorethylen

UPLC ultra-ucinna kapalinova chromatografie
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Priloha 1

FORMULAR PRO SENZORICKOU ANALYZU KAVY

VéK...uuuurnnnnnen Datum.......ccuvueee. Pohlavi......ccccvvvirnnnnn CaS...coovvvvvvunnnnns

Urcete senzorickou jakost vzorku pomoci uvedené bodové stupnice:
1 - jakost vynikajici 4 - jakost mirné horsi nez primérna
2- jakost stfedni, prdmérna 5 - jakost $patna, nevyhovujici

3 - jakost uspokojiva

LV 2] (=] L S

Hodnoceni viiné

zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5

Hodnoceni acidity

zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5

Hodnoceni chuté - télo kavy

zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5

Hodnoceni pfichuté

zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5
Hodnoceni doznivani
zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5

Celkové hodnoceni

zakrouzkujte své hodnoceni 1 2 3 4 5
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Priloha 2

Graf 8: Hodnoceni viiné
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Graf 9: Hodnoceni pfichuté
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Graf 10: Hodnoceni acidity
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Graf 11: Hodnoceni téla
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Graf 12: Honoceni doznivani
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Graf 13: Celkové hodnoceni
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