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Miesto vykonu laboratérnych ¢innosti:
Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra
Predmety prebratia a ich popis:
Stanovenie vybranych analyz Specifikovanych pre kazdd vzorku samostatne v prijmovych
dokumentoch vzoriek.
V ramci plnenia predmetnej dohody boli realizované nasledovné vedeckovyskumné ¢innosti:
Pozadované analyzy:
e Stanovenie antioxidaCnej aktivity
e Stanovenie celkovych polyfenolov
e Stanovenie celkovych flavonoidov
e Stanovenie celkovych fenolickych kyselin
e Stanovenie tuku
e Stanovenie mastnych kyselin
e Stanovenie kofeinu

e Stanovenie minerdlneho profilu (spolu vybranych 9 prvkov)

V3etky vysledky boli vyhodnocované a spracované na PC.

Vysledky boli odovzdané online zaslanim samostatnych prilohach (Excel / Word).
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CAST A: VYSLEDKY STANOVENI ANTIOXIDACNEJ AKTIVITY, CELKOVEHO OBSAHU
POLYFENOLOV, FLAVONOIDOV A FENOLICKYCH KYSELIN

Vzorka kavy bola pouzitim spektrofometrickych metdd testovana na antioxidacnu aktivitu,
celkovy obsah polyfenolov, flavonoidov a fenolickych kyselin. Na testovanie bol pouzity
vodny extrakt kavy.

Antioxida¢na aktivita

Antioxida¢na aktivita bola testovana pomocou DPPH metddy, ktora je zaloZena na eliminacii
syntetického radikalu DDPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Antioxidanty zo vzorky radikal
eliminuji — zneskodnuji. Vysledky st prepocitané na zaklade kalibra¢nej krivky Troloxu, ¢o
je synteticky analog vitamin E.

Antioxida¢na aktivita kavy je vyrazne ovplyvnena viacerymi faktormi, predovsetkym odrodou
kavovnika, spdsobom spracovania kavovnikovych Ceredni, pestovatel'skou lokalitou a agro-
ekologickymi podmienkami, ako aj samotnym procesom prazenia. Kazdy z tychto faktorov
mdze vyznamne ovplyvnit zastipenie a stabilitu bioaktivnych latok pritomnych v kavovych
zrnach. Na vyslednej antioxida¢nej aktivite sa podiela Siroké spektrum zlGcenin, najmi
polyfenolové latky (napr. chlorogénové kyseliny), vitaminy, ale aj mineralne latky, pricom
urcity prispevok mozu mat’ aj niektoré bielkoviny a lipidové zlozZky.

Analyzovana vzorka vykazovala antioxidac¢nu aktivitu na Grovni 18,76 mg TEAC/g (Tab. 1),
¢o predstavuje vysoku hodnotu. Tato aktivita je porovnatel’'na s niektorymi rastlinnymi druhmi
s vyraznym antioxidaénym potencialom, ako st 3alvia ¢i rozmarin, ale aj s kakaovymi bobmi a
¢ajovnikom. Uvedené potraviny patria medzi tzv. povzbudivé pochutiny, ktoré su vSeobecne
povazované za vyznamné zdroje antioxidantov v l'udskej vyzive. Je potrebné zdoraznit,, ze
neexistuje jednotna Standardna hodnota antioxidacnej aktivity, ked’Ze jej urovei je silne zavisla
od vysdie uvedenych faktorov, ako aj od pouzitej analytickej metody. Na zdklade naSich
skisenosti a porovnania s dostupnymi literarnymi udajmi v8ak mozZno kons$tatovat’, Zze zistena
hodnota antioxidacnej aktivity patri do kategorie silnej.

Tabulka 1 Vysledky stanovenia antioxidacnej aktivity testovanej kavy

mg
Vzorka TEAC/g SD
Kava 18,76 0,21

SD — smerodajna odchylka; TEAC — Trolox ekvivalent antioxida¢na kapacita

Celkovy obsah polyfenolov

Celkovy obsah polyfenolov bol stanoveny spektrofotometrickou metédou s pouZitim cinidla
Folin—Ciocalteu. Ziskané hodnoty boli vyhodnotené na zaklade kalibra¢nej krivky kyseliny
galovej a vysledky st vyjadrené ako ekvivalenty kyseliny galovej (mg GAE/g vzorky). Tato
metéda patri medzi najcastejS§ie pouzivané postupy na stanovenie celkového obsahu
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polyfenolickych latok v potravinich a rastlinnych materidloch. Polyfenoly predstavuju
rozsiahlu skupinu sekundarnych metabolitov, ktoré sa prirodzene vyskytuju vyluéne v
rastlinnych surovinach. Kava, podobne ako kakao a ¢aj, patri medzi najvyznamnejsie zdroje
polyfenolov v l'udskej strave. V rastlinach plnia polyfenolické zluceniny predovsetkym
ochrannu funkciu, zabezpecuji obranu proti hmyzu a bylinoZzravcom a zaroven sa podiel'aji na
ochrane rastlin pred nepriaznivymi environmentalnymi podmienkami, ako su UV Ziarenie,
oxida¢ny stres ¢i patogény. Vicsina polyfenolickych latok ma polarny charakter, ¢o znamena,
Ze st dobre rozpustné vo vode. Tato vlastnost’ umoziuje ich efektivnu extrakciu pocas pripravy
kavy, pricom vyznamna ¢ast’ polyfenolov prechadza do napoja. 7 hl'adiska chemickej Struktury
sa polyfenoly delia do Styroch hlavnych skupin: flavonoidy, fenolické kyseliny, stilbény a
lignany. V kave dominuji najmé fenolické kyseliny, predovsetkym chlorogénové kyseliny,
ktoré sa vyznamne podielaji na jej antioxidacnych vlastnostiach. Podl'a odporiacani Svetovej
zdravotnickej organizacie (WHO) by mal denny prijem polyfenolov dosahovat’ priblizne 1 az
2p

Celkovy obsah polyfenolov stanoveny v analyzovanej vzorke (Tab. 2) dosiahol hodnotu 182,74
mg GAE/g, ¢o mozno hodnotit” ako vysoky obsah. Z tohto dévodu je kdva povazovana za
jeden z najbohat$ich zdrojov polyfenolickych latok v zapadnej strave, pricom jedna Standardna
200 ml $alka kdvy mdze prispiet’ aZ priblizne 350 mg polyfenolov, v zavislosti od druhu kavy,
sposobu spracovania a pripravy napoja.

Tabul’ka 2 Vysledky stanovenia celkového obsahu polyfenolov testovanej kavy
Vzorka mg GAE/g | SD

Kéva 182,74 0,21
SD — smerodajna odchylka; GAE — ekvivalent kyseliny galovej

Celkovy obsah flavonoidov

Obsah flavonoidov bol stanoveny spektrofotometrickou metédou s vyuzitim chloridu hlinitého,
ktora je zaloZena na tvorbe stabilnych komplexov medzi flavonoidmi a ionmi hlinika. Ziskané
vysledky boli vyhodnotené na zaklade kalibracnej krivky kvercetinu a vyjadrené ako
ekvivalenty kvercetinu (mg QE/g vzorky). Uvedena metdda patri medzi bezne pouzivané
analytické postupy na stanovenie celkového obsahu flavonoidov v rastlinnych materidloch a
potravinach. Flavonoidy predstavuju vyznamnt podskupinu polyfenolickych zlu¢enin, ktord
zahrma Siroké spektrum latok s rozdielnou chemickou Struktirou a fyzikalno-chemickymi
vlastnostami. Z hladiska senzorickych vlastnosti st niektoré bezfarebné flavonoidy
zodpovedné za hork chut, zatial’ ¢o iné flavonoidy vykazuji typické Zlté sfarbenie.
Flavonoidy zohravaju déleziti tlohu aj z hl'adiska I'udského zdravia. Priaznivo ovplyviuju
pruznost a priepustnost’ krvnych kapilar, vykazuji protizdpalové, antioxidacné a
antimikrobidlne u¢inky a podiel’aji sa na ochrane buniek pred oxidaénym stresom. Viaceré
§tudie poukazuju aj na ich potencialny kardioprotektivny ucinok a pozitivny vplyv na imunitny
systém. Vyznamnou vyhodou flavonoidov je ich prevazne polarny charakter, vd’aka éomu su
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dobre rozpustné vo vode. Tato vlastnost’ umoznuje ich efektivnu extrakciu pocas pripravy
kavového napoja, pricom znac¢na cast' flavonoidov prechadza do vysledného roztoku.
Priemerny denny prijem flavonoidov u dospelych jedincov sa podla literarnych tdajov
pohybuje v rozmedzi 200 az 250 mg/den.

Medzi najvyznamnej$ie zdroje flavonoidov v strave patria lie¢ivé rastliny, kava, kakao, ¢aj
(¢ajovnik) a rozne druhy korenin. Tuto skuto¢nost’ potvrdzuje aj analyzovana vzorka kévy, v
ktorej bol stanoveny celkovy obsah flavonoidov na trovni 62,78 mg QE/g (Tab. 3), ¢o mozno
povazovat’ za vysoki hodnotu. 7Z hladiska zastupenia jednotlivych flavonoidov v kdve sa
uvadza dominancia zlG¢enin, ako su epikatechin, epigalokatechin, myricetin a kvercetin, ktoré
sa vyznamne podiel’aji na jej biologickej aktivite.

Tabul’ka 3 Vysledky stanovenia celkového obsahu flavonoidov testovanej kavy
Vzorka mg QE/g | SD

Kava 62,78 2,28
SD — smerodajna odchylka; QE — ekvivalent kvercetinu

Celkovy obsah fenolickych kyselin

Fenolické kyseliny predstavuju d’al§iu vyznamnu podskupinu polyfenolickych latok. Ich
celkovy obsah bol stanoveny spektrofotometrickou metdédou s vyuzitim Arnovej reagencie,
ktord je zaloZena na reakcii fenolickych kyselin s prislusnym ¢inidlom za vzniku farebného
komplexu. Ziskané vysledky boli vyhodnotené na zaklade kalibraénej krivky kyseliny kavove;j
a vyjadrené ako ekvivalenty kyseliny kavovej (mg CAE/g vzorky). V beZnej strave dominuje
najmé kyselina ferulova, ktord je bohato zastiipend v obilninach a celozrnnych vyrobkoch,
predstavujlicich zékladné piliere vyzivy v mnohych populaciach. Kava vSak patri medzi
najvyznamnejsie zdroje inej fenolickej kyseliny — kyseliny chlorogénovej. Tato zlG¢enina sa
vyznamne podiel'a na senzorickych vlastnostiach kavy, najmi na jej acidite, a zaroven vykazuje
biologicky vyznamny lipotropny uéinok, spocivajuci v podpore metabolizmu tukov v
organizme. Prave tento u¢inok kyseliny chlorogénovej bol v minulosti ¢asto popularizovany,
¢o viedlo k zvySenému zaujmu o konzumaciu napojov zo zelenej kavy ako prostriedku na
redukciu telesnej hmotnosti. Je v8ak potrebné zdoraznit', Ze obsah kyseliny chlorogénovej je
vyrazne ovplyvneny technologickym spracovanim, najmid procesom praZenia. Podl'a
literarnych udajov dochadza pocas prazenia k poklesu jej obsahu priblizne zo 7 % v zelenej
kéave na hodnoty okolo 4 % v praZenej kave, v zavislosti od stupna praZenia.

Standardna 3alka kavy pripravena zo 9 g mletej kavy na 60 ml vody obsahuje priblizne 70 mg
kyseliny chlorogénovej. Analyzovana vzorka kavy vykazovala vysoky celkovy obsah
fenolickych kyselin (Tab. 4), konkrétne 76,22 mg CAE/g, ¢o poukazuje na jej vyrazny
antioxida¢ny potencidl a vysokl nutri¢nt hodnotu. Fenolické kyseliny patria medzi vyznamné
antioxidanty s preukazanymi protizapalovymi, antikarcinogénnymi a ochrannymi t¢inkami
proti oxida¢nému stresu. Na zaklade dostupnych odbornych zdrojov sa odporti¢any denny
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prijem fenolickych kyselin pohybuje priblizne na Grovni 200 mg/den, pri¢om kava moze k
tomuto prijmu vyznamne prispievat’.

Tabul’ka 4 Vysledky stanovenia celkového obsahu fenolickych kyselin testovanej kavy
Vzorka mg CAE/g SD

Kava 76,22 2,16
SD — smerodajna odchylka; CAE — ekvivalent kyseliny kdvove;j

CAST B: VYSLEDKY STANOVENIA TUKU

Celkovy obsah tuku bol stanoveny extrakénou metédou s pouZitim petroléteru ako extrakéného
¢inidla a dosiahol hodnotu 8,77 + 0,11 %. Zistené mnozstvo je v sulade s literarnymi udajmi
pre kavu, ked’Ze sa uvadza, Ze obsah lipidov v kdvovych zrnach druhu Coffea arabica sa
pohybuje v rozmedzi priblizne 9 az 14 %, zatial’ Co v pripade druhu Coffea canephora (Robusta)
moZe dosahovat’ az 17 %. Mierne niz$ia hodnota namerana v analyzovanej vzorke moézZe
suvisiet’ s odrodou, stupriom praZenia, ako aj s technologickym spracovanim kavy. Kavovy tuk
predstavuje vyznamnua zlozku, ktora ovplyviluje nielen nutricni hodnotu kavy, ale aj jej
senzorické vlastnosti, ako su chut, arobma a plnost’ napoja. Podla dostupnych vedeckych
zdrojov v lipidovej frakcii kavy dominuju najmé nenasytené mastné Kyseliny, predovsetkym
kyselina olejova, linolova a linolénova. Tieto mastné kyseliny maji vyznamny nutri¢ny prinos,
ked'Zze sa podiel'ajli na spravnej funkcii bunkovych membran a metabolickych procesoch v
I'udskom organizme. Zarovei je integrita lipidovej frakcie kI'i¢ova z hl'adiska kvality a stability
kavy. Oxida¢né poSkodenie tukov vedie k vzniku neZiaducich senzorickych vlastnosti, najmé
zatuchnutej chuti a arébmy. Zachovanie kvality kdvového tuku je preto zdsadné pre udrzanie
cerstvosti kavy, pricom vyznamnu Glohu zohravaju podmienky skladovania, balenia a stuper

praZenia.

CAST C: VYSLEDKY STANOVENIA MASTNYCH KYSELIN

Na stanovenie jednotlivych mastnych kyselin (MK) sa pouzil vyextrahovany tuk extrakénou
technikou (Cast’ B), ktory sa metyloval a analyzoval pomocou GC-FID. Separované piky boli
identifikované porovnanim reten¢nych ¢asov s externou kalibraciou 37-zlozkového standardu
FAME. Nasledne bola vypocitana koncentracia pomocou externej kalibracnej krivky.

V testovanej vzorke kavy, obsahujicej odrody Red Bourbon (Ethiopia) a Caturra (Colombia),
boli stanovené MK, ako palmitova, linolova, stearova, olejova, arachidonova, linolénova,
behenova, lignocerova a cis.-11-eikozénova (Tabulka 5). Obsah tychto MK v8ak je vyrazne
nizdi, ako je bezné pre kavy Arabica. Literatira uvadza pre majoritné kyseliny obsah 30-35%
k. palmitovi a 40-45% k. linolovu.
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Tabul’ka 5 Obsah mastnych kyselin (%) + smerodajna odchylka (SD; n=2).

Mastna  kyselina | Koncentracia Sumarny vzorec
(MK) (% £SD) Skupina MK omega3/6/9
k.palmitova 1,55 40,18 SAFA C16:0
k.stearova 0,42 +0,06 SAFA C18:0
k.olejova 0,42 +0,07 MUFA w9 Cl18:1n9c¢
k.linolova 1,61+0,21 PUFA w6 C18:2n6c
k.arachidova 0,3 +0,02 SAFA C20:0
k.linolénova 0,16 0,01 PUFA w3 C18:3n3c¢
k.cis-11- MUFA w9 C20:1n9c
eikozénova 0,12 £0,01
k.behenova 0,25 +0 SAFA C22:0
k.lignocerova 0,23 £0 SAFA C24:0

SAFA — nasytené mastné kyseliny; MUFA — mononenasytené mastné kyseliny;
PUFA - polynenasytené mastné kyseliny

CAST D: VYSLEDKY STANOVENIA kofeinu

7 g kavy bolo zaliatych 120 ml 95°C vody, lthovanych 5 min. a filtrovanych cez filtraény
papier. Filtrat bol nasledne prefiltrovany cez strieka¢kovy PVDF filter do HPLC vialky. Takto
pripravena vzorka bola analyzovana na obsah kofeinu pomocou HPLC-DAD. Vyhodnotenie
bolo pomocou externej kalibraénej krivky $tandardu kofeinu (Sigma Aldrich).

Testovana vzorka kavy obsahovala 1,27+ 0,02 g kofeinu /100g kavy, ¢o predstavuje 1,27%.
Obsah kofeinu je typicky pre Arabica kavu (1-1,5%), zarover je v predpokladanom rozsahu pre
pouzité odrody Red Bourbon (0,9-1,3%) a Caturra (1,1-1,5%).

Tabulka 6 Obsah kofeinu (g/100g + SD) v testovanej vzorke kavy.

Vzorka Kofein (g/100g) = SD
kava odrody Red Bourbon (Ethiopia) a Caturra | 1,27 + 0,02
(Colombia)

CAST E: VYSLEDKY STANOVENIA MINERALNEHO PROFILU

Na stanovenie jednotlivych chemickych prvkov vo vzorke kavy sa najprv uskutoénila
mineralizacia vzorky pomocou mikrovinného rozkladu. Vzorka kéavy bola homogenizovand a
nasledne upravena pomocou 69% kyseliny dusiénej a 30% peroxidu vodika za u¢elom tGplného
rozkladu organickej matrice pri teplote 200°C a 1800kW. Nasledne bola vzorka prefiltrovana
cez filtracny papier a zriedena ultracistou vodou na pozadovany objem. Takto pripraveny
extrakt bol nasledne analyzovany pomocou ICP-OES. Identifikdcia jednotlivych prvkov bola
vykonana porovnanim emisnych linii so $tandardnymi vzorkami a kvantifikacia prebehla
pomocou externej kalibracie viacprvkovym $tandardom obsahujucim vybrané prvky. Kazdy
prvok bol merany pri optimalizovanej vlnovej dizke, pri¢om bol kontrolovany lineétny rozsah
detekcie a presnost’ merania. Na overenie presnosti merania boli pouZité aj Standardné
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referenéné materialy (CRM), pricom vysledky sa vyjadrili ako koncentricia v mgkg +
Standardna odchylka (SD).

Vo vzorke testovanej kavy, ktora obsahovala odrody Red Bourbon a Caturra, boli zistené
nasledujuce prvky:

Tabul’ka 7 Obsah chemickych prvkov (mg/kg) + smerodajna odchylka (SD; n=2).

Chemicky prvok Koncentracia (mg/kg £SD)
Co 0,16 + 0,06
Ca 622,41 +2 81
Na 140,39 + 0,29
K 9610 + 3,17
Mg 128,62 + 0,44
Ba 4,23+ 0,05
Cr 0,03 £ 0,02
Cu 10,52 + 0,04
Fe 15,35+ 0,14
Mn 20,94 + 0,10
Ni 0,63 + 0,04
Sr 5,86+ 0,03
Zn 2,57+0,12
Se 0,21 +0,01
B 6,81+ 0,09

P 944,68 + 0,12

Testovana vzorka kavy obsahovala 9 610 mg/kg draslika; 944,68 mg/kg fosforu; 622,41 mg/kg
vapnika; 128,62 mg/kg hor¢ika a 140,39 mg/kg sodika. Obsahy makroprvkov typické pre
Arabica kavu podl'a literarnych zdrojov su: draslik 8 000-12 000 mg/kg, fosfor 800-1 200
mg/kg, vapnik 500-1 000 mg/kg, hor¢ik 100-200 mg/kg, sodik 100-200 mg/kg). Namerané
hodnoty vo vzorke kavy sa nachadzaja v predpokladanom rozmedzi pre pouZzit¢ odrody Red
Bourbon (draslik 8 500-10 000 mg/kg, fosfor 900—-1 000 mg/kg) a Caturra (draslik 9 000-11
000 mg/kg, fosfor 900-1 100 mg/kg). Stopové prvky vo vzorke testovanej kavy sa vo
vSeobecnosti nachadzaju v o¢akavanom rozmedzi pre danu kavu. Literatiira uvadza pre praZent
Arabica kavu koncentracie zeleza priblizne 41-60 mg/kg, medi 11-14 mg/kg, zinku 3,6-5,4
mg/kg a manganu 1249 mg/kg. V porovnani s tymito rozsahmi sa hodnoty vo vzorke (Fe 15,35
mg/kg, Zn 2,57 mg/kg, Cu 10,52 mg/kg, Mn 20,94 mg/kg, Co 0,16 mg/kg, Cr 0,03 mg/kg, Ni
0,63 mg/kg, Sr 5,86 mg/kg, B 6,81 mg/kg, Se 0,21 mg/kg, Ba 4,23 mg/kg) nachadzaju mierne
pod priemerom alebo v dolnom pasme o¢akavanych hodnot.

Obsahy rizikovych prvkov kadmia (Cd), olova (Pb) a arzénu (As) sa v analyzovanych vzorkach
zvolenou metddou ICP-OES nepodarilo detegovat, nakolko ich koncentracie nedosahovali
detekény limit pristroja.
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N — neakreditované skusky

Cena upravena v zmysle cenovej ponuky:

Jednotkova cena

T Iy
Y, SRy (1 vzorka) bez DPH (€)

Stanovenie antioxidacnej aktivity

Stanovenie celkovych polyfenolov

Stanovenie celkovych flavonoidov

Stanovenie celkovych fenolickych kyselin

Stanovenie mastnych kyselin na HPLC

Stanovenie tukov

Stanovenie kofeinu

Stanovenie ICP-OES stanovenie 1 makro/mikro prvku

Stanovenie ICP-OES stanovenie vybranych makro/mikro prvkov

Zl'ava zo stanovenia makro/mikro prvkov Co, Ca, Na, Ba, Cr, Cu, Fe, Ni, Sr, B

Servisny poplatok

SPOLU
podpis zastupcu preberajlcej strany podpis zastupcu odovzdavajlicej strany
V Bratislave, dfia ccccccveeeeeeiiiiiicenierene e V Nitre , dila 2301_2&25 ..........
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