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ANOTACE

Bakalaiska prace je zamétena na tfi vybrané alkaloidy fadici se mezi psychostimulanty,
a to na nikotin, kofein a kokain. U jednotlivych alkaloidl jsou zminény jejich obecné fyzikalng-
chemické vlastnosti, vyskyt, absorpce a distribuce v organismu a jejich mechanismus téinku.
Dale je pozornost zaméfena na ucinky, kterymi vybrané alkaloidy plisobi na rtizné casti
lidského organismu. Dalsi ¢ast bakalafské prace je vénovana extrakénim technikdm a

separacnim metodam, s nimiz lze vybrané alkaloidy stanovit.

KLICOVA SLOVA

Nikotin, kofein, kokain, extrakce, separacni metody

TITLE

Determination of selected alcaloids using separation techniques.

ANNOTATION

This Bachelor thesis is focused on three selected alcaloids, which belong to
psychostimulants, namely nicotine, caffeine and cocaine. General physicochemical properties,
occurrence, absorption and distribution in the organism and their mechanism of action are
mentioned for individual alcaloids. Further, the attention is paid on the effects of selected
alcaloids on different parts of the human organism. Next part of the thesis deals with extraction

techniques and separation methods used for alcaloids analysis.

KEYWORDS

Nicotine, caffeine, cocaine, extraction, separation methods
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1 Uvod

Alkaloidy jsou znamy a vyuzivany jiz dlouhou fadu let. V davnych dobach byl primarni
ucel jejich vyuziti v podobé obrannych prostredk v boji proti predatorim nebo také jako 1é¢ivé
ptipravky zmirfiuyjici bolesti. Alkaloidy mohou byt rostlinné, zivoc¢isné, moiské nebo se mohou
vyskytovat v houbach. Alkaloidi je velky pocet, nejvice z nich vSak spada do skupiny
rostlinnych alkaloidu. Jejich G¢inek muZze mit jak pozitivni, tak i negativni dopad na zdravi
lidského organismu, kdy je mira ucinku velmi zavisla na davce podavané latky. Tato bakalaiska
prace je zaméfena na tfi vybrané alkaloidy, a to na nikotin, kofein a kokain. Tyto alkaloidy patti
mezi navykové latky a mohou proto byt velmi snadno zneuzivany pro své stimulacni ucinky.
V nékterych ptipadech mohou byt naopak jejich stimulaéni U€inky v lékatstvi vyuzivany
k 16€b¢ a zmirnéni piiznakd neurodegenerativnich onemocnéni. Vybrané alkaloidy mohou byt
snadno stanoveny fadou separac¢nich metod. Nejcastéji vyuzivanymi separacnimi metodami u
nikotinu jsou plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii a vysokoucinna kapalinova
chromatografie. U kofeinu a kokainu se s oblibou hojné vyuziva kromé& zminénych metod i
kapilarni elektroforéza. Vybrané alkaloidy mohou byt stanoveny z velkého poctu rtiznych
matric a jelikoz je proces extrakce na typu matrice vzorku zavisly, byva u jednotlivych
stanoveni odligny. Casto je vSak vyuZivana extrakce v systému kapalina-kapalina a

mikroextrakce tuhou fazi.
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2 Definice alkaloidu

Termin alkaloid byl poprvé zminén v roce 1819 W. MeiPnerem, 1ékarnikem z Halle.
Vsiml si, Ze se tyto slouéeniny jevi ,,jako alkalické* a tak je pojmenoval alkaloidy [1].

Z biologického hlediska je alkaloid jakadkoliv biologicky aktivni heterocyklicka
sloucenina, kterd obsahuje dusik, mize byt farmakologicky aktivni a mize mit 1é¢ivé nebo
ekologické vyuziti. Winsterstein a Tier zduiraznili zakladni vlastnosti alkaloidii, mezi néz patii
vEétsi €1 mensi toxicita, kterd plisobi primdrné na centrdlni nervovy systém, zédkladni charakter
chemické konstrukce, heterocyklicky dusik jako zakladni slozka, syntéza z aminokyselin a
jejich derivatt a omezena distribuce v pifirod¢. V jiné definici Wallerand Nowachi uvedl, ze
maji v molekule obsazen atom dusiku a jSou spojeny alespont dvéma atomy uhliku, dale ze je v
jejich molekule obsazen kruh, ktery nemusi byt nutné heterocyklicky [1].

Alkaloidy jsou aktivni v riznych bunéénych urovnich organismu a ucastni se
biologickych procesti rostlin, zvifat a mikroorganismii Zijicich v rGznych prostiedich.
Z hlediska mediciny je jimi jakakoliv skupina dusikatych latek s Casto slozitou strukturou a
vysokou molekulovou hmotnosti. Maji intenzivni fyziologické plsobeni a v Iékatskych
oborech jsou Siroce pouzivany jako lécebné drogy. Nekteré alkaloidy mohou byt vysoce
toxické, a to pouze v malych davkach. Bez alkaloidi by nebyly mozné Gspéchy v boji proti
malarii, leukémii, rakoviné a Parkinsonové chorobé¢. Farmaceutickému pramyslu se podatilo
vyuzivat ptirodni alkaloidy pro vyvoj antimalarik (napf. chinin), protirakovinnych latek (napft.
taxol) a ¢inidel podporujicich prokrveni mozku (napt. vintamin) [1].

Z &isté chemického hlediska jsou alkaloidy biogenni, dusik obsahujici N-heterocyklické
slouceniny [1]. Fyzikaln¢ jsou to vétsinou bezbarvé, krystalické pevné latky, mirné€ rozpustné
V neutrdlnim nebo alkalickém vodném roztoku, ale dobfe rozpustné v kyselindch nebo
organickych rozpoustédlech, jako je ether, chloroform nebo ethanol. N&kolik alkaloidl (napf.
nikotin, coniin) je pfi pokojové teploté kapalnych, nékteré alkaloidy (napf. berberin,
sanguinarin) jsou barevné. Mnoho patii mezi opticky aktivni latky a skutec¢nost, Ze se jen zfidka
vyskytuji jako racemické smési je povazovana za diikaz, ze jsou syntetizovany alespon ¢astecné
enzymatickou katalyzou. V nékterych ptipadech se oba enantiomery ptirozené vyskytuji, ale
kazdy z jiného zdroje. Vzhledem k jejich polarni povaze se vétSina rozpusti v ¢astech rostlin ve
formé kationti a po odpateni mizy tvoii soli s organickymi kyselinami, které jsou také pfitomny

[2].
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3 Rozdéleni alkaloidu

Alkaloidy mohou byt rozdéleny v zavislosti na jejich biologické a ekologické aktivité
ve spojitosti s chemickou a technologickou inovaci, chemickou strukturou a biosyntetickymi
drahami. Z hlediska biologické aktivity je mozné alkaloidy rozd¢€lit na neutralni nebo slab¢
bazické molekuly, zivocisné alkaloidy, motské alkaloidy, alkaloidy vyskytujici se v mechovych
porostech, v houbach, bakterialni alkaloidy a nepiirozené alkaloidy (strukturné modifikované
nebo analogy). Na zakladé vztahu k inovacim v oblasti chemie a technologie je lze rozdélit do
téi skupin, a to na ptirodni alkaloidy, biomimické a bionické alkaloidy a syntetické alkaloidy.
Podle jejich ¢isté chemické struktury smétujici na alkaloidovy zéklad 1ze alkaloidy rozd¢lit na
akridinové, aromatické, imidazoly, indoly, piperidiny, puriny, pyrolidiny, terpenoidy a dalsi

[1].

3.1 Klasifikace podle biosyntetické struktury

Alkaloidy jsou obvykle klasifikovany podle jejich spoleénych molekularnich
prekurzori na zakladé biologické drahy pouzité pro vytvoreni molekuly. Z konstrukéniho
hlediska jsou alkaloidy rozd¢leny podle tvaru, struktury a prekurzorti. Existuji tfi hlavni typy

alkaloidu, a to pravé alkaloidy, protoalkaloidy a pseudoalkaloidy (tabulka 1) [1].

3.1.1 Pravé alkaloidy

Pravé alkaloidy pochazi z aminokyselin a sdili heterocyklicky kruh s dusikem. Jsou to
vysoce reaktivni latky, biologicky aktivni i v nizkych davkach. VSechny maji hotkou chut’ a
jsou to bilé pevné latky, kromé nikotinu, ktery je hnéda kapalina. Ve vodé tvofi rozpustné soli
a v€tSina z nich se spojuje s kyselinami za vzniku soli. V rostlinach se mohou vyskytovat jako
volné soli nebo jako N-oxidy. Primarnimi prekurzory pravych alkaloidd jsou aminokyseliny

jako je L-ornithin, L-lysin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-tryptofan, L-histidin (tabulka 1) [1].

3.1.2 Protoalkaloidy

Protoalkaloidy jsou slou€eniny, ve kterych atom dusiku odvozeny od aminokyseliny
neni soucasti heterocyklického kruhu. Zahrnuji slouceniny odvozené od L-tyrosinu a L-

tryptofanu (tabulka 1) [1].

3.1.3 Pseudoalkaloidy
Pseudoalkaloidy jsou slou€eniny, ve kterych zakladni uhlikovy skelet neni odvozen od

aminokyselin, jsou vSak spojeny s drdhami aminokyselin. Jsou odvozeny od prekurzorti a
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postkurzori aminokyselin. Mohou také pochazet z aminacnich nebo transaminacnich reakci

riznych drah spojenych s prekurzory nebo postkurzory aminokyselin (tabulka 1) [1].

Tabulka 1: Rozdéleni alkaloidu [1]

Typ
alkaloidu

Prekurzor

Chemicka skupina
alkaloidi

Zakladni
sloucenina

Priklady

Pravé

alkaloidy

L-ornithin

Pyrolidinové

Pyrolidin

Hygrin
Kuskohygrin

Tropanové

Tropan

Atropin
Kokain
Skopolamin
Hyoscyamin

Pyrolizidinové

Pyrolizidin

Acetyl-
Lykopsamin

Acetyl-
Intermedin

Europin

Metheloidin

L-lysin

Piperidinové

Piperidin

Anaferin
Lobelanin
Piperin
Lobelin
Piperidin

Chinolizidinové

Chinolizidin

Cytisin
Lupanin

Indolizidinové

Indolizidin

Castanospermin
Swantosin

L-tyrosin

Fenylethylaminové

Fenylethylamin

Adrenalin
Dopamin
Noradrenalin
Tyramin

Tetrahydroiso-
chinolinové

Tetrahydroisochinolin

Kodein
Morfin
Papaverin
Tubokurarin

L-tryptofan

Indolové

Indol

Psilocin
Serotonin
Tryptamin
Arundacin

Chinolinové

Chinolin

Chlorquinin
Cinchonidin
Chinin

Pyroloindoloveé

Indol

Chimoanthen
Coryanthen

Ergotové

Ergobin
Ergosin
Ergostin

L-histidin

Imidazolové

Imidazol

Histamin
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Pilokarpin

L-arginin Marinové B-Carbolin Saxitoxin
Tetrodotoxin
Antranilova Chinolinové Chinolin Bucharin
kyselina Acetylfolidin
Perfamin
Akridinové Akridin Akronycin
Nikotinova Pyridinové Pyridin/Pyrolidin Anabasin
kyselina Nikotin
Evolin
Cassinin
Proto- L-tyrosin Fenylethylaminové Fenylethylamin Hordenin
alkaloidy Mezkalin
L-tryptofan Terpenoindolové Indol Yohimbin
L-ornithin Pyrolizidinové Pyrolizidin Stachydrin
Pseudo- | Acetat Piperidinové Piperidin Koniin
alkaloidy Pinidin
Seskviterpenové Seskviterpen Cassinin
Evonin
Evorin
Pyrohroznova | Efedrinové Fenyl Efedrin
kyselina Norefedrin
Ferulova Aromatické Fenyl Capsaicin
kyselina
Geraniol Terpenoidové Terpenoid Akonitin
Aktinidin
Atisin
Saponiny Steroidni Cholestan
Cyklopamin
Pregnenolon
Adenin/Guanin | Purinové Purin Kofein
Theobromin
Theakrin
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4 Historicky vyznam alkaloidi

Poznatky o alkaloidech sahaji do pocatki civilizace, kde je lidé vyuzivali jako 1éCiva,
prostiedky zmirfiujici bolesti, lektvary, 1é¢ivé Caje, obklady a jedy. Pfi shanéni potravy a styku
s neptateli nebyl primarni ucel pouziti alkaloidi ve formé 1éCivych ptipravka, ale na otrdvené
Sipy. S Sipy, které jsou otravené rostlinami obsahujicimi alkaloidy, se v dne$ni dob¢ stale
mizeme setkat v Africe a Jizni Americe [3, 4]. Alkaloidy vyskytujici se v rostlinach a télech
zivocichu také slouzily jako obrana pted predatory [4].

Terapeuticky u¢inné latky pouzivané v medicin€ byly izolovany na pocatku 19. stoleti.
Prvni prozkoumané surové 1é€ivo bylo opium izolované z maku setého, které bylo po staleti
vyuzivano pro své analgetické a narkotické Gc¢inky [3]. V letech 1800 az 1950 byla zavedena
analyticka a izolacni technologie [4]. V roce 1803 Derosne izoloval polocisty alkaloid a v roce
1805 Sertiirner izoloval a charakterizoval tuto sloZku jako morfin a objevil jeji zakladni
charakter. Mezi lety 1817 az 1820 bylo izolovano mnoho G¢innych latek ze surovych 1é¢iv. Do
skupiny alkaloidd, které byly ziskany v tomto obdobi, patii strychnin, emetin, brucin, piperin,
kofein, chinin, cinchonin a kolchicin. Pravé tato skupina alkaloidii je povazovana za zakladni
kamen vSech dosud znamych alkaloidt. V roce 1939 bylo izolovano a strukturné identifikovano

asi dvé st¢ alkaloidu [3].
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5 Nikotin

5.1 Chemicke a fyzikalni vlastnosti
Nikotin  (obrazek 1) je chemicky 3-[(2S)-1-Methyl-2-pyrrolidinyl]pyridin

s molekulovym vzorcem CioH14N> [5].

N
AN |CH3
/

Obrizek 1: Struktura Nikotinu [5]

Cisty nikotin je bezbarva kapalina s charakteristicky nepiijemnym zapachem.
Piisobenim vzduchu nebo svétla ¢i ponechanim ve tmé v uzaviené lahvi se bezbarva nebo svétle
Zluta olejovita kapalina zméni na hnédou kapalinu, jejiz toxicita zlstava stejna. Bod varu
nikotinu je 246-247°C [6]. Nikotin je vysoce rozpustny v rozpoustédlech jako je voda,
methanol, acetonitril a chloroform [7]. Mtize byt snadno extrahovan z vodnych roztokt extrakci
rozpoustédlem [8]. Molekula nikotinu obsahuje asymetricky uhlik, a proto se vyskytuje ve dvou
enantiomernich formach [9]. Diky obsahu pyrolidinového a pyridinového dusiku je pii 15 °C
dibazicky. Pti pH 7,4 a teploté 37 °C je asi 69 % pyrolidinového dusiku ionizovéano, zatimco
pyridinovy dusik zlstavd neionizovan. Nikotin pfi pH 7,4 existuje v obou formach,
neionizovana forma pronika lipoproteinovou membranou, ionizovand forma membranou
nepronika [6]. Jakmile je nikotin pifi prichodu biologickymi membranami, véetné
hematoencefalické membrany, absorbovan, je metabolizovan v jatrech na fadu hlavnich a

vedlejsich metabolita [8].

5.2 Enantiomerni formy nikotinu

Enantiomery nikotinu se vyznacuji rozdilnym ptsobenim. Bylo zji§téno, ze u zvifat se
jevi (-)-nikotin pfiblizné dvakrat vice toxicky nez (+)-nikotin. Podavani (-)-nikotinu vyvolava
kiece, (+)-nikotin zpusobuje cukani kiize. Ve studii zaméfené na srovnani ucinnosti obou
enantiomert bylo zji$téno, ze u zvifat je (-)-nikotin vice efektivni na zvySovani krevniho tlaku.
Oba dva stereoizomery maji protibolestivé G¢inky, avsak U (-)-nikotinu jsou tyto ucinky siln&jsi.

(-)-nikotin je také uc¢innéjsi ve vyvolani oxidativniho stresu v porovnani s (+)-nikotinem [8].
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5.3 Vyskyt nikotinu

Nikotin se pfirozen¢ vyskytuje v rostling tabaku, s vysokou koncentraci v tabakovych
listech. Predstavuje 0,3-5 % suSiny z rostliny. Jeho biosyntéza probiha v kofenech a néasledné
se hromadi v listech rostliny tabaku. Kromé rostliny tabaku se v menSim mnozstvi nachazi i
v jinych rostlinach tadu Lilkotvaré (Solanales), a to v raj¢atech, bramborach, lilku a v zelené
paprice. Nikotin se také nachazi v rostliné Koka [9]. Béhem sklizné a fermentace muize byt

nikotin pfeveden na fadu biologicky vyznamnych latek, z nichz nejvyznamnéjsi jsou specifické

tabakové nitrosaminy [8].

5.4 Absorpce nikotinu

Nikotin muize byt absorbovan prostfednictvim ustni dutiny, klize, plic, mo€ového
méchyfte a zazivaciho traktu. Rychlost absorpce nikotinu pies biologické membrany je zavisla
na pH. Podil neionizovaného nikotinu se zvySuje, kdyz se pH roztoku obsahujiciho nikotin
zvySuje. Podil ionizovaného nikotinu je naopak zvySovan pii snizujicim se pH. Rychlost
absorpce nikotinu pies biologické membrany se tedy zvySuje, kdyZz se pH vodného roztoku
zvySuje. Absorpce nikotinu pies ustni sliznici je hlavni cesta absorpce u kuraki, kteti kout
nevdechuji. Hodnota pH cigaretového tabaku je asi 5,5. Pfi této hodnoté pH je nikotin témér
cely ionizovan. Sliznici dutiny ustni je tedy absorbovan pouze v malé mife. Hlavni cesta
absorpce u kufakd, kteti kout vdechuji, je pfes plicni sklipky. Hodnota frakce cigaretového
koute je okolo 8,5 a pH plicnich sklipkid 7,4. Ptfi této hodnoté pH je asi 31 % nikotinu
neionizovéano a snadno prochazi bunéénou membranou do obehu. Extrahovany nikotin mtize
byt reabsorbovan prostiednictvim mocového méchyie pouze v piipadé, kdy je pH moci vyssi
neZ 6 [8]. Zaludkem je nikotin absorbovan $patné v diisledku kyselosti zalude¢ni §tavy, ale je

dobie absorbovan v tenkém streve, které ma vice alkalické pH a velky povrch [10].

5.5 Distribuce nikotinu

Po absorpci nikotin vstupuje do krevniho obéhu, kde je pfi pH 7,4 69 % ionizovano a
31 % neionizovano. Vazba na plazmatické bilkoviny je nizsi nez 5 %. Nikotin je distribuovan
afinita je k tukové tkani. Na mozkovou tkan se nikotin vaze s vysokou afinitou a vazebna
kapacita receptoru je vysSi u kutfdkll v porovnani s nekufdky. Dlivodem vysSi vazebné
schopnosti je vyssi pocet nikotinovych cholinergnich receptori v mozku kuiaka. Nikotin se

také hromadi v zalude¢ni §tave a slinach. Tato akumulace je zplisobena iontovym zachycenim
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nikotinu. Nikotin se hromadi i v matefském mléce [11]. Nikotin voln¢ prochazi placentou, tudiz

plod matky, ktera koufi, je vystaven vyssi koncentraci nikotinu nez matka [10].

5.6 Mechanismus ucinku

Zakladem farmakologického uc¢inku nikotinu je jeho plsobeni na nikotinové
acetylcholinergni receptory [12]. Tyto receptory jsou jednim z hlavnich podtypu receptori
acetylcholinu. Jakmile jsou nikotinové receptory stimulovany uvoliuji acetylcholin, nor-
adrenalin, dopamin, serotonin, vasopresin, ristovy hormon a adrenokortikotropni hormon [13].
Nikotin stimuluje nikotin acetylcholinergni receptory a po navazani molekuly nikotinu na
receptor zUstava receptor depolarizovan po delSi dobu nez u acetylcholinu. Nikotin se tedy
vyznacuje dvojim uc¢inem. Prvni G€inek spociva ve stimulaci receptoru, coz je agonicka funkce,
druhy ucinek spociva v nasledné blokaci receptoru, coz je antagonicka funkce. Blokace
receptoru je vyznamnéjsi efekt v porovnani se stimulaci, protoze mozek se blokaci ptizptisobi
a prekonava ji, zatimco u stimulace dochazi ke zvySeni poctu nikotinovych receptorti. U lidi
kouficich cigarety cCastéji v kratSich intervalech dochdzi ke zvySovani poctu nikotinovych

receptortl a zastaveni piijmu nikotinu nasledné vede k abstinen¢nim pfiznaktim [12].

5.7 Utinky nikotinu na lidsky organismus

5.7.1 Kardiovaskularni u¢inky

Koufeni cigaret je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku ptfed¢asnych kardiovaskularnich
onemocnéni. Vyrazné zvysSuje riziko vzniku akutnich koronarnich a cerebrovaskularnich
ptihod, vcetné infarktu myokardu a mrtvice. Urychluje aterogenezi a tim ndsledny vznik
aterosklerozy v epikardialnich véncitych tepnach, aorté, krkavici a mozkovych tepnach [14].

Cigaretovy koui obsahuje vice nez 9000 chemickych latek a vice nez 69 znamych
karcinogenii. Mezi slozky, které zpisobuji kardiovaskularni onemocnéni, patii oxidujici
chemické slou¢eniny, oxid uhelnaty, té€kavé organické latky, ¢astice, tézké kovy a nikotin [14].

Nikotin podporuje vznik aterosklerotického onemocnéni pisobenim na metabolismus
lipida. Kufaci maji zvySené nizkodenzitni lipoproteiny a oproti tomu snizené vysokodenzitni
lipoproteiny, coz zvySuje riziko vzniku aterosklerozy. Také peroxidace lipidi a generovani
volnych radikald jsou procesy spojené s patogenezi aterosklerézy [10]. Za pfic¢inu
kardiovaskularnich onemocnéni je povazovana vaskuldrni endotelidlni dysfunkce, ktera je
pevné spojena s patogenezi rtiznych chronickych poruch, jako je ateroskleréza, hypertenze,

srde¢ni selhani, diabetes mellitus a mrtvice [15].
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Koufeni cigaret zpisobuje zvyseni adrenalinu v plasmé, coz ma za nésledek zvySeni
srdecni frekvence, kontraktilitu myokardu a krevniho tlaku [14]. Nikotin je spojen s fadou
rytmickych poruch, mezi které patii fibrilace sini, ventrikularni extrasystoly, tachykardie,

komorové fibrilace a supraventrikularni arytmie [15].

5.7.2 Karcinogenni u¢inky

Nikotin zvysuje riziko vzniku rakoviny stimulaci bunécného ristu, potlacenim apoptozy
a indukci angiogeneze v nadorech [9]. Vazba nikotinu a jeho metaboliti na nikotinové
acetylcholinergni receptory stimuluje signalni drahy a reakce, které jsou zodpovédné za zvySeni
bunécné proliferace a prezivani bun€k. Uvolnénim adrenalinu a noradrenalinu, coz je dg
zprostiedkovany nikotinem, dojde Kk jejich navazani na B-adrenergni receptory a nasledné
aktivaci. Dusledkem je stimulace vice onkogennich a mitogennich signalnich kaskad, aktivace
proliferativnich cest, uvolnéni epidermalniho ristového faktoru, vaskularniho endotelidlniho
faktoru a arachidonové kyseliny. Diky nikotinu buiika sndze ziskdvad migracni vlastnost a
usnadni se vznik rakovinnych metastaz [16].

Krom¢ samotného nikotinu vykazuji karcinogenni ucinky i kotinin, coz je tkanovy
metabolit nikotinu, a dva tabakové nitrosaminy odvozené od nikotinu, N’-nitrosonornikotin a
4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon, a to pii vazbé na acetylcholinergni receptory

nonneuroalnich bunék [17].

5.7.3 U¢inky na gastrointestinalni trakt

Chronické podéavani nikotinu, alespoii 25 mg/kg po dobu 10 dni, zvySuje vylucovani
zaludec¢ni §tavy, coz je jednou z hlavnich pficin agresivni tvorby viedl. Béhem hodiny po
podani nikotinu dochazi ke sniZeni pH, coz znamena, Ze nikotin miiZe mit vliv na postprandialni
zaludec¢ni neutralizaci [18].

Nikotin stimuluje sekreci pepsinogenu prostfednictvim nikotinovych receptort
v zalude¢nich bunkach za soucasného zvyseni volnych vapnikovych ionti v cytosolu. Pepsin
je povazovan za agresivni ¢inidlo v patogenezi viedu. Nikotin ve formé nikotinovych zvykacek
vyvolava uvoliovani vasopresinu. Uvolnény vasopresin zpusobuje vazokonstrikci, agregaci
krevnich destic¢ek, endogenni vasopresin se podili na vyvoji gastroduodenalnich viedd. Nikotin
také potlacuje regeneraci sliznice prostfednictvim inhibice ornithin dekarboxylazy a snizenim
exprese iontového draselného kanalu. V nékterych ptipadech, naptiklad pti spotiebé ethanolu,

muze nikotin zalude¢ni sliznici chranit. Ethanol zpiisobi ubytek slizni¢niho hlenu a
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intragastrické podani nikotinu zamezuje poskozeni sliznice prostfednictvim zvysené produkce

hlenu [18].

5.7.4 Utinek na oxidativni stres

Utinkem nikotinu dochézi ke sniZeni &innosti enzymi likvidujicich volné radikaly,
superoxid dismutazy, kataldzy a glutathion reduktdzy. Nasledkem snizené tvorby téchto
enzymu dochazi ke zvysené tvorb¢ superoxidového aniontu a peroxidu vodiku, ktery nasledné
vede ke tvorbé volnych hydroxylovych radikalti. Hydroxylové volné radikaly se ti¢astni mnoha
toxickych reakcich. ZvySena produkce superoxidového aniontu a peroxidu vodiku miize
zpusobit poSkozeni alveoldrnich makrofdgii a uvolnéni protolytickych enzymi. Produkty
peroxidace lipidii, jezZ se po podani nikotinu zvySuji, mohou zpisobit nevratné poSkozeni
membranové struktury bunék. Nikotin také indukuje tvorbu volnych radikali a zpisobuje

peroxidaci lipid v pankreatické tkani a sliznici jicnu [8].

r

5.7.5 Psychostimulacni acinky

Nikotin je silny ganglionicky a centrdlné nervovy stimulant. Vaze se na nikotinové
cholinergni receptory, které se nachazi v mozku, autonomnich gangliich, nadledvinach a
neuromuskuldrnich spojenich. Nikotin plisobi jak sympaticky, tak parasympaticky, ale hlavnim
ucinkem je sympatickd nervova stimulace, a to jak centralni, tak periferni. Soucasn¢ dochazi
k uvolnéni katecholamini z nadledvin a z centralnich nervovych zakonéeni. Nasledkem je
zvySené uvolnovani neurotransmiterd, mezi které patii adrenalin, noradrenalin, dopamin,
acetylcholin, serotonin, vasopresin, glutamat, oxid dusnaty a f-endorphin. Vysoka navykovost
nikotinu spo¢iva v jeho dopaminergnich vlastnostech [19].

Nikotin zlepSuje kognitivni funkce, jez zahrnuji schopnost u¢eni, pamét’ a pozornost.
Tyto ucinky byvaji vyuzivany ke zmirnéni pifiznakd neurodegenerativnich onemocnéni,

napiiklad pfi 1é¢bé Alzheimerovy nemoci [19].

5.7.6 Antioxida¢ni ucinky

Nikotin vykazuje antioxidacni ucinky v souvislosti s Alzheimerovou a Parkinsonovou
chorobou. Vaze se na Zeleznaté ionty a redukuje transferinem zprosttedkované vychytavani
zeleza, které se podili na vyvoji Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby produkei oxidativniho
stresu prostiednictvim piemény peroxidu vodiku na hydroxylovy radikal [20].

Nikotin  pfiznivé plsobi proti Parkinsonové chorobé. Zpusobuje aktivaci

dopaminergniho systému a chrani proti glutamatem zprostfedkované neurotoxicité Vv
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mozkovych neuronech. Nikotin potlac¢uje tvorbu toxinu pomoci enzymu, mezi které patii
napiiklad monoaminové oxidazy. Aktivaci drah, které kontroluji uvoliiovani neurotransmitert,
muze dojit k inhibici toxinem vyvolané apoptozy a zvySené produkci neurotrofnich faktora
nezbytnych pro neuronalni adrzbu, pieziti a regeneraci [21].

Proti Alzheimerové chorobé nikotin plsobi prostfednictvim a7 nikotinovych
acetylcholinergnich receptorti nebo pomoci bez receptorovych drah. U transgenni mysi nikotin
snizil akumulaci B amyloidu v mozkové kufe a hipokampu amyloidniho prekurzorového

proteinu prostiednictvim a7 nikotinovych acetylcholinergnich receptori [21].

5.8 Separa¢ni metody pro stanoveni nikotinu

Nejcastéji vyuzivanymi separaénimi metodami, které slouzi ke stanoveni nikotinu, jsou
plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) [22-30], chromatografie plyn-
kapalina (GLC) [31], vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) [32-36] a ultra
vysokouéinna kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC)
[37, 38].

Plynova chromatografie je separacni metoda, pii které dochézi k selektivnimu rozdéleni
slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. K procesu dé€leni dochazi v diisledku opakované
sorpce/desorpce pii pohybu analytu stacionarni fazi, a také diky riznym distribuénim
koeficientiim jednotlivych slozek smési. Vzorek je zavadén do horni ¢asti kolony a nosny plyn
s analytem se pohybuje kolonou riiznou rychlosti a jednotlivé slozky eluuji dale do detektoru.
Po pievedeni signalu detektoru je zaznamenan chromatogram s piky analytti [39]. Pro stanoveni
nikotinu byva nejcastéji pouzita kapilarni chromatograficka kolona [23, 26-28] a k detekci je
nejCastéji pouzit plamenové-ionizaéni detektor [23, 24] nebo hmotnostni spektrometr
s elektronovou ionizaci [22, 26-28]. Jako analyzator je nejCastéji pouzit kvadrupol [25].
Mobilni fazi mtze byt helium [22, 23, 25-29] nebo vodik [24]. Nikotin se nejcastéji stanovuje
v tabakovych listech [29-31], tabakovych vyrobcich [22-24], ve vlasech [25, 28], moci [25, 27,
32-35, 38] a plazme [26, 33, 36, 37].

Pro stanoveni nikotinu v tabakovych listech mize byt pouzita separa¢ni metoda GC-MS
[29, 30] a GLC [31]. Listy je nutné ususit a nasledné rozdrtit na prasek. Vzorek mize byt
extrahovan methanolem [29], kdy je pak nasledn¢ injek¢éné vstiiknut do pfistroje a analyzovan.
Dals8i moznost extrakce vzorku spociva v pouziti hydroxidu sodného a nasledné dichlormethanu
[30] jako extrak¢niho ¢inidla. Analyza je provedena za pouziti helia [29, 30] jako nosného

plynu. Identifikace latek obsazenych v extraktu byla provedena na zakladé porovnani
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retencnich Casti a hmotnostnich spekter sledovanych latek se standardy. U vysledkii analyzy
nikotinu popsané Hossainem [29] (obrazek 2), nabyval limit detekce hodnoty 2,5 ng [29]. U
druhé metody, popsané Shenem [30], byly analyzovany pouze 4 vzorky a stanovené
koncentrace nikotinu nabyvaly hodnot 2,16 %, 2,9 %, 2,42 % a 2,16 %, s limitem detekce 7,1
ng?t a standardni relativni odchylkou 2,77-9,97 % [30]. U prvni metody se obsah nikotinu
v listech tabaku lisi prokazatelné vice nez u metody druhé, coz mohlo byt zpisobeno pouzitim
vzorkd listli z riznych regiont, kde muze byt odlisné chemické slozeni ovlivnéno pudou,

urodnosti a vékem rostliny [29].
Koncentrace nikotinu ve vzorcich tabaku
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Obrazek 2: Koncentrace nikotinu ve vzorcich tabaku [29]

Za pouziti chromatografické metody plyn-kapalina byl vzorek podroben ultrazvukové
extrakci. Do usuSeného vzorku tabdkovych listh byl pfidan vnitini standard a dale methanol
alkalizovany hydroxidem draselnym. Pro stanoveni byl pouzit jak dusikofosforovy detektor,
tak plamenové-ioniza¢ni detektor. Piestoze pii pouziti dusikofosforového detektoru byly
ziskany ,,Cistéi” chromatogramy, jeho nestabilita a zavislost na experimentalnich podminkach
ho tfadi do pozadi a upfednostiiuje se pouziti plamenové-ionizacniho detektoru. Vysledky
stanoveni jsou zavislé na polarité pouzitych chromatografickych kolon. Lze fici, Ze s pouzitim
polarnich kolon bylo dosazeno méné ptresnych vysledki, a to nejvice za pouziti kolony CP-
Wax-51 GB, u niz koncentrace nikotinu dosahovala hodnoty 9,09 mg/g s relativni standardni
odchylkou 0,06 [31].
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Nejznaméjsim komer¢nim zdrojem nikotinu jsou cigarety, z nichz mizeme nikotin opét
stanovit metodou GC-MS [23, 22]. Jedna z metod piipravy vzorku zahrnuje vykoufeni vzorki
cigaret kufackym strojem, shromazdéni kondenzatu cigaretového dymu na filtrovaci podlozce,
odstranéni neutralni frakce extrakci dichlormethanem, upraveni pH vodného roztoku
hydroxidem sodnym, extrakce nikotinu dichlormethanem a vysuseni siranem sodnym [23].
Druhd moznost ptipravy zahrnuje rozemleti tabakového plniva z cigaret na jemny prasek,
ponechani 24 hodin ve vlhké komote a pro extrakci vrchni plochy nad vzorkem pouziti
polydimethylsiloxanového vlakna pro mikroextrakci tuhou fazi. Muze byt také pouzito
Carbowax/divinylbenzenové vldkno, které se vyznacuje vybornou schopnosti pro detekci
nikotinu, ale za pouziti polydimethylsiloxanového vlakna vsak byla reprodukovatelnost vzorku
daleko lepsi a byly také poskytnuty konzistentn&jsi vysledky [22]. Tteti moznosti je extrakce
vzorku pomoci etheru a hydroxidu sodného [24]. Pro stanoveni se jako nosny plyn zpravidla
pouziva helium [22, 23] nebo vodik [24]. K detekci se opét nejcastéji vyuziva hmotnostni
spektrometr [22] nebo plamenové-ioniza¢ni detektor [23, 24]. Jelikoz tabakova matrice
obsahuje velké mnozstvi slou¢enin, byva upiednostnéna headspace analyza, oproti injekénimu
vstiikovani kapaliny nebo ponoieni vlakna do roztoku vzorku. Separace alkaloidt od ostatnich

sloucenin je uskute¢néna za pouziti kapilarni kolony [22].

Tabulka 2: Koncentrace nikotinu v cigaretach [23]

Druh cigaret Distribuce nikotinu % RSD %
Tuopai 98,04 2
Zhongnanhai 97,75
Marlboro 97,64

Obsah nikotinu v tabakovém plni¢i pfitomném v komerénich cigaretach se typicky
pohybuje v rozmezi od 1 do 3 % na celkovou hmotnost tabaku v zavislosti na slozeni smési
pouzité ve vyrobni praxi [22]. Metoda popsana Caiem [24] s extrakci vzorku pomoci etheru a
hydroxidu sodného, uvedla hodnotu distribuce nikotinu na 98,9 % s relativni standardni
odchylkou v rozmezi 1,5-10,3 % [24]. Metoda extrakce dichlormethanem (tabulka 2) a metoda
extrakce etherem a hydroxidem sodnym poskytly témét srovnatelné vysledky. Mirné odchylky
mohou byt zplsobeny tim, ze rizné druhy komercnich cigaret obsahuji riizné mnoZstvi

nikotinu. Za pouziti polydimethylsiloxanového vlakna se obsah nikotinu v testovanych
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cigaretach pohyboval v rozmezi 8,1-22,1 mg/g. Opét byly zaznamenany rozdily v zavislosti na
testované znacce cigaret [22].

Stanoveni nikotinu z vlast je opét provadéno metodou GC-MS [25, 28]. Vzorek vlastu
je smichan s hydroxidem sodnym a difenylaminem a extrahovan smési rozpoustédel methanol:
chloroform (1:3) [28]. Jako extrakéni ¢inidlo je také mozné pouzit dichlormethan, S pfedchozim
ptidavkem hydroxidu sodného a chloridu sodného [25]. K vysuSeni extraktu se zpravidla
pouziva bezvody siran sodny [28]. Nosnym plynem je helium [25, 28] a k detekci slouzi
hmotnostni spektrometr s kvadrupolem jako analyzatorem [25]. Pomoci extrakce smési
methanol: chloroform byla u nekutfakd zjisténa hladina nikotinu desetkrat nizsi (2,58+3,49
ng/mg) nez u aktivnich kufakt, u nekufakt dlouhodobé nevystavenych tabakovému koufi

tiikrat niz$i nez u pasivnich kufaku (tabulka 3) [28].

Tabulka 3: Obsah nikotinu ve vlasech [28]

N % Obsah nikotinu (primér + standardni

odchylka) ng/mg

Nekutéci nevystaveni 16 15,2 1,02+ 1,36

tabakovému koufi

Pasivni kufaci 70 66,7 2,94 + 0,45
Byvali kutaci 2 1,9 459+ 0,15
Aktivni kuiéci 17 16,2 26,25 + 24,56

U extrakce dichlormethanem bylo dosazeno podobnych, i kdyz ne srovnatelnych
vysledkd, kdy u kutrdkd byla koncentrace nikotinu ve vlasech naméfena na 29 ng/mg a u
nekurakd na 0,15 ng/mg [25]. Analyza vlasu poskytuje testovani dlouhodobé expozice, kdy
vzorky vlasi mohou slouZit pro potvrzeni uzivani tabaku po del§i dobu s pouZzitim meznich
hodnot, které jsou 2-5 ng/mg a indikuji pfijem tabakového kouie [25].

Mezi dals$i hojné vyuzivané metody pro stanoveni nikotinu patii HPLC [32-36] a UHPLC
[36, 37]. HPLC je fyzikalni separacni technika provadéna v kapalné fazi, v niz je vzorek
rozdélen na jednotlivé slozky distribuci mezi mobilni fazi, kterou je proudici kapalina, a
stacionarni fazi, coz je sorbent naplnény v koloné [40]. Jestlize je stacionarni faze polarné;si
nez faze mobilni, jedna se o systém s normalnimi fazemi. Pokud je naopak mobilni faze
polarnéjsi nez faze stacionarni, jedna se o systém s obracenymi fazemi. Mobilni faze odtékajici

z kolony, ktera obsahuje oddélené rozpusténé latky, je dale snimana detektorem [41], coZ byva
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u HPLC nejéastéji spektrofotometricky detektor [32, 34, 36, 38]. Casto pouZivanymi mobilnimi
fazemi jsou smés acetonitrilu a fosfatového pufru [38], smés citratového a dibazického fosfatu
[32], smés hydrogenfosforetnanu draselného, methanolu a trimethylaminu [33], smés
methanolu, hydrogenfosforetnanu sodného a kyseliny fosfore¢né [36]. Kapalinovou
chromatografii mizeme stanovit obsah nikotinu v mo¢i. Vzorek moci je nutné nejprve
alkalizovat hydroxidem sodnym nebo hydroxidem draselnym, jelikoz pii kyselém pH
nemuzeme nikotin stanovit [35], a jako extrak¢ni ¢inidlo mutize slouzit dichlormethan [32], smés
undekanolu a trichlormethanu [35] nebo chloroformu a propan-2-olu [38]. Extrakci je mozné
provést i za pomoci dutého vlakna a [bmim]PFs jako extrakéniho ¢inidla [33]. Za pouziti
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii byla stanovena koncentrace
nikotinu vmoc¢i na 11-19,750 ng/ml srelativni standardni odchylkou 1,8-4,1 % [38].
S pouzitim metody HPLC a extrakce pomoci dutého vlakna bylo dosaZeno hodnot 0-1,78 pg/ml
s relativni standardni odchylkou 1,7 %, coz je ptesnéjsi vysledek [33]. Tato metoda ma velkou
stabilitu pro analyzu biologickych vzorkd, jelikoz pouziti jednordzovych vlaken mize snizit
vliv matrice. Relativni vytézky se pohybovaly okolo 91,1-99,4 %, coZ potvrzuje, Ze je extrakéni
proces ovlivnén malou vzorkovou matrici [33].

Z plasmy muze byt nikotin stanoven pomoci UHPLC, HPLC nebo GC-MS. Vzorky je
nutné nejprve alkalizovat pomoci hydroxidu sodného [36] hydrogenuhli¢itanu sodného [37]
nebo uhli¢itanu draselného [26]. Jako extrakéni ¢inidlo je pouzit dichlormethan [36, 37] nebo
ethylether [22]. K organické frakci je potom ptidana kyselina chlorovodikova [36] nebo
kyselina octova [22]. Vzorek je nasledné ususen pomoci siranu sodného [22]. Vzorek mtize byt
také podroben mikroextrakci v kapalné fazi za piitomnosti dutého vlakna s pouzitim
[omim]PFs jako extrakéniho cinidla [33]. Detekce se zpravidla provadi pomoci

spektrofotometrického detektoru [36] nebo pomoci hmotnostniho spektrometru [37].
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Tabulka 4: Koncentrace nikotinu v plazmé¢ stanovena metodou UHPLC [37]

Mgéfeni ob den Mgéfeni béhem dne
Teoreticka Namérena Presnost Namérena Presnost
koncentrace | koncentrace (%) koncentrace (%0)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
30 29,7 10,0 29,8 9,1
Nikotin 400 430 13,5 4111 8,7
800 824,4 14,0 808,1 4.6
Tabulka 5: Koncentrace nikotinu v plazmé stanovena metodou HPLC [36]
vy Meéfeni
Me(rjeer;]l ob béhem dne
Teoreticka | Namérena | RSD | Presnost | Teoreticka | Namérena | RSD | Presnost
konc. konc. % % konc. konc. % %
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0,2 0,18 5,9 89,9 0,2 0,20 17,0 99,4
0,5 0,52 15,9 103,5 0,5 0,47 14,6 94,2
1 0,96 9,7 95,9 1 1,01 5,9 100,6
2 1,96 3,7 97,9 2 2,02 8,2 100,9
5 47 8,3 99,3 5 4,96 6,9 99,3
10 10,00 4.8 100 10 10,00 2,3 100,0
25 24,92 6,9 99,7 25 24,80 0,8 99,2

HPLC ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem se vyznacuje lepSimi a
presnéjsimi vysledky (tabulka 5), ve srovnani s UHPLC (tabulka 4) které jsou konzistentni a
spolehlivé. Mobilni faze byla modifikovana tak, aby byly poskytnuty vyssi piky nikotinu.
Tékavost nikotinu pfi odpafovani byla zabranéna ptidavkem koncentrované HCl do
organického rozpoustédla, za vzniku nikotinu jako hydrochloridové soli [36]. Za pouziti
metody GC-MS byl dosahnut limit detekce nikotinu v plazmé 1 ng/ml. Koncentrace nikotinu
v testovanych vzorcich se pohybovala v rozmezi 6-498 ng/ml. Jednostupniova extrakce poskytla
pomérné vysoké vytézky s malymi odchylkami, a to konkrétné 90,5 + 3,7 (4,1%) a 88,1£3,6
(4,1%) [22]. Limit detekce v metodé popsané Linem dosahl hodnoty 0,05 pg/ml. Koncentrace
nikotinu v plazm¢ byla v rozmezi 0,02-0,69 ug/ml. Jak uz bylo popsano dfive, pouziti
jednorazovych vldken muize snizit vliv matrice vzorku. Relativni vytézky se pohybovaly

v rozmezi 91,1-99,4 %, coz potvrzuje, Ze je extrakéni proces ovlivnén malou vzorkovou matrici

[33].
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6 Kofein

6.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti
Kofein (obrazek 3) je chemicky 3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-1H-purin-2,6-dion
s molekulovym vzorcem CgH10N4O> [42].

O CH,
Hc |l|
PP
PP
Ly

Obrazek 3: Struktura kofeinu [42]

Kofein je alkaloid, ktery patii do skupiny methylxanthint. V ¢istém stavu je to bily
prasek nebo tvoii jemné bilé lesklé jehlicky. Kofein je latka s intenzivné hotkou chuti, bez
zapachu. Taje pfi teploté 236 °C, k sublimaci dochazi pti teploté 178 °C atmosférického tlaku
[43]. Kofein je dobfe rozpustny ve vrouci vodé, chloroformu, pyrrolu, tetrahydrofuranu a
ethylacetatu. Rozpustnost ve vodé je zvySena alkalickymi benzoaty, cinnamaty, citraty nebo
salicylaty [42]. Ve velké mife je metabolizovan v jatrech za vzniku tfi hlavnich metabolitd, a

to 3,7-dimethylxanthinu, 1,7-dimethylxanthinu a 1,3-dimethylxanthinu [44].

6.2 Vyskyt kofeinu

Kofein je pfirozen¢ se vyskytujici alkaloid a nachazi se v rizném mnozstvi ve fazolich,
listech a plodech az 60 druht rostlin. Mezi nejbéznéj$i zdroje patii ofech kolovniku
zaSpicat€élého (Cola acuminata), kakaovy bob (Theobroma cacao), yerba maté (llex
paraguariensis) a plody guarany (Paullinia curpana). Zdrojem stravovaciho kofeinu je prazena
zrnkova kava (Kavovnik arabsky a Kavovnik statny) a cajové listky (Camelia simiensis).
Kofein je také obsazen v riznych nealkoholickych a energetickych ndpojich, ¢okolade, ale 1

v nékterych lécich proti bolesti a v potravinovych dopliicich [44].
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6.3 Absorpce a distribuce kofeinu

Po ordlnim uziti je kofein z 99 % absorbovan z gastrointestindlniho traktu do krevniho
ob¢hu. Je Siroce distribuovan v téle a diky hydrofobnim vlastnostem prochazi vSemi
biologickymi membranami, véetné¢ hematoencefalické bariéry a placentarni bariéry. Mezi 15
az 20 minutami je dosazeno jeho maximalni plazmatické koncentrace, coz odpovida 8-10 mg/|
po davkach 5-8 mg/kg. Jeden $alek kavy poskytuje davku kofeinu o velikosti 0,4-2,5 mg/kg a
dava maximalni plazmatickou koncentraci 0,25-2 mg/l. Pro davky niZz8i nez 10 mg/kg je poloc¢as
rozpadu 2,5-4,5 hodin. Mezi polo¢asem rozpadu kofeinu u starSich a mladych lidi neni zadny
rozdil. Naopak se v pribéhu novorozeneckého obdobi zvySuje vzhledem k niz$i aktivité

cytochromu P-450 a nevyvinutelnosti nékterych demethylacnich a acylac¢nich drah [45, 46].

6.4 Mechanismus ucinku

Podstatou mechanismu ucinku kofeinu je blokace adenosinovych receptorti A1 a Aza.
K blokaci dochdzi jiz pti nizkych koncentracich kofeinu, ziskanych z jednoho Salku kavy.
Kofein muze také inhibovat fosfodiesterazu a mobilizovat intracelularni vapnik, tohoto tc¢inku
je vSak dosazeno az pii vysokych davkach kofeinu, které neni mozné ziskat potravou [46].
Adenosin je pfitomen ve vSech buiikach s receptory distribuovanymi v mozkovych buiikach a
jakakoliv nerovnovéaha v tomto systému vede k neurologickym dysfunkcim [47]. Adenosinové
receptory A1 se nachazi téméft ve vSech oblastech mozku, receptory Aza se nachazi v oblastech
mozku bohatych na dopamin [46]. Adenosinové receptory A1 a Aza maji k adenosinu vysokou
afinitu a jsou zodpovédné za tonické ptisobeni endogenniho adenosinu. Kofein tedy muize, jako
adenosin, pisobit na vSechny oblasti mozku za pfedpokladu, ze endogenni adenosin aktivuje
receptory [47]. Blokace Aza receptorit ve striatopallidalnich neuronech a neporusena
dopaminergni neurotransmise ma zasadni vyznam pro stimulacni G¢inky kofeinu. Selektivni
blokaci adenosinovych receptorti A2a mohou byt napodobeny t¢inky vyvolané nizkou davkou

kofeinu [46].

6.5 Utinky kofeinu na lidsky organismus

6.5.1 Kardiovaskularni u¢inky

Kofein vyvolava riizné akutni u¢inky na kardiovaskularni systém, zahrnujici plisobeni
na krevni tlak, cirkulaci katecholamind, tuhost tepen a vazodilataci. Kromé kofeinu patii mezi
biologicky aktivni slozky kéavy kyselina chlorogenova, diterpenové alkoholy kafestol a
kahweol, které mohou také vykazovat G€inky na kardiovaskularni systém plisobenim na krevni

tlak a plazmatickou koncentraci cholesterolu a homocysteinu. Pravidelna konzumace kavy vede
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ke zvySené koncentraci homocysteinu, kterd je rizikovym faktorem vzniku kardiovaskuldrnich
onemocnéni [48].

Po vypiti dvou $alka kavy (150 ml s obsahem kofeinu 120 mg) dochazi k akutnimu
zvyseni systolického a diastolického krevniho tlaku a mirnému sniZzeni tepové frekvence.
Jelikoz stimulaci adenosinovych receptorti dochazi k vazodilataci v cévnich lizkach, kofein
muze vyvolavat vazokonstrikci. Akutni podavani kofeinu zvySuje systémovou vaskuldrni
rezistenci a také cirkulujici koncentraci adrenalinu a v mensi mife noradrenalinu. Piti kavy
nepfiznivé ovliviluje tuhost tepen snizenim elasticity cévni stény, a vazodilataci a akutné
zvySuje rychlost aortalnich pulsnich vin a odrazivost, coz vede k riziku vyskytu ischemické
choroby srde¢ni [48]. Pfijem nefiltrované kavy vyznamné pfispiva ke zvySeni hladiny
celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a triglyceridi. Nefiltrovand kéva je bohata na
diterpenové alkoholy kahweol a kafestol, které jsou pficinou vzristu hladiny cholesterolu.
Vysoké davky kofeinu mohou zvysit frekvenci ventrikularni arytmie, coz je vyvolano

katecholaminy [49].

6.5.2 U&inek na Diabetes mellitus 2. typu

Kofein obsazeny v kaveé se spolu s dal§imi slozkami, mezi které patii karbohydraty,
lipidy, vitaminy, dusikaté slouc¢eniny a mikroziviny [50], podili na prevenci vzniku diabetes
mellitus 2. typu. Naopak piijmem kofeinovych ,,soft“ napoji se riziko vzniku onemocnéni
zvysuje, a to diky obsahu pouze kofeinu bez ostatnich slozek a diky obsahu velkého mnozZstvi
cukru [51].

Kava vykazuje hypoglykemické ucinky a jeji zvySena konzumace snizuje plazmatickou
koncentraci glukézy. Jeji vyssi dlouhodoba spotieba tedy snizuje riziko vzniku diabetes
mellitus 2. typu, jelikoZ pomaha udrzet optimalni toleranci glukézy a zvySuje citlivost na
inzulin. Diabetes mellitus 2. typu je ovlivnén aktivaci zdnétlivych cytokint a chemokint, tudiz
potlacenim téchto markeri vhodnym protizanétlivym ¢inidlem dochazi k zastaveni zanétlivého
procesu. Konzumace kavy vyznamné sniZzuje hladiny protizdnétlivych markerd, jako je
interleukin, C-reaktivni protein a monocytarni chemotakticky protein. Kofein stimuluje sekreci
inzulinu z beta-bunék pankreatickych ostrivkl inhibici antagonistickych G¢inki cAMP
fosfodiesterazy na sekreci izulinu. Plsobi také jako agonista ryanodinovych receptori
Vv pankreatickych beta-buiikach, které kontroluji regulaci vapniku, a stimuluje uvolnéni Ca?*,
coz v pfitomnosti glukoézy vyvoldva sekreci inzulinu. Akutni poddvani kofeinu snizuje

metabolismus glukézy a citlivost na inzulin, coz je zplsobeno zvySenim plazmatické
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koncentrace adrenalinu. Fenolické latky obsazené v kavé piisobi proti negativnim U¢inkiim
kofeinu na metabolismus glukézy zvySenim citlivosti na inzulin v perifernich tkanich, snizenim

inzulinové rezistence a inhibici vstfebavani glukozy ve stievé [50].

6.5.3 Uc¢inek na jatra

Konzumaci kdvy dochdzi ke snizeni koncentrace jaternich enzymi
alaninaminotransferazy, aspartataminotransferazy a y-glutamyltransferazy. Spotieba kofeinu
snizuje riziko zvySené koncentrace aminotransferdz, kde mira sniZeni je zavisld na davce
kofeinu. Pravidelny pfijem kavy je spojen se snizenou mirou progrese onemocnéni jater u
pacientt s chronickou hepatitidou C, mé pfiznivé u¢inky na zdvaznost jaterni fibrozy, snizuje
oxidativni posSkozeni DNA, zvySuje apoptozu, vede k prodlouZeni telomer, stabilizaci DNA a
snizuje ukladani prokolagenu III. U pacientl s nealkoholickou steatozou, kteti piji kavu, bylo
zaznamenano mensi zapojeni tuku v jatrech. U pacientt s nealkoholickou steatohepatitidou
snizil zvySeny piijem kévy riziko pokrocilé fibrozy, a to diky mechanismu, kterym je kéva
schopna sniZzit rychlost uklddani tuku a kolagenu v jatrech. Konzumace kavy je také spojena se
snizenym rizikem vzniku hepatocelularniho karcinomu az o 40 %. Kofein pisobi na jaterni
enzymy a ovlivituje rozvoj cirthozy, ¢imz chrani proti jaterni karcinogenezi. K ochrané pied

hepatokarcinogenitou pfispivaji i kafestol a kahweol [52].

6.5.4 Uc¢inek na spanek

Adenosin inhibuje cholinergni neurony, které jsou zodpovédné za povzbuzeni a
vzruSeni organismu, a tak ovliviiuje rovnovahu spanku, jeho vyvoj a prubéh. Kofein, jako
adenosinovy antagonista, rusi spanek vyvolany adenosinem. Bylo zjiSténo, Ze podéani 77-322
mg kofeinu osobé, kterd vazi 70 kg, 30 minut pted spankem zplisobi snizeni celkové doby
spanku, snizeni procent 3-4 fazi spanku v zavislosti na davce a zvySeni latence ke spanku.
K naruseni REM spanku nedochazi. Po podani kofeinu byla také zaznamenana pomala aktivita
vin na EEG béhem spanku. Denni pfijem kofeinu pfispiva k nekvalitnimu spanku, tyto poruchy
vedou K ospalosti a op&tovné spotiebé kofeinu, ktera opét vede k denni spavosti. U lidi
S nejzavaznéjsi ospalosti, kterd trva alespon jeden mésic a vice, byla zaznamenana vysoka denni
spotifeba kofeinu odpovidajici 7 a vice $alkli ¢aje nebo kavy denné. Takto vysoky piijem

kofeinu je spojen se zvySenou bdélosti v prub&hu spanku a se zkracenou dobou spani [53].

6.5.5 Psychotropni ucinky
Kofein zvySuje drazdivost sympatického nervového systému citlivého na adenosin.

Signaly, které ze sympatického nervového systému pochazi, pfechodné zvysuji koncentraci
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cyklického adenosinmonofosfatu uvnitf postsynaptické builky, pfes kterou je signal
zprostiedkovan. Kofein, jako antagonista adenosinu, inhibuje enzymatické odbourdvani
cyklického adenosin monofosfatu fosfodiesterdzami v postsynaptické buiice a zvySuje silu
pfenasenych signali [54].

Kofein zvySuje odpocinkovy energeticky vydej zvySenim aktivity sympatiku a
stimulace tukové lipolyzy. Zpiisobuje také zvySeni koncentrace serotoninu v mozkovych
oblastech s excita¢nimi vybézky misnich motorickych neuronti. Piijjem kofeinu zvysuje pratok
krve mozkovymi tepnami a akutné zvysuje u¢innost neuronovych siti v mozkové kiife. Tim
dochazi ke zvyseni pozornosti a schopnosti soustfedéni. Umirnéna konzumace kofeinu také
pozitivné piispiva ke zvysené nervosvalové koordinaci [54].

Pti vysokych dévkach muze kofein u slabych jedincti vyvolat ptiznaky ,,kofeinismu®.
Mezi jeho typické priznaky patii tuzkost, neklid, nervozita, dysforie, nespavost,
psychomotoricky neklid, nesourody tok mysleni a feci a naladovost. Pokud dojde k odnéti
kofeinu, mohou se objevit bolesti hlavy, inava, ospalost, uzkost a deprese, které¢ maji nejsilné;jsi
prubéh mezi 1-2 dnem po ukonéeni pfijmu a trvaji po dobu jednoho tydne. V davkach vyssich
jak 300 mg je povazovan za induktor tizkosti. Na vzniku uzkosti mé v§ak kromé davkovani vliv
1 pfitomnost uzkostnych poruch a geneticka predispozice. Naopak ptijem kofeinu v nizkych

davkach snizuje stavy uzkosti a zlep$uje naladu [55].

6.5.6 U¢inky na neurodegenerativni onemocnéni

Ve studii na zvifecim modelu, mysi, bylo prokazano, Ze podani kofeinu snizuje
koncentraci beta-amyloidu v oblastech mozku a také dochazi ke zlepSeni paméti. Kofein
zvysuje aktivitu Na*-K*-ATPazy. Jeho dlouhodoba spotieba zvysuje produkci mozkomisniho
moku a zvySuje pratok krve mozkovymi tepnami. Dlouhodoba konzumace kofeinu ma tedy
ochranné ucinky proti Azheimerové chorobé. Kofein také vykazuje ochranny ucinek proti
amyotropické lateralni skler6ze. U amyotropické laterdlni sklerdzy je chronicky zanét nervi
spojen se zvySenim extracelularni hladiny glutamatu, excitaéniho neurotransmiteru. Kofein
zamezuje ucinku glutamatu na neurodlnich receptorech. Konzumace kavy je také ochrannym
prostiedkem proti Parkinsonové chorobé. Za tento ucinek kavy je zodpovédna slozka
ekosanoyl-5-hydroxytryptamid, ktera vyznamné snizuje agregaci proteinu a fosforylaci,

zlepSuje celistvost neurond a snizuje zanét nervu [56].
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6.6 Separaéni metody pro stanoveni kofeinu

Mezi separacni metody, které lze vyuzit pro stanoveni kofeinu, patii plynova
chromatografie (GC) [57], plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) [58-
60], vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) [61-66], ultra vysokoucinna kapalinova
chromatografie (UHPLC) [67], micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) [68-70] a
kapilarni elektroforéza (CE) [71, 72]. Kofein se nejéastéji stanovuje Vv potravinach a napojich.

Plynovou chromatografii 1ze kofein stanovit za pouziti helia jako nosného plynu [57,
58, 60]. Pouzivanymi detektory jsou dusikofosforovy detektor [57] ¢i hmotnostni spektrometr
[58, 59, 60]. Soucasti chromatografického systému je kapilarni kolona [57-59, 60]. Do
stanovovanych vzorki mize byt pted extrakci pridavan NaCl [57] a samotna extrakce je pak
provedena smési ethanolu a chloroformu [57] nebo ¢istého chloroformu [58, 59]. Jako extrakéni
¢inidlo mlze také slouzit toluen, oktan, dichlormethan [58], benzen a ethylacetat [59], avSak

jako nejlepsi extrakéni ¢inidlo byl vyhodnocen chloroform [58, 59].

Tabulka 6: Obsah kofeinu ve vybranych napojich [57]

Vzorek Obsah kofeinu | Pridany obsah | Zjistény obsah | RSD %, n=3
[u/ml] kofeinu [pl/ml] | kofeinu [pul/ml]
Zeleny Caj 120,5 50 169,8 3,7
Oolong caj 145,2 50 193,3 45
Bily ¢aj 165,8 50 214,1 39
Cerny &aj 149,5 50 198,8 3,6
Cajovy sagek 171,7 50 220,4 4,8
Zrnkova kava 267,5 50 318,1 3,0
Kava Nescafe 246,8 50 295,6 3,8
Red bull 297,7 50 348,2 34
Hype 314,7 50 364,4 2,8
Coca Cola 94,1 25 118,9 4,4
Coca Colazero | 83,1 25 107,7 31
Pepsi 55,5 25 80,6 3,7
Pepsi max 51,3 25 76,2 2,7
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7up - 25 24,5 4,2

Sprite - 25 24,4 4,5

Metoda popsana Sereshtim [57] se diky velké povrchové plose mezi extrakénim
rozpoustédlem a vodnou fazi vzorku vyznacuje kratkou extrakéni dobou, ktera trva jen nékolik
sekund. Limit detekce byl stanoven na 0,02 pg/ml. Spotieba organického rozpoustédla je nizka,
proto se tato metoda fadi mezi metody Setrné k Zivotnimu prostiedi [57]. Pomoci této metody
byl stanoven obsah kofeinu v riznych typech napoju, jako kava, ¢aj a nealkoholické sycené
napoje. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6. Podobnou studii se zabyval Zou [59], kde vSak
nebylo dosazeno takovych vysledki (tabulka 7), coz mohlo byt zpiisobeno piidavkem NaCl

pied extrakci.

Tabulka 7: Koncentrace kofeinu v napojich [59]

Vzorek Koncentrace kofeinu [mg/l] RSD [%0]
Coca-Cola 95,7 1,03
Pepsi 105,2 0,57
Future 108,1 0,33

Metoda s uvedenymi vysledky (tabulka 7) se vyznacuje delsi extrakéni dobou, s Casem
15 minut a limitem detekce 0,004 mg/l. Deklarované hodnoty vyrobcem pro uvedené vyrobky
jsou 95,7 mg/l pro Coca-Colu a 104,2 mg/l pro Pepsi [59], coz vypovida o velké piesnosti
pouzité¢ metody.

Pro stanoveni kofeinu kapalinovou chromatografii mohou byt pouZity jak monolitické
kolony [63, 64], tak kolony plnéné chemicky modifikovanym oktadecylsilikagelem [65-67].
Mobilnimi  fazemi mohou byt kyselina mraven¢i a methanol [61], smés
dihydrogenfosfore¢nanu draselného, acetonitrilu a methanolu [62], acetonitril a voda [63, 64],
smés ethanolu, vody a kyseliny octové [65], smés methanolu, dihydrogenfosfore¢nanu sodného
a hexansulfonové kyseliny [66] a smés acetonitrilu a kyseliny fosfore¢né [67]. K detekci se
nejCastéji vyuziva spektrofotometricky [62-65, 67] nebo fluorescenéni [66] detektor ¢i
hmotnostni spektrometr [61]. Extrakce vzorku muze byt provedena roztokem octanu
olovnatého [61] nebo methanolem a chloroformem [62]. Ve vétSing piipadi byly vzorky kavy
[63-65], caje [64, 65] a kakaa [64, 65] rozemlety na jemny prasek, rozpustény ve vodeg,
zfiltrovany a ptimo injekéné vstiiknuty do HPLC systému [63-65]. Vzorek kakaa je mozZné

zbavit obsahu tuku Soxhletovou extrakci s hexanem [65].
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Tabulka 8: Koncentrace kofeinu v napojich [62]

Vzorek Koncentrace kofeinu[mg/l] RSD %
Coca Cola 130,5 0,93
Double Cola 162,5 0,88
Uro Cola 125 0,89
RC Cola 133 0,97
Suncrest Cola 109 0,85
Pepsi Cola 101 0,87
Zeleny ¢aj 9,88 1,03
Cernjr ¢aj 9,80 0,98
Kava 9,93 0,97

V tabulce 8 jsou uvedeny koncentrace kofeinu stanovené v napojich pomoci HPLC a
extrakce kapalina-kapalina, s pouzitim methanolu a chloroformu jako extrak¢éniho Cinidla.
Vytézek extrakce u vzorku cerného ¢aje nabyval hodnoty 2,74 %, u zeleného ¢aje 4,88 % a u
kavy 13,7 %. JelikoZz je komer¢ni kava a ¢aj slozena z mnoha slozek, které¢ zplsobuji
chromatografickou interferenci s kofeinem, byly vzorky dale extrahovany natuhé fazi, coz
umoznilo oddéleni kofeinu a odstranéni vétSiny rusivych slozek [62].

Elektroforéza je separacni technika zaloZend na migraci analytu roztokem vlivem
gravitacniho pole. Pti elektroforetické separaci je nezbytné, aby byl analyt nabity. Pokud je
analyt zaclenén do iontové micely, ziska zjevnou elektroforetickou pohyblivost a pohybuje se
stejnou rychlosti, jakou muze byt zjisténa ptitomnost micel pod okolni vodnou fazi [73].
MEKC, tedy micelarni elektrokinetickd chromatografie, je zpasob kapilarni elektroforézy,
v kterém se pouzivaji micely jako pseudo-stacionarni faze. Ptidani micel v pufrovaném
roztoku, kde probihd elektroforeticky proces, umoziiuje stanoveni neutrdlnich a nabitych
analytd v jedné analyze [70]. Detekce byla provedena pomoci spektrofotometrického detektoru
[68-72]. Pii pH vyssim nez 8,7 neni mozné kofein stanovit kapilarni elektroforézou, jelikoz se
za téchto podminek nerozpusti a pohybuje se spolu s elektroneutralnimi latkami. V disledku
toho je vhodné vyuzit techniku MEKC a separovat kofein v prostfedi CHES/NaOH

s ptidavkem SDS. Hydrofobni kofein vstupuje do anionické migra¢ni micely a odd¢€luje se tak

36



od zony elektroneutralnich latek [68]. Jako elektrolyt také mize slouzit uhli¢itan sodny a SDS
[69].
Tabulka 9: Koncentrace kofeinu v energetickych napojich [68]

Koncentrace kofeinu RSD %
[mg/l]
Redbull 324 +£1,2 0,2
Kamikaze 459,2 + 13,5 1,3

Deklarované hodnoty obsahu kofeinu v napoji Redbull jsou 320 mg/l a v ndpoji
Kamikaze 480 mg/l. Limit detekce je pomérné vysoky, a rovny 250,4 mg/l [68]. Ve studii od
Injace Radeho [70] byly ziskany hodnoty koncentrace kofeinu v energetickém napoji Redbull
321,8 mg/l, v napoji Pepsi 122,1 mg/l, v napoji Coca Cola 105,1 mg/l, v napoji Coca Cola Light
123,0 mg/l, v napoji Nestea Lemon 38,8 mg/l, v kavé Nescaffe 4 g/100 g a v zeleném ¢aji 40,8
mg/1 Salek (1,75g). Limit detekce byl stanoven na 2 mg/1 [70]. Hodnota koncentrace kofeinu
V napoji Redbull se blizi hodnoté deklarované daleko vice nez hodnota popsana ve studii od

Blanky Vochyanové s vysledky uvedenymi v tabulce 9.

Tabulka 10: Koncentrace kofeinu v napojich [71]

Vzorek Koncentrace Pridany Stanoveny RSD %
kofeinu v originalu | obsah [mg/ml] | obsah [mg/ml]
[mg/ml]
Coca-Cola 0,15 0,074 0,217 4,85
Caj 0,124 0,068 0,197 1,14
Cajové listky 34,30 25,9 60,98 2,03
Prazena kava 15,85 25,00 41,17 1,83

Ve studii Li Mengjia [71] byly ziskany vysledky (tabulka 10) za pouziti vysoce piesného
systtmu qCE (kvantitativni kapilarni elektroforézy) s presnym zavedenim vzorku. Limit
detekce byl stanoven na 3 pg/ml. I pfesto, Ze stale existuji problémy spojené s efektivitou
separace, uspé$né dosazeni kvantitativniho nastfiku timto systémem ma znacny piislib pro
aplikace jak v tizeni jakosti, tak pfi zajistovani kvality [71]. Vyhodou kapilarni elektroforézy
nad vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je nizk4 cena, ekologicka piivétivost metody a

nepfitomnost asymetrickych pikd pfi analyze organickych kyselin nebo bazi. S fadou
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jednoduchych podminek poskytuje CE stanoveni labilnich slou¢enin v komplikované matrici

se stanovenou piesnosti [72].
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7 Kokain

7.1 Chemicke a fyzikalni vlastnosti
Kokain (Obrazek 4) je chemicky methyl-(1R,2R,3S,5S)-3-(Benzoyloxy)-8-methyl-8-
azabicyklo[3.2.1]oktan-2-karboxylat s molekulovym vzorcem Ci17H2:1NOg4 [74].

S

/CH3

Obrazek 4: Struktura kokainu [74]

Kokain je bezbarva az bila krystalicka nebo praskovita latka. Ve form& monolitickych
tablet taje pfi teploté 98°C. Je to latka nestala, zvlasté nad 90°C. Jeden gram kokainu je
rozpustny v 600 ml vody, 270 ml vody zahtaté¢ na teplotu 80°C, 6,5 ml alkoholu, 0,7 ml
chloroformu, 3,5 ml etheru a 12 ml terpentynovém oleji. Je také rozpustny v acetonu,
ethylacetatu, sirouhliku a Setrné¢ v mineralnim oleji [74, 75]. Kokain je terciarni amin,
s hodnotou pKa 8,6. Pfi vyssich hodnotach pH pfevazuje neionizovana forma kokainu nebo
forma volné baze, zatimco pfi niZSich hodnotach pH kokain existuje ve formé soli, naptiklad
jako hydrochlorid. Mezi hlavni metabolity kokainu patii ekgonin methyl ester a

benzoylekgonin [76].

7.2 Vyskyt kokainu

Kokain se ziskava z listi rostliny Koka (Erythroxylon Coca), ktera obsahuje 0,6-1,8 %
kokainu. Rostlina obsahuje fadu dalSich alkaloidii, nejkoncentrovanéjSim je ale kokain.
Rostlina je péstovana pro své listy, které jsou sbirany tiikrat az Ctytikrat roéné a nasledné jsou
suSeny. Z listl se kokain extrahuje organickym rozpoustédlem za vzniku pasty, kterd obsahuje
asi 80 % kokainu. Dale se vede kyselym vodnym roztokem na bazi kyseliny chlorovodikové,

poté je neutralizovan a kokain extrahovan rekrystalizaci [77, 78].
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7.3 Absorpce a distribuce kokainu

Mira absorpce kokainu je zavisla na zpiisobu podani. Po peroralnim podani se kokain
objevi v krvi zhruba po 30 minutach a maximalni koncentrace dosdhne po 50-90 minutach. Po
oralnim podani je kokain v travicim systému ionizovan a zpomaluje proces absorpce.
V kyselém prostredi tedy dochazi k ionizaci a je zamezen prostup kokainu do bunék, zatimco
v alkalickém prostiedi k ionizaci téméef nedochazi a mira absorpce je zvySena. Po nasalnim
podéani je ucinek kokainu znat do 3 minut, trva 30-60 minut a maximalni plazmatické
koncentrace je dosazeno po 15 minutach. Inhala¢nim podanim se absorbuje 20-60 % kokainu,
Vv zéavislosti na vasokonstrikénim ucinku. K extrémné rychlé absorpci dochazi po intravendzni
aplikaci, kdy koncentrace kokainu v krvi vzroste béhem par minut, a také kourenim. Kokain ve
formé volné baze nepodléha presystémové eliminaci a jeho plazmaticka koncentrace je zvySena
na 1-2 mg/l. K u¢inku na mozek dochazi velmi rychle, zhruba po 8-12 sekundach a G¢inek trva
5-10 minut [75, 77]. Kokain je distribuovan do vSech télesnych tkani. Snadno prostupuje
hematoencefalickou bariérou a ve velkych a opakovanych davkach dochazi k jeho akumulaci
Vv centralnim nervovém systému a v tukové tkani, disledkem rozpustnosti v lipidech. Kokain
také prostupuje placentdrni membréanou, prostou difuzi, a po opakovaném uzivani se hromadi
v plodu matky. Polocas rozpadu kokainu zavisi na zptsobu podani a davkovani. Pohybuje se
mezi 0,7-1,5 hodiny, kdy u peroralniho podani je 0,8 hodin, u nasalniho podani 1,25 hodiny a
u parenteralniho podani 0,7-0,9 hodin [75].

7.4 Mechanismus ucinku

Kokain zabrafiuje zpétnému vychytavani dopaminu, noradrenalinu a serotoninu, ¢imz
prodluzuje jejich aktivitu v synapsi. Neurotransmitery se hromadi a stimuluji neurondlni
receptory. Akutnim podanim kokainu je koncentrace dopaminu v mozku zvysena, po nékolika
minutach je opét snizena na normélni hodnoty. Po opakovaném podavani zptsobuje snizeni
koncentrace dopaminu v mozku. Pisobenim kokainu také dochazi k inhibici katecholamind,
coz milZze zvySovat tok vapniku a zpisobit precitlivélost receptorii, ¢imz mohou byt ovlivnény
periferni organy. Po lokalni aplikaci kokainu dochazi k blokaci neuronalniho ptenosu, coz je
nasledkem silného lokalniho anestetického uc¢inku na urovni smyslovych nervovych zakonceni
[75]. Dalsi pusobeni kokainu spociva v inhibici sodikovych kanali, coz je pfi¢inou fady

kardiovaskularnich chorob [79].
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7.5 Utinky kokainu na lidsky organismus

7.5.1 Kardiovaskularni u¢inky

Kokain snizuje pritok krve do srdce, méni krevni obraz (urychluje aterosklerozu,
zvysuje agregaci krevnich destic¢ek a podnécuje tvorbu trombu) a zvysuje spotiebu kysliku.
VSechny tyto zminéné déje mohou vést K infarktu myokardu. Pfi uzivani kokainu dochazi ke
snizeni priméru korondrnich artérii o 4-29 %. Za vasopresické t€¢inky kokainu je zodpoveédny
noradrenalin, a to stimulaci a-adrenergnich receptorti v cévach srdce. Intranasdlné podany
kokain v davce pouzité pro lokalni anestezii zpusobuje vazokonstrikci koronarnich artérii a
snizuje koronarni pratok krve, navzdory zvySeni srdecni frekvence a spotiebé kysliku.
Vazokonstrikce kokainem je zpusobena inhibici lokélni produkce oxidu dusnatého, ktery je
vazodilatatorem. Sympatomimetické u¢inky kokainu vedou ke zvySené srde¢ni frekvenci,
krevniho tlaku a zvySené spotiebé srde¢niho kysliku. Lokalni anestetické u¢inky kokainu jsou
dasledkem inhibice pfilivu sodiku v prubéhu depolarizace. Kokain se odd¢luje od sodikovych
kanalt,, oddaluje navraceni vzruSivosti a poskozuje vodivost vzruchu. Z tohoto diivodu je
povazovan za ¢inidlo zptsobujici arytmii. Chronické uzivani kokainu je spojeno se zvysenou
hmotnosti levé komory srde¢ni a tloustkou stény (hypertrofie). Kokain zplsobuje apoptozu
myocytt, bun€k hladkého svalstva aortalni cévy a endotelidlnich bunék koronarni arterie.
Soucasné uzivani alkoholu zvySuje ucinek na kardiovaskulérni systém a riziko nahlé srdecni

smrti [80].

7.5.2 Utinek na tstni a nosni dutinu

Hlavni cestou podani kokainu je ,,Stupani“. Pfi podani kokainu koufenim musi byt
prasek kokainu pfeveden do formy uzpusobené pro koufeni za pouziti hydrogenuhlicitanu
sodného. Tato forma je znama jako ,,crack® kvili prasknuti zvuku béhem ohievu. Vice nez
polovina lidi S$nupajicich kokain opakovan€ krvaci znosu, trpi rymou a chronickym
onemocnénim vedlejSich dutin dychacich. U 5 % lidi je také pozorovana perforace nosni
pfepazky. Vazokonstrikéni uc€inek kokainu vyvolava lokalni ischemii, kterd muize vést
k nekréze nosni prepazky a okolnich tkani. Stiupani kokainu zhoruje transport slizni¢niho
systému, ktery odstrafiuje Castice z nosu, a tim je sniZzena obranyschopnost proti infekci.
Chronické uzivani kokainu méa podobné ucinky na patro v dutiné ustni, kdy vSechny perforace
zahrnuji tvrdé patro. Pacienti s patalni perforaci trpi vaZnym poSkozenim feci. Jejich fe€ se
stava hypernasalni a dochazi k velmi Spatné artikulaci, ¢imz je omezena schopnost komunikace

[81].
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7.5.3 Utinky na dychaci cesty

Koufeni kokainu vyvolavd bronchokonstrikci a ma vliv na zdvaznost akutnich
astmatickych projevi. Po inhalaci kokainu ve form¢ volné baze bylo zaznamenéano kieCové
plicni krvaceni u pacientl s akutnimi plicnimi syndromy. U pacientti se vyskytla horecka, bolest
na hrudi, nedostatek kysliku v krvi a selhani dychani. Dale byl zaznamenan vyskyt alveolarniho
krvaceni, pneumotorax a vyskyt plynu v osrdecniku. Silné opakované koufeni kokainu je
spojeno s vyznamnou abnormalitou v difuzni kapacité plic. Snizeni difazni kapacity plic vede
k poskozeni alveolarni kapilarni membrany. U lidi uzivajicich kokain se vyskytuje anémie a
alveolarni krvéceni. Pfitomnost anémie vede k poklesu difuzni kapacity plic, zatimco alveolarni
krvaceni difuzni kapacitu plic zvySuje. Vazokonstrik¢ni ucinek kokainu vede k medialni

hypertrofii a plicni hypertenzi [82].

7.5.4 U¢inky na gastrointestinalni trakt

Kouteni kokainu zptisobuje stfevni perforaci. Jelikoz kokain brani opétovnému
vychytavani noradrenalinu, vede k nedokrveni stfev, coz zplsobuje perforaci. Intraven6zni
podani kokainu zptsobuje nedokrveni sttev bez ditkazu trombo6zy, embolie nebo aterosklerozy.
Stfevni vaskulatura obsahuje a-adrenergni receptory, které jsou stimulovany noradrenalinem,
coz vede k mezentrické vazokonstrikci a fokalni ischémii. Spotieba kokainu vede k tvorbé
trombil a agregaci trombocytl, coZ muze byt zpiisobeno zvySenim endogenniho tromboxanu

B2. UZivani kokainu také zpiisobuje Zalude¢ni viedy, retroperitonedlni fibrozu a viscelarni

infarkt [82].

7.5.5 U¢inky na pribéh téhotenstvi a vyvoj plodu

Tézké uzivani kokainu zplsobuje ablaci placenty, abnormalni pribéh porodu, spontanni
potrat, predCasné prasknuti membran a prasknuti délohy. ZvySené hladiny katecholamini
mohou zptsobit anorexii a negativné ovlivnit vyzivu. Déti narozené matkam uzivajicich kokain
maji vyssi pravdépodobnost nizké porodni hmotnosti, zvySené riziko nahlého Umrti déti,
nekrotilizujici enterokolitidy, cévni mozkové piihody, vrozenych abnormalit a poruch chovani.
JelikoZ kokain zplisobuje vazokonstrikei, snizuje tak pritok krve délohou, coZ néasledné vede
k porucham vedeni kysliku k plodu. Diky tomu, Ze kokain prostupuje placentarni bariérou,

zvysuje koncentraci katecholaminii v plodu a zptisobuje tak retardaci intrauterinniho rtstu [82].

4 W

7.5.6 Psychostimulaé¢ni ué¢inky
Kokain je spolu s metamfetaminem povazovan za jednoho z nejnebezpeénéjSich a

nejnavykovéjsich stimulanti. Toxicita kokainu je Spatné korelovatelna s jeho davkou nebo
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intraven6zné. U¢inky kokainu spoéivaji ve zvysené energii a spoleenském chovani, euforii,
snizené Unave, potieb¢ spanku a chuti k jidlu. Po podani kokainu formou kouteni nebo injekci
byl intenzivni pfijemny pocit popsan jako ,,celkovy orgasmus téla“. Se zvysujici se davkou a
dobou uzivani roste vyskyt nezimérnych nezadoucich ucinki, zahrnujicich dysforickou naladu,
zachvaty paniky, paranoidni reakce, zhorSeny usudek a psychotické symptomy, jako jsou bludy
a halucinace. Vyskyt nespavosti, ztraty hmotnosti, paranoie nebo halucinaci mize byt velmi
vysoky. Kokain je ¢asto povazovan za afrodiziakum, ale pokud je pod jeho t¢inkem sexualni
touha zvysSena, mize dojit k naruseni erekce a zpozdéni nebo inhibici ejakulace. Abstinen¢ni
syndrom se sklada z unavy, snizené schopnosti citit potéSeni, uzkosti, zvySené chuti k jidlu a
zvySené potiebé spanku. Fyzické ptiznaky mohou zahrnovat muskuloskeletarni bolest, ties,
zimnici a nedobrovolné pohyby. V pocatecnim obdobi abstinencniho syndromu se casto
vyskytuje riziko sebevrazedného mysleni. Nékolik tydnii po snizeni uzivani kokainu byly
zaznamenany poruchy ovliviiyjici vizudlné-motorické vykony, pozornost, verbalni pamét a

rozhodovani [19].

7.6 Separaé¢ni metody pro stanoveni kokainu

Pro stanoveni kokainu lze wvyuzit plynovou chromatografii [83-85], plynovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii [85-90], vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) [91-95] a kapilarni elektroforézu (CE) [96-101]. Kokain lze stanovit napiiklad v moci
[83, 86, 87, 96, 98, 99], vlasech [89, 92, 95, 97, 100, 101], plazmée [91, 93, 94], nebo piimo
v rostling Erythroxylum coca [84, 88]. Analyza mo¢i je stale nejucinnéjsim zkuSebnim vzorkem
pro sledovani neddvné expozice drog [87].

Pfi stanoveni pomoci plynové chromatografie se v dneSni dobé vyhradné pouziva
kapilarni kolona [83, 84, 86-88] a jako nosného plynu se nej¢astéji vyuziva hélia [84, 86-89],
mén¢é Casto dusiku [83]. K detekci analytu lze vyuzit dusikofosforovy [83] ¢i plamenové-
ionizacni [84, 85, 88] detektor, stale Castéji se vyuziva spojeni s hmotnostnim spektrometrem
[86-89], Lze také pouzit kombinaci dvou detektord, kdy plamenoionizacni detektor slouzi
k identifikaci analytu a hmotnostni spektrometr ke zjisténi mnozstvi daného analytu [88].
Vzorky mocéi Ize podrobit mikroextrakci tuhou fazi (MEPS), kdy v prvnim kroku nejprve
dochdzi ke zfedéni vzorki pufrem a fosforecnanem draselnym. Odstranéni endogennich
interferenci je dosaZeno za pouziti ¢tyf cykld s kyselinou mravenci a provedenim ¢Etyt zdviha
vzduchu k odstranéni vody. Eluce zachycenych analytd ze sorbentu probiha ¢tyfmi zdvihy

hydroxidu amonného v methanolu s naslednou derivatizaci extraktu [86]. Vzorek moci také
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muze byt podroben mikroextrakci z tuhé faze. Do vzorku je nutné pfidat smé€s NaHCO3:K2CO3
k dosazeni hodnoty pH 9-10, pro zabranéni hydrolyzy [83, 87]. Polydimethylsiloxanové vlakno
je vlozeno do vzorku a dochazi k sorpci analyti. Extrakce je podpofena michanim K dosazeni
optimalniho vyménného povrchu [87]. Vzorky je také mozné extrahovat v Systému kapalina-
kapalina za pouziti smési ethyletheru a isopropanolu jako extrakéniho ¢inidla. Do extraktu je
pak pridan bezvody siran sodny [83]. V metod¢ stanoveni kokainu podle Rosada [86] byla
v autentickych vzorcich moéi dosazena koncentrace 40-377 ng/ml. Vytézek extrakce
ptedstavoval 67-83,3 %. Spodni hranice kvantifikace byla stanovena na 25 ng/ml, kdy tento
vysledek nebyl povazovan za pozitivni. Limit detekce byl taktéz stanoven na hodnotu 25 ng/ml.
Metoda extrakce tuhou fazi (MEPS) vede Kk rychlé a ucinné extrakci cilovych analytl s nizsi
spottebou vzorki a rozpoustédel. Vyhodou je opakované pouziti sorbentu, coz vede ke snizeni
nakladl. Metoda byla dobte aplikovatelna pro autentické vzorky, coz dokazuje jeji uzite¢nost
pii rutinnim testovanim 1ékt [86]. V metodé¢ podle Yonamina [87] byla stanovena koncentrace
kokainu v mo¢i na 114 ng/ml. Spodni hranice kvantifikace a limit detekce byly stanoveny na 5
ng/ml, coz je mnohem lepsi vysledek oproti metodé popsané Rosadem [86]. Pti pouziti
mikroextrakce je nizka spotieba rozpoustédel a vytvaii se méné zbytkl [87]. Metoda provedend
Farinem [83] stanovila koncentraci kokainu na 41,6 ng/ml s limitem detekce 15 ng/ml a spodni
hranici kvantifikace na 20 ng/ml. Vytézek extrakce byl 74,4 % [83], ktery je srovnatelny
s vytézkem extrakce tuhou fazi. Monitorovani uZivani drog povaZuje piitomnost kokainu
vV moci za ukazatel neddvného uzivani drogy.

Listy Erythroxylum coca je pied extrakci nutné rozdrtit na prasek. Vzorek rozpustény
v methanolu je pak podroben mikrovinné extrakci [84, 88] a analyzovan, nebo miize byt
vdalsim  kroku  nasledné¢  extrahovan  mikroextrakci  tuhou  fdzi = pomoci
polydimethysiloxanového vlakna [88]. Kombinaci mikrovinné extrakce s mikroextrakei tuhou
fazi byla stanovena koncentrace kokainu 0,7+0,04 % na vahu suchého listu. Relativni
standardni odchylka byla mensi nez 5 % a Cas extrakce ¢inil 15 minut [88]. Tento vysledek je
srovnatelny s pouzitim pouze mikrovlnné extrakce, kdy koncentrace kokainu dosahla hodnoty
0,680+0,004 % na véhu suchého listu. Relativni standardni odchylka se pohybovala mezi 7,8-
9,3 % a cCas extrakce Cinil 30 sekund [84].

Pti stanoveni kokainu kapalinovou chromatografii byvaji ¢asto pouzity kolony plnéné
chemicky vazanou oktadecylsilikagelovou stacionarni fazi (C18) [90, 91, 95]. Mobilni faze
byva slozena z acetonitrilu a fosfatového pufru [90, 94], fosfatového pufru, acetonitrilu a
methanolu [95], octanu amonného v methanolu a octanu amonného ve vodé [91], octanu

amonného v acetonitrilu [92] a z trifluoracetatu v acetonitrilu, methanolu a vody [93].
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K detekci analytu byva pouzit spektrofotometricky [90, 94] nebo fluorimetricky [95] detektor,
dale je mozné vyuzit hmotnostniho spektrometru [91] vétSinou s trojitym kvadrupolem jako
analyzatorem [92, 93].

Analyza kokainu ve vlasech vykazuje mnoho vyhod ve srovnani s analyzou v mo¢i, a
to snadny a neinvazivni odbér, stabilitu matrice, snadnou dopravu a skladovani [92]. Vlasy je
nejprve nutné promyt methanolem [95] nebo dichlormethanem [92] a poté nasekat na mensi
kousky. Vzorky vlast jsou podrobeny inkubac¢ni extrakci s kyselinou chlorovodikovou [92, 95]
a nasledné extrakci na tuhé fazi, kde byla napln pro aktivaci promyvana methanolem. Pted
extrakci na tuhé fazi se do vzorku zpravidla ptidava fosfatovy pufr a hydroxid draselny. K eluci
analytu dochazi pomoci methanolu a nasleduje ususSeni ve vakuu [95]. Pro chromatografickou
analyzu byl pouzit inovacni sorbent C18 s vlozenou polarni skupinou [95]. Koncentrace
kokainu ve vzorku vlasi v metodé popsané Mercolinim [95] dosahla 1,7 ng/mg. Limit
kvantifikace byl stanoven na 0,3 ng/ml a limit detekce na 0,1 ng/ml. Vytézek extrakce
ptedstavoval 90 %. Promytim vlast v methanolu dochazi k odstranéni interferujicich latek
ucinnéji nez V piipad¢ dichlormethanu, isopropanolu nebo acetonu. Metoda je také levna a

rychlejsi [95].

Tabulka 11: Koncentrace kokainu ve vlasech [92]

Koncentrace kokainu [ng/mg]
Cislo vzorku Metoda LC-MS Referenéni metoda GC-MS
1 0,05 0,07
2 0,75 0,78
3 2,25 1,98
4 4,66 2,99
5 21,41 18,45

Stanoveni kokainu ve vlasech pomoci LC-MS [92] je vysoce citlivé a selektivni a
ukazalo dobrou korelovatelnost s referenéni metodou GC-MS (tabulka 11). Spodni hranice
kvantifikace byla u této metody stanovena na 0,05 ng/mg. Metoda LC-MS ma fadu vyhod oproti
metodé GC-MS, a to Ze umoziuje zjednoduseni pripravy vzorku (bez ¢isténi a derivatizace
pozadovaného extraktu), vyznamné také zvySuje propustnost vzorku. Dale, pouziti technologie

vymény kolon pfipojenych k detek¢nimu systému s vysokou citlivosti umoznilo vyznamné
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snizeni objemu vzorku [92]. Mnozstvi kokainu ve vlasech, které potvrzuje uzivani drogy, se
zpravidla pohybuje okolo 5 ng/mg [95].

Déle je kokain mozné analyzovat pomoci kapilarni elektroforézy se
spektrofotometrickou detekci [96-98, 100], ¢i spojenim CE-MS [99, 101]. Vzorky moci je pied
analyzou nutné zfiltrovat. Ke vzorku je mozné ptidat SDS a HCI pro odstranéni proteint.
Supernatant je pak nasledn€¢ smichan s micelarnim roztokem [96]. Ke vzorku moci se
v n¢kterych ptipadech piidava NaOH k upraveni pH. Vzorek je poté podroben disperzivni
mikroextrakci v systému kapalina-kapalina, za pouziti isopropanolu (disperzivni rozpoustédlo)
a dichlormethanu (extrakéni rozpoustédlo) [98]. Vzorek také mize byt smichan s acetonitrilem
a ptimo podroben analyze [99]. Pro analyzu miize byt vyuzita metoda MSS (hromadéni micel
do rozpoustédla), kterd je zaloZena na zvratu ucinné elektroforetické mobility nabitych analyt
na hranici mezi micelarnim roztokem vzorku a roztokem v pozadi [96]. Metoda se vyznacuje
dobrou citlivosti, pfesnosti a rychlou analyzou. Pro snizeni G¢inku matrice byly vzorky moci
podrobeny jednoduchému predbéZznému oSeteni k odstranéni obsahu bilkovin. V tabulce 12
jsou uvedeny vysledky stanoveni koncentrace kokainu ve vzorkach mod¢i. Limita detekce u

tohoto stanoveni byla 50 ng/ml a limita kvantifikace 75 ng/ml. [96]

Tabulka 12: Koncentrace kokainu v mo¢i [96]

Piidana koncentrace kokainu | Vytézek (%) = SD RSD %
[ng/mi]
Kokain 500 85,4+6,7 5,8
800 98,9+4,3 4,5

Pokud je vzorek pouze smichan s acetonitrilem [99] dosahuje se vytézku 83-109 %
s relativni standardni odchylkou mensi jak 10 %. Limit detekce byl v tomto ptipadé 100 ng/ml
a limit kvantifikace 250 ng/ml. Postup pfipravy vzorku je velmi jednoduchy a zahrnuje oSetieni
vzorku moci acetonitrilem a zfedénim s elektrolytem. P¥imé vstiikovani pak ne vzdy poskytuje
spolehlivé méfeni. Pfidani acetonitrilu vSak mélo za nasledek vysrazeni proteinti v moci, kde
hrozi riziko pfilnuti ke kapilarnim sténam, coz mize ohrozit opakovatelnost méteni a zkratit
dobu Zivotnosti kapilary [99].

Kapilarni elektroforéza se vyznacuje vysokou separacni ucinnosti, rychlou analyzou a
nizkou spotiebou rozpoustédla a vzorkt, diky ¢emuz je platnou alternativou kapalinové

chromatografie pro stanoveni zneuzivani drog [96].
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8 Zavér

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na tii vybrané alkaloidy, a to na nikotin, kofein a
kokain. Bylo zjisténo, ze nikotin negativné ptsobi na kardiovaskuldrni systém prostiednictvim
urychleni aterogeneze, zvysuje riziko rakoviny, podporuje tvorbu zalude¢nich viedu a indukuje
tvorbu volnych radikali. Jako centralni nervovy stimulant piizniveé plisobi proti Alzheimerove
a Parkinsonové chorobé. Nikotin mlze byt spolehlivé stanoven separa¢ni metodou GC-MS, u
niz se hojn¢ vyuziva extrakce v systému kapalina-kapalina a také mikroextrakce tuhou fazi za
ptitomnosti dutého vldkna. Dalsi vyuzivanou metodou je HPLC, u niz jsou presné vysledky
dosazeny extrakci pomoci dutého vlakna. Pozornost byla dale zamétena na kofein, u néhoz bylo
zjisténo, ze zvysuje krevni tlak, podili se na prevenci vzniku diabetes mellitus 2. typu, vede
k nekvalitnimu spanku a zvySuje pozornost a schopnost uc¢eni. Jelikoz snizuje koncentraci beta-
amyloidu, chrani proti neurodegenerativnim onemocnénim. Kofein mize byt stanoven pomoci
plynové chromatografie s extrakci v systému kapalina-kapalina a pomoci kapalinové
chromatografie. S vyhodou se vsak vyuziva kapilarni elektroforéza, ktera poskytuje piesnéjsi
vysledky, nez GC a LC. Posledni ¢ast prace byla vénovana kokainu, u néhoz bylo zjisténo, ze
podporuje vznik infarktu myokardu, zptsobuje perforaci ustni a nosni dutiny, negativné ptisobi
na dychaci systém, zplsobuje stievni perforaci a ohrozuje prubé&h té€hotenstvi. Miize byt
stanoven plynovou chromatografii s vyuzitim mikroextrakce tuhou fazi nebo HPLC s extrakci
v systému kapalina-kapalina. Vhodnou alternativou ke kapalinové chromatografii je kapilarni

elektroforéza, ktera poskytuje vysokou separacni u¢innost.
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