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ANOTACE

Tato bakalaiska prace je zamétena na alkaloid kofein. Prvni ¢ast popisuje chemickeé a fyzikalni
vlastnosti kofeinu, jeho vyskyt v rostlinach a dalsi zpracovani. Také je zde popsan vliv kofeinu
na zdravi ¢loveéka. Druha ¢ast této prace je zaméfena na stanoveni kofeinu, a to pomoci HPLC,
elektroforézy a infracervené spektroskopie.

KLiCOVA SLOVA

Kofein, HPLC, Elektroforéza, Infraéervena-spektroskopie.

TITLE

Determination of caffeine.

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on alkaloid caffeine. The first part describes the chemical and
physical properties of caffeine, its occurrence in plants and further processing. There is also
described the effect of caffeine on human health. The second part of this thesis is focused on

determination of caffeine by HPLC, electrophoresis and infrared spectroscopy.
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SEZNAM ZKRATEK

C Katechiny

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

CE Kapilarni elektroforéza

CNS Centralni nervova soustava

EC Epikatechin

ECG Epikatechin-gallat

EGC Epigallokatechin

EGCG Epigallokatechin -3- gallat

FTIR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci
HPLC Vysokoucinna kapalinovd chromatografie
L-DOPA Levodopa

MS Hmotnostni spektrometrie

UHPLC Ultra-vysokouc¢inna kapalinova chromatografie



UvVOD

Kofein je alkaloid fadici se do skupiny methylovych derivata xantinu. Byl konzumovan lidmi
po celém svété uz ve starovéku. Nejcastéji se prirozené vyskytuje v rostlindch cajovniku, ka-
vovniku a guarané. Diive lidé zvykali listy ¢ajovniku a drtili semena guarany, aby dostali kofein
do organismu. Dnes se tyto rostliny upravuji do podoby ¢aje a kédvy, které diky kofeinu maji
svou specifickou hotkou chut’. Kofein je také uméle dodavan do energetickych napoju, do coca
coly, do pfipravkd na hubnuti, a i do n€kterych 1é¢iv. V lidském téle ptisobi kofein jako stimu-
lant centralni nervové soustavy a lidé ho konzumuji hlavné pro jeho psychoaktivni u¢inky. Ko-
fein zvysuje bd¢€lost a soustiedéni Cloveka, také zvysSuje krevni tlak a zajiSt'uje pocit Stésti, avSak

pouze na nékolik hodin.

Je velmi dulezité i kvalitativni a kvantitativni stanoveni kofeinu, a to z divodu jak kontroly
kvality potravin obsahujicich kofein, tak pro pfipravu farmaceutik. Mezi nejcastéj$i metody
zabyvajicimi se stanovenim kofeinu patii vysokotc¢inna kapalinovéd chromatografie a kapilarni
elektroforéza. Jako dal§i metody stanoveni lze pouzit i infraervenou spektroskopii, plynovou

chromatografii anebo voltametrii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kofein

Kofein je pfirodni alkaloid, ktery se v Cistém stavu vyskytuje jako bily prasek nebo ve forme
bilych, lesklych jehlicek. Je velmi dobie rozpustny v horké vodé (1 g kofeinu se rozpusti v 46
ml vody pii teploté 25 °C nebo v 5,5 ml vody pii teploté 80 °C) a v chloroformu. V organickych
rozpoustédlech je kofein méné rozpustny (1 g kofeinu se rozpusti v 530 ml etheru). Kofein je
bez zépachu, ale m& velmi vyraznou hotkou chut’. Jeho bod téni/tuhnuti je 235-238 ° C a za
atmosférického tlaku sublimuje pii 178 °C. Patii mezi purinové baze, konkrétné je to methylovy
derivat xantinu (viz. Obrazek 1). Systematicky nazev pro kofein je 1,3,7-trimetyl-3,7-dihydro-
1H-purin-2,6-dion (1,3,7-trimethylxanthin). [1][2] Dalsi chemické a fyzikalni vlastnosti ko-
feinu jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Chemické a fyzikalni vlastnosti kofeinu [2]

Chemické a fyzikalni vlastnosti hodnoty
Molekulovy vzorec CgH10N4O2
Molarni hmotnost 194,194 g/mol
Skupenstvi (25°C) pevné
Barva bila
Hustota 1,23 g/cm?®
Bod tani 235-238 °C
Disocia¢ni konstanta pKa 14 pt1 25 °C
Rozpustnost ve vodé pti 25 °C 2,17 g/100 ml
O /CH3
AN N
AN
0 N N
L

3

Obréazek 1 Chemicka struktura kofeinu [3]
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Kofein se do t¢la dostava nejcastéji peroralné pomoci potravinovych dopliikd, energetickych
napoju. Zaroven se vyskytuje i v nékterych lécich jako jsou naptiklad 1éky na snizeni hmotnosti
u obéznich lidi, Iéky na 1é¢bu apnoe u nedonoSenych novorozenct nebo 1éky na 1éceni nad-

mérné spavosti [4].

1.2 Farmakokinetika kofeinu

1.2.1 Absorpce

U ¢loveka probiha absorpce kofeinu v jeho gastrointestinalnim systému. K téméf Gplné ab-
sorpci kofeinu (99 %) dochazi jiz po 45 minutach po perordlnim uziti ddvky kofeinu. Velka
Cast kofeinu se absorbuje v tenkém stievé a ¢ast (20 %) se absorbuje v zaludku. Kofein, ktery
je do organismu dostavan pomoci ¢okolady nebo rostliny coly, se vstiebava déle, a to asi 1,5-2
hodiny. K rychlejsimu vstfebani kofeinu maze dojit pii poziti kofeinové kapsle, kde je doba
vstiebani asi 0,5 hodiny nebo pii zvykani kofeinovych Zvykacek, kde se kofein do téla dostava

pfes Ustni sliznici. [5]

Zda se, Ze nezalezi na zplisobu podani ucinné latky, a to bud’ peroralné anebo intravendzné,
protoze kiivky jejich plazmatickych koncentraci kofeinu se téméf piekryvaji. Diky rychlému
vstiebani zfejmé také nedochazi k vyznamnemu ucinku prvniho prichodu jatry a kofein tedy
rovnou piechazi z gastrointestinalniho systému do krevniho obéhu. Na absorpci také nema vliv

vek, pohlavi, genetika nebo piipadné uzivani drog, alkoholu ¢i nikotinu. [5]

1.2.2 Distribuce

Kofein se diky svym hydrofilnim vlastnostem distribuuje do intracelularni tkanové vody. M-
Zeme ho také nalézt v tkanovych organech a ve vSech télnich tekutinach, jako jsou napiiklad
sliny, zlu¢, sperma, cerebrospinalni tekutina (mozkomi$ni mok a krev) ¢i matef'ské mléko. Za-
roven je dostatecné lipofilni a miZe tak prechazet pres vSechny biologické bariéry, at’ uz hema-

toencefalickou bariéru nebo pies placentu. Kofein se v téle vaze na proteiny a bilkoviny. [5]

1.2.3 Metabolismus a vylu¢ovani kofeinu

Kofein se v lidském organismu metabolizuje téméf vSechen Vv jatrech pomoci enzymu cy-

tochrom P450, kde pievazné ptisobi izoenzym CYP1A2. Hlavni reakci metabolismu je oxidaéni
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N-demethylace, kde vznikaji monodemetylované metabolity Paraxantin (80 %), Teobromin
(11 %) a Teofylin (4 %). Cast kofeinu podléha C-8 hydroxylaci, kdy jako produkt vznika 1,7-
dimetyluronova kyselina. Dal§imi hlavnimi metabolity jsou kromé paraxantinu v mo¢i 1-me-
tylxanthin, 3-metyxantin, 1-methylurinova kyselina a 5-acetylamino-6-formylamino-3-methy-
luracil, které jsou tvoreny sekundarnim metabolismem paraxantinu pomoci enzymu cytochrom
P450 (CYP) 1A2, (CYP) 1A1 a enzymy N-acetyltransferdzou a xantinoxidazou. [6] Strukturni

vzorce hlavnich metaboliti kofeinu jsou znazornény na Obrazku 2.

Polocas rozpadu kofeinu v téle je 4-5 hodin. Muze byt prodlouZen u pfedcasné narozenych déti,
novorozencl, t¢hotnych zen z diivodu Spatné ¢innosti jater nebo piipadné u lidi, ktefi trpi jater-
nimi onemocnénimi. [6] Metabolity kofeinu jsou vyluovany prevazné moci (70-80 %) a asi
2,5 % je vyluCovano ve stolici. Zaroven piiblizné 3 % kofeinu je z lidského organismu vylou-

¢eno moc¢i v nezménéné podobé. [7]
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1.3 Farmakodynamika kofeinu

1.3.1 Antagonismus adenosinovych receptori

Molekula kofeinu ma velmi podobnou strukturu jako molekula adenosinu (viz. Obrazek3).
Adenosin je nukleosid, ktery v centralni nervové soustaveé pisobi jako inhibiéni neurotransmi-
ter [7]. Jeho hlavni mechanismus u¢inku je ovliviiovani kognitivnich funkci ¢lovéka a jeho
chovani [5]. Kofein pusobi jako neselektivni antagonista adenosinovych receptori Al, A2A,
A2B a A3. To znamena, Ze se kofein dokaze navazat na povrch bun¢k adenosinovych receptora,
aniz by je aktivoval. Tim, Ze se kofein navaze na adenosinové receptory, tak neptimo ovliviiuje
uvolnovani norepinefrinu, dopaminu, acetylcholinu, serotoninu, kyseliny y-aminomaselné atd.
Norepinefrin (noradrenalin) dale zvysuje fyzickou aktivitu ¢lovéka, jeho ostrazitost a motorické
funkce a hormony dopamin a serotonin ovliviuji emoce (zvysuji dobrou naladu). [5][7] Ade-
nosin, ktery se mezitim neméa kam vazat, se hromadi v neuronalni synapsi a po vyc¢erpani ko-
feinu se zacne op¢t vazat na receptory. Navdzanim adenosinu dochazi opét k aktivaci receptorii

a ¢lovek ztraci energii a opét se zvySuje pocit ospalosti. [7]

NH,
CH,
| /N Y
N N0 ho < | )
% \f NP
N
< | N O
N CH,
/ Adenosin
H3;C o
Kofein OH OH

Obréazek 3 Molekula kofeinu a adenosinu [8]

1.3.2 Inhibice fosfodiesterazy

Jako dalsi u¢inek mechanismu kofeinu je inhibice enzymu fosfodiesterazy v tukovych tkanich
a kosternim svalstvu zvySovanim intracelularni koncentrace cyklického adenosinmonofostsatu.
Pomoci téchto t¢inkl dochazi k lipolyze (rozkladani tukd v tukovych buiikach) aktivaci lipaz
na glycerol a mastné kyseliny. Diky tomu dochazi k mensi spotiebé svalového glykogenu. Ko-
fein je bohuzel slabym inhibitorem, a tak tyto G¢inky nejsou tak vyznamné jako jeho ucinek

antagonisty. [5]

17



1.3.3 Mobilizace vapniku

Mezi dalsi uc¢inky kofein patii jeho vliv na vapnik v kosternich svalech. Pfi koncentracich ko-
feinu nad Immol/l dochazi k ovlivitovani uvoliiovani a naslednému ukladani vapniku v sarko-
plazmatickém retikulu pruhovaného svalu a také napomaha diflizi Ca?* ptes plazmatickou

membranu. [5]

1.4 Vyskyt a zpracovani

Kofein miizeme nalézt ve spousté pfirodnich, ale i umeélych zdrojich. Mezi nejznamé;jsi a nej-
vyuzivangjsi zdroje patii semena Guarany, listy ¢ajovniku a kavova zrna. Mezi dalsi ptirodni
zdroje mizeme zatadit kakaové boby (Teobroma cacao), ze kterych se vyrabi cokolada. Mezi
umélé zdroje miizeme zafadit piipravky na hubnuti, 1éky proti bolesti a migréné, energetické

napoje nebo sladkosti. [16]

1.4.1 Guarana (Paullinia cupana)

Guarana, nazyvana také Paulinie ndpojnd, obsahuje u¢inné latky, které ptisobi v lidském téle
jako stimulanty CNS. Tato rostlina pochazi z Jizni ameriky a to konkrétné z lesi Amazonie,
kterd se rozklada na tizemi stati Brazilie, Kolumbie, Venezuely, Ekvadoru ¢i Peru. Prvni z&-
znamy 0 guarané jsou piiblizné ze 17. stoleti, kdy jezuitska expedice zpozorovala ucinky této
rostliny u domorodych indiant, ktefi vytvareli pasty ze semen a nasledné je zvykali, a tak do-
stavali latky do organismu Prozkoumana vsak byla tato latka az pozdgji neméckym botanikem

Theodorem von Martiusem, ktery proved! analyzu a popsal jeji u¢inky. [10][11]

Guarana je popinava rostlina dosahujici délky az 10 m a ma zlutohnédé stonky. Jeji listy maji
ovalny tvar zakonéeny do $picky a jejich délka je od 27-33 cm. Barva listl je leskla, tmavé
zelend a ze spodu listu je vyrazné zilkovani. Z guarany se spotiebovavaji jen plody, které vy-
padaji jako lidské oko. Bobule jsou uspofadané do tvaru hroznu a maji ¢ervenou barvu. Semena,
ktera jsou ulozena v ¢ervenych bobulich maji tmavé hnédou barvu a jsou obklopena bilou duzi-
nou (viz. Obrazek 4). Semena guarany obsahuji methylxanthiny jako je Guaranin (kofein), Te-
obromin a Teofylin, které maji vliv na CNS, kardiovaskularni systém, respira¢ni systém a
diurézu. Obsah kofeinu v guarang je az trojnasobné vétsi nez obsah kofeinu v kave arabica stej-

ného mnozstvi. [11]
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Obréazek 4 Guarana [9]

Zpracovani semen Guarany je odliSné pii strojnim zpracovani a pfi ruénim zpracovani. Semena
se shiraji z rostlin po jejich dozrani, a to nastava pii otevieni Cervenych skofapek. Pti ru¢nim
sbiréni se semena nechavaji 3 dny fermentovat a nasledné jsou semena vylupovana z obalu, ale
pfi strojnim sklizeni jsou semena vylupovana hned. Semena jsou dale za stalého michani
promyvana a susena. Po ususeni se ze semen drcenim dostava jemny prasek, ze kterého se mize
ptipravit hoiky napoj podobny kéave. Piipadné se praSek mize smichat s vodou a vytvofit tak
pastu, ktera se tvaruje do valecktl, které se nechavaji susit po dobu 1 roku. Na trzich také mii-

zeme nalézt kofeinove kapsle z prasku Guarany. Tyto kapsle slouzi k pfimému poziti. [11]

1.4.2 Cajovnik ¢&insky (Camellia sinensis)

Cajovnik je kef nebo strom, ktery ma piivod v jizni &asti Ciny. Ve velkém mnoZstvi je také
péstovan na plantazich v Indii a jihovychodni asii (Vietham, Barma, Laos). Mezi nejvetsi vy-

vozce CGaje patfi Cina, Kefia, Sri lanka, Vietnam. [12]

Tato rostlina dortista vySky az 17 m, ale z davodu lepsi manipulace (ruéniho sklizeni) se jeho
vyska udrzuje ve velikosti kefe, a to okolo 1 m (viz. Obrazek 5). Cajovnik ma svétlezelené a
masité listy, které jsou dlouhé od 2-20 cm a jako jediné se z ¢ajovniku vyuZzivaji pro jeho obsah
kofeinu. Cajovnik roste az do 3000 metrii nad mofem a s rostoucim nadmotskou vyskou roste
i kvalita Caje. Nejvetsi mnozstvi kofeinu je obsazeno v mladych listech a vyhoncich. Kromé
kofeinu, ¢ajovnik obsahuje také flavonoidy, sacharidy nebo tfisloviny a pomér téchto latek
udava vyslednou chut’ ¢aje. Cajovnik ma bilé kvéty a jeho plody jsou zeleno-hnédé tobolky.
Plody se zpracovavaji lisovanim na olej. Diive se lidé domnivali, Ze kofein, ktery je obsazeny
vV kavovych zrnech je jind latka nez kofein obsazeny v ¢aji. Z tohoto diivodu ho lidé nazyvali

Tein. [12]
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Cajové listy se na plantazich sbiraji ruéné a pak se déle zpracovéavaji na ¢aj. Nejprve dochazi
k zavadnuti, kdy se z listti odpaii ptiblizné 50 % vody a listy se tak stavaji mékéi a kiehéi. Podle
zpusobu zpracovani ¢ajovych listli, mizeme rozdé¢lit ¢aj do tii druhd. Prvnim je zeleny caj,
ktery se po zavadnuti prazi na panvich, ¢imz se zabrani procesu oxidace a nasleduje svinovani
a suseni. Tim, Ze se zabrani procesu oxidace ziistavaji Cajové listy zelené, a proto zeleny caj.
Dal$im druhem je Cerny cCaj, ktery se oproti zelenému ¢aji nechava oxidovat az né€kolik hodin.
Oxidace probiha na pfimém slunci, kde se listy pravidelné¢ musi otacet. Diky tomuto procesu
listy z hnédnou a také se zvyrazni chut’ ¢aje. Oxidace se ukoncuje svinovanim a susenim. Tte-
tim druhem ¢aju, jsou tzv. oolong Caje, které se po zavadnuti protiepou v bambusovych kosich,
a tim se narusi okraje listl. Diky naruseni okraji, zacne oxidace listi rychleji po okrajich nez
uprostied a podle délky oxidace, se pak ¢aj podobd vice zelenému nebo ¢ernému ¢aji. Zvlastnim
druhem caje je Caj bily, na jehoZ zpracovani se pouziva jen vrcholny nerozvinuty listek z kazdé
vétvicky. [12]

Obréazek 5 Cajovnik cinsky [13]

1.4.3 Kavovnik (Coffea)

Kavovnik se fadi mezi ovocné dieviny a je péstovan v tropickém a subtropickém pasmu podél
rovniku. Tato rostlina pochazi z Etiopie a do Evropy se dostala na konci 16. stoleti. Ma nékolik
druhti, av§ak mezi nejznaméjsi druhy patii Arabika a Robusta. Kavovnik arabika (Coffea ara-
bica) je povazovan za kvalitngjsi druh kavy a zaujima vice nez 60 % svétové produkce. Je
pestovan ve vyssich nadmotskych vyskach, predevsim v Jizni Americe, Australii a ¢asti Afriky.

Mezitim Kavovnik Robusta (Coffea canephora) je povazovan za méné kvalitni a levnéjsi druh
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kavy, ktery se bézn¢ prodava v supermarketech. Roste v nizsich nadmoiskych vyskach a pés-
tuje se pfedevsim v Asii a Africe. Robusta ma vyrazn¢ hotkou chut’ oproti Arabice, a to také

diky rozdilné chemické strukture. [14]

Vyska kédvovniku je rozdilna u kazdého druhu. Né&které druhy kdvovnikii mohou dortistat vysky
az 10 m, ale vétSinou jsou udrzovany na plantazich ve vysSce keit kviili ruénimu sklizeni plodd.
Kévovnik ma 15 cm dlouhé listy a bilé kvéty. Plody Kévovniku jsou dlouhé 1,5 cm a tvarem
ptipominaji tiesné (viz. Obrazek 6). Uvniti plodu jsou dvé kavova zrna, ktera maji svétlezele-
nou barvu a na sob¢ maji slupku a vrstvu pergamenu. Nékteré plody obsahuji jen jedno zrno,

kterému se tika perlové zrno. [14]

Obréazek 6 Kévovnik arabsky [15]

1.4.3.1 Zpracovani kavovych zrn

Nejdiive dochazi ke sbéru kdvovych zrn. Zrna se sbiraji bud’ ru¢né, ¢esanim anebo pomoci
stroji. Ve vysSich nadmoiskych vyskach, kde se vyskytuji predevsim kvalitnéjsi druhy kav,
sbiraji farmari plody ruéné. Rucni sbér je Setrnéjsi pro rostlinu, avSak je drazsi. Nevyhoda stroj-
niho sbéru je, Ze stroj trha i nezralé plody, které po utrZeni jiz nedozraji. Strojni sbér je levnéjsi
a vyuziva se hodné v Brazilii a Austrélii. Zpracovani kavovych zrn ma vliv na cenu a chut’

kavy. Jsou tii zékladni metody zpracovani, a to mokra, sucha a medova. [14]

Suché zpracovani patii mezi nejstar$i metody, které jsou finanéné€ nenaro¢né a jednoduché. Po
sbéru jsou plody rozprostieny na zemi nebo na rostech, kde jsou pravideln¢ otdceny, aby doslo
k rovnomérnému suseni. Suseni probiha asi jeden mésic a na noc jsou plody zakryty, aby znovu
nezvlhly. Po ususeni se plody nechavaji ulezet po dobu 30-60 dni. Plody jsou dale tfidény dle

velikosti a kvality. Po dobu suSeni dochazi k pronikani latek ze slupek do kavovych zrn. Pfi
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nedostate¢ném usuSeni zrn, mize dojit k uhnivéani zrn, a to miZze dale ovlivnit chut’ kavy. Me-

toda suchého zpracovani je vyuzivana hlavné v Brazilii. [14]

Medové zpracovani je proces mezi suchym a mokrym zpracovani. V kazdé zemi je tento proces
jiny. Pii tomto procesu se loupaji slupky z plodii a zrna se nechavaji susit s pergamenem a
duzinou. Podle vrstvy duziny, ktera se nechava na zrnku, ma kéva specifickou chut’. Tato me-

toda se vyuziva hlavné ve Stredni Americe. [14]

Pii mokrém zpracovani se zpracovava kvalitni kava. Nejprve dochazi k tfidéni ve vodni nadrzi,
kde zrala zrna klesaji ke dnu a nezrala zrna plavou na hladiné. Po promyti ve vodni nadrzi
dochazi k loupani zrn. Po loupani putuji zrna do kvasnych nadrzi, kde dochazi k fermentaci. Pii
fermentaci enzymy uvoliiuji lepkavou vrstvu z povrchu zrn a zrna se tak stavaji drsna. Délka
fermentace je zavisla na tloust'ce duziny. Trva pfiblizné 36 hodin. Kdyby trvala déle, mohlo by
dojit k uhnivani zrn, které by znicily celou varku. Po tomto procesu nasleduje suseni, které je
stejné jako u suchého procesu. Zpracovani mokrym zptisobem je finanéné narocné a vétsSinou

se nevyuziva na plantazich. [14]

Po zpracovani zrn dochazi K jejich téidéni a loupani. Zrna obsahuji ptiblizné 11-12 % vlhkosti.
Po loupani se zrna exportuji do dalsich zemi, kde jsou nasledné prazeny. Pii prazeni dochazi

K rozvijeni chuti kavy. [14]

1.5 U¢inky na zdravi ¢lovéka

Kofein je stimulant centralni nervové soustavy a fadi se mezi nejpouzivanéjsi psychoaktivni
latky na svété. [2] Po hodné vysokém uziti davky kofeinu neboli pfedavkovanim dochazi u
Clovéka k navozeni koma, az nasledné smrti ¢loveka. Smrtelnd davka kofeinu v téle cloveéka je
vice nez 10 g kofeinu, coz odpovida asi 170 mg kofeinu/ 1 kg t€lesné hmotnosti. [23] Zaroven
uzivani kofeinu ve vysokych davkach miuze zpisobovat ties, nervozitu, Uzkost, tachykardii
atd.[33] Kofein a jeho metabolity ovliviiuji nejen fyzickou aktivitu a bd€lost ¢lovéka, ale také
dals$i procesy uvniti organismu, a to bud’ pozitivné ¢i negativné. Paraxantin zptsobuje lipolyzu,
tedy doch&zi k odbourani tukti a zaroven dochazi k uvolnéni glycerolu a volnych mastnych ky-
selin do krevni plazmy. Teobromin ovliviiuje roz§ifeni cév a také zvySuje objem moci v téle.

Teofylin uvoliiuje hladké svalstvo a zlepSuje dychani ¢lovéka. [16]
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1.5.1 Vliv kofeinu na Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu neboli cukrovka 2. typu je velmi vazné onemocnéni, které se v dnesni
dobé neda zcela vylécit, ale da se regulovat pomoci inzulinu. Inzulin je hormon, ktery pfem¢-
nuje glukézu v krvi na energii potfebnou pro nas organismus. Jako hlavni znak cukrovky 2.
typu mizeme oznacit inzulinovou rezistenci. Tim, Ze bunky v tkdnich a ve svalstvu neodpovi-
daji na signél inzulinu, za¢ne se zvysovat hladina glukozy v krvi. Slinivka bfi$ni kompenzuje
tento stav tak, ze za¢ne produkovat dalsi inzulin. Cukrovku lze diagnostikovat, pokud hodnota
glukozy v krvi je vice nez 11 mmol/l Tento typ cukrovky je doprovazen tzv. metabolickym
syndromem, coz jsou metabolické a vaskularni abnormality jako je obezita, zvySeny krevni
tlak, Spatné odbouravani tukti nebo zanétlivé stavy. Toto onemocnéni ma velmi pomaly nastup
(n€kolik let). Vyskytuje se pfedevsim u starSich osob ve véku piiblizné 70 let, kdy cukrovka se
objevuje u 10-20 % lidi, ale mize se vyskytovat i u mladsich lidi, kdy se diabetes objevuje asi
u 1 % lidi ve véku 30 let. V dnesni dobé velmi rychle stoupa pocet lidi, ktefi trpi timto onemoc-

nénim. [17]

Studie ukazuji, Ze kofein a dalsi latky ptitomné v kavé snizuji riziko diabetu 2. typu. U lidi,
kteti piji vice nez 7 $alkt kdvy denné, je az 50 % Sance, Ze se u nich nevyvine toto onemocnéni
a u lidi, ktefi vypiji 4-6 Salki kavy za den je asi 30 % Sance, Ze se nevyvine toto onemocnéni.

Zaroven pravidelné uzivani kavy snizuje inzulinovou rezistenci v organismu. [16][17]

1.5.2 VIiv kofeinu na Parkinsonovu chorobu

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni CNS, které vede k Ubytku nervovych
bunék. K ubytku nervovych bunék dochazi v ¢asti mozku, kde je produkovan neurotransmiter
dopamin, ktery funguje jako pfenase¢ nervovych vzruchid. Snizeni hladiny dopaminu v CNS
vede K tiesu a oslabeni motorickych funkci. [18] Toto onemocnéni se projevuje vétSinou u star-
Sich osob a nékteré studie ukazuji, ze toto onemocnénim poznamenava vétsinou muze, u Zen

by mélo byt riziko onemocnéni nizsi, diky estrogenu. [16][20]

Kofein a jeho metabolity jsou spojovany se snizenim rizika onemocnéni Parkinsonovou choro-
bou. [16][18][20][19] Mechanismus t¢inku je prozatim neznamy, [16][18] ale nejvétsi poten-
cial pro sniZeni rizika maji antagonisté receptoru A2A [20]. Kofein, ktery pisobi jako antago-
nista A2A receptord snizuje svalovou ztuhlost a zvysuji u¢inek latky L-DOPA. L-DOPA se

pouziva jako prekurzor dopaminu a dopamin mé lécebné ucinky pii Parkinsonové chorobé.
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Diky tomu Ize snizit davky L-DOPY a je tak vétsi Sance, Ze nevznikne tolerance na tento 1¢k.

Zaroven kofeinovy metabolit Teofylin zvySuje motorické schopnosti ¢lovéka. [20]

1.5.3 VIliv kofeinu na Alzheimerovu chorobu

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni mozku. Radi se mezi nejb&zngjsi typ
demence a jeji pfiznaky se daji pouze zmirnit, ne vSak zcela vylécit. [17][20] Pii tomto one-
mocnéni dochazi ke zménam nervovych bunék v mozku a nasledném ubytku mozkové hmoty.
Nasledkem tohoto onemocnéni je postupna ztrata kognitivnich funkci ¢lovéka, tzn. postupna
ztrata kratkodobé a pozdéji i dlouhodobé paméti, mysleni, vlastni isudek, orientaci v prostoru,
pozornost nebo fe¢. [21] Alzheimerova choroba se objevuje vétSinou u starSich lidi ve véku
kolem 60 let, miZe se v§ak objevit i u mladsich lidi ve v€ku 30-40 let, kteti k tomu maji gene-
tickeé predispozice. [16][21]

Nekterd studie naznacuji, ze kofein a jeho metabolity napomahaji snizit riziko Alzheimerovy
choroby, a to zejména u star$ich osob. [17][20]. Pravidelné uzivani kofeinu po cely Zivot mtze
také napomahat s kvalitou paméti. [20] Kofein také pravdépodobné napomaha zpomalit pokles
kognitivnich funkci ¢lovéka, ptipadné zpomaluje nastup demence [16][17]. Stejné jako u
Parkinsonovy choroby, tak i u Alzheimerovy choroby, kofein ovliviiuje mozek prostfednictvim
adenosinovych receptoru. [17][20] Pokud by byly studie Gispé€$né, mohl by vztah mezi kofeinem
a témito nemocemi vést k vyvoji novych 1éku, piipadné k prevenci Alzheimerovy nebo Parkin-

sonovy choroby. [20]

1.5.4 VIliv kofeinu na Uzkost a spanek

Mezi dalsi vlastnosti kofeinu, mizeme zatadit jeho neptiznivy vliv na uzkost a spanek. Podle
nékterych studii, mize u zdravych jedinci vznikat uzkost a zaroven u lidi, ktefi tizkosti jiz trpi,

mize dojit k jejimu prohloubeni. [16]

Vzhledem k tomu, Zze kofein navySuje stav bdélosti, tak pii konzumaci kofeinu ¢asem dochazi
ke zkraceni doby spanku. Clovek, ktery trpi nespavosti, ma zkracenou dobu spanku pod 6 ho-
din. Postupem ¢asu dochazi u lidi k navySeni doby usinéni a také dochazi ke zkraceni doby
hlubokého spanku. P#i pravidelném uZivani kofeinu se u lidi objevi takova smycka, kdy ¢lovek
po uziti kavy trpici nedostatkem spanku a zaroven denni ospalosti, fe$i nespavost dalsi kon-

zumaci kofeinu. Tato konzumace ov§em opét vyvolava nespavost. S nedostatkem spanku muze
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také souviset bolest hlavy, deprese, snizena pozornost anebo také psychicka a fyzicka unava
¢loveka. [16][22]

1.5.5 Vliv kofeinu na téhotné Zeny a déti

Vétsina studii se shoduje na tom, Ze kofein neovlivituje plodnost zeny pii spotiebé kofeinu 300
mg/den. Také zde neni zadna souvislost s ptijmem kofeinu a rizikem potratu. Déle neexistuje
zadny dukaz o tom, Ze by kofein ovliviioval vrozené vady ditéte. Doporuc¢ena denni davka ko-
feinu pro téhotné a kojici zeny je 300 mg/den. [16]

Ptijem kofeinu mezi 4-12 rokem zivota ditéte, mize negativné ovlivnit jeho vyzivu, pokud neni
kofeinovy népoj doplnén zdravymi napoji, napt. mlékem. Denni doporucend davka kofeinu pro
déti od 4-12 let je 2,5 mg/ kg hmotnosti ditéte. Zadna studie zatim neprokazala, Ze by piijem

kofeinu mohl ovlivnit poruchu chovani u déti, av§ak snizuje chut’ k jidlu. [16]
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2 STANOVENI KOFEINU

Kofein, Teofylin a Teobromin jsou latky, které se pifirozené¢ vyskytuji ve spousté potravinaf-
skych vyrobcich, napojich a jsou z nich také vyrabéna néktera 1é¢iva a vyzivové dopliiky. Tyto
latky maji vliv na zdravotni stav ¢lovéka. Proto je nutna jejich analyza a znalost jejich koncen-
traci. Pfed samotnou instrumentalni analyzou se vyuziva pfedbézna tprava vzorku, do které je
zahrnuta extrakce. Kofein Ize stanovit v riznych matricich pomoci riiznych separa¢nich metod,
mezi které mizeme zatadit vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo kapilarni
elektroforézu. Mezi dal§i metody, dle kterych Ize stanovit kofein mizeme zatadit UV-VIS
spektrometrii, IC-spektroskopie s Fourierovou transformaci, nuklearni magnetickou rezo-

nan¢ni spektrometrii nebo potenciometrii. [23]

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je velmi pouzivanou instrumentalni metodou a nej-
vyuzivangj$i analytickou metodou pro stanoveni kofeinu. Chromatografie se fadi mezi sepa-
ra¢ni techniky a pomoci chromatografie lze provést kvantitativni analyzu, ale i kvalitativni ana-
lyzu. Analyzovany vzorek se rozdéluje mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou)
fazi. K separaci latek dochazi vlivem rozdilné afinity latek k stacionarni a mobilni fazi a také
dochazi k opakovanému ustavovani sorp¢nich, rozpoustécich nebo iontové vyménnych rovno-

véh. [24][25]

Analyza kofeinu pomoci HPLC se provadéla jak z pevnych, tak kapalnych vzorkt. K analyze
byly pouzity rizné druhy ¢aju (zeleny, ¢erny, bily) [27][28][30][31], ké&va [28], instantni k&va
[29], ¢okolada [28], maté [29], guarana [29]nebo energetické ndpoje [29]. Spolu s kofeinem
byly stanoveny i dalsi latky, kterymi jsou katechiny[27][30][31], polyfenoly [29] a metabolity
kofeinu (Teobromin) [28].

2.1.1 Priprava vzorki

Vsechna pouzité ¢inidla ve vSech studiich byly analytické kvality a vSechny vzorky byly ptfed
analyzou nalezit¢ upraveny. Studie El-Shahawi a kol. [27] analyzovaly mnozstvi kofeinu a ka-
techint ve vzorcich zelenych ¢aji. Pro analyzu si odvazili 0,25-0,26 £ 0,01 g zelen¢ho caje.
Caj vlozili do 100 ml vrouci vody a nechali ho inkubovat pfi teploté 90 °C po dobu 5 minu, 15

minut a 30 minut. Po ochlazeni byl roztok Caje prefiltrovan ptes filtra¢ni papir. Filtrat spolu
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s promyvacim roztokem byly pielity do 100 ml odmérné bariky, ze které bylo nasledné odpipe-
tovano 10 ml ¢ajového extraktu. Cajovy extrakt byl piefiltrovan pies 0,45 um celul6zovy fil-
tracni papir. Tato studie ukazuje, Ze velky vliv na mnozstvi uvolnéného kofeinu a katechinii ze
zelenych ¢aji, ma doba louhovani ¢ajovych listi. Z grafu viz nize l1ze konstatovat, ze s rostouci

dobou louhovani roste mnozstvi uvolnéného kofeinu a katechinti ze zelenych ¢aji.
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Obrazek 7 Mnozstvi kofeinu uvolnéného ze vzorku pri 5 minutdach, 10 minutach a 30 minutach louhovani [27]

Studie Ferndndez a kol. [30] analyzovali mnozstvi kofeinu v 37 riznych, komeréné dostupnych
¢ajich. Vzorky obsahovaly instantni ¢aj, ¢erny ¢aj a zeleny ¢aj. Vzorky se pfipravovaly odmé-
fenim 0,5 g vzorku Caje, ktery byl nasledné za stadlého michani extrahovan ve 100 ml smési
acetonitril a voda (1:1), pfi pokojové teploté. Nasledné byl extrakt piefiltrovan a ziedén v od-

mérné bance na 100 ml roztoku.

Ve studii De Carmago a kol. [28] analyzovali rizné vzorky obsahujici kofein, kterymi jsou
cokolada, nealkoholické napoje, maté nebo Cerny ¢aj. Vzorky nealkoholickych napoji se upra-
vovaly tak, Ze se nechaly odplynit v ultrazvukové 1azni po dobu 10 minut. Cerny &aj (1,8 g) byl
extrahovan do 150 ml vrouci vody a 8,52 g listi maté bylo extrahovano do 1 1 vody. Poté co
extrakt dosahl pokojové teploty, bylo smichano 20 ml extraktu s 10 ml 0,1 M kyselinou chlo-
rovodikovou a s 8 ml bazického roztoku acetatu. Nasledné byl roztok odstiedén po dobu 5 mi-
nut a do supernatantu (kapalina nad sedimentem) byl pfidan hydrogenuhli¢itan sodny (0,1 g
v 10 ml roztoku) a znovu byl po dobu 5 minut odstfed’ovan. Nakonec byl vysledny roztok zie-
dén vodou do 50 ml odmérné baiiky. Jako vzorky ¢okolady byly pouZzity cokoladové tyCinky
(0,6 g) a cokoladovy prasek (1,0 g). Tyto vzorky byly vlozeny do zkumavek se Sroubovacim
uzavérem, ktery byl opatien teflonovym septem. Ve zkumavkach se extrahoval tuk tfepanim za

pouziti petroletheru (dva podily po 30 ml) a nasledné byl roztok odstfedén po dobu 10 minut.
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Nasledné byly zkumavky vlozeny do vodni lazn€, kde se odpatily zbytky rozpoustédla. K roz-
toku bylo dale pfidano 30 ml vody a 5 ml bazické roztoku acetatu a vysledny roztok byl vlozen
do odstiedivky po dobu 5 minut. Po odstfedéni byl pfidan do supernatantu opét hydrogenuhli-
¢itan sodny a roztok byl opét odstiedén. Nakonec se ptidala 0,1 M kyselina chlorovodikova a

roztok byl zfedén vodou do 100 ml odmérné baiiky.

Ve studii Rostagno a kol. [29] byly pouzity jak kapalné, tak pevné vzorky obsahujici kofein.
Vsechny kapalné vzorky, kterymi byly energetické napoje a nealkoholické cola népoje byly
upraveny pred analyzou tak, ze byly odplynény po dobu 10 minut v ultrazvukové lazni a na-
sledné piefiltrovany ptes 0,2 um nylonovy filtr. Oproti tomu pevné vzorky, kterymi byly rizné
druhy ¢ajli, maté a instantni kdva byly extrahovany metanolem. Extrakce probihala ve vice
frekvenéni ultrazvukové lazni (25 az 45 kHz). Vzorky byly postupné extrahovany, a to 0,5 g
vzorku bylo extrahovano 15 ml 50 % metanolem, poté 75 % metanolem a nasledné 100 %
metanolem. Extrakce probihala po dobu 20 minut pfi teploté 60 °C. Po kazdé extrakci byl roztok
odstiedén pii 4000 otackach za 1 minutu. Ze vSech extrakci byl shromédzdén supernatant, ke
kterému bylo pftilito 100 ml vody a nésledné€ byl odebran alikvotni podil, ktery byl prefiltrovan
ptes 0,2 um nylonovy filtr.

Ve studii He a kol. [31] byl stanovovan kofein ve vzorcich ¢inského ¢aje. Listy ¢aje (50 g) byly
po dobu 1 hodiny louhovéany v 500 ml vody, ktera méla teplotu 80 °C. Smés byla po hodiné
zfiltrovéna a nésledné zkoncentrovana na 100 ml. Roztok byl nakonec extrahovan chlorofor-

mem.

2.1.2 Podminky stanoveni

Ve Vétsiné piipadi stanoveni kofeinu pomoci HPLC, byla vyuzita chromatografie s obracenymi
fazemi a jako stacionarni faze byl vSude pouzit oktadecylsilikagel s velikosti ¢astic 5 um.
[27][28][30][31] a Vv piipadé studie Rostagno a kol. [29] byly pouzity ¢astice o velikosti 2,6
pum. Lze také pouzit metodu UHPLC, ktera vyuziva specialnich kolon. Kolony jsou naplnény
Casticemi s pevnym jadrem. Jedna se o molekuly s pevnym jadrem, které je potazeno porézni
vrstvou. Diky témto kolondm je rychlejsi stanoveni, mensi spotfeba mobilni faze a stanoveni
probiha za mensich tlakti nez pti HPLC stanoveni. [29]

Ve studii EI-Shahawi a kol. [27] byly pouzity dvé mobilni faze. Faze A obsahovala 5 % (V/V)
acetonitrilu s ptimeési 0,035 % (V/V) kyseliny trifluoroctové a faze B obsahovala 50 % (V/V)

acetonitrilu s pfimési 0,025 % (V/V) kyseliny trifluoroctové. Ptitomnost kyseliny trifluoroctové
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byla pro toto stanoveni nezbytnd, kviili vysokému rozliSeni a u¢inné separaci katechintll v ¢aji.
De Carmago a kol. [28] pouzili rizné mobilni faze u vzorka kofeinu. Pro nealkoholické napoje
byl pouzit metanol s vodou (25:75, V/V), pro ¢aj byl pouzit metanol s vodou (30:70, V/V) a
pro vzorky ¢okolady byl pouzit acetonitril s vodou (10:90, V/V). Rostagno a kol. [29] pouzili
dvé rozpoustédla. Rozpoustédlo A byla voda (1 % kyselina fosfore¢nd) a rozpoustédlo B ace-
tonitril (1 % kyselina fosfore¢na). Fernandez a kol. [30] pouzili také dvé rozpoustédla, a to smés
voda — acetonitril — kyselina mravencéi (94,7 %, 4,3 %, 1 %, V/V) a druha mobilni faze obsaho-
vala smés voda — acetonitril — kyselina mravenéi (49,5 %, 49,5 %, 1 %, V/V). He a kol. [31]
pouzili dvé mobilni faze. Faze A obsahovala 90 ml acetonitrilu, 20 ml kyseliny octové, 2 ml
vodného roztoku EDTA (10 mg/ml) a zbytek do 1000 ml byla voda. Mobilni faze b obsahovala
800 ml acetonitrilu, 20 ml kyseliny octové a 2 ml vodného roztoku EDTA (10 mg/ml) a zbytek
do 1000 ml byla voda. Konkrétni hodnoty podminek stanoveni, jako je prutok, davkovany ob-

jem ¢i doba separace a dalsi jsou uvedeny v Tabulce 2.
Tabulka 2 Podminky separace kofeinu pomoci HPLC

Pratok Davkovany | Doba Teplota VInova
[ml/min] | objem [ul] | separace | kolony délka
[min] [°C] [nm]

El-Shahawi a kol.[27] 1,0 20 21 32 205-280
De Carmago a kol.[28] 1,0 5 neuvedeno | neuvedeno 254
Rostagno a kol.[29] 2,2 10 5 55 260-320
Fernandéz a kol.[30] 1,0 10 20 neuvedeno 275
He a kol.[31] 1,0 20 15 25 278-380

Pfi analyze kofeinu se nejcastéji vyuziva spektrofotometricky detektor v UV nebo VIS oblasti.
[27][28][30] Casto se také vyuziva detektor diodového pole [29][31], ke kterému muize byt
online pfipojeny fluorescenéni detektor. [29] VInovéa délka studie El-Shahawi a kol. [27] byla
205 nm, a to z divodu pouziti acetonitrilu jako elué¢niho ¢inidla misto metanolu. Acetonitril
poskytuje vyssi absorbanci pii této vinové délce, nez klasicky pii 275 nm, a také umoznuje lepsi

chromatografickou separaci.
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2.1.3 Vysledky

Ve studii EI-Shahawi a kol. [27] bylo analyzovano 29 komer¢né dostupnych zelenych ¢aji a ve
vSech vzorcich, bylo za danych podminek, nalezeno fadné mnozstvi katechind a kofeinu (viz.
Obrazek 8). Obsah kofeinu v zeleném ¢aji byl porovnan se standardy. Ukazalo se, ze velky vliv
na mnozstvi kofeinu v ¢aji ma doba vyluhovani, kdy byly vzorky ponechany louhovani od 5 do
30 minut. Koncentrace uvolnéného kofeinu do horké vody rostla s rostouci dobou infuze (viz.
Obréazek 7). Mnozstvi kofeinu v zeleném &aji se pohybovalo v rozmezi od 0,086 mg-g™ do 2,23
mg-g* a v jednom vzorku nebylo nalezeno Zzadné mnoZstvi kofeinu ani katechind. VIiv na
mnozstvi kofeinu v listech zeleného ¢aje mize mit zeméepisna poloha péstované rostliny, skli-

zeni list, skladovani, fermentace, praZeni, tepelna tprava atd.
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Obrazek 8 Obsah kofeinu ve vzorcich zeleného caje [27]

Ve studii De Carmago a kol. [28] byl analyzovan kofein nejen v ¢aji, ale i v dalSich vzorcich,
kterymi jsou ¢okolada nebo tieba nealkoholické napoje. V analyze kofeinu ve vzorku ¢okolady
se jako nejucinnéjsi projevila mobilni faze smés vody a acetonitrilu (90:10). Obsah kofeinu byl
analyzovan v mlé¢né, hotké i bilé ¢okoladé, kdy mlééna ¢okolada obsahovala 0,83+0,03 —
0,95+0,07 mg-g* kofeinu, hoika ¢okolada obsahovala 0,33+0,07 — 0,47+0,04 mg-g* kofeinu a
bila ¢okolada obsahovala 0,14+0,00 - 0,28+0,04 mg-g kofeinu. Dale byl analyzovan kofein
ve vzorcich ¢inského €aje, u néhoz nejucinnéjsi mobilni faze byla smés metanol s vodou
(30:70). Nejvétsi mnozstvi kofeinu bylo nalezeno ve vzorcich ¢erného Caje, ktery obsahoval
7,58+0,04 — 17,35+3,33 mg-g™. Kofein byl také nalezen v saccich s maté, které obsahovaly
0,70+0,06 — 7,63+0,94 mg-g™* kofeinu a listy maté obsahovaly 0,88+0,37 — 5,38+0,44 mg-g.
Vzorky nealkoholickych napojti byly rizné druhy coly a napoje pfipravené z guarany. Jelikoz
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je do coly pfidavan kofein umyslIné, jeho obsah je daleko vyssi nez v napojich z guarany. Gu-
arana obsahuje asi 4 % ptirodniho kofeinu. Obsah kofeinu ve vzorcich coly byl
0,06+0,02 - 0,131+0,003 mg-mIt a obsah kofeinu v néapojich zguarany byl
0,008+0,001 — 0,21+0,002 mg-ml™.

Rostagno a kol. [29] stanovovali kofein pomoci kolon s pevnym jadrem. Studie ukazala, Ze pfi
pouziti metody UHPLC s kolonami s pevnym jadrem, probih4 analyza rychleji (méné nez 5
minut), nez pfi pouziti monolitickych kolon a vysledné piky v chromatogramu jsou vyssi a uzsi.
V této analyze byly pouzity dva rizné detektory s riznymi vinovymi délkam, a to z divodu
rozdilnych koncentraci fenolickych latek a kofeinu ve vzorku. Kofein byl stanovovan v rozdil-
nych vzorcich, mezi které patii ¢aj (Cerny, bily, zeleny), nealkoholické napoje, maté, energe-
tické népoje, a instantni kava. Konkrétni hodnoty mnozstvi kofeinu ve vzorcich, jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Tabulka 3 Mnozstvi kofeinu v mg/l v analyzovanych vzorcich [29]

Vzorek Cerny | Zeleny | Bily In- Maté | Energe- Nealkoho-
caj caj caj stantni tické na- lické napoje
kava poje
MnoZstvi 89 130 140 70 40 314 108
[mg-1]

Fernandez a kol. [30] analyzovali kofein a katechiny ve vzorcich ¢erného, zeleného a instant-
niho ¢aje. Celkem bylo pouZito 37 vzorki Caje, pti¢emz 17 vzorkia byl ¢erny ¢aj, 18 vzorkl byl
zeleny €aj a 2 vzorky obsahovaly instantni ¢aj. Nejvetsi mnoZstvi kofeinu obsahoval instantni
¢aj, a to 3,69 - 3,83 % (m/m). Dale zeleny ¢aj obsahoval 0,77 - 3,41 % (m/m) kofeinu a cerny
¢aj 2,57 - 3,42 % (m/m) kofeinu. Stejné mnozstvi kofeinu bylo nalezeno ve vzorcich Caje, které
byly analyzovany studii He a kol. [31] Tato studie analyzovala také kromé kofeinu i rtizné

druhy katechint.
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2.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Kapilarni elektroforéza je separa¢ni analyticka metoda a konkrétné se fadi mezi elektromigraéni
metody. Principem elektromigra¢nich metod, je separace latek pomoci vloZzeného stejnosmér-
ného elektrického pole. Separace latek probiha pomoci dvou elektrod. V ptitomnosti elektric-
kého pole dochazi k migraci iontd, a to tak ze kladné nabité Castice (kationty) putuji k zaporné
nabité elektrodé (katod€) a opacng, tedy ionty nesouci zaporny naboj (anionty) putuji ke kladné
nabité elektrodé (anodé). [24] U CE se jako vodivy spoj pouziva kapilara, ktera byva nejcastéji
kiemenna a pro zvyseni jeji mechanické odolnosti, byva z vnéjsku potazena vrstvou polyimidu.
Diky malému vnitinimu priméru kapilary, je snizena rychlost difuze latek a lze tak dobie od-
vadét teplo, které se vytvafi pti priachodu elektrického proudu. Déle diky odvodu tepla Ize vy-
uzit vy$siho separa¢niho napéti nez pii klasické elektroforéze, a to az do 30 kV a tim také zkratit
dobu analyzy. Doba separace je fadové nékolik minut. K separaci latek, velmi pfispiva elektro-
osmoza, ktera se vyrazné projevuje v roztocich, které maji pH>4. Iontova sila roztoku ma vliv

na rychlost a orientaci elektroosmotického toku. [24][25]

Kapilarni elektroforéza je dalsi metoda, pomoci které lze stanovit obsah kofeinu ve vzorku.
Kofein byl stanovovan ve vzorcich kavy [32] [36], v sycenych napojich [34], v kavé bez ko-
feinu [33], v coca cole, v ¢aji [36] a ve vzorcich moci [35]. Spolu s kofeinem byly touto meto-
dou stanoveny i jeho metabolity, kterymi jsou Teobromin, Teofylin a dal$i urinové kyseliny,
[35] , pyroglutamat [32], aspartam, kyselina benzoova [34].

2.2.1 Priprava vzorki

Maeso a kol. [32] analyzovali kofein ve vzorcich instantni kavy. Vzorek kavy (1 g) byl rozpus-
tén ve vodé v 100 ml odmérné bance a nasledné ztedén vodou v poméru 1:4. Ziedény roztok

byl dale filtrovan ptes 0,45 um nylonovy filtr a hned poté analyzovan.

Oproti tomu vzorky studie Meinhart a kol. [33] byly pfipraveny pomoci extrakce. Analyze bylo
podrobeno 8 vzorkll instantni bezkofeinové kavy a 8 vzorki klasické bezkofeinové kavy, pfi-
¢emz kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat. K analyze byl pouzit ptesné 1 g vzorku kavy, ktery
byl vlozen s 10 ml 0,2 mol-I NaOH a 30 ml chloroformu, do délici nélevky. V délici ndlevce
byl roztok protfepavan po dobu 7 minut a nasledné byla organicka faze oddélena do 50 ml
banky a vodna faze jesté tiikrat promyta 5 ml chloroformu. Chloroform byl ve vodni lazni za-

htaté na 60 °C a nasledné odpaien ze vzorku. K vzorku bylo ptidano 10 ml vody a po dobu 2
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minut byl vzorek michan. Vysledny roztok byl nakonec piefiltrovan ptes 0,45 um filtr. K ana-
lyze bylo pouzito 800 pl vzorku, ke kterému bylo ptidano 100 pl vnitiniho standardu, kterym

byl Teobromin o koncentraci 100 mg-I™.

Walker a kol. [34] podrobili analyze vzorky sycenych nealkoholickych napoju z plechovky.
Vzorky byly pted stanovenim odplynény ve vakuu a nasledné smichany s glycinovym pufrem,
ktery mél koncentraci 0,02 mol/l a hodnotu pH 9, v poméru 1:1. Kazdy roztok byl nasledné

prefiltrovan pies 0,45 um filtr a vlozen do lahvicek.

Vzorky konzervovanych ¢ajtii, coca coly a sportovnich napoji byly upraveny pied stanovenim
tak, ze 5 ml kazdého vzorku bylo zfedéno pufrem (Borax 15 mmol-1") v odmérmé bafice na
50 ml. Vzorky ¢aje a kavy byly pfipraveny odvazenim 2 g ¢ajovych listki a 1 g mleté kavy,
které byly piesypany do 100 ml banky a zality horkou vodou (70 °C). Roztoky byly nasledné
ponechany po dobu 60 minut ve vodni lazni a poté hned zchlazeny na pokojovou teplotu. Oba
roztoky byly filtrovany a filtrat byl odplynén v ultrazvuku a znovu filtrovan. Nakonec byly

roztoky tésné pied analyzou nafedény v poméru 1:100. [36]

Studie Peri-Okonny a kol. [35] se zabyvala analyzou mnozstvi kofeinu a jeho 11 metabolitt
Vv moci. Vzorky mo¢i (10 ml) byly upraveny pfed analyzou pfidanim standardl kofeinu a me-
tabolitti o koncentraci 0,005-0,010 mg/ml. Ke vzorkiim bylo dale pfidano pfiblizné 50 ml le-

dové kyseliny octové tak, aby bylo dosazeno pH niz$i nez 3,8.

2.2.2 Podminky stanoveni

Kapilarni elektroforéza je separacni metoda, kde k separaci latek dochdzi v kapilate, ktera také
slouzi jako vodivé spojeni dvou roztokii. Ve vSech studiich byla pouzita kiemennd kapilara,
kterA byla dlouhd od 44-98 cm a svnitinim pramérem kapilary 50-75 pm.
[32][33][34][35][36]Studie Li a kol. [36] testovali vliv délky kapilary na u¢innost separace la-
tek. Jako kompromis tato studie zvolila kapilaru o délce 15 cm s primérem 75 pm. Ve tfech
ptipadech byl pouzit spektrofotometricky UV-VIS detektor v rozmezi vinovych délek 200-220
nm [32][34][36] a ve dvou piipadech byl pouzit detektor diodového pole [33][35]. Davkovani
vzorku probihalo tlakem.[32][33][34][35] Ve studii Li a kol. [36] byl vzorek vstiikovan pomoci

gravitace nebo elektrokinetiky. Hodnoty dal$ich podminek jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4 Hodnoty podminek stanoveni kofeinu pomoci CE

Tlak davko- | Doba davko- | Napéti Teplota kapilary
vani [mBar] | vani [s] [kV] [°C]
Maeso a kol. [32] 35 5 10 25
Meinhart a kol. [33] 50 5 15 25
Walker a kol. [34] neuvedeno 1 20 35
Peri-Okonny a kol. [35] 40 10 25 30
Li a kol. [36] neuvedeno neuvedeno 20 neuvedeno

Pro snizeni elektroosmotického toku v kapilaie byla pouzita smés dodecylsulfatu sodného jako
aniontove povrchové aktivni latka. U studie Maeso a kol. [32] byl pouzit jako zakladni elektro-
Iyt dodecylsulfat sodny 0,13 mol-I* s ptidavkem 0,05 mol-1"t H3BO3 a pH roztoku bylo upra-
veno pomoci NaOH na hodnotu 9,5. Stejné tak studie Meinhart a kol. [33] pouzili jako zakladni
elektrolyt dodecylsulfat sodny o koncentraci 0,05 mol-I", ke kterému byl pfidan uhli¢itan sodny
o koncentraci 0,01 mol-I"ta pH tohoto roztoku bylo upraveno na hodnotu 11. Walker a kol. [34]
pouzili jako zakladni elektrolyt glycin, ktery mél koncentraci 0,02 mol-1"* a pH tohoto roztoku
bylo upraveno pomoci pH na hodnotu 9. V piipad¢ studie Peri-Okonny a kol. [35] byly pouzity
dva zékladni elektrolyty, a to glycinovy pufr a uhli¢itan amonny. Oba tyto roztoky méli kon-
centraci 0,05 mol-I* a jejich vysledné pH bylo upraveno na hodnotu 11. Ve studii Li a kol. [36]
byl jako pufr pouzit Borax o koncentraci 0,015 mol-I" a jeho pH bylo upraveno na hodnotu 9,2.

Pfed samotnym stanovenim byla kapilara ve vSech studiich stabilizovana promytim. Ve studii
Walker a kol. [34] a Peri-Okonny a kol. [35] byla kapilara promyta roztokem NaOH o koncen-
traci 1 mol-I™t po dobu 15 minut, poté byla promyta deionizovanou vodou po dobu 15 minut pfi
25 °C a pied kazdym davkovanim byla promyta zédkladnim elektrolytem. Ve studii Maeso a
kol. [32] byla kapilara proplachnuta roztokem NaOH o koncentraci 0,1 mol-1 po dobu 3 minut,
poté vodou po dobu 3 minut, a nakonec zakladnim elektrolytem po dobu 5 minut. Ve studii
Meinhart a kol. [33] byla kapilara nejprve promyta roztokem NaOH o koncentraci 1 mol-I* po
dobu 5 minut, nasledné byla promyta deionizovanou vodou po dobu 5 minut, a nakonec po

dobu 10 minut roztokem pufru.
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2.2.3 Vysledky

Maeso a kol. [32] stanovovali obsah kofeinu a pyroglutamétu v bezkofeinové kavé pomoci ka-
pilarni elektroforézy. Obsah kofeinu a pyroglutamatu se urcilo vypoc¢tem z plochy pikt a dané
elektroforegramy normalni kavy a bezkofeinové kavy byly porovnany se standardy (viz. Obra-
zek 9). Mnozstvi kofeinu v bezkofeinové kavé se pohybovalo vrozmezi od
3,5+0,67 - 4,7+0,42 mg kofeinu/ g kavy a obsah kofeinu v normalni kavé byl
19,8+0,32 - 45,9+2,4 mg kofeinu/g kavy.
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Obrazek 9 Elektroforegram standardu, bezkofeinové a normalni kavy [32]

Studie Meinhart a kol. [33] analyzovali kofein v bezkofeinové kavé. Zkoumali podminky sepa-
race a jejich vliv na pribéh separace. Nejucinngj$i metoda se zda byt za vyuziti nasledujicich
podminek: pufr, ktery se sklada z roztoku 0,05 mol-I"* dodecylsulfatu sodného a 0,01 mol-I*
uhli¢itanu sodného, za teploty 25 °C, napéti 15 kV, kiemenna kapilara o délce 48 cm. Za téchto
podminek mohl byt pouzit nizky proud a byly také nizké hladiny okolnich rusivych Sumd.
V této metodé bylo velmi stabilni pH elektrolytu. Kofein byl stanoven v 8 rtiznych vzorcich
prazené a 8 vzorcich instantni kdvy. Prazena kava obsahovala 12,4+0,36 az 925,6+16,14 mg
kofeinu/ 100 g kavy a Instantni kdva obsahovala 57,7+0,37 az 414,4+4,87 mg kofeinu/ 100 g
kavy. Podle brazilskych zakonu je povoleny obsah kofeinu v mleté kavé 100 mg kofeinu/ 100 g

kavy a v instantni kave je povolené mnozstvi 300 mg kofeinu/ 100 g kavy u bezkofeinové kavy.
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U vzorku mleté kavy doslo ve dvou ptipadech k prekroceni limitu a u instantni kavy doslo také
ve dvou piipadech k piekroceni povoleného limitu obsahu kofeinu v bezkofeinové kave.
Studie Walker a kol. [34] analyzovaly mnozstvi kofeinu, aspartamu a kyseliny benzoové ve
vzorcich nealkoholickych napoji z plechovek, které jsou sycené oxidem uhli¢itym. Mnozstvi
kofeinu ve vzorcich se pohybovalo v rozmezi od 33-52 mg/ 355 ml (355 ml = 1 plechovka).
Studie Peri-Okonny a kol. [35] testovala mnozstvi kofeinu a jeho 11 metabolit v moci spoje-
nim CE a MS. V této studii zkouseli vliv n¢kolika riznych pufri na pribéh stanoveni. Nejprve
vyzkouseli glycin, ale ten neni kompatibilni s hmotnostnim spektrometrem. Jako lepsi se zda
byt uhli¢itan amonny, ktery mél pH 11. Déle tato studie zkoumala vliv pH elektrolytu na pribéh
stanoveni. Zjistili, ze i nepatrna zména pH, ma velky vliv na selektivitu separace stanovovanych
latek, coZ miZzeme vidét na Obrazku 10. Obrazek 10 je rozdélen na tfi ¢asti, kdy ¢ast A znazor-

fluje pribéh separace pii pH 9,3, ¢ast B zase pti pH 10,5 a ¢ast C pii pH 11.
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Li a kol. [36] analyzovali obsah kofeinu, teobrominu a teofylinu v coca cole, ¢ajovych listech,
¢ajovém napoji a mleté kave. V analyze testovali nekolik pufrt, kterymi jsou hydrogenuhlici-
tan sodny, octan sodny, hydrogenfosfore¢nan sodny, avSak optimalni pfi této analyze byl bo-
rax o koncentraci 0,015 mol-I. Jako dalsi parametr, ktery tato studie zkoumala, bylo pH.
Zjistili, ze doba migrace iontl se prodluzuje s rostouci hodnotou pH, coz zaroven vede k lep-
§imu rozliSeni stanovovanych latek. Idealni hodnota pH s boraxovym pufrem pro stanoveni
kofeinu, teobrominu a teofylinu je 9,2. Mnozstvi kofeinu ve vzorku coca coly bylo 0,15
mg/ml. Cajovy népoj obsahoval 0,124 mg/ml kofeinu. Cajové listy obsahovali 34,30 mg/g ko-
feinu. Mleté kava obsahovala 15,58 mg/g kofeinu a tableta 1é¢iv obsahovala 37,13 mg/g ko-

feinu.

2.3 Infracervena spektrometrie

Infracervena spektrometrie je dal$i metoda, dle které 1ze stanovit kofein. Tuto metodu Ize vyuzit
pro kontrolu kvality kdvy [26][37]. Také bylo stanovovano mnozstvi kofeinu v ¢ajovych listech
[38].

2.3.1 Priprava vzorku

Huck a kol. [26] analyzovali 83 vzorki prazené kavy druhu Arabica a Robusta. Kavova zrna
byla mleta po dobu 4 minut v mlynku a bez dalsi Gipravy byly analyzovany. Jako vedlejsi pro-

dukty byly stanoveny teobromin a teofylin.

Studie Reis a kol. [37] analyzovaly mnozstvi kofeinu v zrnech zelené kavy a kavovych slup-
kach. Nejprve byly vzorky kavovych zrn, slupek a kukufice pe¢eny pii teplotach 200-260 °C.
Vzorky byly déle rozemlety a prosety a k analyze byly pouzity rizné velikosti vzorkl. Vzorek

byl smichan s KBr a z této smési bylo odebrano 23 mg, které byly analyzovany.

Ohnsmann a kol. [38] analyzovali vzorek ¢ajovych listd pomoci extrakce. Nejprve bylo odva-
zen 250 mg ¢ajovych listi a poté bylo ptidano 5 ml NHsOH o koncentraci 2 mol-I? a nasledné
byl roztok po dobu 2 minut protfepavan. Nasledné bylo pfidano 5 ml chloroformu a smés byla

opét protifepana po dobu 2 minut. Nakonec byla smés centrifugovana po dobu 10 minut.
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2.3.2 Podminky stanoveni

Huck a kol. [26] pouzili ke stanoveni kofeinu FTIR v blizkeé oblasti vinovych délek. U tohoto
stanoveni bylo pouzito rozpéti vinovych délek 4500-9996 cm-1 s rozliSenim 12 cm-1 v rezimu

odrazivosti. V této metod¢ bylo pouzito 10 skent na jedno spektrum.

Ohnsmann a kol. [38] pouzili také metodu FTIR, ktera byla vybavena teplotn¢ stabilizovanym
detektorem a déli¢ paprsku byl z Ge/KBr. Rozliseni bylo 4 cm-1 bylo pouzito 25 skend pro
spektrum. Délka drahy byla 0,457 mm.

Také Reis a kol. [37] pouzili pro stanoveni kofeinu metodu FTIR. Mé&feni prob&hlo pii vinove

délce 4000 cm-1 s rozlisenim 4 cm-1 a 20 skeny.

2.3.3 Vysledky

Huck a kol. [26] analyzovali kofein v 83 vzorcich zelenych kavovych zrn, které byly z riznych
geografickych oblasti. Zjistili, Ze kavu arabica a robusta lze od sebe rozeznat, a to analyzou
slozeni téchto druhti kav. Arabica obsahuje vétsi podil mastnych kyselin nez robusta. Vzorky
obsahovaly 0,95-4,13 g kofeinu/ 100 g kévy. Tato studie také testovala nejvhodnéjsi metodu
pro stanoveni kofeinu a v porovnani FTIR a HPLC, vysla 1épe HPLC.

Studie Ohnsmann a kol. [38] analyzovali kofein v ¢ajovych listech. V této analyze byly testo-
vany rizné podminky extrakce, jako je tfepani, pouzité extrak¢ni ¢inidlo atd. Byly testovany
dva rizné druhy tfepani, kterym bylo ultrazvukové a mechanické tfepani po dobu 1-5 minut.
Tfepani nemélo vliv na uvolfiovani kofeinu z ¢ajovych listd. Dale testovali vliv koncentrace
extrakéniho cinidla, kterym byl NH4OH, avSak tady také zjistili, Ze zvySeni koncentrace
NH4OH z 0,25 mol/l na 4 mol/l, neovliviiuje n extrakci kofeinu. Také zkoumali objem extrak¢-
niho ¢inidla a ur¢ili, ze 5 ml je dostacujici na extrakci kofeinu. Vzorky ceylon ¢aje obsahovaly
2,67+0,03 % (m/m), vzorky zeleného ¢aje obsahovaly 2,70+0,02 % (m/m) a vzorky jasmino-
vého Caje obsahovaly 2,29+0,04 % (m/m). Jejich spektra jsou na obrazku 11.

Studie Reis a kol. [37] analyzovaly mnozstvi kofeinu v kdvovych zrnech, kdvovych slupkéch a
kukufici. Tato studie porovnavala kvalitu kavy, kdy na trzich je nékdy nekvalitni kava vydavana
za kvalitni a jsou do ni pfimichany kousky kavovych slupek ¢i kukutice. V kdvovych zrnech a

kavovych slupkéch byl analyzovan kofein, ale v kukufici nebyl nalezen zadny kofein. Také
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byly porovnany dalsi latky v kukufici a v kavovych zrnech jako jsou tieba lipidy. Bylo analy-
zovano celkem 16 vzorkl prazené kavy, 11 vzorka kdvovych slupek, 16 vzorkl prazené kuku-

fice.
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ZAVER
Tato bakalafska prace je zaméfena na zpracovani reSerse o kofeinu. Je rozdélena na dvé ¢asti,

kde prvni ¢ast se zabyva vlastnostmi kofeinu a jeho pfirozenym vyskytem v rostlinach a druha

¢ast se zabyva jeho stanovenim.

Kofein je alkaloid, ktery lidé nejCastéji ziskavaji z rostlin kavovniku, ¢ajovniku a guarany.
Z teéchto rostlin je ziskavan pro jeho psychoaktivni Gc¢inky. Jeho hlavni mechanismus u¢inku
Vv téle je, ze pusobi jako antagonista adenosinovych receptorti. Néktera studie tvrdi, Ze podob-
nost struktury kofeinu a adenosinu by mohlo mit pozitivni vliv na zpomaleni ¢i zabranéni
Parkinsonovy a Alzheimerovy nemoci. Kofein mé i kratkodobé pozitivni vlastnosti, mezi které
patii pocit dobré nalady, bdélost, lepsi soustiedéni a napoméha i urychleni metabolismu. Pti
vysokych davkach, muze kofein zptisobovat t¥es, Uzkost, nespavost a nervozitu. Kofein je také
povazovan za nejvic rozsifenou drogu na svété. Mize na ném vzniknout zavislost a pti nedo-

statku se projevuji i abstinenéni ptiznaky, které maji podobu podrazdénosti a tnavy.

Kofein lze stanovit né€kolika analytickymi metodami. Mezi nej¢astéjsi metody stanoveni patii
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie a kapilarni elektroforéza. Tyto metody jsou velice
piesné, rychlé a K analyze je potfeba jen nepatrny vzorek. U HPLC byl nejcastéji pouzit spek-
trofotometricky detektor v UV a VIS oblasti a také detektor diodového pole. Take u elektrofo-
rézy byl pouzit detektor diodového pole a spektrofotometricky detektor a 1ze pouzit také hmot-
nostni spektrometr. Kofein byl také analyzovan pomoci infracervené spektroskopie. Tato

metoda méa vyhodu v tom, Ze je nedestruktivni. Casto je vyuZivana k zji§téni kvality kavy.
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