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ANOTACE

Prvni ¢ast této prace je vénovana fyziologickym ucinkiim kofeinu na organismus. Druha ¢ést
se zabyva stanovenim kofeinu V napojich (kava, ¢aj, nealkoholické a energetické napoje)

pomoci kapalinové chromatografie a elektroforézy.
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TITLE

Physiological effects of caffein and its determination in beverages using liquid phase

separation techniques

ANNOTATION

The first part of this work is devoted to the physiological effects of caffeine on the organism.
The second part deals with determination of caffeine in beverages (coffee, tea, non-alcoholic
and energy drinks) by liquid chromatography and electrophoresis.
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UVOD

Kofein je pravdépodobné nejrozsifenéjsi stimulant na svété. Byl objeven a popsan v roce
1819 némeckym chemikem Ferdinandem Rungem. Jeho ucinky ale objevili uz lidé v dobé
kamenné. Zjistili totiz, ze zvykani semen, kiry, nebo listd ur€itych rostlin usnadiiuje praci

a zlepSuje pozornost a naladu.

Kofein se fadi mezi xantinové alkaloidy a je to hoika, bila krystalicka latka. Pravé jeho hotka
chut’ vyznamné pftispiva k celkové chuti kdvy. Mezi nejbeznéjsi zdroje kofeinu patii kavova
zrna, kakaové boby, cola ofechy, Cajové listky, listky maté a guarana. Kofein se v ur¢itém
mnozstvi nachazi také v listech a plodech nékterych dalSich rostlin, kde slouzi rostliné jako
ptirozeny pesticid. Také se ptfidava do nealkoholickych a energetickych napoji jako jsou

Coca-cola nebo Red Bull a dalsi. Hlavnim zdrojem kofeinu v téchto napojich je guarana.

V lidském téle pisobi kofein jako stimulator centralni nervové soustavy, potlacuje tnavu,
zvySuje bdélost a zlepSuje vnimani. Kofein zmensuje svalovou unavu a vzbuzuje schopnost
vyss§iho vykonu. Také mé vyrazné mocopudné ucinky. V soucasné dobé se synteticky kofein
uziva jako terapeuticka ptisada do analgetickych a antipyretickych smési. V injekéni forme
se aplikuje k povzbuzeni dechu a krevniho ob&hu pii hore¢natych stavech a infek¢énich

onemocnénich. UZiva se 1 jako protijed pii otravach narkotiky, alkoholem a jinymi drogami.

Ke kvalitativni a kvantitativni analyze kofeinu v napojich se nejCastéji vyuZivaji separacni
techniky HPLC a kapilarni elektroforéza. Tato prace se vénuje pouziti téchto dvou technik

ke stanoveni kofeinu v ¢aji, kaveé a dalSich nealkoholickych napojich.



1 KOFEIN

Kofein (1,3,7-trimethylxantin) je dusikatd organicka sloucenina fadici se mezi alkaloidy
(obrazek 1). Vyskytuje se jako bily prasek nebo jako jemné jehlicky. Bod tani této latky
je 238 °C. Kofein je vysoce rozpustny v horké vodé (1 g se rozpusti ve 46 ml vody
0 pokojové teploté, 5,5 ml vody o teplot¢ 80 °C nebo v 1,5 ml vrouci vody), méné pak
v organickych rozpoustédlech. Je bez zapachu, ale ma hoikou chut’. Vyskytuje se v kave, ¢aji,

guarang, maté, kolovych ofiscich a kakau®.
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Kofein je pfitomen v mleté kavé v rozmezi od 0,75 do 1,5 % (m/m) Pramérny $alek kavy tak
obsahuje asi 100 mg kofeinu. Obsah kofeinu v €aji se znacné 1i8i v zavislosti na sile a kvalité
Caje, avSak primérné je to kolem 40 mg Vv jednom Salku. Také v 355 ml kolového syceného

napoje je piiblizné 40 mg kofeinu®.

Kofein ma stimulujici u€inek na centralni nervovy systém, srdce, cévy a ledviny. Také pisobi
jako mirné diuretikum. Pozitivni G¢inky, které byly popsany u osob, které konzumuji kofein,
zahrnuji lepsi vykon, snizenou tinavu, zvysenou senzorickou aktivitu a zvySenou ostrazitost®.
Kofein se pouziva pii 1é€be apnoe u predcasné narozenych déti. Dale se nachazi i v nékterych
lécich na bolesti hlavy nebo na sniZeni chuti k jidlu. Je také vyuZivan jako prostfedek proti
inavé napiiklad mezi fidi¢i nakladnich automobilti &i piloty®. Pifjem kofeinu vSak mlize mit

negativni u¢inky, jako je podrazdénost, nervozita nebo tizkost, bolesti hlavy a nespavost®.



1.1 Farmakokinetika kofeinu

Farmakokinetika je podle definice studii absorpce, distribuce, biotransformace a vylu¢ovani
latky. Farmakokinetickd analyza je kritickd pro hodnoceni bezpecnosti latky. Lze ocCekavat
nizsi bezpecnostni riziko u latky, kterd je minimalné absorbovana a/nebo rychle odstranéna

ve srovnéni s latkou, ktera se bioakumuluje a pomalu se odstraiiuje z téla®.

Jako jedna z nejvice zkoumanych latek na svéte byla farmakokinetika kofeinu dobie
charakterizovdna po perordlnim podani v riiznych davkach a u mnoha druht vcéetné lidi.
Absorpce kofeinu po jeho poziti je rychld a v podstat¢ kompletni. Analyzy naznacuji
V podstaté uplnou absorpci z gastrointestinalniho traktu. Rychla a rozsahla absorpce kofeinu
do systémového obéhu ukazuje na velmi omezeny metabolismus prvniho pruchodu. Tato
vlastnost je konzistentni u raznych testovanych druhti zvitat. Pozoruhodny rys
farmakokinetiky kofeinu je jeho linearni chovani. ZvySeni podavanych peroralnich davek

kofeinu vede k proporcionalnimu zvyseni hladiny kofeinu v krvi°,

Jakmile se kofein vstieba do systémového ob&hu, jeho ¢ast (10-30%) se vaze na plazmaticky
albumin, zbytek se rozd€luje po celém téle. Neexistuji zadné dukazy o fyziologickych
prekazkach, které by omezily distribuci kofeinu. Kofein snadno prochazi hematoencefalickou
bariérou 1 placentou, také se objevil v télnich latkach, jako je plodova tekutina a lidské
matetské mléko. Tento distribuéni vzorec je v souladu s jeho vyraznou lipofilitou

a rozpustnosti ve vode®.

Kofein je zna¢né¢ metabolizovan V jatrech enzymem cytochrom P450 (CYP450), zejména
izoenzymem CYP1A2. Biotransformace se sklada z oxida¢ni N-demethylace, coz vede
k metabolitim paraxantinu (>80 %), teobrominu (~11%) a teofylinu (~4%) (obrazek 2). Dalsi
metabolity byly zaznamenany v dusledku dal$i demethylace a oxidace. Neexistuji dikazy,
Ze by kofein nebo kterykoli z jeho metaboliti byl pfeménén na reaktivni meziprodukty
schopné vyvolat toxicitu. Vzhledem k tomu, ze CYP1A2 je dilezitym enzymem
v metabolismu kofeinu, vSechny faktory jako vék, genetika nebo zivotniho prostiedi, které
ovliviiyji aktivitu tohoto enzymu, ovliviiuji také metabolismus kofeinu. EXistuje nékolik
znamych interakci mezi léky a kofeinem spojenych s metabolizmem CYP1A2, protoze
mnozstvi 1éki je taktéz metabolizovano CYP1A2. Naptiklad barbituraty a nikotin, induktory
CYP1A2, mohou zvysit biotransformaci kofeinu. Kofein miize také ptisobit jako kompetitivni

inhibitor pro CYP1A2, pokud se stane, ze se metabolizuje pomaleji ve srovnani s danym
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1é¢ivem, coz vede ke snizeni clearance (mnozstvi plazmy, které se ocisti od latky za jednotku

¢asu) 1éku s moznosti nasledné toxicity®.

VyluCovani moci je primarni cestou vylucovani kofeinu a jeho metabolitli. Po peroralnim

podéni kofeinu bylo 70% podané davky nalezeno vV mo¢i®.

T
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H (|3H3 (|3H3
N O N (0] N @]
N N N
T QUL QXX
/ SCH; / H “CH3
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Obrazek 2 — Biotransformace kofeinu®

1.2 Biologicka aktivita kofeinu

Hlavni mechanismus U¢inku kofeinu v téle je antagonismus vSech podtypli adenosinovych
receptord. Adenosin ptsobi jako inhibi¢ni neurotransmiter, ktery potlacuje ¢innost CNS
a jinych tkani. Napiiklad v mozku adenosin zpomaluje metabolickou aktivitu, zatimco v srdci
snizuje srde¢ni frekvenci. Molekula kofeinu je strukturné podobna adenosinu (obrazek 3) a je
schopna vézat se na adenosinové receptory na povrchu bunék bez jejich aktivace, protoze
aktivace adenosinovych receptori v CNS podporuje ospalost. Pifi konzumaci kofeinu
se zabranuje adenosinu vazat se a aktivovat jeho receptory, ¢imz se docasné odstranuje

ospalost a obnovuje ostrazitost jedince®.
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Obrizek 3 — Porovnani struktury adenosinu a kofeinu?’

1.3 Vliv kofeinu na spanek

Utinky kofeinu na lidsky spanek byly poprvé piedmétem zkouméni vroce 1912,
kdy H. L. Hollingworth publikoval zpravu o sérii jeho experimentl tykajicich se kofeinu
ajeho vlivu nakvalitu spanku. Nasledny vyzkum potvrdil a rozsifil jeho poznatky, které
se tykaji souvislosti mezi davkou a nastupem ucinku, a dale individualnich rozdila v citlivosti
na kofein. Tyto subjektivni nélezy byly pfezkoumany pomoci objektivnich méfeni jako je

EEG, aktigrafie a genetické testy”.

Konzumace kofeinu nema vliv na kvalitu spanku u kojenct. Déti matek s vysokym piijmem
kofeinu (>300 mg/den) béhem téhotenstvi se neprobouzely astéji neZ déti matek s nizkym
pfijmem kofeinu. Stejné vysledky se tykaji i dalsich tif mésicti po porodu®. Podobné nejsou
vyznamné rozdily i v srdeCnim rytmu a délce spanku novorozenct. Srde¢ni frekvence byla
pozorovana u kojenci od matek, které po dobu péti dni pily pét Salkid kavy bez kofeinu

a dal§ich pét dni jim bylo podavéano pét $alkil kavy s kofeinem (100 mg/salek)®.

U dospivajicich jedinci bylo pfi konzumaci vysokého nebo stfedniho mnozstvi kofeinu
pozorovano kratké trvani spanku a denni ospalost. Z vyzkumu 625 déti ve véku 6 — 10 let
bylo zjisténo, Ze jedinci, kteti pravidelné vypiji pfiblizn¢ jednu polovinu kofeinového népoje,
ztraceji az 15 minut spanku. Spanek u déti s vy$$im piijmem kofeinu (100 — 150 mg/den) byl

vice prerusovany nez u déti s niz§im pi{jmem kofeinu (0 — 50 mg/den)*.

Z vyzkumu vétSiho vzorku dospélych osob vyplyva, Ze se doba spanku snizila v prameéru

0 40 minut, kdyZ ptijem kofeinu pekro¢il 8 $alki za den (tabulka 1)*.
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Tabulka 1 - Pfijem kofeinu a kvalita spanku u dospélych osob*

144 m 34 Kava 805 mg/den Kvalita spanku Zhorseni
0,1-2,3-
_ 0 ' ' Senf
183 Z 58 B gg ggég Kava 4,>5 Schopnost usnout ZhorSeni
salki/den
Cetnost buzeni,
brzké buzeni,
2 696 m, 7 20 - 45 Kava, &aj 1-4,>4 spokojenost Beze
salki/den . zmén
S vnimanou dobou
spanku
. . . , Doba spanku
. Univerzitni Nespecifikovano >8 . ’ _
170 m, Z studenti <alki/den spokqjenost se Zhorseni
spankem
1498 m, 7 44 - 58 Kava 225 mg/den Kvalita spanku Zhor$eni

Prevazna vétSina kontrolovanych laboratornich studii s vyuzitim EEG ¢i aktigrafie naznacuje,
ze kofein ovliviiuje kvalitu lidského spanku. Pozdé&jsi nastup spanku a ¢as buzeni po spanku
se prodlouzili, kdezto doba spanku byla snizena. Uéinnost spanku (tj. procentni podil
celkového Casu spanku na celkovy cCas strdveny v posteli) byla snizena v 10 z 11 studii
uvadgjicich tuto hodnotu. Denni davky kofeinu se pohybovaly od 37,5 do 1200 mg. Ze Sesti
studii, tfi ukédzaly postupné zhorSovéani kvality spanku se zvySujici se davkou kofeinu
(pozdé€jsi nastup spanku, del$i Cas buzeni po spanku, krat$i trvani spanku). Dvé studie
neprokazaly zavislost mezi zvySenim davky kofeinu a pozd&$im néstupem spanku, jedna
ze studii pak nenaSla Zadnou souvislost mezi zvySenim davky kofeinu a kvalitou spanku.
Ve studiich nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily ve farmakokinetice mezi jedinci
,,Citlivymi a , necitlivymi* ke kofeinu®.

Cas konzumace kofeinu mize ovlivnit jeho u¢inek na spanek. Jeho podani v dobé& pied
spankem ma nejvetsi tendenci spanek narusit. Studie, kdy byla podavana fixni davka kofeinu

(400mg) v intervalech 0, 3 a 6 hodin pfed spankem, ukazala, ze tato davka ma negativni vliv

na kvalitu a délku spanku uz $est hodin pted jeho zacatkem?®.

1.4 Vliv kofeinu na stres

Stres je psychofyziologicka reakce na skuteéné nebo vnimané nebezpeci a zahrnuje interakci

nervovych a hormonélnich reakci s vnitinimi a vnéj$imi podnéty. Dlouhodobé vystaveni
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stresu muZe zpUsobit vazné zdravotni problémy*'. Viechny Zivé organismy reaguji na
stimuly, obvykle pomoci neurohormondlnich a neurotransmiternich systému, které souviseji
S uvolnovanim stresovych hormond, které interaguji s kofeinem. Studie prokazuji, ze vysoké
davky kofeinu (200 mg nebo vice u Clovéka) zvySuji stupen uzkosti a zpusobuji zachvaty
paniky. Vysoké davky kofeinu rovnéz snizuji troven logického uvazovani, orientaci,

pozornost a vnimani'?.

Byla provedena studie (obrazek 4), ktera zkoumala vliv nizké davky kofeinu na stres. Studie
byla provedena na 42 dospélych krysach, které byly rozdéleny do sedmi skupin. Nékterym
skupinam byl podavan kofein (3 mg/kg, intraperitonealn¢) kazdy den po dobu 14 dnti, dals$im
pak byl podan kofein pouze posledni den testovani, zbytku byl podan solny roztok. Tato
davka byla zvolena z divodu napodobeni nizké davky kofeinu u lidi a byla ekvivalentni
dvéma malym sklenicim (200 ml) caje nebo 175 ml filtrované kavy. Krysy byly poté
podrobeny akutni nebo chronické psychické zatézi, krom¢ kontrolni skupiny. Chronicka
psychicka zatéz, kterda musela byt kvili adaptaci na stres proménliva, zahrnovala omezeni
pohybu ve stisnéném prostoru, vyvySené bludisté, koci¢i zédpach a nucené plavéni, a byla
nahodné aplikovana na vybrané skupiny kazdodenné 5 minut po podani kofeinu. Posledni
den, bezprostiedné po vyvolani stresu u vSech zkoumanych skupin, byly testovany kognitivni
funkce pomoci testu rozpoznavani objektd. Dale se stanovovala troven uzkosti pomoci

,.hole — board* testu (ten se opakoval pted a po vyvolani stresu)'?.

Decapitation

(10 min)
Cat Odor Stress

Acule Stresy
MW EEEDEDEDDODODE@ qmm_
S Bl B . N e e A i . (3min
i i 3 i b 3 1 ! i i i i 1 § y
Calleine/PS (3 mg/kg. IP) Calfelne/PS
Hole Hole Objeet  Hole
Board Recognition Board

Board

. ¢ Test Te
Test Test Test

Chronic Stress

Obrazek 4 — Priibéh experimentul?
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Po pokusech byly krysy usmrceny a jejich vzorky mozku byly odstranény a udrzovany
na teploté -80 ° C. Byla hodnocena oxida¢ni poskozeni zptsobena stresem a mozny ochranny

uc¢inek kofeinu®?.

Vysledky ukazuji, ze aplikace kofeinu (jednordzova i opakovand) zlepsila kognitivni funkci
a zmirnila Gzkostné chovani pfi vystaveni jedincii akutnimu a chronickému stresu. Doslo ke
snizeni parametri oxidativniho poSkozeni. Jednorazova aplikace kofeinu byla ucinna
pii chronickém stresu, nikoli vSak pfi akutnim stresu. Tento vysledek muze souviset
s hladinou tizkosti pozorovanou u akutnich stresovych stavii, o nichz je zndmo, ze jsou siln¢jsi
nez chronické. Vysledky studie silné naznacuji, ze uzkostné chovani a kognitivni funkce
pfi stresovych stavech byly zlepSeny jak akutni, tak pfevazné opakovanou aplikaci kofeinu.
Tyto vysledky naznacuji ptiznivé ucinky kofeinu pii akutnich nebo chronickych psychickych

stresovych stavech'?,

1.5 Vliv kofeinu na diabetes

Diabetes v poslednich desetiletich postihuje stale v&tsi mnozstvi populace po celém svéte.
V soucasné dob¢ neexistuje moznost tuto nemoc vylécit, proto je IéCba zameéfena
na optimalizaci kontroly hladiny glukézy v krvi, coz vede k omezeni komplikaci. Nicméné
hladina glukézy v krvi je ovlivnéna mnoha faktory vcetné potravy, stresu, aktivity a 1éka,
a proto to miize byt obtizné zvladnutelné onemocnéni. Spatna glykemicka kontrola miize vést

k t&zké hypoglykemii, coz vede ke kématu nebo ke smrti'2,

Kofein a kava neobsahuji sacharidy, takze je lidé s diabetem nemusi zapocitavat do jejich
ptijmu potravy pii vypo¢tu davek inzulinu. Nicmén¢, nedavny vyzkum naznacil, Ze i kdyz
kofein neobsahuje sacharidy, miize ménit hladinu glukézy v krvi. Bylo prokazano, ze hladina
glukézy v krvi se zvysi vice po pfijmu kofeinu spolu s pifijmem sacharidli, ve srovnani
S ptijmem samotnych sacharidd. Pfijem samotného kofeinu hladinu glukézy v krvi nezvySuje.
Piijjem kofeinu pfi uZivani sachariddi tedy mize zvysit hladinu glukézy v krvi a tim sniZit

epizody hypoglykemie2,

1.6 Interakce mezi kofeinem a alkoholem

Kofein a alkohol jsou dva nejcastéji konzumované 1éky na sveété a Casto jSou podavany
spole¢né. Bylo zjisténo, Ze pii soubézném podavani, alkohol a kofein ptisobi antagonisticky
nacelou fadu jevi, vcetné reakéniho casu. Studium kombinovanych uéinkii kofeinu
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a alkoholu na potencial vazany na udalost (Event-Related Potentials = ERP) (obrazek 5)
muze pomoci urcit, jaké mechanismy se podileji na antagonismu mezi ucinky téchto 1éka

na reak¢ni ¢as!®,
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Obrazek 5 — Obecny tvar viny ERP®

Kofein obecné stimuluje cely kortex. Predpokladd se, ze kofeinové fyziologické
a psychologické ucinky jsou zplsobeny pusobenim na adenosinové receptory. Na rozdil
od kofeinu putisobi alkohol jako tlumici prostiedek centralni nervové soustavy. Jednim
z hlavnich mechanismt t¢inku alkoholu je jeho stimulace aktivity hlavniho mozkového

inhibi¢niho neurotransmiteru GABA4,

V tkani izolované z hipokampu bylo zjiSténo, Ze antagonisté adenosinu (napi. kofein)
zabrafuji inhibi¢nimu U¢inku alkoholu na bunky. Proto bude pii vjemech zahrnujicich

pozornost, smyslové zpracovani, vzruSeni, nebo pracovni pamét kofein pisobit proti

alkoholu®®.

Ze studie vyplyva, ze alkohol prodlouzi reakéni Cas, stejné jako rozhodovaci ¢as. Alkohol
také snizuje schopnost mozku volit relevantni podnéty pro dal§i védomé zpracovani.
U kofeinu bylo zjisténo, Ze vyznamné zkracuje reakéni Cas pii vybéru a urychluje vybér
prostorovych informaci souvisejicich se stimuly. Kofein zvySuje vzrusSeni, které zvySuje

aktivitu pro identifikaci informaci. Tento jev miiZe snizovat subjektivni obtiznost ukolu®.
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1.7 Vliv kofeinu na rakovinu

Prostfednictvim analyzy studii bylo zjisténo, ze ve srovnani s jednotlivci, ktefi denné nepiji
kavu, méli pravidelni konzumenti kavy nizs§i vyskyt rakoviny, a t0 zejména u jedincu
svysokym piijmem kéavy. Celkové bylo zvySeni spotiecby o 1 S$alek kavy denné
spojené S 3% snizenim rizika rakoviny. Diikazy naznacuji, ze ptijem kavy miize snizit vyskyt
rakoviny u lidi*®. Sou¢asné vyzkumy naznacuji, Ze konzumace kavy je spojena se snizenym
rizikem rakoviny jater, ledvin a v menSim rozsahu pfedmenopauzalni rakoviny prsu
a kolorektalniho karcinomu, avsak nijak neovliviiuje rakovinu prostaty, slinivky a vajecniki.
Kava je hlavnim zdrojem kofeinu a nékteré studie na zvifatech uvadéji, ze kofein miize jak

stimulovat tak potla¢it nadory a to v zavislosti na druhu rakoviny a fazi podavani'’.

Rakovina prsu je druhou hlavni pfi¢inou Gmrti souvisejici s rakovinou u Zen ve vét$iné
primyslovych zemil’. Podle norského vyzkumu, Zeny, které pily >5 $alkd kavy denng,
zaznamenaly statisticky vyznamné 50% snizeni rizika rakoviny prsu ve srovnani s témi, které
pily <2 $4lky'®. Dal§i mezinarodni vyzkum uvadi, ze Zeny pfed menopauzou s mutaci genti
BRCAI1 nebo BRCA2, kter¢ obvykle vypily 6 nebo vice salki kavy denné, zaznamenaly 70%
statisticky vyznamné snizeni rizika rakoviny prsu. Stejné tak byla zjiSténa nezanedbatelna
souvislost mezi pfijmem kofeinu a vyskytem rakoviny u Stihlych Zen a u téch, které pily kédvu
ve véku 18-35 let'’. Navic vyssi pfijem kofeinu a ndpoji obsahujicich kofein byl spojen
s globulinem vazajicim pohlavni hormony a nepiimo spojen s biologicky dostupnym
testosteronem. Tyto hormonalni zmény mohou pfiznivé ovlivnit riziko rakoviny prsu®.
Ptestoze daje nejsou zcela presvédéivé, nekteré dikazy naznacuji, ze pravidelné piti kavy
(ngjméné Ctyi1 Salky denné) je spojeno s mirn€ sniZzenym rizikem rakoviny prsu

Vv premenopauzalnim vékul’.

Vyskyt rakoviny jater je nejvyssi v rozvojovych zemich, kde se nachazi pfiblizné 80% vsech
pacientll. Analyza zahrnujici deset studii uvadéla statisticky vyznamné snizeni rizika
U konzumenti kavy o 41% ve srovnani s osobami, které¢ kavu nikdy nepiji. Dalsi analyza
zahrnujici devét studii zjistila, Ze zvySena spotfeba kavy je spojena se snizenym rizikem
rakoviny jater, a to jak u zdravych jedinci, tak u jedinci s onemocnénim jater. Zda se tedy,

7e spotieba kavy snizuje riziko vzniku rakoviny jater!’.

Spotieba kavy mize snizit riziko rakoviny ledvin, protoze kofein ma diureticky ucinek

a antioxidanty v kavé mohou zmiriovat oxida¢ni poskozeni DNA, proteinti a dal$ich molekul.
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Celkov¢ existuji dostatecné diikazy o tom, ze spotieba kavy je spojena s mirn€ niz§im rizikem

rakoviny ledvin®,

Kolorektéalni karcinom je jednim z nejbéznéjSich onemocnéni na celém svété. Nekteré studie
odhalily statisticky vyznamné 12% snizeni rizika kolorektdlniho karcinomu pii vysoké
spotieb¢ kavy oproti nizké spotiebé. Jiné vSak ukézaly nepfimou nebo zadnou asociaci mezi
pitim kavy a rizikem rakoviny tlustého stfeval’. Celkové vysledky naznacuji, ze konzumace

kavy nema zadny nebo mirné piiznivy vliv na riziko kolorektalniho karcinomu?,

U rakoviny prostaty a vaje¢niki nebyly zjistény zadné vyznamné souvislosti mezi konzumaci

kavy a jejich vyskytem?’.
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2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Jednou ze zékladnich metod stanoveni kofeinu v napojich je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC = High Performance Liquid Chromatography). Princip kapalinové
chromatografie spociva v nestejnomérném rozd€lovani slozek smési mezi dvé navzajem
nemisitelné faze (mobilni a stacionarni)'®. Pohybem mobilni fize pfes stacionarni fazi
je vzorek touto soustavou unasen. Slozky vzorku mohu byt stacionarni fazi zachycovany,
a proto se pii pohybu zadrzuji. Vice se zadrzuji ty slozky smési, které jsou stacionarni fazi

poutany silngji. Timto se od sebe slozky smési postupné separuji'®.

HPLC (obrazek 6) je v soucasnosti velmi rozsifenou separa¢ni metodou, ktera se pouziva ke
kvalitativni ~ a kvantitativni analyze organickych latek v oblasti 1éCiv, biochemie
¢i potravinafstvi. Umoziiuje analyzu latek malo tékavych, tepelné labilnich, polarnich,
nepolarnich i iontovych. Je vhodna pro latky nizkomolekularni i vysokomolekularni 2. Dalsi
metoda, se kterou se mizeme setkat, je ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
(UHPLC). Ta vyuziva velmi malé velikosti ¢astic ve stacionarni fazi (pod 2 pm). Takto malé
Castice nabizeji vyjime¢nou chromatografickou ucinnost a rychlou analyzu, zatimco moderni
ptistroje UHPLC poskytuji spolehlivost a robustnost pfi nepfetrzitém provozu pfi tlacich

az 150 MPaZ.,
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Obriazek 6 — Schéma pristroje pro HPLC?
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2.1 Stanoveni kofeinu v napojich pomoci HPLC

Pro analyzu kofeinu a dalSich latek u raznych typt vzorkii byla pouzita metoda HPLC.

23-26

Stanoveni kofeinu se neprovadeélo jen u kavy=>=°, ale 1 u dalSich népoju, jako jsou rizné druhy

)212321.28 ' maté?, energetickych napoja®®?° a nealkoholickych

¢aju (Cerny, zeleny, bily, oolong
napoja*??. V zadné ze studii nebyl kofein stanovovan samostatng, ale spoleéné s dalsimi
latkami, jako jsou methylxantiny??, flavonoidy?®?°, fenolové kyseliny?®?°, kyselina
askorbova®®, katechiny?’?®, organické kyseliny?*, trigonelin®®, kyselina nikotinova®

nebo sachar6za®®.

2.1.1 Priprava vzorki

Kazdy vzorek musel byt pfed samotnym stanovenim upraven. Rostagno a kol. pouzil metodu
ultrazvukové extrakce. Ta spocivala v postupné extrakci 0,5 g vzorku (Caj, maté, kdva)
nejprve v 15 ml 50% methanolu, poté 75% methanolu a nakonec 100% methanolu po dobu
20 minut pii 60°C. Po kazdém extrakénim kroku byl vzorek centrifugovan pii 10°C po dobu
10 minut pii 4000 otackach za minutu v odstfedivce. Tekutina nad sedimentem (supernatant)
byla shromazdéna a pevna latka byla podrobena nasledujicimu kroku extrakce. Po posledni
extrakci byly supernatanty spojeny se 100 ml vody a byla odebrana alikvotni ¢ast, ktera byla
pfed HPLC analyzou filtrovana ptfes nylonovy filtr 0,2 um. Vzorky kapalin (nealkoholicky
napoj a energeticky napoj) byly ultrazvukem odplynovany po dobu 10 minut a filtrovany
pfes 0,2 um nylonovy filtr®®. Totozny postup piipravy vzorku pouzil ve své studii
pro stanoveni  fenolovych kyselin, flavonoidi a kofeinu ve vzorcich kavy

i Belguidoum a kol.®

Naproti tomu Rahim a kol. pouzil pro stanoveni katechini a kofeinu v ¢aji mikrovinnou
extrakci. Vzorek caje (0,5 g) byl vlozen do extrakéni zkumavky (100 ml) a bylo ptidano
25 ml smési voda : acetonitril : methanol (83:6:11). Nadoba se vzorkem byla vlozena
do mikrovinné jednotky a vykon byl nastaven na 600 W. Suspenze byla ozafovana
mikrovinami po dobu 6 minut (zahtata na teplotu ptiblizné 80°C pti 2,4 MPa). Poté se smés
nechala vychladnout asi 15 minut. Extrakt byl pfenesen do 10 ml odmérné banky a doplnén
po znacku za pouziti vhodného rozpoustédla. Nasledn€ byla smés filtrovana. Prokazalo se,
7etato metoda je Casové a energeticky Uspornd a vysoce U¢inna?®. V jiné studii byla
k pripravé vzorki vyuzita metoda extrakce na pevné fazi. Princip spociva v ucinné sorpci
analytu z vodného vzorku na pevny sorbent. Zachyceny analyt se pak uvolni ze sorbentu

zahiatim a/nebo eluci vhodnym rozpoustédlem. Vzorky kavy byly fedény (1:50) ve vodé. Sest
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gramu sorbentu chemicky vazané oktadecylsilikagelové faze (C18) bylo naplnéno do 15 ml
patronek, promyvano vodou a aktivovano 10 ml methanolu a 10 ml vody. 5,0 ml objemu
ziedéného vzorku vafené kavy proslo priatokovou rychlosti 0,5 ml/min. Napli byla promyta
5 ml methanolu a kofein byl eluovan 2 x 5 ml methanolu. Eluované vzorky byly filtrovany

s 0,2 um stitka¢kovym filtrem a nastiiknuty pfimo do chromatografu (obrazek 7)%*.

Redéni vzorku
EKH:PO4
(1:2)

Redéni vzorku
voda
(1:50)

l

1

Plnéni patronek sorbentem

Plnéni patronek sorbentem

(Strata-Sax) (Hydra C18)
Zavedeni vzorku Zavedeni vzorku
(3 ml) (5 ml)
Promyvini Promyvini
(voda) (methanol)
Vyluhovini organické Vyluhovini kofeinu
kyseliny (2 x 5 ml methanolu)
(5x0,5ml IMHCI)

HPLC HPLC
analyza analyza

Obriazek 7 — Postup ptipravy vzorku pro stanoveni a) kyseliny askorbové a za b) kofeinu?*

Zacharis a kol. ve své studii upravil vzorky bylinnych a ¢ajovych smési jejich louhovanim
anaslednym ziedénim a filtraci. Pfesné zvazené mnozstvi 1000 mg cajovych smési bylo
dispergovano ve 100ml vody a michano po dobu 30 minut pii 80 az 90°C. Alikvotni ¢ast 5 ml
vyslednych roztokd byla zfiltrovana, zifedéna vodou (1:1 pro kvantifikaci teofylinu
a teobrominu a 1:10 pro kofein) a nastiiknuta bez dalsiho pfedbézného zpracovani?. Obdobny
postup pouzil ve své studii i EI-Shahawi a kol. Pfesna hmotnost (0,25-0,26 + 0,01 g) vzorku
zeleného Caje byla jednotlivé umisténa do vafené vody (100 ml) a inkubovana pfi teplote

90 °C po dobu 5 minut. Tento stav byl podobny skute¢nému stavu vatreni pro Salek caje.
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Po ochlazeni byl kazdy roztok ptefiltrovan. Filtrat a promyvaci roztoky byly potom pieneseny
do odmémé banky (100 ml). Nasledné byl vhodny objem (10 ml) extraktu filtrovan pies
membranovy filtr na bazi celulozy o velikosti 0,45 pm. El-Shahawi a kol. se také zabyval
vlivem doby louhovani (5, 15 a 30 min.) na mnoZstvi uvolnénych katechint a kofeinu. Udaje
obecné ukazuji, ze rychlost uvoliiovani katechinti a kofeinu ze zeleného Caje do vaiené vody

se zvysuje pfi zvysujici se dob& louhovani (obrazek 8)'.

Koncentrace mg'g

Kofaein EGCG (o, EGC ECG

Obrazek 8 — Rychlost uvoliiovani katechinii a kofeinu v zavislosti na dob& louhovani?’

Ve studii zabyvajici se rozbory rtiznych druhti kav byl postup ptipravy vzorku nasledujici:
0,2 g mleté kavy byly suspendovany v 60 ml vrouci vody a protiepavany pii pokojové teplote
po dobu 15 minut pfi 300 ot/min. Smés se byla filtrovana pfes filtraéni papir a promyta
ptiblizné 30 ml vody. V ptipad¢ instantni kavy bylo 0,1 g vzorku pfimo ziedéno v 60 ml vody
pii pokojové teploté. Pro vyjasnéni extraktu byly pfidany 2 ml nasycené¢ho vodného roztoku
bazického octanu olovnatého a konec¢ny objem byl doplnén vodou na 100 ml. Koloidni
disperze byla potom filtrovana jak filtranim papirem, tak pfes membranovy filtr na bazi

celuldzy o velikosti 0,22 um. Koneé&ny extrakt byl pred analyzou zfedén vodou (1:1)%°.

Ve studii stanovujici kofein a kyselinu askorbovou v nealkoholickych a energetickych
napojich byla zapotiebi jen zadkladni uprava vzorkd. VSechny vzorky byly dikladné
odplynény v ultrazvukové 1azni podobu 25 minut. Pfiméfeny objem vzorka byl pienesen do
10 ml odmérné baiiky a nasledn¢ doplnén mobilni fazi po rysku a znovu odplynén po dobu

10 minut. Tato metoda je oproti ostatnim ¢asové nenarocna?®,

2.1.2 Zarizeni a podminky stanoveni
Pro analyzu kofeinu v napojich se zpravidla vyuziva chromatografie v systémech

s obracenymi fazemi? %% kde jako stacionarni fize je nejcast&ji pouzit oktadecylsilikagel
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ajako mobilni faze smés metanolu nebo acetonitrilu s vodou. Ve vétsin¢ piipadt byla

separace provedena s vyuzitim klasickych HPLC kolon plnénych casticemi o velikosti

24-27 21,29

5 um““". Dale lze vyuzit UHPLC, kde jsou kolony pInéné ¢asticemi o velikosti 1,7 um
nebo povrchové porézni castice, vétSinou svelikosti 2,6 pum. Povrchové porézni Castice
maji pevné jadro a tenkou vrstvu adsorbentu. Vyhoda téchto kolon spociva ve zlepSeni
rozliseni, kapacity a citlivosti a zaroveii se jejim pouzitim snizi spotfeba rozpoustédla®.
Krom¢ klasickych ¢éstic lze pouzit monolitickou staciondrni fazi, Monolitické kolony
piedstavuji inovativni typ kolon pro rychlou chromatografickou analyzu. Na rozdil
od klasickych HPLC kolon jsou monolitické kolony vytvofeny z jediného kusu porézniho
silikagelu, coz jim dava vétsi porovitost a propustnost, a to umoziuje provadet

chromatografické analyzy ve zlomku diive pozadovaného ¢asu?.

Pro detekci kofeinu se nejcastéji pouziva spektrofotometricky detektor. Pfi soucasné analyze
dalsich latek se s ispéchem vyuziva detektor diodového pole, ktery mtize byt ptipojeny online
s fluorescenénim detektorem?®. Nejcast&ji jsou sledovany vlnové délky Vrozmezi
260-320 nm?4?%>28  E|-Shahawi a kol. pouzil vlnovou délku 205 nm. To bylo umoZznéno
pouzitim acetonitrilu namisto methanolu jako elu¢niho ¢inidla. Acetonitril poskytuje vyssi
absorpci a snadnou detekci stopovych koncentraci katechini nebo kofeinu pii 205 nm misto
275 nm?’. Perrone a kol. pouzil k detekci analyti hmotnostni spektrometr s ionizaci

elektrosprejem?. .

Vybér mobilni faze pro separaci kofeinu a dalSich latek v napojich je velmi Siroky. U studii
Rostagna a kol. a Belguidouma a kol. se mobilni faze skladala ze dvou rozpoustédel: vody
(1% HsPO4) a acetonitrilu (1% H3sP04)?%, Zacharis a kol. pouzil jako mobilni fizi smés
CHs3OH a vody (0,1 % HCOOH), stejné jako Perrone a kol., ktery ale vyuzil 0,3% vodny
roztok HCOOH?'?®, Turak a kol. aplikovala mobilni fazi skladajici se z0,2M H3P04
a acetonitrilu®®. EI-Shahawi a kol. vyuzil kombinaci dvou mobilnich fizi sestivajici z 5%
acetonitrilu  (0,035% CFsCOOH) a 50% acetonitrilu (0,025% CFsCOOH). Piitomnost
kyseliny trifluoroctové byla nezbytnd pro vysoké rozliSeni a Gi€innou chromatografii
katechinii v ¢aji. Dvé mobilni faze, slozené z rtiznych poméri acetonitrilu a kyseliny
trifluoroctové, pak poskytovaly vynikajici chromatografické déleni pti vinové délce 205 nm?’.
V Rahimové studii byla zkouman pomér latek mobilni faze skladajici se ze smési
voda : acetonitril : methanol. Jako nejlepsi se jevil pomér 83:6:11. V piipadé pouziti ostatnich
poméra fazi nebyly katechiny a kofein dobfe oddéleny, nebo byl ¢as separace pomérné

dlouhy?®.
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Dalsi podminky separaci ve zkoumanych studiich, jako prutokova rychlost, davkovany objem
a rychlost separace jsou uvedeny v tabulce 2. Rahim a kol. ve své studii zkoumal vliv riznych
pratokovych rychlosti (1, 1,2 a 1,4 ml/min) na separaci analytd. Bylo zjiSténo, Ze zvySenim

pritokové rychlosti se snizila doba separace?®.

Tabulka 2 - Dalsi separa¢ni podminky HPLC

2,2 10 5
0,7 5 3
0,25 1 4
1,0 20 21
1,4 20 7
1 20 neuvedeno
1 20 13
0,2 5 6

2.1.3 Vysledky

Kofein a fenolické latky byly analyzovany ve vzorcich komerénich ¢aju (Cernych, bilych
a zelenych), maté, instantni kavy, nealkoholickych napojii a jednoho energetického napoje?®®.
Kofein byl nalezen ve vsech vzorcich v nejvyssi koncentraci. U bilého ¢aje byl kofein nalezen
v mirn€ vyssi koncentraci nez ve vzorku zelené¢ho caje. Celkova koncentrace vSech slozek
(v€etné kofeinu) byla v ¢erném ¢aji piiblizné 3krat niz$i nez u ostatnich vzorka ¢aje. Mnohem
nizsi koncentrace kofeinu byly nalezeny ve vzorku maté. Koncentrace kofeinu u instantni
kavy byla vyssi neZ u vzorku maté, ale niz$i neZ u €aju. Nejvyssi kofeinova koncentrace vSech
vzorkli byla nalezena v energetickém népoji. Koncentrace kofeinu vyskytujiciho se

ve vzorcich se pohybovala v rozmezi od 40 do 314 mg/I.

Obsah ti hlavnich methylxantind v réiznych bylinnych napojich byl stanoven Zacharis a kol.?

Jmenovité byly zkoumény vzorky hefménku, vzorky smési bylin, pét rGznych vzorka
zeleného Caje a dale vzorky Cerného Caje, maty a Salvéje. Vysledky ukazuji, Ze ve vzorcich
hefmanku, Salvéje, maty a smésich bylin nebyly detekovany zadné methylxantiny Kofein
ateobromin byly pfitomny ve vSech vzorcich zeleného a cerného cCaje v rozmezi
18,8-27,1 mg/g a 0,6-1,9 mg/g. Teofylin byl detekovan pouze ve tfech vzorcich zeleného Caje

ve vieobecné nizsich koncentracich v rozmezi 0,7-1,7 mg/g?L.

Kofein a kyselina askorbova byly analyzovany v deseti vzorcich ledového Ccaje

a Vv energetickém napoji?®. Ukéazka chromatografické separace je uvedena na obrazku 9.
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Nejvyssi mnozstvi kofeinu obsahoval energeticky népoj a to v priméru 145,41 mg/l. Ledové

&aje obsahovaly od 31,88 do 63,68 mg/I kofeinu?®.

0.10 -

(8)
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-~ BED DBT OLT FMT FLT FPMT FPT LAT LGT ur L

Obrazek 9 — Chromatogram pro stanoveni kofeinu a kyseliny askorbové?

El-Shahawi podrobil analyze 29 vzorki zeleného c¢aje. Analyza odhalila piitomnost
priméfenych mnozstvi vSech katechinli a kofeinu v testovanych vzorcich. Vyznamné rozdily
mezi vSemi katechiny zeleného ¢aje a mnozstvim kofeinu byly zaznamenany ve vSech

vzorcich ¢aje (obrazek 10).

Kofein 5%

Obriazek 10 — Prim&rné mnozstvi katechin@ a kofeinu ve stanovovanych vzorcich?’

Mnozstvi kofeinu ve vzorcich zeleného ¢aje se pohybovalo od 0,28 do 2,23 mg/g. V jednom

ze vzorki nebyl kofein detekovan (obrazek 11)%’.
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Obrazek 11 — Mnozstvi kofeinu ve vzorcich zeleného ¢aje?’

1.2 V této praci byly vedle Sestivzorkl

Podobna prace byla prezentovana i Rahim a ko
zeleného Caje analyzovany 3 Cerné a 2 oolong ¢aje. Nejveétsi mnozstvi kofeinu bylo zjisténo
VvV pln¢ fermentovaném Cerném ¢aji. Jeho hladina byla v rozmezi 61,1-69,2 mg/g, zatimco
Caste¢né fermentovany Caj oolong a nefermentovany zeleny ¢aj udavali hodnoty v rozmezi

41-43,3 a 20,4-38,7 mg/g?.

Rodrigues a kol. se vénoval stanoveni kofeinu a sedmi organickych kyselin ve vzorcich
prazené kavy. Bylo testovdno dvacet vzorka kévy z obou typll kdvy (robusta vs. arabica).
Kava robusta prokazala nejvyssi obsah kofeinu v rozmezi od 314 do 762 mg / 1, zatimco kava

arabica vykazovala niz§i hladiny kofeinu od 174 do 456 mg / 1%,

Analyzou kivy se zabyvala i daldi prace®, kde byla pozornost vénovana fenolovym
kyselinam, flavonoidim a samoziejmé kofeinu. Celkem bylo studovano 16 riznych vzorkt
kavy (zelené, prazené, instantni). Obsah téchto latek v komeréni kavé muze byt znaéné
ovlivnén nejen druhem kavy, odriidou a zemépisnym plivodem, ale také podminkami prazeni
(obrazek 12). Mnozstvi kofeinu se v ramci studovanych vzorkli zna¢né lisilo a pohybovalo
se od 38 az do 136 mg/l. Kofein byl prevladajici slouc¢eninou ve vSech vzorcich, s vyjimkou
bezkofeinové kavy, jejiz koncentrace kofeinu byla nejnizsi (1,85 mg/1)?°. Bylo také zjisténo,
ze obsah kofeinu v odrid¢ arabica je niZ8i nez obsah kofeinu v odriidé€ robusta, coz se shoduje

s vysledky Rodriguese a kol.?42°
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Obrazek 12 — HPLC chromatogramy a) neprazené kavy, b) prazené kavy (vrchol ¢. 5 = kofein)?

Perrone a kol. se vénoval kvantifikaci kofeinu, trigonelinu, kyseliny nikotinové a sachardzy
Vv 13 riznych vzorcich kavy. Hodnoty kofeinu se pohybovaly v rozmezi od 8,43 do 9,31 mg/ g
kavy v zelenych a prazenych vzorcich kavy arabica, zatimco obsah kofeinu v kavé robusta
ginil 17,01 mg/g®. Tim potvrzuje vysledky dalsich studii, podle kterych je obsah kofeinu
v odridé arabica vys$i, nez v odridé robusta. Perrone a kol. se shoduje svyzkumy
Belguidouma a Rodriguese také v tom, ze obsah stanovovanych latek mize byt silné ovlivnén
druhem kavy, odriidou, zemépisnym pivodem a podminkami prazeni. A proto by mélo byt
soucasné stanoveni téchto slozek pifed a po zpracovani kavy uZiteCnym ndstrojem

pro kontrolu kvality surovin a pro sledovani podminek prazeni kavy?+2°.
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3 ELEKTROFOREZA

Dalsi zmetod stanoveni kofeinu v néapojich je -elektroforéza, ktera se ftadi mezi
elektromigracni separacni metody. Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych ¢astic
ve stejnosmérném elektrickém poli. Toto pole se vytvarfi vkladdnim konstantniho
stejnosmeérného napéti mezi elektrody. Prostfedi mezi elektrodami je tvoieno zékladnim
elektrolytem, ktery zajiStuje dostateCnou elektrickou vodivost v celém systému. Vlivem
odli$né rychlosti migrace slozek vzorku se v pribéhu separace vytvari oddélené zony
jednotlivych slozek. Plati tedy, ze jsou-li na zaCatku separace Castice v jednom miste,
dostavaji se béhem separace dopfedu nabité Castice, které maji vétsi pohyblivost a opozd’uji
se Castice s men$i pohyblivosti (rychlost pohybu c¢astice zavisi na jeji velikosti a velikosti

naboje). Tim dochazi k jejich oddé&leni®®.

Z instrumentalniho hlediska Ize elektroforézu provadét ve dvou zakladnich usporadanich,

Vv provedeni plosném a kapilarnim.

e Plosné provedeni — plosny nosi¢ (nejcastéji vrstva hydrofilniho polymerniho
gelu) je napustén zékladnim elektrolytem a je umistén v elektroforetické komoie
nasycené parami rozpoustédla (obrazek 13). Vzorek se obvykle nanasi do stiedu
nosice a po vloZeni vysokého napéti se oddeli zony obsahujici jednotlivé slozky.
K vyhodnoceni elektroforézy slouzi elektroforegram, polohy jednotlivych zén
souvisi s kvalitou  vzorku, kvantitativni  vyhodnoceni se  provadi

denzitometricky!%%,
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Obrazek 13 - Elektroforéza v plo§ném uspofadani!

e Kapilarni — kfemenna kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede
proud. Jeji konce jsou ponofeny do zasobnikid s elektrolytem, spolecné

s elektrodami, mezi které se aplikuje vysoké napéti (obrazek 14). Definovany
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a velmi nizky objem vzorku je davkovan na jeden konec kapilary. Ionty migru;ji
vlivem elektroosmotického toku smérem ke katod€ na druhy konec kapilary, kde
je umistén detektor (nejcastéji fotometricky, dale mize byt fluorescenéni nebo
vodivostni). Poloha piku na elektroforegramu urcuje kvalitu, plocha nebo vyska

piku uréuje kvantitu®°,

zdroj

@ &
wpzok&ého napéti
detektor ——
* watup wiggtup —.
kapilara 1
| A0 |
+ camputer 1
wzorek, rezersoar pufru

rezeryodr pufru

Obrazek 14 — Kapilarni elektroforéza®!

3.1 Stanoveni kofeinu v napojich pomoci elektroforézy

Stanoveni kofeinu a dalSich latek ve vzorcich napoji bylo provadéno metodou kapilarni
elektroforézy. Vedle kofeinu, ktery byl stanovovan ve vSech studiich, se stanovoval

teobromin a teofylin®, katechiny, theanin, kyselina askorbova® a kyselina benzoova®,

34 32,34,36,37 32,33
2

aspartam® a pyroglutamat®®, a to ve vzorcich kavy Saje a sycenych

nealkoholickych napojich®*%,

3.1.1 Priprava vzorku

Maeso a kol. pouze rozpustil 1g instantni kavy ve 100 ml odmérnych bankach s vodou
a nasledné pak vzorky ztedil vodou v poméru 1:4. Vysledné roztoky byly filtrovany pies
nylonové filtry o velikosti 0,45 pm a poté byly analyzovany®’. Nogueira a kol. pouzil
pro piipravu vzorkd 1g mleté kavy nebo 0,4 g instantni kavy. K nim bylo pfidano 10 ml
deionizované vody a vSe bylo za michani zahfivano pifi 90°C ve vodni lazni po dobu
10 minut. Pro vzorky bezkofeinové instantni kavy byl pouzit odliSny postup, zalozeny

na extrakci kofeinu za pouziti dichlormethanu. Pomoci 1M roztoku NaOH bylo upraveno pH
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vzorku kavy bez kofeinu na hodnotu 10. Ten byl nasledné pienesen do délici nalevky
a extrahovan tfikrat 20 ml rozpoustédla. Potom se organicka faze zcela odpafila a vzorek
se spojil s 1 ml deionizované vody. VSsechny vzorky byly filtrovany pfes membranovy filtr

s pory 0,22 mm®®.

Piipravu vzorkii pomoci extrakce pouzili ve své studii i Horie a Bizzotto. Horie a kol.**
extrahoval 250 g mletého ¢aje 50 ml extrakéniho roztoku (acetonitril : 2% kyselina
metafosforetna (1:1) v ultrazvukové vodni lazni po dobu 30 minut. Extrakéni roztok
se nasledn¢ 10x zfedil vodou, a poté byl filtrovan pies membranovy filtr o velikosti 0,45 pm.
Bizzotto a kol.*® pouzil jako rozpoustédlo chloroform. Jeden gram kavy byl pfidan do délici
nalevky s 10 ml 0,2 M NaOH a 30 ml chloroformu. Systém byl mirn¢ tfepan po dobu 7 minut
a organicka faze byla shromazdéna v 50 ml bance. Nasledné¢ byl chloroform z extraktd
odpafen. Do zbytku vzorku bylo pfidaino 10 ml vody a filtrovalo se ptes 0,45 um filtr.
Po filtraci byly vzorky pteneseny do vzorkovych lahvic¢ek a odplynény ultrazvukem po dobu

5 minut.

Li a kol. musel pouzit dvé rizné ptipravy vzorki. Z plechovkovych napoju (¢ajovy népoj,
coca-cola, sportovni napoj) bylo jen odebrano 5,0 ml a toto mnozstvi bylo pievedeno
do 50 ml odmérné banky a zfedéno na odpovidajici objem pufrem (15 mM borax). U vzorkd
¢aje a kavy tomu bylo jinak. Byly odebrany 2 g pfesné zvazenych listii mletého Caje nebo 1 g
prazené kavy a toto mnozstvi bylo pteneseno do 100 ml kuzelové barky a ptidana horka voda
0 teploté¢ 70°C. Roztok byl zahtivan ve vrouci vodni lazni po dobu 60 minut, poté ochlazen
na teplotu mistnosti a zfiltrovan. Potom byl filtrat sonifikovan a opét zfiltrovan. Dalsi fedéni

(1:100) s pufrem (15 mM borax) probéhlo tésné pied analyzou®

. Nealkoholické sycené
napoje byly studovany rovnéz Walker a kol.®, ktery vzorky ve vakuu odplynil a nasledng
vzorky kvantitativné ztedil s pufrem v poméru 1:1. Nakonec byl kazdy vzorek zfiltrovan ptes

0,45 um filtr do vzorkové lahvicky.

3.1.2 Zarizeni a podminky stanoveni

Jednou ze zékladnich casti zafizeni pro kapilarni elektroforézu je kifemennd kapilara rizné
délky a priméru. Ve studiich byly pouzity kapilary o vnitfnich primérech 50 a 70 um
a délkach 40-70 cm3>%7, Li a kol. ve své studii zkoumal Gi¢innost kapilary v zavislosti na jejim
vnitinim praméru. Zacinal s kapilarou o vnitinim priméru 50 um, ale zjistil, ze jeji ucinnost
je Spatna. Duvodem byl velky objem nano-ventilu (20 nl) vzhledem k separa¢ni koloné

0 velikosti 50 um (nebo mensi). Proto byla pouzita kolona o vnitinim priiméru 75 um?32,
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Davkovani vzorku bylo provedeno tlakem®3>3" nebo elektroforeticky®.  V ptipads
davkovani tlakem se hodnoty tlaku i doby davkovani lisily a pohybovaly se v hodnotach
0,035-0,05 baru a 1-7 sekund®***%" Noguiera a kol vyuzil ddvkovani rozdilem hladin. Vzorky
byly zavedeny zvysenim anodické nadrzky o 10 cm po dobu 30 s®. U tradi¢ni kapilarni
elektroforézy se zacatek kapilary vysune ze zasobni ldhve s pufrem a ponoii se do vzorkové
lahvicky (dip-in). Poté se kapilara presune zpét do lahve s pufrem a pouzije se elektrické
napéti k zahdjeni elektroforézy. Béhem tohoto procesu je vSak pieruseno napéti. Li a kol.
vyuzil pro zavedeni vzorku komeréné dostupné 4-cestné nanoventily (20 nl). Pro izolaci
injektoru z elektrického pole byl pouzit elektricky oddélovac (obrazek 15), ktery byl vyroben
po domacku. Vyhodou tohoto davkovani je, Ze nemusi byt pferuseno elektrické pole, a tim
se zajisti jeho stabilni stav. Také je timto zplisobem zajisténo davkovani presného mnozstvi

vzorku®?,

vysokého
napéti

zdroj y _l )

4-cestny
nanoventil

—

elektricky
oddélovac

UV detektor

|
rezervodr -t} rezervoir
pufru pufru

Obrazek 15 - Schéma pfistroje pro kapilarni elektroforézu s elektrickym

oddélovagem??

Li a kol ve své studii pouzil jako zékladni elektrolyt 15 mM boraxovy pufr pti pH 9,2%2,
Boraxovy pufr o koncentaci 20 mM pouzil v kombinaci s 80 mM roztokem kyseliny borité
(ptiemz oba obsahovaly 50 mM dodecylsulfat sodny) i Horie a kol. Cely elektrolyt byl pak
upraven na pH 8,4%. Dodecylsulfat sodny byl pouzit i v dal$ich dvou studiich jako aniontové
povrchové aktivni ¢inidlo ke snizeni elektroosmotického toku. U studie Maesa a kol. byl
pouzit 130 mM dodecylsulfat sodny v kombinaci s 50mM roztokem kyseliny borité a pH bylo
upraveno ptidanim NaOH na 9,5%. Bizzotto a kol. pouzil jako zakladni elektrolyt S0mM
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dodecylsulfat sodny a 10mM uhli¢itan sodny a pH bylo upraveno na hodnotu 1134, Zakladni
elektrolyt u studie Walkera a kol. sestaval z 20 mM glycinu upravené¢ho na pH 9 pomoci
NaOH. Obecné glycinové pufry nabizeji rychlejsi migracni €asy nez boratové pufry, ale také
snizuji rozliseni mensich vrcholi®. Roztoky alkylxantini ve studii Nogieiry a kol. byly
analyzovany pufrem sloZzenym z 20 mM Kkyseliny 3,4-dimethoxycinnamové a pH bylo
upraveno na 8,5 pomoci trisaminomethanu. Kyselina 3,4-dimethoxycinnamova je schopna
transformovat kofein — ve vodnych roztocich neutralni slouceninu - do aniontového stavu,

a proto tato slou¢enina umoziuje zakladni oddéleni tfi methylxantin® (obrazek 16)%°.

50 a.u.
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Obrazek 16 - Elektroforegram standardnich roztokii kofeinu, teobrominu a teofylinu®®

Tt ze studii byly provedeny pomoci kapilarni elektroforézy se spektrofotometrickym
detektorem. VInové délky pro stanoveni se pohybovaly vrozmezi 200-220 nm323537
Horie a kol. pracoval pti vlnovych délkach 194 a 270 nm. Pro Kalibraci theaninu, kofeinu
a katechini byla pouzita vlnovd délka 194 nm a pro kyselinu askorbovou 270 nm%,
Bizzotto a kol. provedl detekci kyseliny benzoové, aspartamu a kofeinu pii vinové délce
206 nm**. Vsechny elektroferogramy ve studii Nogueiry a kol. byly provedeny za pouziti
doméciho zafizeni C*D (bezkontaktni vodivostni detekce). Detektor byl provozovan

na frekvenci 600 kHz a 2 Vpp®®. Dalsi idaje jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3 — Dalsi separaéni podminky kapilarni elektroforézy®>37

20 neuvedeno
25 30
10 25
20 35
15 25
25 neuvedeno

3.1.3 Vysledky
Kvalitativni analyza vzorkl byla provedena porovnanim retenc¢nich Cast jednotlivych slozek

se standardy. Kvantitativni analyza byla provedena podle velikosti plochy piku®?-’.

Kvalitativni analyza téi hlavnich methylxantint ukazala, ze ve vzorcich kavy nebyl Zadny
teofylin. V coca-cole byl detekovan pouze kofein. V ostatnich vzorcich byly nalezeny
vSechny tfi methylxantiny. Obsah kofeinu se lisil podle druhu napoje. Coca-cola obsahovala

0,15 mg/ml, ¢ajovy napoj 0,124 mg/ml, ¢ajové listky 34,3 mg/g a prazena kava 15,58 mg/g>2.

Studie Walkera a kol. stanovovala kofein a dal$i latky v komeréné dostupnych sycenych
napojich. 'V néapojich, které kofein obsahovaly, bylo jeho mnozstvi stanoveno
od 0,09 do 0,15 mg/mI®. Nejvyssi hodnota 0,15 mg/ml by odpovidala coca-cole z predchozi
studie®?. V nékterych stanovovanych napojich nebyl Kkofein stanoven (napf. sprite, orange

soda)®.

Ve studii Nogueiry a kol. se mnozstvi kofeinu v instantni kavé pohybovalo v rozmezi 29,5 az

33,1 mg/g a 14,2 a 12,7 mg/g u dvou vzorkt mleté kavy=°.

Horie a kol. porovnaval mnoZstvi stanovovanych latek u zeleného, ¢erného a oolong caje.
U elektroforegramu zeleného ¢aje se jasné odd€luje vSech sedm slozek (kofein, theanin,
kyselina askorbova a 4 katechiny) (obrazek 17). V oolong ¢aji byly plochy pikt katechind
mensi neZ u zeleného Caje a piky theaninu a kyseliny askorbové byly témét nedetekovatelné.
V Cerném ¢aji byly katechiny ve stopovych mnozstvich a theanin a kyselina askorbova nebyly

detekovatelné3?,
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Obriazek 17 - Elektroforegram zeleného &aje pii vinovych délkach 194nm a 270 nm (b=kofein)3®

Bizzotto a kol. stanovoval mnozstvi kofeinu v bezkofeinové kaveé. Jeho koncentrace
se pohybovala v rozmezi 0,13 — 0,93 mg/g. Navic bylo mozné pozorovat, Ze tii z dvaceti
analyzovanych vzorki mély hladiny kofeinu nad 0,1% (2,02, 2,43 a 9,31 mg/g), coz je

maximalni limit povoleny brazilskym pravem®.

Ob¢ slouceniny Ve studii Maesa a kol. byly opét identifikovany ¢asem migrace ve srovnani

se standardy a kvantitativni vypocty byly provedeny z plochy pikt (obrazek 18).
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Obrizek 18 - Porovnani elektroforegramii kofeinu a pyroglutamatu pro standardy,

bezkofeinovou kavu a normalni kavu®’
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Stanovené mnozstvi u bezkofeinové kavy se pohybovalo mezi 3,5 az 4,7 mg/g®’, coZ je také

34

vy$§i mnozstvi, nez je povoleno brazilskym pravem®". U klasick¢ kavy se mnozstvi

pohybovalo od 19,8 do 45,9 mg/g*’.

35



4 ZAVER
Cilem této bakalarské prace je zpracovani reSerSe, tykajici se kofeinu. Prvni ¢ast prace
se vénuje fyziologickym uc¢inkiim kofeinu na organismus. Druha ¢ast prace je zaméiena

na jeho stanoveni v napojich

Kofein se fadi mezi alkaloidy. M4 stimulac¢ni u¢inek na centrdlni nervovy systém, srdce, cévy
a ledviny. V téle kofein puisobi jako antagonista adenosinu tim, Ze se vaze na jeho receptory.
Mezi pozitivni u€inky kofeinu se tadi, zlepseni vykonu, snizeni unavy, zvySeni senzorické
aktivity a ostraZitosti. Proto je také hojné€ vyuzivan jako prostiedek proti inavé napiiklad mezi
fidici ¢i studenty. NejCastéji je prijiman v kave, ¢aji nebo mezi mladou generaci oblibenych
energetickych  napojich. Pfijem kofeinu vSak mize mit negativni Ucinky,
jako je podrazdénost, nervozita nebo tzkost, bolesti hlavy a nespavost Tyto symptomy
souvisi s intoxikaci kofeinem. Kofein ma tedy vliv na spanek a stres, ale i na nemoci jako

diabetes nebo rakovina.

Kvalitativni a kvantitativni analyzu kofeinu v napojich 1ze provadét nékolika metodami. Mezi
nejpouzivanéjsi vSak patii vysokoucinna kapalinovad chromatografie a kapilarni elektroforéza.
V dnesni dobé je kladen diiraz pfedevsim na rychlost, pfesnost, reprodukovatelnost a Gsporu
financi u nové vyvijenych analytickych metod. Kofein v napojich se nejcastéji urCuje pomoci
HPLC nebo elektroforézy z vyuzitim detektoru diodového pole nebo UV detektoru. DalSimi
moznostmi v oblasti detekce je vyuziti hmotnostniho spektrometru nebo bezkontaktni
vodivostni detekce. Jeden z dulezitych krokt u kapilarni elektroforézy je i davkovani vzorku.
Nejvice pouzivané je davkovani tlakem, poptipadé¢ davkovéani rozdilem hladin. V jedné
ze studii byl vSak pouzit elektricky odd€lovac, ktery umozni davkovani vzorku bez preruseni

elektrického pole. Tento a dalsi nové postupy by mohly pfispét k jesté presnéjsi analyze latek.
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