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ANOTACE

Bakalarska prace je zaméfena na dvé vybrana analeptika s centralné stimula¢nim
ucinkem, jedna se o kofein a methylfenidat. Prvni ¢ast je vénovédna jejich piiznivym
I negativnim u¢inklim na organismus, dale je popsano vyuzivani modernich analytickych metod
pro jejich stanoveni. Druha cast bakaldiské prace se zabyva experimentalnim stanovenim
obsahu kofeinu v ¢erném a zeleném caji pomoci kapalinové chromatografie v systému
S obracenymi fazemi, coz je jedna z nejCastéji vyuzivanych separanich metod analytické

chemie.

KLICOVA SLOVA

Kofein, methylfenidat, analytické separa¢ni metody

TITLE

Central analeptics and the possibilities of their analytical determination

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on two selected analeptics with central stimulation effect,
caffeine and methylphenidate. The first part is devoted to their positive and negative effects
on the organism, and the appllication of modern analytical methods for their determination.
The second part of the bachelor thesis deals with experimental determination of caffeine content
in black and green tea by reversed-phase high performance liquid chromatography, which is
one of the most frequently used separation methods of analytical chemistry.

KEYWORDS
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CNS Centralni nervova soustava

GABA Kyselina gama-aminomaselna

cAMP Cyklicky adenosinmonofosfat

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

RP-HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi

UHPLC Ultra-vysokot¢inna kapalinova chromatografie

CE Kapilarni elektroforéza

GC Plynova chromatografie
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Uvod

Centralni analeptika jsou Ié¢iva se stimulacnim G¢inkem pusobici na kardiovaskularni
a dechové centrum. V souCasné dobé je toto oznaceni jiz pfilezitostné pouzivané, nebot
v mediciné maji témét zanedbatelny vyznam a spiSe se pouzivaji pro experimentalni pokusy,
ale i pfesto jsou ¢asto zneuzivana.

Prvni dostupnou a do dnes$ni doby nejrozsifenéjsi prirodni latkou s centralné
analeptickym ucinkem je kofein. Popularitu si ziskal hlavné diky svym rozmanitym ptiznivym
u¢inklim, jedna se piedevsim o docasné zlepSeni nalady, pozornosti a potlaceni tinavy. Kofein
je bézné dostupny v mnoha napojich, nejvetsi procento jeho obsahu je v kave, v cernych
a zelenych cajich, dale ve slazenych a energetickych néapojich.

Methylfenidat je vyznamny diky své indikaci v 1¢cbé ADHD neboli poruchy pozornosti

s hyperaktivitou. Tato latka je velmi ¢asto zneuZzivana pro své stimula¢ni u¢inky.
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1 Centralni analeptika

Centralni analeptika je souslovné pojmenovani z ptivodniho feckého terminu analepsis,
jehoz vyznamem bylo vyléCeni, uzdraveni, ale také obnova. Centralni analeptika je jiz starsi
a prilezitostn€ pouzivané oznaceni pro stimulanty dechového centra. Piipadné je 1ze nazvat také
jako konvulziva, nebot’ vyvolavaji kieCe pti vysokych davkach. Dfive se tato skupina 1é¢iv
pouzivala pfi dechovém tutlumu, dnes je pouziti znacné limitované kvuli velmi nizkému
terapeutickému indexu [1]. V soucasné medicin€ maji témei zanedbatelny vyznam, nicméné
jsou dulezitym experimentalnim nastrojem pro studium farmak, jako jsou zejména
antiepileptika [2].

Centralni analeptika patfi do zakladni skupiny psychofarmak, 1é¢iv se stimula¢nim
u¢inkem na centralni nervovou soustavu (CNS), do které spada spole¢né s neuroleptiky —1é¢ivy
s u¢inkem proti psychotickym onemocnénim, zejména schizofrenie, tymoleptiky neboli
antidepresivy zlepsujicich naladu pii depresich rizného pivodu a anxiolytiky — 1éCivy
potlacujici tizkost, pocit napéti a strach [3].

Jedna se o latky stimulujici nékteré zivotné dilezité funkce v ur¢itém davkovém rozmezi,
piesnéji fe€eno stimuluji kardiovaskularni a dechové centrum [2, 4]. Ve vysokych davkach
vyvolavaji generalizované kiece S odpovidajicimi motorickymi reakcemi. Tento Ucinek je
pfimo spojen s naslednym zvySenim metabolismu vedoucimu ke zvySené spotiebé kysliku [5].
Mezi nezadouci ucinky patii zachvaty, zmatenost, halucinace, nevolnost, arytmie, ischémie
myokardu, hypertenze a dysfunkce moci [6].

Centralni analeptika se primarné pouzivaji jako antagonisté pii predavkovani hypnotiky
a narkotiky [7]. Obsahuji riznorodou skupinu latek, jejichz uzivani v medicin€ neptetrzité klesa

na vyznamu, z divodu jejich velmi ¢astého zneuzivani a zavislosti [8].

13



2 Rozdéleni centralnich analeptik

V pribéhu 20. stoleti probihaly diskuze ohledné¢ pouzivani analeptik na 1écbu otravy
sedativy nebo hypnotiky, nebot’” mély toxicky ucinek na organismus. Pouzivani analeptik
charakterizuji ¢tyfi faze rozdélené dle ¢asového obdobi (tabulka 1). Zpocatku se vyskytovaly
pouze analeptika piirodniho charakteru, déale probihal postupny vyvoj syntetickych latek

s analeptickym ucinkem [9].

Tabulka 1: Analeptika vyskytujici se od pocatku 20. stoleti az po soucasnost [9]

Faze Obdobi Priklady analeptik

Ptirodni analeptika 1900-1925 Kofein
Kafr
Strychnin

Zlaty vek analeptik 1925-1950 Nikethamid (Coramin®)
Penthylentetrazol (Cardiazol®)
Pikrotoxin

Analeptika druhé generace | 1950-1975 Amifenazol (Daptazol®)

Bemegrid (Megimide®)
Doxapram (Dopram®)
Ethamivan (Emivan®)

Methylfenidat (Ritalin®)

Vék Ritalinu® 1975-soucasnost

2.1 Zakladni rozdéleni centralnich analeptik

2.1.1 Ptirodni

Mezi nejznaméjsi piirodni latky s analeptickym Uc¢inkem, které existovaly jako jedina
dostupna analeptika az do konce 20. let 20. stoleti, patii kafr, strychnin a kofein (tabulka 1).
Zdrojem jsou rostliny subtropickych a tropickych oblasti. Kofein je jednim z prvnich znamych
ptirodnich analeptik, ktery ma pocatky jiz v 6. stoleti v Indii. Nikdy ale nebyl povazovan

za spolehlivé analeptikum a jeho pouZiti se vyrazné snizilo zavedenim syntetickych analeptik.
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Nejvyznamngjs$im rostlinnym druhem produkce kofeinu je kavovnik arabsky Coffea arabica
a ¢ajové listy Cajovniku ¢inského Camelia siniensis. Kafr ziskavany ze dieva a kiry stromu
Kafrovniku 1ékaiského Cinnamomum camphora se jako pfirodni analeptikum pouzival rovnéz
od 6. stoleti v ¢inské mediciné a byl jednim z hlavnich terapeutickych ¢inidel 1ékopisu
z 19. stoleti. Strychnin byl puvodné pouzivan jako pesticid urCeny k hubeni hlodavcd.
Pocatkem 20. stoleti byl ov§em rozsiten také jako analeptikum, jehoz pfirodnim zdrojem jsou
semena kefe indického puvodu Kul¢iby davivé Strychnos nux vomica [9]. Dnes jiz nema

terapeuticky vyznam, je vSak zajimavy pro experimentalni farmakologii [3].

2.1.2 Synteticka

V roce 1925 nastartovala prvni faze nazyvajici se ,,Zlatym vékem analeptik* (Tabulka 1),
ktera je vyznamna vyvojem prvnich syntetickych analeptik. Mezi nejvyznamnéjsi mizeme
zatadit pentylenetetrazol, nikethamid a pikrotoxin. Prvnim syntetickym analeptikem byl
pentylentetrazol, znamy také pod komer¢nim nazvem Cardiazol®. Tento 1¢k byl syntetizovan
Schmidtem v roce 1924 béhem hledani efektivni nahrady kafru. Nikethamid znamy pod
komerénim nazvem Coramin® je dal§im syntetickym analeptickym, ale méné wGc¢innym
prostiedkem, ktery byl ptedstaven v poloviné 20. let 20. stoleti. Pikrotoxin, ktery je vyznacny
slozenim jako ekvimolarni smés pikrotoxininu a pikrotinu, je jednim z nejsilnéjSich stimulantt
dechového centra [9].

I ptes terapeutické odklonéni od ptedchozich stimulujicich latek byla zavedena druha
generace syntetickych analeptik (Tabulka 1), ktera byla piedstavena béhem let 1950 az 1960.
Do této skupiny jsou zafazeny amifenazol, znamy pod komerénim nazvem jako Daptazol®,
dale bemegrid, nazyvany také jako Megimide® [9]. Dalsim syntetickym analeptikem této faze
je doxapram neboli Dopram®, ktery se pouziva pii hypoventilaci plic s hypoxemii
a hyperkapnii, a také prevenci utlumu dychani pii celkové anestézii navozené opioidy [4].
Mimo medicinské pouZziti se vyuziva v laboratornich modelech k vyvoldvani panického
zachvatu [10]. V soucasné dobé& se ale pouziva spiSe ve veterinarni mediciné [11]. Posledni
misto v tabulce si nese methylfenidat, také znamy jako Ritalin®, ktery je rovnéZz zatazen do
posledniho obdobi, nebot’ v té dobé mél zacinajici vyznamnou indikaci v 1é¢bé ADHD neboli

poruchy pozornosti s hyperaktivitou. Tato terapie je rozsifena az do soucasnosti [9].
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2.2 Rozdéleni centralnich analeptik podle mechanismu téinku

2.2.1 Latky tlumici inhibi¢ni neurony

Mezi latky s analeptickym ucinkem tlumici inhibi¢ni neurony patii strychnin
a pikrotoxin. Hlavnim mechanismem Uuc¢inku strychninu je antagonismus inhibi¢niho
neurotransmiteru glycinu. Vyrazné ovliviiuje celou CNS, pfedevSim michu. Velké davky
strychninu zptisobuji nekoordinované kiece celého organismu, az smrt organismu, kterd
nastdva uduSenim dychaciho svalstva pfi plném védomi. Pikrotoxin jako antagonista
postsynaptickych receptorti piisobi na supraspinalnich neuronech, kde ma za nésledek snizeni
inhibi¢niho ptsobeni neurotransmiteru Kyseliny gama-aminomaselné (GABA). Obé¢ latky maji
za nasledek snizeni postsynaptické hyperpolarizace a ndsledné snizeni inhibi¢nich G¢inkil
neuronalniho pfenosu neurotransmiterd. Vlivem téchto G¢inkd vznikaji kiece s charakterem

zavislym na misté ptisobeni [2].

2.2.2 Latky stimulujici excita¢ni neurony

Mezi latky stimulujici excitacni neurony patii pentetrazol, nikethamid a doxapram,
jejichz mechanismus ptlisobeni neni zcela objasnén. Pentetrazol mé spiSe experimentélni pouziti
pfi testovani antiepileptik na vyvolavani tonicko-klonickych kfe¢i. Doxapram ma hlavni pouZiti

jako kratkodobé analeptikum [2].
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3 Kofein

Kofein (Obrazek 1) je organicka molekula slozena ze ¢tyt zakladnich prvk, a to uhliku,
vodiku, dusiku a kysliku (CgH10N4O2). Chemicky je znamy jako 3,7-dihydro-1,3,7-trimethyl-
1H-purin-2,6-dion. Jedna se o pfirodni analeptikum patiici do hlavni skupiny methylovanych
xantinovych alkaloidii neboli methylxantini, mezi které patii spoleén¢ s teobrominem,
teofylinem a paraxantinem [12]. Xantinovy skelet kofeinu je odvozen z purinovych

nukleotidt [13].

O CH
ne /e
S\N/IN
P
0% ’TI N
CH,

Obrdazek 1: Struktura kofeinu [14]

3.1 Vlastnosti kofeinu

Cisty kofein se nachazi bud’ ve formé bilého jemného prasku, nebo tvoii bilé dlouhé
jehlicovité krystalky. Jedna se o latku bez zapachu s jemné hotkou chuti. Teplota sublimace
kofeinu je 178 °C a bod tani je 238 °C. Pii zvySovani teploty nedochazi k tani, ale rovnou
k sublimaci [12]. Je dobfe rozpustny ve vode, 1épe za horka, dale v organickych rozpoustédlech
zahrnujici alkohol, aceton, chloroform, ether, benzen, pyrrol, tetrahydrofuran a ethylacetat.
Je rovnéZz dobie rozpustny v oleji [14]. Rozpustnost ve vodé miize byt zvySena piidanim
alkalickych benzoatl, cinnamatd, citratd nebo salicylati do vodného roztoku. Kofein sam

0 sobé& nepolymerizuje a nereaguje s jinymi latkami [12].

3.2 Zdroje kofeinu

Kofein se nachazi v rizném mnoZstvi ve fazolich, listech a plodech mnoha rostlinnych
druhti pfevazné rostoucich v tropickych nebo v subtropickych oblastech svéta. Mezi nejbéznéjsi
ptirodni zdroje kofeinu patfi ofech kolovniku zaspicatélého Cola acuminata, kakaovy bob
kakaovniku pravého Theobroma cacao, listy cesminy paraguajské llex paraguariensis, znamé

také pod nazvem yerba maté a plody paulinie napojné Paullinia cupana, znamé jako guarana.
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Prazena kavova zrna kdvovniku arabského Coffea arabica, kavovniku statného Coffea robusta
a Cajové listy Cajovniku Cinského Camelia siniensis jsou svétovymi zdroji kofeinu [15].
U rostlin obsahujicich kofein slouzi zaroven jako pfirodni pesticid vi¢i hmyzu a jinym
Skiidctim. Rostliny si tak vyrazné zvySuji svoji odolnost a rust [16] .

Nejcastéji ho piijimame z nealkoholickych a energetickych napoji a caje, ale také je
obsazen v Cokolad¢ a dopliicich stravy [15].

Kofein ma dokonce i 1é¢ebné vyuziti jako dechové a ob&hové analeptikum [2]. Dale je
obsazen ve volné prodejnych analgetickych 1é¢ivech ve smési s aspirinem, paracetamolem
a kyselinou askorbovou pro 1écbu bolesti hlavy, migrény a bolesti souvisejici s poporodni,
pooperacni a zubni chirurgii [17]. Také nachdzi uplatnéni v ptipravcich potlacujicich chut

K jidlu [18].

3.3 Farmakokinetika kofeinu

Kofein se po poziti rychle a v podstaté¢ zcela absorbuje z gastrointestinalniho traktu
do krevniho ob&hu. Maximalni koncentrace kofeinu v krvi se dosahuje béhem 1 az 1,5 hodiny
po poziti. Absorbovany kofein je snadno distribuovan po celém téle. Snadno piechdzi pies
hematoencefalickou bariéru, pfes placentu, kde se dostane az k plodu, a proto by se mél ptijem
kofeinu v téhotenstvi omezit. Polocas eliminace kofeinu se pohybuje v rozmezi od 3 do 7 hodin

a je ovlivilovan mnoha faktory vcetné pohlavi, v€ku, téhotenstvi a koufeni [19].

3.4 Metabolismus kofeinu

Po vstiebani kofeinu z gastrointestindlniho traktu do krevniho obéhu jsou jatra primarnim
mistem jeho nasledného metabolismu [19]. Kofein zde metabolizuje ve velké mife za vzniku
tii hlavnich metabolita 1,7-dimethylxanthinu, 3,7-dimethylxanthinu, a 1,3-dimethylxanthinu
(Obrazek 2). Na této latkové preméné se predevSsim podili enzym cytochromu P450,
N-acetyltransferaza a xantinoxidaza [15].

U dospélych je kofein prakticky zcela metabolizovan na 1-methylxantin a kyselinu
1-methylurovou z paraxantinového meziproduktu. Pouze 1-1,5 % pozitého kofeinu se vylucuje
vV moci v nezménéné podobé. DéEti do 1 roku maji vyrazné€ snizenou schopnost metabolizovat

kofein a vylucuji ho z 85 % v moci [19].
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Obrazek 2: Metabolismus kofeinu v jatrech za vzniku tii hlavnich produkti [15]

3.5 Mechanismus u¢inku kofeinu

Kofein prostupuje po celém organismu a rychle pronika do mozku. Diky vysoké
rozpustnosti v tucich velmi rychle difunduje hematoencefalickou bariérou [18]. Ma za nasledek
nespocet farmakologickych odpovédi vcéetné stimulace CNS, srde¢ni stimulace, relaxace
hladkych svalu, zvySené sekrece zaludeéni kyseliny HCI, uvolfiovani katecholamint a zvySené
metabolické aktivity [20].

V literatufe jSou popsany tii hlavni mechanismy ti¢inku kofeinu na bunééné urovni. Jedna
se o mobilizaci intracelularniho véapniku, inhibici fosfodiesterazy a antagonismus na trovni
adenosinovych receptort. Také je formulovana hypotéza naznacujici Ctvrty mechanismus
uc¢inku kofeinu na CNS, a to vazba kofeinu na benzodiazepinové receptory [18]. Pro inhibici
vazby benzodiazepinového receptoru je zapotiebi relativné vysokych davek kofeinu. Dale mtize
potencionalné¢ zménit nukleotidovy metabolismus inhibici aktivity 5-nukleotidazy

a alkalické fosfatdzy nebo inhibici absorpce adenosinu, ovSem za stejnych podminek [20].
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3.5.1 Antagonismus adenosinovych receptori

receptorti. Adenosin je lokaln¢ uvolnény purin, ktery ptisobi na rizné receptory, které mohou
zvysit nebo snizit buné¢nou koncentraci cyklického adenosinmonofosfatu (CAMP). Kofein
selektivné blokuje adenosinové receptory a kompetitivné inhibuje u¢inek adenosinu, coz vede
K uvolnéni norepinefrinu, dopaminu a serotoninu v mozku, ke zvysSeni cirkulace
katecholamin®i, a hlavn¢ ke zvySeni bunééné aktivity [19]. Kofein obsazuje ptfedevsim
adenosinové receptory A1 a Aza. Adenosinové receptory Ai se nachazeji ve vSech Castech
mozku s nejvétsi koncentraci v hipokampu, v mozkové kiife, thalamickém jadie a receptory Aza

se nachazeji v oblastech mozku bohatych na dopamin [15].

3.5.2 Inhibice fosfodiesterazy

Kofein je Sirokospektralni inhibitor fady fosfodiesteraz, ale jde o pomérné slaby inhibitor,
ktery obecné vyzaduje koncentrace 0,1-1 mmol/l k dosazeni tohoto tc¢inku. Tyto koncentrace
se obvykle nevyskytuji v organismu pii normalnich davkovacich rezimech [20]. Blokada
enzymu fosfodiesterasy zptisobi zvySeni intracelularni koncentrace cAMP a blokaci
adenosinovych receptortt A1 i Az. Jelikoz je adenosin jeden z hlavnich inhibi¢nich
neurotransmiterd, jesté spole¢né s GABA, jeho blokéada zpisobi stimulaci CNS [19].

Kofein zpiisobuje zvySeni glykogenolyzy z divodu inhibice fosfodiesterazy, ktera
aktivuje dekompozici 3¢, 5°-cAMP, kterd zplisobuje zvySovani lipolyzy. Dale se uvoliuje

noradrenalin v centralni nervové soustavé a adrenalin z nadledvin [21].

3.5.3 Mobilizace intracelulirniho vapniku

Kofein miize mobilizovat Ca?* z intracelularnich iloznych mist v kosternim a srdeénim
svalu a nervové tkani. Uvolnéni Ca?* nastavé prostiednictvim ryanodin-senzitivniho kalciového
kanalu. K vyvolani tohoto ucinku je zapotiebi vysoké koncentrace kofeinu vétsi nez

1 mmol/l [20].

3.6  Ut&inky kofeinu na lidské zdravi
Kofein spole¢né s kahweolem, kafestolem, chlorogenovou kyselinou a nezbytnymi prvky
vcetné horciku, drasliku, niacinu a vitaminu E obsazené v kavové smési mohou ovlivnit lidské

zdravi [22].
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3.6.1 Priznivé ucinky kofeinu na lidsky organismus

Studie prokazaly ptiznivy vliv kofeinu na lidské zdravi se schopnosti zlepSeni nalady,
bd¢losti a vykonnosti, rychlosti zpracovani informaci, podvédomi, pozornosti a celkové
stimulace CNS [15]. Muze byt pouzit K uvolnéni bronchialnich hladkych svali pfi 1é¢bé
astmatu [23], apnoe u novorozencu [18], ale i jako stimulator diurézy a lipolyzy [24].
V soucasné dob¢ je jeho primarni pouziti v kombinaci s ergotaminem pro 1écbu migrénovych
bolesti hlavy [20].

NejrozsifenéjSim napojem spojenym s piijmem kofeinu je kava, ve které jsou obsazeny
dalsi latky, a to sacharidy, lipidy, vitaminy, dusikaté latky, mineraly, alkaloidy a fenolické
slouceniny. Mnohé studie prokazaly, ze spotfeba kavy snizuje rizika n¢kolika chronickych
onemocnéni. Déle jsou zahrnuty fyziologické ucinky, a to stimulace CNS, akutni zvySeni

krevniho tlaku, zvySena rychlost metabolismu a diuréza [22].

Prevence Diabetes mellitus I1. typu

Dlouhodobé pozivani kofeinu formou kavové smési snizuje riziko vzniku cukrovky
I1. typu neboli Diabetes mellitus 1l. typu, nebo alespon slouzi jako prostfedek prevence, nebot’
pomaha udrZet normalni glukézovou toleranci a zvySuje citlivost na inzulin, také diky hotciku,

ktery je obsazen v kave [22].

Prevence Parkinsonovy nemoci

Ptijem kofeinu sniZuje riziko vyskytu a symptoml neurodegenerativni Parkinsonovy
nemoci, kterd ma za nasledek Ubytek nervovych bunck produkujicich dopamin zajist'ujici
pfenos signall mezi nimi a ma tak za nasledek degeneraci dopaminergnich neurond

v mozku [22].

Prevence rakoviny
Kofein hraje pozitivni roli u mnoha typti rakoviny, zejména jako prevence rakoviny
ktze vyvolané slune¢nim zafenim, kde hlavnim mutagennim t¢inkem UV zafeni je poskozeni

DNA [15], ale i jako prevence rakoviny tlustého stieva a koneéniku [22].

Prijem Kkofeinu spojeny se ztratou hmotnosti
Kofein ma lipolytické a termogenni G¢inky a byl zkouman pro potencialni pouziti pfi

redukci télesné hmotnosti. V kombinaci s efedrinem kofein zpiisobuje u obéznich jedincii
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mirné, ale vyznamné ztraty t€lesné hmotnosti. Ztrata télesné hmotnosti byla také pozorovana

pti kombinaci efedrinu, kofeinu a aspirinu [20].

3.6.2 Nezadouci uc¢inky kofeinu na lidsky organismus

U zdravé dospélé populace neni mirnd konzumace kofeinu (400 mg/den) spojena
S nepfiznivymi ucinky na zdravi. Dokonce i konzumace kofeinu pod 300 mg/den nema
nepfiznivé GCinky na vysledek téhotenstvi [25]. Naopak pfi nadmérném pozivani se objevuji
ptiznaky nervozity, nespavosti, Uzkosti, bolesti hlavy, pocit nevolnosti az zvraceni, poruchy
srdeéniho rytmu a svalovy tfes, ale poskozeni organismu ptijmem kofeinu je
neprokazatelné [11]. Akutni letdlni davka u dospélych lidi byla odhadnuta az
na 10 g/osobu [19]. Po odtrzeni piijmu kofeinu se pouze jako abstinenéni pfiznak objevi bolest
hlavy, ktery zmizi opét po ptivodu kofeinu. Jiné abstinen¢ni piiznaky se nevyskytuji [11].
Pfi dlouhodobém pozivani kofeinu ve vysSich davkach vede k navyku oznacovany jako
kofeinismus [2].

Negativni ucinky spojené s pfijmem kofeinu je tfeba uvazovat nejen u dospé€lych, ale
i u déti, u kterych kofein také naruSuje spanek a zhorSuje jejich normalni vyvoj. Navic je kofein
soucasti mnoha cukrem slazenych napoju, které prispivaji ke zvySovani hmotnosti a zubnich
kazh [15]. Toxicita kofeinu u déti se projevuje rozrusenym chovanim, zavaznym zvracenim,

tachykardii a zvySenym vylu¢ovanim mo¢i [19].

Kardiovaskularni onemocnéni

Vysoky piijem kofeinu spolecné s biologicky aktivni slozkou derivati kyseliny
chlorogenové obsazené v kavé maji za nasledek zvySovani koncentrace aminokyseliny
homocysteinu v plazmé, ktera je spojena s rizikem vzniku kardiovaskularnich onemocnéni.

Konzumace kofeinu v davkach v rozmezi 200 az 250 mg, coz odpovida mnozstvi 2 az
3 Salkam kavy, zvySuje systolicky i diastolicky krevni tlak u normotenznich a hypertenznich
jedinct. VysSim pii{jmem kofeinu Vv podobé 5 a vice Salki kavy denné zvySuje riziko
koronarniho onemocnéni srdce a infarktu myokardu. T¢zka konzumace kofeinu v podobé vice
nez 10 salku kavy je spojena s rizikem nahlé srde¢ni zastavy u pacientl se zavaznym
onemocnénim koronarnich tepen. Dale mtze vzniknout riziko srde¢ni arytmie a mrtvice, ale
toto riziko nastdva spiSe u pacientii s hypertenzi. Diterpeny kafestol a kahwol piijimané

spole¢né s kofeinem formou nefiltrované kavy zvysuji aktivitu proteinu CETP transportujici
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estery cholesterolu z HDL, ktery ma za hlavni nasledek zvySovani hladiny celkového a LDL

cholesterolu [22].

Utinek kofeinu na travici ustroji

Kéva v nekterych piipadech drazdi zaludecni sliznici a stimuluje Zaludecni sekreci
podstatné silnéji nez Cisty kofein. Podrazdéni zaludku zplsobuji produkty prazeni, které 1ze
otekavat i v kavé bezkofeinové. Cerny &aj na rozdil od kavy neptisobi neptiznivé na zaludek,

protoze ¢ajové listy obsahuji tiisloviny, které zpomaluji resorpci kofeinu [21].

Vznik kostnich problémii a osteoporozy
Spotiebou kofeinu je zptisoben mirny pokles ucinnosti absorpce vapniku, a proto pii
vysoké spotfebé kofeinu nastava riziko ubytku kostni minerdlni hustoty, osteopordzy

a osteoporotické zlomeniny [22].

Mineralni nedostatky — zhorSena absorpce Zeleza a zinku

Polyfenoly obsazené v kavé vazou nehemové Zelezo a potlacuji tak jeho stfevni
vstiebavani, coz vede ke zhor$ené absorpci Zeleza. Podobné se d&je i u zinku, kde kavova smés
obsahuje chelatacni ¢inidlo fytat inhibujici biologickou dostupnost zinku a ma za nasledek jeho

nedostatek [22].

3.7 Analytické metody ke stanoveni kofeinu

Kofein ma velmi bézné pouziti a vyznamné ucinky v lidském organismu, a proto jsou pro
stale vzrustajici pocet vzorki nezbytné nové a perspektivni analytické metody zajist'ujici jeho
rychlé, citlivé a spolehlivé stanoveni Snejniz§i moznou casovou a ekonomickou
narocnosti [17].

Mezi moderni analytické separaéni metody pro stanoveni kofeinu patii vysokolc¢inna
kapalinova chromatografie (HPLC) [26-35], kapilarni elektroforéza (CE) [35-37], plynova
chromatografie (GC) [35, 38-40] a infrac¢ervena spektrometrie (IR) [41-45].

Kofein se z analytického hlediska stanovuje v rozli¢nych matricich, jako jsou riizné druhy
kavy [28, 30-32, 35, 37, 41], ¢aje [26, 27, 30, 32, 33, 36, 42], energetické napoje [32], potraviny
[30, 31] a Iékové formy [29, 36, 45].

Obsah kofeinu v bézn¢ dostupnych zelenych a cernych cajich se stanovuje spolecné

s dilezitymi cajovymi slozkami s antioxida¢nimi vlastnostmi, jedna se o katechiny [26]
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a fenolové kyseliny. Hlavni fenolovou kyselinou pozorovanou v ¢ajovych extraktech je
kyselina gallova. Obsah téchto cajovych slozek souvisi s kvalitou listi ¢aje a stupném
fermentace pfi vyrobnim procesu. Proto je velmi dilezité stanovit jednoduchou a zaroven
spolehlivou analytickou metodou pro konkrétni stanoveni obsahu téchto sloucenin v ¢ajovych

vzorcich [27].

3.7.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Jedna se o jednoduchou, rychlou, pfesnou a nejcastéji pouzivanou analytickou separacni
metodu pro identifikaci a kvantifikaci kofeinu [26, 27]. Pti chromatografické analyze se nejvice
vyuzivaji spektrofotometrické detektory pracujici v UV/VIS oblasti [27-30] a fluorescenéni
detektory [31, 32]. Pro stanoveni kofeinu v napojich se ve vétSin¢ piipadu vyuziva
vysokouéinné kapalinové chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC) [30, 31,
33], kde se pouzivaji nepolarni stacionarni faze, naptiklad oktadecylsilikagel (C18) nebo
oktylsilikagel (C8) a polarni mobilni faze, jako je vodny roztok acetonitrilu [26], methanolu
[29-31, 34] nebo ethanolu [30]. V nékterych piipadech je upraveno pH mobilni faze piidavkem
citrat-fosfatového pufru [33], kyseliny mravenci [26, 34] nebo kyseliny octové [30]. Metoda
RP-HPLC se take vyuziva pro stanoveni kofeinu Vv nékterych typickych nesteroidnich
30, 31], ¢aje [26, 27, 30, 33, 35], kakaa [31], ¢okolady [30] a 1ékt ve formé tablet [29] se pro
vetsi ucinnost piipravuji rozemletim, rozpusténim v rozpoustédle a piefiltrovanim a nésledné
se injekéné davkuji ptimo do systému [30].

Extrémné rychlé separace s vysokou ucinnosti poskytuje ultra vysokotc¢inna kapalinova
chromatografie (UHPLC), ktera vyuziva chromatografické kolony plnéné ¢asticemi mens$imi
nez 2 um. Pro vétsi efektivnost separace latek na koloné se dosahuje vysokych pracovnich tlakt

pohybujici se az do 110 MPa [34].

3.7.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je Uc¢innd analytickd separa¢ni metoda pro analyzu
nabitych molekul s vysokou ucinnosti, kratkym casem analyzy, nizkou spotiebou vzorku
a nizkymi provoznimi néklady. Aplikace této metody byla rozsifena o zavedeni elektroforetické
techniky nazyvanou micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) pro separaci
a kvantifikaci neutralnich molekul. Metoda umoziiuje separaci neutralnich molekul v kapildrni

elektroforéze na zakladé jejich hydrofobni a elektroforetické mobility mezi pseudostaciondrni
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a vodnou fazi. Kofein je neutralni hydrofobni molekulou a vyznamné tak interaguje s micelami.
Proces probiha bud’ za pouziti boratového pufru pii hodnoté pH 8,1, vyssi hodnoty zplisobuji
nerozpusténi, piipadné preménu kofeinu, nebo pii pH 11 za pouziti fosfatového pufru, u kterého
je lepsi ucinnost, rozliSovaci schopnost a citlivost. Dilezity je ptidavek fixni koncentrace
surfaktantu dodecylsulfatu sodného do pufru pro provadéni elektroforézy v koncentracich
dostatecnych k vytvofeni micel. Ma tak zasadni vliv na dobu migrace kofeinu s naslednym
rozdélenim do micel, s jeho absenci kofein migruje elektroosmotickym tokem a nerozpusti se
od jinych neutralnich sloucenin ve vzorku [36].

MEKC se pouziva pro analyzu kofeinu a jeho metaboliti v napojich, jako je kava [35,
37], ¢aj [36] a ve farmaceutickych tabletach [36]. K detekci se nejéastéji vyuziva
spektrofotometrickych detektord [37]. Tato metoda se také vyuziva pro stanoveni obsahu
kyselin vyskytujicich se v zelenych kdvovych zrnech, které se v pribéhu prazeni snizuji nebo
naopak zvySuji. Jedné se ptedevs§im o kyselinu jablecnou, citronovou, jantarovou, fosfore¢nou

a chinovou [35].

3.7.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je jednoducha a rychla metoda pro kvantitativni stanoveni
kofeinu [38] ve vybranych napojich [39], pfi které se vyuziva helia jako nosného plynu [39].
K detekci se nejcastéji pouziva alkalicky plamenovy ioniza¢ni detektor [39] nebo hmotnostni
spektrometr [40].

Spojenim plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) vznika
snadngjsi varianta pro stanoveni kofeinu v nealkoholickych napojich [40], ale take pro analyzu
obsahu kofeinu a kyselin v kavovych extraktech [35]. Vzorek kavy pro analyzu je CiStén
metodou extrakce v pevné fazi s ethylacetatem, acetonem a methanolem jakozto s moznymi

v

elu¢nimi roztoky, nejucinngjsi je vSak methanol [35].

3.7.4 Infracervena spektroskopie

Mezi spektroskopické metody pro stanoveni kofeinu ve vzorcich kavy [41], Cernych
Caju [42], nealkoholickych napoju [43, 44] a farmaceutickych vyrobkd, jako jsou napiiklad
kyselina acetylsalicylov4, paracetamol a propyfenazon [45] patii jednoducha, rychla
a selektivni infraCervena spektroskopie s Fourierovou transformaci, kterd je zalozena
na absorpci infraderveného zafeni Vrozsahu vlnovych &isel 1800-1300 cm™ p#i priichodu
analyzovanym vzorkem. Tato metoda nevyzaduje predbézné slozité ptipravy vzorkl kavy
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a listi cerného caje, jedna se pouze o extrakci vzorku chloroformem s malym ptidavkem
amoniaku a nasledné davkovani takto pfipraveného vzorku do systému [42]. Vzorky
farmaceutickych piipravki se pfipravuji rozdrcenim a pfidanim praSkového KBr. Nésledné se
pro takto pfipravenou smés vyuziva reflektanéni techniky, oznacované jako difuzni reflektance,
kterd je vhodna pro rutinni analyzu praSkovych vzorku [45]. Pro detekci je vyuzivano

pyroelektrického detektoru DTGS (deuterovany triglycinsulfat) [41-43, 45].
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4 Methylfenidat

Methylfenidat (Obrdzek 3) je rovnéz organicka molekula slozena ze ¢tyt zakladnich prvki
(C14H19NO:>). Je znamy jak pod komerénim nazvem Ritalin®, tak i pod chemickym nazvem
methylester kyseliny a-fenyl-2-piperidinoctové [46]. Jedna se 0 syntetické analeptikum patici
do hlavni skupiny amfetamind spole¢né s amfetaminem a metamfetaminem [3]. Po¢atek ma
v Severni Americe a je Siroce pouzivan od 60. let 20. stoleti k 1é¢b¢ déti trpici poruchou

pozornosti s hyperaktivitou, oznacované také pod zkratkou ADHD [47].

Obrazek 3: Struktura methylfenidatu [46]

4.1 Vlastnosti methylfenidatu

Molekula methylfenidatu ma dvé chiralni centra [47]. Jedna se o racemickou smés
skladajici se zd-threo a I-threo enantiomerti v stejném poméru, ovSem farmakologicky
u¢inngjsi je d-threo izomer. Lécivou slozkou pro terapii ADHD je d-threo-methylfenidat-
hydrochlorid (MPH) [48]. Nachazi se ve formé bilého jemného krystalického prasku bez
zapachu. Teplota tani MPH je 224-226 °C. Je dobfe rozpustny Vv nékolika rozpoustédlech,
nejvice vSak ve vodé, kyseliné chlorovodikové, methanolu, ethanolu, acetonitrilu

a chloroformu. Méné v n-hexanu, ethylacetatu a etheru [49].
4.2 Zdroje methylfenidatu

Methylfenidat se ziskava synteticky, v literatufe miizeme najit nékolik moznych zptisobt

ptipravy [49, 50, 51].
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4.3 Farmakokinetika methylfenidatu

Vstiebavani methylfenidatu je Gplné a rychlé s dobou trvani tcinku od 1 do 4 hodin,
nebot’ se dobfe absorbuje z gastrointestinalniho traktu a snadno prochézi do mozku pies
hematoencefalickou bariéru. Maximalnich koncentraci 1éku v krvi se po peroralnim podani

methylfenidatu dosahne piiblizné za 2 hodiny [47].

4.4 Metabolismus methylfenidatu
Metabolismus methylfenidatu probiha v jatrech, kde pfevladajici metabolickou cestou je

hydrolyza esterové skupiny za vzniku kyseliny ritalinové (Obrdzek 4) [47].

H —_— H
N OCH N OH
O
methylfenidat kyselina ritalinova
70-75 %

Obrazek 4: Metabolismus methylfenidatu v jatrech za vzniku kyseliny ritalinové [47]

Dale je moZné zpozorovat zanedbatelné mnozstvi hydroxylovanych metabolitl, kterych
je pritomno mén¢ nez 2 %. Tyto slouceniny se poté vylouci ve formé esterd, volnych kyselin
akonjugati. Zadny ztéchto metaboliti methylfeniditu vyznamné nepfispiva k jeho

farmakologické aktivite [47].

4.5 Mechanismus u¢inku methylfenidatu

Methylfenidat mizeme oznacit nepfimym antagonistou, nebot’ pifimo nestimuluje, ale
spi$e usnadniuje puisobeni katecholaminii, zejména dopaminu a noradrenalinu. Tohoto procesu
muzeme dosdhnout nasledujicimi mechanismy Gc¢inku [52].

Hlavnim mechanismem ucinku methylfenidatu je blokace zpétného vychytavani

dopaminu a noradrenalinu na presynaptickych neuronech, ¢imz se hromadi jejich koncentrace
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Vv synaptické $térbin¢ a ma tak za nasledek zvySeni bdélosti [47]. Dale se jedna o blokaci

katabolické aktivity monoaminooxidazy [52].

4.6 U&inky methylfenidatu na lidské zdravi
Methylfenidat formou 1é¢iva navozuje pocity pohody a euforie, kterymi je ale velmi
Casto zneuzivan a vede tak K riziku vzniku toxické psychozy [53]. Je podavan formou tablet,

kde jedna tableta obsahuje 10 mg aktivni slozky methylfenidat-hydrochloridu [54].

Porucha pozornosti s hyperaktivitou
Methylfenidat je indikovan pro hyperaktivitu s poruchou pozornosti u déti starsich 6 let,
trpici syndromem poruchy chovani s ptiznaky zahrnujici t€kavost, vznétlivost, emo¢ni labilitu

a nezpusobilost udrzet pozornost s narusenou schopnosti uceni [54].

Narkolepsie
Dale mize pozitivné ovliviiovat piiznaky narkolepsie, coz je chronickd neurologicka
porucha, kterd je charakteristickd nadmérnou spavosti, projevujici se nahlymi a kratkymi

zachvaty spanku béhem dne [54].

4.6.1 Nezadouci ucinky methylfenidatu na lidsky organismus

Mezi nezadouci Gcinky, které se mohou vyskytovat béhem uzivani Ritalinu®, patii
vyrazné zmény nélad az psychotické poruchy vcéetn¢ halucinaci a bludi, dale buseni srdce
a dusnost. Také se velmi Casto objevuji poruchy metabolismu a vyzivy se snizenou chuti K jidlu.
Po dlouhodobém uzivani se mohou u déti vyskytnout negativni ucinky na jejich rist a vyvoj.
Dale bolest hlavy, bolest zubi a suchost vustech. [54]. Také zvySuje vyluCovani

adrenalinu [53].

Kardiovaskularni systém

Methylfenidat zvySuje krevni tlak a rychlost dychani [53], proto je velmi dulezité provést
zékladni vySetfeni kardiovaskularniho systému vcetné vyhodnoceni srdecni akce pred
pfedepsanim Ritalinu®, nebot’ tento 1€k nesmi byt podavan se soucasnym kardiovaskularnim

onemocnénim, véetné hypertenze, arytmie, anginy pectoris a infarktu myokardu [54].
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Psychické poruchy

Uzivani methylfenidatu zptisobuje psychické poruchy, mezi které patii vyrazné zmény
nalady nebo osobnosti zahrnujici deprese, uzkost, nervozita, napéti a nespavost. V nékterych
pfipadech dochédzi k porucham chovani a mysleni, vcetné¢ sebevrazednych myslenek,

az K rozvoji agresivniho a nepiatelského chovani [54].

Gastrointestinalni poruchy
Se zacinajici 1éEbou methylfenidatem nastavaji travici obtize zahrnujici bolest bficha,

zalude¢ni obtize, zvraceni a prijjem [54].

4.7 Analytické metody ke stanoveni methylfenidatu

Methylfenidat se z analytického hlediska stanovuje pomoci analytickych metod zejména
Vv biologickych matricich, jako je krev [49], lidska plazma [49, 55-57], mo¢ [49, 56], ustni
tekutina [56] a pot [56], ale i v tabletové formulaci [49].

Mezi moderni analytické separaéni metody pro stanoveni methylfenidatu patii
vysokouéinna kapalinova chromatografie [49, 55], spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS) [56, 57], plynova chromatografie [49, 58], spojeni
plynové chromatografie shmotnostni spektrometrii [49, 58] a kapilarni elektroforéza

s hmotnostni spektrometrii [59, 60].

4.7.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je jednoduchd, rychlé a citlivda metoda pro
méfeni methylfenidatu v lidské plazmé. Casto je vyuZzivano metody vysokoué¢inné kapalinové
chromatografie v systému s obracenymi fazemi [55]. Pro detekci se nejCasteji vyuziva
spekrofotometrickych detektor [49, 55]. Jako wvnitini standard se nejcastéji pouziva
ethylfenidat [55] nebo 4,5-difenylimidazol [49]. Mezi nejcastéji pouzivané mobilni faze patii
smés acetonitrilu, triethylaminu a kyseliny fosfore¢né [55] nebo fosfatovy pufr s acetonitrilem

[49]. Stanoveni probiha pii laboratorni teploté [55], poptipad¢ pii 40 °C [49].

4.7.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Kapalinova chromatografie v systému s obracenymi fazemi ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem byla vyuzita pro stanoveni methylfenidatu a jeho
hlavniho metabolitu kyseliny ritalinové. Stanoveni bylo provedeno v ruznych biologickych
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matricich, zejména v plazmé, moci, uUstni tekutiné a potu S jednoduchou ptipravou vzorku
akratkou dobou analyzy. Pii této metodé¢ se nejCastéji  pouzivda  3,4-
methylendioxypropylamfetaminu jako vnitini standard a smés octanu amonného a acetonitrilu
jako mobilni faze [56].

Dale je v literatufe popsana [57] metoda rychlé enantioselektivni Kapalinové
chromatografie standemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) pro stanoveni
enantiomert methylfenidatu. Stanoveni probihd v lidské plazmé. Pro detekci se pouziva
hmotnostni  spektrometr s trojitym kvadrupdlem ve spojeni s chemickou ionizaci
za atmosférického tlaku probihajici pfi teploté 400 °C. Jako mobilni faze byla pouzita smés
methanolu a vody obsahujici trifluoroacetat amonny. Pro zlepSeni u¢innosti zpracovani vzork

se vyuziva metody extrakce kapalina-kapalina [57].

4.7.3 Plynova chromatografie

Pro analyzu 1é¢ivé latky v krvi akrevni plazmé, dale pro identifikaci 1éku v moci
a Vv tabletové formulaci ve vzorcich hydrochlorid-methylfeniddtu se pouzivd plynové
chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem. Pfi této metodé se pouziva dusik jako

nosny plyn [49]. Déle jsou popsany metody s detekei elektronového zachytu [58].

4.7.4 Plynova chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

Hydrochlorid methylfenidatu a jeho degradac¢ni slouceniny byly stanoveny ve vzorcich
krve a moc¢i pomoci GC-MS Vv rezimu snimani vybranych iontti. Jako nosny plyn bylo vyuzito
helium a jako vnitini standard ethylfenidat [49]. Metoda vyuziva ethylfenidat jako vnitini
standard. Extrakce vzorku se provadi smési benzenu a hexanu, po odpafeni se vzorek
derivatizuje pfidanim anhydridu kyseliny trifluoroctové a poté je vzorek davkovan do systému

pro naslednou analyzu [58].

4.7.5 Kapilarni elektroforéza s hmotnostni spektrometrii

Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii bylo vyuzito pro stanoveni
methylfenidatu v lidské moci [59, 60]. Tato metoda ma vysokou separacni u€innost, kratky cas
analyzy a nizkou spotfebu vzorku. Vzorky pro analyzu byly pfipravené extrakci kapalina-

kapalina a nasledné nadavkovany do systému [59].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Pristroje a chemikalie

5.1.1 Pristroje

digitalni analytické vahy (Sartorius, Usti nad Labem)

rychlovarné konvice

kapalinovy chromatograf LC-30AD slozeny z degaseru DGU-20 As, ¢erpadel LC-30AD,
UV/VIS detektoru SPD-20A (vSe Shimadzu, Kyoto, Japonsko) s davkovacim systémem
s vnéj§i davkovaci smyckou 2 ul (Valcovici, Schenkon, Svycarsko) a termostatem kolon
LCO 102 (Ecom, Ceské Meziiiéi, CR)

kolona Ascentis Express C18 (100 x 2,1 mm; 2,7 um) (Supelco, USA)

5.1.2 Chemikalie

deionizovana voda (Mili-Q, Merck, Némecko)
methanol (Sigma Aldrich, USA)

kofein (Zdravotnické zasobovani, Praha)

5.1.3 Pomiicky

laboratorni sklo (kddinky, odmérné valce, ty€inky, odmérné banky, filtraéni nalevka)
hmozdif

mikropipety

vazenka

plastova 1zicka

skladané filtracni papiry

injeként stiikacky, 2 ml

stiikackové hydrofobni filtry PTFE, 0,45 um

vialky
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5.1.4 Vzorky ¢erného a zeleného caje
K analytickému stanoveni obsahu kofeinu v ¢erném a zeleném ¢aji pomoci kapalinové
chromatografie v systému s obracenymi fazemi bylo pouzito 8 vzorkd, z toho 4 vzorky ¢erného

Caje a 4 vzorky zeleného ¢aje (tabulka 2).

Tabulka 2: Vzorky ¢erného a zeleného caje

Druh Znacka Nazev
Lord Nelson Cerny ¢&aj s lesnimi plody C1
y Jemca Pigi ¢aj C2
Cerné caje i
Ahmad Tea English Breakfast C3
Pickwick Ranni ¢aj C4
Sir Winston Tea Zeleny ¢aj Z1
Jemca Pravy zeleny ¢aj Z2
Zelené Caje i i
Oxalis® China Sencha — ¢insky sypany pravy zeleny ¢aj | Z3
Oxalis® Joongjak — korejsky sypany pravy zeleny Caj Z4

5.2 Priprava roztoki

5.2.1 Priprava standardniho roztoku kofeinu

Navazenim 10 mg kofeinu, ktery byl pteveden do 10 ml odmérné baniky a doplnén po
rysku 20 % methanolem, byl piipraven zasobni roztok kofeinu o koncentraci 1 mg/ml.
Naslednym ztedénim zasobniho roztoku byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentraci 0,02;

0,04; 0,06; 0,08; 0,1; 0,12; 0,14 a 0,16 mg/ml, které byly proméfeny.

5.2.2 Priprava vzorku zeleného a ¢erného ¢aje

Vzorky byly pfipraveny rozmélnénim a odvazenim 1 g smési jednotlivych ¢aji na
analytickych vahach s pfesnosti na ¢tyfi desetinna mista. Odvazena smés byla v kadince zalita
vodou o objemu 200 ml vyhtatou na 80 °C a extrahovana po dobu 4 minut. Nasledn¢ byla takto
ptipravena sm¢s piefiltrovana pies skladany filtr a poté jesté pres stiikackovy PTFE filtr. Po

vychladnuti byl takto ptipraveny vzorek naddvkovan piimo do systému.
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5.3 Podminky stanoveni kofeinu metodou HPLC

Kofein byl stanovovan ve vzorcich ¢erného a zeleného cCaje pomoci kapalinové
chromatografie v systému s obracenymi fazemi. Mobilni fazi byla smés methanol-voda
S nastavenym prutokem 0,5 ml/min. Separace probihala na chromatografické koloné¢ Ascentis
Express C18 pii teploté 40 °C. Pro detekci bylo vyuzito spektrofotometrického detektoru pii
vinové délce 273 nm, ktera odpovida absorpénimu maximu kofeinu. Optimalizovany gradient
pro separaci kofeinu byl 0 minut — 10 %; 5 minut — 20 %; 7 minut — 80 %. Davkované mnozstvi

vzorkt bylo 2 pl.
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6 Vysledky a diskuze

Nejprve byla provedena optimalizace separac¢nich podminek s cilem oddélit kofein od
ostatnich latek obsazenych v zeleném a Cerném caji v co nejkratSim Case. Optimalizované
separace vzorkl Cerného Caje C1 a zeleného ¢aje Z1 jsou uvedené na obrazcich 5 a 6. Retencni
¢as kofeinu pfi optimalizované chromatografické separaci byl 3,8 minut. Jednotlivé vzorky byly

promé&feny celkem dvakrat.

350 -

300

Napéti [mV]

250

200

150

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Cas [min]

Obrazek 5: Chromatogram separace kofeinu ve vzorku C1 ¢erného Caje
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Obrdazek 6: Chromatogram separace kofeinu ve vzorku Z1 zeleného ¢aje

Stanoveni obsahu kofeinu ve vybranych vzorcich ¢erného a zeleného ¢aje bylo zjisténo
pomoci metody kalibraéni kiivky. Kalibraéni kiivka (Obrdzek 7), ktera je vyjadiena jako
zavislost plochy piku na koncentraci kofeinu je spolu s rovnici regrese uvedena na obrdzku 7.
Z hodnoty koeficientu determinace (R? = 0,9998) je patrna vysoka linearita kalibra¢ni
zavislosti. Pfi testovani vyznamnosti absolutniho ¢lenu byla prokazana jeho nevyznamnost
(p = 0,715) na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. Na zaklad¢ kalibrac¢ni zavislosti byl vypocitan

obsah kofeinu v jednotlivych vzorcich zeleného a cerného ¢aje (Tabulka 3).
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Obrazek 7: Kalibraéni piimka pro stanoveni obsahu kofeinu
Tabulka 3: Obsah kofeinu ve vzorcich ¢erné¢ho a zelené¢ho Caje
Vzorek | Plocha [mV.s] | Koncentrace [mg/l] | Obsah kofeinu [mg/200 ml]
C1 1524,18 100,00 20,00
C2 1311,64 86,08 17,22
C3 2233,21 146,46 29,29
C4 1746,64 114,58 22,92
Z1 1460,46 95,83 19,17
Z2 1682,97 110,41 22,08
Z3 1455,05 95,47 19,09
Z4 2004,24 131,46 26,29

Provedenou analyzou bylo zjisténo odlisné mnozstvi kofeinu obsazeného v jednotlivych
vzorcich. Nejvice kofeinu ¢erného ¢aje bylo zjisténo ve vzorku C3 (29,29 mg/200 ml), naopak
nejméné obsahoval vzorek C2 (17,22 mg/200 ml). Analyzované vzorky zeleného caje

obsahovaly podobné¢ hodnoty,

(26,29 mg/200 ml).
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Znacna variabilita obsahu kofeinu v ¢erném a zeleném caji zalezi na druhu rostliny,
podminkach rlstu ¢i zivotnim prostiedi, ale také na jeho zptisobu pfipravy a dobé louhovani.
Také zalezi na typu Caje, zda je sypany nebo sackovy. V sackovém jsou cajové listky hodné
rozdrceny a uvolni se tak vice kofeinu. Naopak sypané Caje obsahuji vétsi listky ¢ajovniku,
a proto je dobr¢ je pted analyzou nejprve rozmélnit pro vétsi ucinnost. Dle uvadéné literatury
nejveétsi podil kofeinu obsahuje ¢aj yerba maté (78 mg/240 ml) v porovnani s Cernym Cajem
(55 mg/240 ml) a se zelenym Cajem (35 mg/240 ml) [15]. Podil kofeinu je ovliviiovan ¢erstvosti
listk ¢ajovniku ptipravovaného cCaje, Cerstvé listky obsahuji vice kofeinu na rozdil od listkt

starSich [61].
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1 Zavér

Byla vypracovana resSerse zabyvajici se centralnimi analeptiky s konkrétnim zaméfenim
na kofein a methylfenidat. Tato skupina 1é¢iv pisobi stimula¢né na kardiovaskularni a dechové
centrum a Vv soucasné mediciné ma téméi zanedbatelny vyznam a pouzivaji se spiSe pro
experimentalni pokusy.

Znacna cast bakalaiské prace byla vénovana pozitivnim i negativni €inklim kofeinu
a methylfenidatu na organismus. Bylo zjisténo, ze kofein prokazuje ptiznivy vliv na lidsky
organismus se schopnosti do¢asné zlepseni nalady, pozornosti a potladeni unavy. Nejcast&ji
kofein pfijimame formou kévy, ¢aje, energetickych napoji, ale také formou cokolady a dopliki
stravy. Dlouhodobé uzivani kofeinu snizuje rizika vyskytu né€kolika onemocnéni, zejména
Parkinsonovy nemoci, cukrovky II. typu, rakoviny, ale i pfijem kofeinu miize napoméhat pii
redukci télesné hmotnosti. OvSem pii vysokych davkach kazdodenniho piijmu kofeinu
(nad 400 mg/den) se objevuji ptiznaky nervozity, Gzkosti, nespavosti a nevolnosti a hrozi riziko
vzniku koronarniho onemocnéni srdce a infarktu myokardu. Déle se mize zvysit riziko vzniku
kostnich problémi, osteoporézy a mineralnich nedostatki. U plisobeni methylfenidatu na
lidsky organismus bylo zji§téno, Ze navozuje pocity pohody a euforie a z tohoto diivodu je velmi
¢asto zneuzivan toxikomany. Methylfenidat je znamy pod komerénim nazvem jako Ritalin®
a pouziva se hlavné pii 1é¢bé ADHD u déti starSich 6 let, ale mize pozitivné ovliviiovat
| pfiznaky narkolepsie. Methylfenidat ma fadu nezadoucich G¢inkt zahrnujici psychotické
poruchy, halucinace, poruchy metabolismu a vyzivy, diale muize negativné ovliviiovat
gastrointestinalni systém. Dale bylo popsano vyuzivani modernich analytickych metod pro
stanoveni kofeinu a methylfenidatu. Bylo zji$téno, ze obé latky se daji stanovit pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie, plynové chromatografie a pomoci kapalinové
elektroforézy. Kofein 1ze navic stanovit pomoci infracervené spektroskopie.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace se zabyva stanovenim obsahu kofeinu v ¢erném
a zeleném ¢aji pomoci kapalinové chromatografie v systému s obracenymi fazemi, nebot’ je to
jedna z nejcastéji pouzivanych metod analytické chemie. Méfenim bylo zjisténo, Ze vybrané
vzorky Cernych a zelenych Caji neprokazovaly znacné rozdily v obsahu kofeinu. Variabilita
obsahu kofeinu zaleZi na druhu rostliny, zpiisobu ptipravy a dobé louhovani ¢aje. Rozdilny
obsah kofeinu je také ovliviiovan rozmé€lnénosti ¢ajovych listkt at’ uz ve forme sackového ¢i

sypaného Caje.
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Priloha 2: Chromatogram separace kofeinu ve vzorku ¢erného ¢aje C3
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Piiloha 4: Chromatogram separace kofeinu ve vzorku zeleného ¢aje Z2
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Piiloha 6: Chromatogram separace kofeinu ve vzorku zeleného Caje Z4

50




