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ANOTACE

Préce je zaméfena na stanoveni theobrominu a theofylinu na elektrodach uhlikového typu.
Teoreticka ¢ast zahrnuje popis alkaloidi a jejich déleni, dale vlastnosti, vyuziti a vyznam
theobrominu a theofylinu. Jako dalsi nasleduje kapitola o ¢okoladé, ktera je hlavnim
zdrojem téchto dvou alkaloidii, a na zavér je zminéno nékolik metod, pomoci kterych je
lze stanovit ve vzorcich potravinaiského, biologického nebo farmaceutického typu.
Experimentalni C¢ast obsahuje pfipravu potiebnych roztokli, pracovnich -elektrod,
pouzitych metod a zafizeni. V ¢asti vysledky a diskuse je kromé¢ uvodnich experimentt
uvedena optimalizace metody pro stanoveni obou alkaloidi s naslednym ovéfenim

spolehlivosti metody pomoci analyz modelovych a redlnych vzorkd.

KLICOVA SLOVA
theobromin, theofylin, alkaloidy, voltametrie, kakaové boby, ¢okolada, xanthiny,

purinové¢ alkaloidy



TITLE
Electrochemical determination of Theobromine and Theophylline at Carbon Based

Elecrodes

ANNOTATION

This work is focused on determination of theobromine and theophylline on carbon based
electrodes. The theoretical part contains description of alkaloids and their distribution, as
well as the properties, use and importance of theobromine and theophylline. Furthermore,
there is a chapter about chocolate which is the main source of these two alkaloids, and
finally there are several methods which can be used determination in food, biological or
pharmaceutical samples. The experimental part contains preparation of necessary
solutions, working electrodes and used methods and devices. In the results and discussion
section, besides the initial experiments, the optimization of the method for the
determination of both alkaloids with the subsequent verification of the method reliability

by the analysis of model and real samples is presented.

KEYWORDS
Theobromine, Theophylline, alkaloids, Voltammetry, Cocoa beans, Chocolate,

Xanthines, purine alkaloids
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1. UVOD

Tato prace se zabyva stanovenim theobrominu a theofylinu na elektrodach uhlikového typu.
V teoretické ¢asti jsou pfiblizeny alkaloidy, zejména jejich vlastnosti a déleni. Z nich byly vybrany
purinov¢ alkaloidy, kam fadime theobromin a theofylin. Byly popsany jejich fyzikaln¢ — chemické
vlastnosti, syntéza, vyuziti a vyznam. Theobromin a theofylin jsou hlavnimi alkaloidy kakaa,
0 kterém je i jedna z nasledujicich kapitol. Na zavér této ¢asti byly uvedeny metody, pomoci
kterych lze tyto alkaloidy stanovit. Nejcastéji zvolenou metodou je vysoce u¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) a méné¢ Casta jsou pak voltametricka méteni, ktera jsou pravé predmétem

této prace.

Experimentalni ¢ast zahrnuje pfipravu jednotlivych roztokl, jako jsou standardni roztoky
theofylinu a theobrominu a zasobni roztoky zéakladnich elektrolytd. Dale byla popsana ptiprava
pracovnich elektrod a obnova jejich povrchu pifed danym méfenim. Byly zminény piistroje
a zatizeni pouzité pro méteni. Posledni kapitola vysledky a diskuse obsahuje stanoveni optimalnich
podminek méfeni a jejich nasledné ovéreni na modelovych a redlnych vzorcich. Redlné vzorky

cokolady a kakaového prasku byly upraveny vhodné zvolenou extrakci a nasledné zméteny.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 ALKALOIDY

Alkaloidy jsou dusikaté bazické slouceniny predstavujici rozmanitou skupinu latek, kde jednotlivi
zastupci maji fadu rozdilnych vlastnosti a biologickych t¢inkd. V soucasné dobé je jich znamo jiz
pres 10 000. Vétsina z nich nalezi k rostlinnym alkaloidiim, které jsou obsazeny v semenech,
listech, kotenech, kiife aj., vyskytuji se v nékterych houbach a bakteriich a vzacné 1 u Zivo¢ichti
predevdim u obojzivelniki. Rada alkaloidi je pfitomna Vv jedovatych rostlinich (amanitin
V houbach, akonitin v byliné oméj Salamounek). Vyznamnym zdrojem jsou nékteré 1é¢ivé rostliny
(kostival, rutndk, podbé¢l, devétsil, feSetldk) a picniny (bobovité, hvézdnicovité). Zakladni
rozdéleni alkaloidd, podle struktury, je uvedeno v tabulce 1. Mén¢ nebezpecné alkaloidy chinin
a kofein mohou byt pouzity k aromatizaci potravin. Vyznacuji se ¢asto hotkou chuti, palivym
ucinkem nebo Stiplavou vini. V ptirodé n€kdy ptsobi jako ochrana pred hmyzem. Pfedpoklada se,
ze ucelem akumulace purinovych alkaloidii je ochrana pfed poSkozenim mladych listd, kvéta
a plodu skudci [1,2]. Bézné je vyraz alkaloid chapan jako jedovata latka, ale biologicky ucinek
téchto latek se znacné 1i8i a zavisi také na davce nebo délce jejich prijmu. Nejcastéji se vyskytuji
jako smési latek piibuzné struktury, a to jako volné latky, N-oxidy, soli karboxylovych kyselin,
jejich estery nebo amidy, nékteré se vyskytuji jako glykosidy. Neékteré jsou povazovany
za produkty detoxikace, regulatory ristu, rezervni formy dusiku [3]. Rada alkaloidt a piibuznych
slouCenin se tvoii béhem termického zpracovani potravin. Napt. z tryptofanu pii Maillardové
reakci vznika fada indolovych alkaloidi jako jsou beta-karbolin a jeho derivaty (norharman,
harman a vy$$i homology), z derivata chinolinu, chinoxalinu a dal$ich biologicky aktivnich

dusikatych heterocyklickych sloucenin [3, 4, 5].
Alkaloidy délime na 3 hlavni zakladni skupiny:

e pravé alkaloidy — jsou heterocyklické dusikaté baze odvozené od aminokyselin. Maji $iroké
spektrum fyziologickych ucinki a ve vysokych davkach jsou toxické pro ¢lovéka i jiné
zivocCichy. Pravym alkaloidem s pyridinovym kruhem je napf. alkaloid nikotin a fada dalSich
alkaloidii tabaku. Od piperidinu je dale odvozen alkaloid pepfe piperin, od pyrrolizidinu
alkaloidy fady 1éCivych rostlin zvané neciny, od chinolizidinu alkaloidy lupiny, od chinolinu

chinin z kury chinovniku, morfin, kodein a dalsi alkaloidy z opia.
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e pseudoalkaloidy — jsou heterocyklické dusikaté baze, ale jejich prekurzory jsou terpenoidy
nebo puriny. Patéi k nim alkaloidy kavy, ¢aje a kakaa (purinové alkaloidy jako kofein,
theobromin ¢i theofylin), ale také glykoalkaloidy (solanin a chakonin z brambor, tomatin
Z rajcat, rutin z ¢erného bezu, ¢aje a pohanky). Potravinaisky vyznamné pseudoalkaloidy jsou
odvozeny od purinu nebo jsou steroidnimi slou¢eninami, které obsahuji v molekule dusik.

e protoalkaloidy —jsou bazické aminy odvozené od aminokyselin, ale dusik neni soucasti

aromatického systému, napf. kapsaicin vyskytujicich se v palivych paprikach [3, 4].

Tabulka 1: Prehled vyznamnych alkaloida [3]

Déleni podle Funk¢éni skupiny Prekurzory Piiklady
zakladniho skeletu
Pravé alkaloidy
pyridinové, piperidinové, | Lys, Arg, Orn, alkaloidy tabaku nikotin, nornikotin,
pyrrolidinové alk. nikotinova kyselina anatabin, anabisin
Lys, Phe alkaloidy pepie piperin
pyrrolizidinové alk. Arg, lle, Leu, Orn, alkaloidy star¢eku | senecionin
Val, Thr lupamin, lupinin
chinolizidinové, Lys Trp, mevalonova | alkaloidy lupiny chinin, chinidin
chinolinové¢ alk. Kys. alk. chinovniku
Protoalkaloidy
Kapsaicinoidy Leu, Phe, Val, maloyl | alkaloidy papriky | kapsaicin
(vanillylamidy) Co-A
Pseudoalkaloidy
purinov¢ alkaloidy puriny alkaloidy kavy, kofein, theobromin,
Caje, kakaa theofylin
steroidni (terpenoidni) mevalonova kyselina | glykoalkaloidy solanin, tomatin
glykoalkaloidy brambor, rajcat

Mezi dalsi vyznamné skupiny tykajici se, svou strukturou, této prace patii xantinové

a purinové alkaloidy (viz. nize).
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Xanthiny a methylxanthiny

Xanthin (3,7-diydro-1H-purin-2,6-dion) (Obrazek 1) patii do skupiny purinu a ma se za to, Ze ma
rozhodujici biologicky vyznam, protoze hraje vyznamnou ulohu jako meziprodukt pii degradaci
adeninu a guaninu na kyselinu mocovou. Xanthin je ve vodé mirn¢ rozpustny. Xanthiny jsou
purinové baze, o nichZ je znamo, ze pusobi jako antidepresiva, antiterapeuticka a antihyperuricidni
¢inidla. Jednim =z derivati xanthinu jsou kofein a theofylin, ktefi se nachazeji v fadé
farmaceutickych piipravki a 1éCiv, protoze maji vlastnosti jako jsou stimulace centralniho
nervového systém, indukuji sekreci zaludeénich §tav a pusobi jako diuretikum. Kromé toho jsou
tyto slouceniny povazovany za rizikové faktory astmatu, selhani ledvin a kardiovaskularnich

onemocnéni [6, 7, 8, 9,10].

O
I -
HN
O/(NIN/>
H

Obrazek 1: Strukturni vzorec xanthinu

N-methylderivaty xanthinu zahrnujici theofylin, theobromin a kofein jsou alkaloidy, které jsou
Siroce distribuovany v rostlinnych produktech a népojich. Tyto slouceniny se pfirozené vyskytuji
Vv potravinaiskych vyrobcich, jako jsou ¢aj, kava a kakaové boby, pficemZ theobromin a kofein
patii k vyznamnym xanthinim v ¢okoladg¢, a to nejen z pohledu obsahu, ale podileji se i na chuti
cokolady. Methylxanthiny jsou stabilni slouceniny a s vyjimkou reakci pti fermentaci ¢ajovych
listi a kakaovych bobt k dal§im reakcim béhem technologického zpracovani surovin a skladovani

prakticky nedochazi [2, 3, 8, 11, 12, 13].
Purinové alkaloidy

Purin, 7H — imidazo[45-d] pyrimidin, je bicyklickd molekula slozena z kondenzovanych
heterocyklli imidazolu a pyrimidinu. (Obrazek 2) Derivaty purinu obsahujici kyslik jsou Casto

zastoupeny Vv izomerni formé laktamu; stejné jako u xanthinu [14].
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Obrazek 2: Strukturni vzorec purinu

Alkaloidy odvozené od purinu jsou nejrozsifenéjsimi alkaloidy v potravinach. Purin je produkt
oxidace xanthinu a jeho derivaty jsou velmi rozpustné ve vodé [3]. Puriny obsahujici hydroxylové
skupiny vykazuji Spatnou rozpustnost ve vod¢ a organickych rozpoustédlech, zatimco aminopuriny
jsou pomérné rozpustné. S vyjimkou kyseliny moc¢ové jsou slouc¢eniny amfoterni, ¢imz se ziskavaji
ve vodé rozpustné soli s kyselinami i bazemi. Kysely charakter purinovych derivati se zvysuje
s po¢tem hydroxylovych skupin v molekule. Body tani purinti jsou pomérné vysoké a jsou uvedeny

v tabulce 2.

Tabulka 2: Teploty tani vybranych purint [14]

Nazev Bod tani (°C)
Purine 217
Adenine 360-365
Guanine 365
Xanthine -

Kyselina mocova -
Theobromin 351
Theofylin 269-272

Rozdily v strukturdch mezi témito slou¢eninami spocivaji v tom, ze — NH skupina v molekulach
theobrominu a theofylinu je v kofeinu nahrazena skupinou N-CHs, kde theobromin je izomer
theofylinu [2, 12, 13]. Nejcastéji se stanovuji v potravinaiskych vyrobcich, biologickych
tekutinach nebo pii kontrole jakosti bezkofeinovych napoji a cokolady, stejn¢ jako ve vyrobnich

procesech a ve farmaceutickém primyslu [13].

Z hlediska fyziologickych poruch souvisejicich S purinovym metabolismem je popsano
metabolické onemocnéni zpisobené neptitomnosti xanthinové oxidasy (xanthinurie) a stejné tak

I roz$ifené onemocnéni ,,dna”, kde se jedna o usazovani kyseliny mocové v kloubech v dasledku
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jeji nadmérné koncentrace v krvi. Jiné organismy jsou schopné degradovat kyselinu moc¢ovou, dale
na alantoin (vétSina savci a plazl), kyselinu antaloovou a nakonec mocovinu (Ryby) [14]. Mnoho
derivati purinu nachazi své uplatnéni v mediciné diky Sirokému spektru biologické aktivity.
Vykazuji razné fyziologické ucCinky mnapf. na centralni nervovy, kardiovaskularni,
gastrointestinalni, respira¢ni a renalni systém [2, 12, 13]. Zajimavosti je, ze u koni jde v pfipadé
kofeinu a theofylinu o zakazané latky, zatimco pro theobromin je stanovena hrani¢ni koncentrace

v mo¢i 2,0 mg/ml [15].

2.2 THEOBROMIN

2.2.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti a syntéza

Theobromin (obrazek 3) je odvozen od slova Theobroma, coz je rodovy nazev kakaovniku.
Theobromin byl prvné objeven v roce 1841 v kakaovych bobech a prvné byl izolovan z kakaovych
bobii v roce 1878 [16].

O CH
| ;7
HN | N
L
oF ITI N
CHs

Obrazek 3: Strukturni vzorec Theobrominu

Jak mizeme vidét na obrazku 4, syntéza theobrominu zafind reakci monomethylmocoviny
s kyselinou kyanoctovou jako vychozich latek. Tato reakce vede k 3 - methylxanthinu, ze kterého

methylaci vznika theobromin [14].
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Obrazek 4: Schéma syntézy Theobrominu

Theobromin je ve vod¢ slabé rozpustny krystalicky prasek, hotké chuti, bilé barvy [16, 17, 18, 19].
Theobromin a xanthin vykazuji antioxida¢ni i prooxida¢ni vlastnosti [10]. Theobromin je malo
rozpustny v ethanolu, rozpustny v kyselinach a zasadach a obtizn¢ rozpustny v amoniaku, jak je
uvedeno v tabulce 3. Soli theobrominu Ize velmi snadno rozlozit na volnou kyselinu a bazi
ve vodném roztoku, zatimco volna baze je stabilngjsi [17, 18, 19]. Theobromin je toxicky
pro nékteré zivocichy, napf. psi, ktefi jej metabolizuji pomaleji nez ¢lovek [3]. Vzhledem k mirné
akutni toxicité theobrominu pro fadu Zivo€isnych druh, legislativa EU stanovuje maximalni obsah
theobrominu v krmném materialu. Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin (EFSA) dosel k zavéru,
Ze piijem theobrominu z zivo¢isnych produktii, napf. masa, mléka a vajec je ve srovnani s pfimou

spotiebou kakaovych vyrobkl zanedbatelny [16].

Tabulka 3: Fyzikaln¢ chemické vlastnosti Theobrominu [5, 19, 20, 21]

Trivialni nazev Theobromin

Systematicky nazev 3,7-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion
3,7-dimethylxanthin
2,6-dihydroxy-3,7-dimethylpurin

Empiricky vzorec C7HsN4O2

Molarni hmotnost 180,16 g/mol

Registracni ¢islo CAS 83-67-0

Bod tani 351 °C

Rozpustnost slabé rozpustny <1 mg/ml ve vodé, ethanol: slab& rozpustny

16



2.2.2 Vyskyt a vyznam

Theobromin je jednim z diilezitych pfirodnich methylxanthinovych alkaloidii v rostlinach a jejich
produktech [18]. Theobromin je hlavni alkaloid kakaa, ktery je pfitomen v mnozstvi 3,7 %
bez obsahu tuku a obsah kofeinu je 0,2 % [8, 22]. Ackoli theobromin se nachazi v nékolika
rostlinach, primarnimi zdroji theobrominu v lidské stravé jsou ¢okolada a kakaovy prasek [5, 16,
18, 23]. Cokolada obecné obsahuje 5-7,5 mg/g theobrominu [17]. Theobromin je také hlavni
alkaloid v mladém perikarpu (oplodi) kakaového bobu a je ptitomen V kotyledimech (délozni
listek) kakaovych bobt. Mnozstvi theobrominu v kakau a kakaovych produktech je ve srovnani

s obsahem theofylinu vyssi [8].

V medicing je theobromin vyuzivan jako vazodilatator, diuretikum a srde¢ni stimulant. Diky svym
diuretickym G¢inkiim a vasodilata¢ni kapacité byl pouzit k 1é¢bé vysokého krevniho tlaku [5, 16,
18, 23]. Krom¢ toho je theobromin slabym inhibitorem fosfodiesterazy a blokatorem receptoru
adenosinu. Proto je dileZitou a Gi¢innou slozkou 1é¢iv kardiovaskularnich a renalnich onemocnéni
pfi klinické 1é¢be [5,18]. Pouziti theobrominu ptineslo pozitivni G¢inky na zdravi véetné€ ochrany
povrchu zubtli, potlacovani kaSle a kardiovaskularni ochrany, zvySuje HDL cholesterol.
Theobromin inhibuje tvorbu mocovych kamend, coz mize byt uzite¢né pii 1€¢beé pacientl S témito
potizemi [1]. Theobromin potencialné¢ inhibuje angiogenezi indukovanou bufikami rakoviny
vajeénikt prostfednictvim inhibice produkce vaskularniho endotelového ristového faktoru. [8].
Po svém objeveni se theobromin vyuzival k nékterym terapeutickym uceliim, napt. pii edémech,
syfilis, poruchidch obchového aparitu (ateroskleroze, nekterych cévnich chorobéch, anging
pectoris, hypertenzi) [16]. Theobromin se pouziva hlavné pii vyrobé pentoxifylinu [14].
Theobromin je udajné témet tikrat ucinnéjsi pii utiSeni kasle nez kodein, ktery je povazovan

za nejlepsi 1€k proti kasli [24]

2.3 THEOFYLIN

2.3.1 Fyzikalné — chemické vlastnosti a syntéza

Theofylin (obrazek 5) a kofein maji velmi podobné chemické struktury, az na jednu methylovou
skupinu. Zatimco theofylin je dimethylxanthin, kofein je trimethylxanthin, jen theofylin ma o jednu
— CH3 skupinu méné [25,26]. Jako zastupce methylxanthinti nese strukturni a farmakologickou

podobnost s kofeinem a theobrominem [9,27].
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Obrazek 5: Strukturni vzorec Theofylinu

Byla popsana fada syntetickych cest pro puriny s takovymi vychozimi latkami, jako je kyanovodik
nebo formamid, ale byly dosazeny malé vytézky. Reakce zacinajici N, N-dimethylmocovinou
s kyselinou kyanoctovou vede ke vzniku theofylinu. Ten Ize methylovat za vzniku kofeinu, jak

muzeme vidét na obrazku 6 [14].

HsC_

o) 0
NH |

+ 1(CH LCH,CO0L0 pc 1 NaNO, /H'_ c\ NH_
NH 2 NaOH 2. Ha/Kat, HOOOH CHO
I CN k k
oF o~

NaOH /ji o)
k /> nebo (CH,),SO, >
07 /)\ /

CH3 Theofyllin Cotein
3

Obrazek 6: Schéma syntézy Theofylinu

V tabulce 4 jsou vypsany zédkladni informace a fyzikalné — chemické vlastnosti. Theofylin je bily
nebo témer bily krystalicky prasek hotké chuti a bez zapachu. Je obtizné rozpustny ve vodé a mirné
rozpustny v bezvodém ethanolu. Je rozpustny v roztocich alkalickych hydroxidd, v amoniaku

a v mineralnich kyselinach.
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Tabulka 4: Fyzikalné — chemickeé vlastnosti Theofylinu [19, 20, 21]

Trivialni nazev Theofylin

Systematicky nazev 1,3 — dimethyl - 3,7 - dihydro -1H-purin-2,6-dion
1,3 - dimethylxanthin

2,6 - dihydroxy-1,3 - dimethylpurin

Empiricky vzorec C7HsN4O2

Molarni hmotnost 180,16 g/mol

Registraéni Cislo CAS 58-55-9

Bod tani 273-274 °C

Rozpustnost voda: 8,3 mg/ml slab¢ rozpustny

NH;OH: 50 mg/ml
alkohol: 12,5 mg/ml

0,1 M HCI: rozpustny
0,1 M NaOH: rozpustny

Utinna koncentrace theofylinu je 5 az 20 ug / ml. Pokud je koncentrace vy3si nez 20 ug / ml, maze
dojit k arytmii, hore¢ce, dehydrataci, nespavosti, anorexii, komatu a tachykardii, paleni Zahy,

dokonce i zastavé dychacich cest a srde¢ni zastavé [3, 28, 29, 30].
2.3.2 Vyskyt a vyznam

Theofylin je pftirodni alkaloid, ktery se nachazi v potravinaiskych vyrobcich a pfirodnich
produktech jako je ¢aj, kava, kakaové boby a cokolada. Theofylin se dale vyskytuje v celé fadé
nealkoholickych napoju [9, 25 ,26, 27, 30]. Dale se theofylin vyskytuje v Iékovych formulacich,

kde mize byt podavan oralné nebo i intraven6zng, ale to se provadi jen ziidka kdy [28,29].

Bylo zjisténo, Ze theofylin mize mit ruzné fyziologické a stimulujici ucinky, jako je relaxace
bronchialniho svalu, sekrece zZaludeéni kyseliny a stimulace centralniho nerovného systému (CNS).
Theofylin je jednim z nejcastéji pouzivanych 1€kt pro 1écbu ptiznakd chronického astmatu.
Theofylin ma silngjsi stimula¢ni ucinek na CNS neZ kofein. Farmakologické tc¢inky theofylinu
jsou stimulace srde¢niho svalu a diurézy, miize zpusobit castecné blokovani adenosinovych
receptort [3, 11, 25, 28, 30, 31]. Jako vasodilatacni Cinidlo se pouziva pentoxifylin, derivat
theobrominu [14]. Theofylin se jiz dlouho pouziva k 1é¢bé astmatickych ptiznaki u déti
a dospélych, stejné jako apnoe u piedCasné narozenych déti. Bezpecné a u¢inné pouziti theofylinu
vyzaduje peclivé upravy davkovani na zakladé méfeni koncentrace theofylinu v krevnim séru [27,

29, 32]. Béhem nékolika desetileti byl theofylin pouzivan jako terapeuticka latka chronického
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onemocnéni dychacich cest (astma). Na druhé strané jsou tyto slouceniny v lidské plazmé
vSudypfitomné diky konzumaci celé fady nealkoholickych napoji. Vysoké mnozstvi téchto
alkaloidi vsak v lidském téle zptuisobuje zietelné podrazdéni gastrointestinalniho traktu a zptsobuje
spoustu nezadoucich uc¢inkt jako jsou nevolnost, zvraceni, tachykardie, palpitace, arytmie, bolesti
hlavy, nespavost, anorexie, paleni Zahy. Kromé toho mtze byt theofylin metabolizovan v jatrech
systému cytochromu P450 a nasledné se podili na fadé nezadoucich interakci s jinymi b&zné

predepsanymi léky [25, 26, 29].

24 KAKAO

Piivod a historie vyuziti kakaa

Prvni zminky o kakau historici pfipisuji roku 2000 pf. n. 1. na zaklad¢ nejstarSich nalezt
napojovych salku a talitt se zbytky kakaa, které byly objeveny v Latinské Americe v malé vesnici
v tdoli Ulua v Henduranu. V roce 200-900 n.l. kakao bylo jednim z hlavnich produkti v mayském
zem&délstvi a nabozenstvi [8]. Kakao hralo kli¢ovou roli v ekonomickém, spole¢enském,
nabozenském a politickém zivoté pre-hispanskych Mayt. Kakaovy napoj byl poddvan mladym
kralovskym novomanzeliim a semena byla nabizena rodiné nevésty jako znameni ucty ze strany
Zenicha [23]. Napiiklad kakao se pouzivalo jako dar pro zemfielé hodnostafe na jejich pohiebnich
ceremoniich [8]. Semena kakaa byla pro Maye tak cenna, ze byly silnou jednotkou mény. Z toho
vyplyva, Ze kakao nebylo dostupné spolecnosti ve vétsim métitku a bylo k dispozici pouze pro ty,
kdo mé&li moc a vliv [23]. V roce 1737 byl kakaovnik nazyvan Theobroma cacao, ktery odkazuje
na mytické pozadi stromu doslovné znamena ,.kakao, jidlo bohti*“. Podle mexickych zdrojli bylo
pro kakao nalezeno az 150 zpisobl uziti kakaa jako 1éku. Byly vyuzity rizné casti kakaa
Theobroma, konkrétn¢ kakaové boby piipravené jako ¢okolada, kakaova kira, kakaové maslo,
kakaovy kvét, kakaova buni¢ina a kakaovy list. Kakao bylo piivezeno do Evropy Spanély v roce
1505. V roce 1653 bylo kakao v Evropé pouzivano spise jako 1€k nez jako chutna potravina.
Pouzivani cokolady bylo uznéno jako stimulant funkce sleziny a dalsi travici funkce. Navic v 17.
a 18. stoleti byla ¢okolada pravideln¢ ptredepisovana nebo smichdna s léky pro vSechny druhy
onemocnéni a onemocnéni z nachlazeni a kasle, aby podporovala traveni, plodnost, posilila

dusevni vykonnost i jako antidepresivum [8, 33, 34].
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Theobroma cacao (Kakaovnik pravy)

Jde 0 zeleny strom, ktery muze dortstat do vysky péti aZz osmi metrti. Kakaovnik je jemna plodina
a jeji stromy musi byt chranény pted silnymi vétry, protoze mé pomérné slaby kofenovy systém,
puda musi byt dobfe provzdusinovana a Skidci a nemoci musi byt pe¢livé kontrolovany. Bohaté
kvete, za zivot vykvete 50 000 az 100 000 kvétt, ale pouze jeden ze sta je oplodnén a stane se z n¢j
plod — kakaovy lusk. Plody rostou piimo na kmeni nebo silnych vétvich. (Obrazek 8) Na jednom
stromu uzrava priblizné 50-80 plodl. Dnes obvykle trva az 4 roky, nezZ se kakaové stromy stanou
produktivnimi a mohou zlstat produktivnimi 25-30 let. Zral¢ lusky, ty méfi mezi 10-15 cm
(pramér ve stiedu) a jsou 15-25 cm dlouhé, sklizeji se dvakrat do roka, protoze cyklus od opyleni

az do zralosti trva ptiblizné 6 mé&sict. Plod obsahuje asi 20-60 semen. (Obrazek 7) [23,34].

Kakao

Kakao je popularni a diilezitd aromaticka ptisada pti vyrobé napoju a cukrovinek, Zelatiny, pec¢iva
a obecné potravin. Stimula¢ni U¢inek kakaa je zplisoben pfitomnosti purinovych bazi, jako je
theobromin, theofylin a kofein. Odriida, zralost ovoce, a fermentani proces ovliviiuji obsah
alkaloidu [22, 23]. Navic pfitomnost methylxanthint, peptidi a mineralnich latek mtize synergicky
zvySovat nebo snizovat antioxida¢ni vlastnosti kakaa a kakaovych vyrobki [8]. Methylxanthiny
maji jak pozitivni, tak negativni G€inky na zdravi. Kakao je také bohaté na mikronutrienty, jako je

méd’ nachazejici se v kakau [8, 17].

.....

< -P.‘;'. 2

Obrazek 7: Kakaovy lusk Obrazek 8: Kakaovnik pravy
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Kakaové boby

Semena jsou obsazena v pulpni latce v lusku. Druhy kakaovych bobu rozeznavame Criollo,
Forastero a Trinitario. Criollo pochazi ze stfedni Ameriky a jizniho Mexika. Boby se pouzivaji
k vyrobé téch nejjemnéjsich a nejkvalitnéj$ich druhi ¢okolad. Pododridy Criolla jsou Porcelana
a Chuao. Forastero je ptivodem z Brazilie. Jde o nejrozsifenéj$i odrtidu s vyraznou hotkosti
a kyselosti, jeho pododridou je Arriba. Trinitario vzniklo kiiZenim Criolla a Forestara. Mezi
pododrudy Trinitaria patéi Sambirano, Rio Caribe a Sur del Lago [34, 35]. Kakaové lusky z kakaa
se sklizeji a boby se odstrani a fermentuji. Susené a prazené boby obsahuji asi 300 latek [36].
Kvalita kakaovych bobl zavisi na mnoha faktorech, jako je genotyp, pudni faktory, klimatické

podminky, a pfedevsim poskliziiové technologie [37]. Slozeni kakaovych bobl je vypsano

v tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni Cerstvého kakaového bobu [23]

Slozka

Voda

Lipidy

Cukry (sachardza, glukoéza a fruktdza)
Polysacharidy

Pektin

Protein

Organické kyseliny
Anorganické soli

Polyfenoly

Alkaloidy (theobromin a kofein)

Primérna koncentrace (% hm)

Dien Semeno
80-85 35-45
<0,5 45-55
10-16 0,5-2
1,5-3,0 14-20
4-7 2,0
0,6 15
1-3 0,3-0,9
0,5-1,0 0,5-1,0
<1,0 7-10
<0,1 3,5

Celkovy obsah alkaloidii kakaovych bobi, semen kavovniku pravého (Theobroma cacao) byva

v rozmezich 0,7-3,2 % v susiné. V tabulce 6 je znazornéno procentudlni zastoupeni kofeinu

a theobrominu v kakau a jeho vyrobcich [3, 38].

Tabulka 6: Obsah Theobrominu a Kofeinu v kakau a jeho vyrobcich

Kakaové boby | Hotka ¢okoldda | Mlécna cokolada

Kofein 0,02-05%

0,02 - 0,03 %

0,01 -0,02 %

Theobromin 06-3,1%

0,3-0,7%

0,1-0,4%
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Technologie vyroby ¢okolady

Kakaové boby jsou pfi zpracovani Cistény a tiidény, nasledné prazeny a rozemlety na kakaovou
hmotu, ktera je dale zpracovana na ¢okoladovou hmotu nebo je z ni vyrabén kakaovy prasek.
Zpracovatelské kroky sestavaji v podstaté z michani a hnéteni surovin, rozpadu, piredbézného
vycisténi po ptilozeni cukru a kakaového masla ke kakaové hmoté, temperovani, finalni rafinace,
plastifikace, skladovani a tvarovani [24,35]. Produkty pfi zpracovani kakaa a jejich procentualni
zastoupeni jsou znazornéna na obrazku 9. Na obrazku 10 je uveden technologicky postup

zpracovani kakaovych bobu [23, 39].

19,30%
Skordapka

28,60%
Kakaovy prasek

29,30%
Likér

22,80%
Maslo

= Kakaovy prasek Méslo = Likér = Skorapka
Obrazek 9: Grafické znazornéni vznikajicich produktd pii zpracovani kakaovych bobt

Kakaové maslo je nejen dilezitym produktem pro potravindisky primysl, ale také ptisadou mnoha
kosmetickych a farmaceutickych produkti. Kakaové maslo se ziskava vyhradné lisovanim nebo
mechanickou extrakci ve vyhfivaném lisu z kakaovych hroti nebo kakaové hmoty, a shromazdi se

ve formé svétle Zlutého oleje [40].
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kakaové boby
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TRIDEN{ BOBU
I
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!
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I
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!
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!
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l
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!
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!
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!
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!
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Obrazek 10: Schéma technologického postupu zpracovani kakaovych bobi
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Cokolada

Hlavnim kritériem pro kvalitu vSech druhii ¢okolady je chut, ktera maze byt negativné ovlivnéna
kontaminaci plisnémi, ke které muze dojit béhem fermentace, suseni nebo dokonce i béhem
skladovéni, zejména ve vlhkém prostiedi. Luskovité¢ boby jsou vysledkem suSeni ptfedtim, nez
nastavaji pocatecni zmény spojené s fermentaci. Takova fazole neobsahuji Zadné z prekurzort
gokoladové prichuté. Cokolada vyrobena z takovych bobii ma hotkou, trpkou a nepiijemnou chut’.
Infikované boby jsou vysledkem napadeni skidci ptitomnymi ve skladech, jako jsou Cadra cautela
(Mandlova mira), Araecerus fasciculatas, Lasioderma serracorne (Cervotod tabakovy)
a Tribolium castaneum (Potemnik hnédy). Tito §kudci pfedstavuji nebezpeci i pro jiné potraviny
v ¢okoladovych tovarnach, kde je relativné snadné najit podminky, ve kterych piezivaji [35].
Cokolada je vyrdbéna v mnoha druzich, které se ¢leni do skupin podle jakostnich pozadavki
s ohledem na obsah kakaa, cukru, mléka, tuku a ostatnich ingredienci dle vyhlasky 76/2003, jak je
uvedeno v tabulce 7 [24,35]. Ttidéni vyrobkové skupiny ¢okoladovych cukrovinek, je podrobné
zpracovano v Zakoné o potravinach a tabakovych vyrobcich ¢.110/1997 Sb. ve vyhlasce 76/2003
Sb., oddil 5, § 20. V pfiloze €. 8 této vyhlasky je uvedeno ¢lenéni cokolad a cokoladovych bonboni
na druhy a skupiny [41].

Tabulka 7: Déleni ¢okolady podle vyhlasky 76/2003

Druh Skupina
cokolada (hotka cokolada) bez ptisad
mlécna ¢okolada S ptisadami
family mlé¢na cokolada na vateni
bila ¢okolada plnéna

Chocolate a la taza
Chocolate familiar a la taza

formované v riznych tvarech,
cokoladové bonbony S riznymi naplnémi

formované (tukovymi, krémovymi, likérovymi atd.),
nebo bez naplné

ruzné druhy vlozek

(zelé, fondan, vyleh¢ené hmoty pénou a dalsi),

cokoladové bonbony macené cokolddou, mlé¢nou ¢okoladou,

macené nebo polomacené family mlé¢nou ¢okoléddou, nebo bilou ¢okoladou,

s vyjimkou Chocolate a la taza a Chocolate familiar a la taza

cokoladové drazé podle druhu vlozek
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Je zfejmé, ze Cokolada mulze mit neurologické ucinky, protoze u citlivych jedinci vyvola
migrénu [42]. Cokolada se ma skladovat pii teploté do 20 °C a relativni vlhkosti maximalné 70 %.
O cokoladé se v posledni dobé ¢asto hovoii v souvislosti s jejimi pozitivnimi G¢inky na zdravi,
zejména na snizovani rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni, a i nékterych typti rakoviny.

Cokolada s vysokym obsahem kakaa je skute¢né dobrym zdrojem antioxidantii [24.]

2.5 METODY STANOVENI

Pro soucasné stanoveni methylxanthinii v potravinach a biologickych tekutindch byly navrzeny
ruzné analytické techniky a protokoly pro pfipravu vzorki. Po izolaci z matrice byly pro analyzu
téchto slozek pouzity rizné analytické techniky, vcéetné vysoce vykonné kapalinové
chromatografie (HPLC), plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie (GC-MS),
spektrofotometrie, spektrofluorimetrie a voltametrie. Ve vétsiné ptipadi tyto metody zahrnuji
zdlouhavou ptedbéznou upravu vzorki pred samotnym stanovenim, dlouhé ¢asy analyzy nebo

omezené aplikace [2, 7, 9, 18, 22, 27, 37].
2.5.1 Matrice a aprava vzorku

Nejcastéji zkoumanymi vzorky pro analyzu alkaloidii theobrominu, theofylinu a kofeinu jsou
vzorky potravin, zejména kdva, €aj, kakao a jejich vyrobky, nealkoholické a energetické napoje.
Dalsimi vzorky, které jsou vyznamné pro farmaceuticky primysl jsou vzorky 1éki. Posledni
vyznamnou skupinou jsou vzorky biologického piivodu, a to mo¢ a krevni sérum. Dale v této

kapitole jsou popsany pouZité postupy pii zpracovani vzorkti pted voltametrickym stanovenim.

PENG, GAO a MEKASSA zvolili velice podobny zpisob zpracovani vzorku pfed samotnym
stanovenim. Navazili 1-5 g ¢aje, 2—7 g ¢okolady a 1-2 g kavy, které nasledné prevedli do 50-100
ml horké vody a nechali vatit po dobu 30 minut. Nasledovala filtrace a po ni vzorky ziedili

a upravili na pH 7,0-7,5 fosfatovym pufrem [9, 18, 26].

HUANSHUN analyzoval vzorek ¢aje a mlé€ného népoje, kdy vzorek ¢aje zpracoval obdobnym
zpusobem viz. vySe. Vzorek mlééného napoje upravil nasledujicim zptisobem. K 2,5 g vzorku
ptidal 10 ml vody. Roztok nechal intenzivné protfepavat, extrahovat ultrazvukem 10 minut a poté
ptidal 2 ml 0,085 M Ks[Fe(CN)g] a2 ml 0,25 M roztoku ZnSO4 po ochlazeni na laboratorni teplotu.
Vysledny roztok protiepaval 2 minuty a zifedil vodou. Roztok byl centrifugovan 10 minut.

Po filtraci filtrat pfevedl do odmérné barnky a ziedil ho vodou [43].
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TAJIK vzorek &aje zpracoval zpo&atku stejnym zptsobem tedy extrakci ve vrouci vodé. Déle
odebral 10 ml vzorku a nechal centrifugovat po dobu 15 minut. Vznikly supernatant odfiltroval.

Pak pienesl urcity objem roztoku do odmérné bariky a ziedil ho na zna¢ku pomoci fosfatového

pufru o pH 7,0 [30].

XIA pro ptipravu vzorki kavy a kakaa zvolil nésledujici postup. Navazil 5,0 g kavy a kakaaa 2,0 g
MgO, ktery pievedl do oddélenych 250 ml ban¢k a pfidal 150 ml destilované vody. Kazdy vzorek
byl protiepavan a udrzovan v refluxu pii 100 °C po dobu 45 minut. Po vytemperovani na teplotu
mistnosti kazdy vzorek prefiltroval, filtrat pfevedl do délici nédlevky a extrahoval 50 ml
chloroformu. Organickou fazi odpaiil za pouziti rotacni odparky a zbytek rozpustil ve 100 ml

destilované vody [2].

SVORC opét zvolil stejny postup pro zpracovani Gokoladového vzorku. P&t okoladovych tyginek
kazdé znacky zvazil a pievedl na prasek pomoci tfeci misky a tlouc¢ku. 1 g prasku rozpustil
ve vrouci vodé a zfiltroval za sniZzeného tlaku. Filtrat doplnil deionizovanou vodou do 100 ml

odmérné banky, aby ziskal zasobni roztok ¢okoladového vzorku [44].
2.5.2 Voltametricka stanoveni methylxanthina

V ptedchozi kapitole jsme se sezndmili se zpiisoby upravy vzorka pied analyzou. Nyni se
zaméfime pfimo na analyzy, zejména voltametricka stanoveni. VSechna uvedena méfeni byla
provedena pomoci LSV, DPV, CV a SW voltametrie Vv tfielektrodovém systému sloZeného
z pracovni, referentni a pomocné elektrody. Jako pomocna elektroda slouzil vzdy platinovy drat.
M¢éteni by se dala rozdé€lit podle druhu pouzitych pracovnich elektrod, a to na modifikované
a nemodifikované. Prace, které¢ se zabyvaly stanovenim na nemodifikovanych pracovnich

elektrodach, jsou zminény v nasledujicim odstavci.

CAMPEAN, SPATARU, a SVORC ke svému méfeni zvolili nemodifikované elektrody, konkrétné
elektrodu ze skelného uhliku, borem dopovanou diamantovou elektrodu a grafitovou tuzkovou
elektrodu. Pracovni a pomocnou elektrodu doplnili referentni elektrodou bud’ nasycenou
kalomelovou elektrodou (SCE) nebo Ag/AgCI 3M (KCI). Elektrolyty, ve kterych méfeni provadéli
byly rizného druhu a odlisném pH, napfiklad acetatovy pufr (pH 4,5); 0,1 M fosfatovy pufr
(pH 9,0); 0,04 M Britton — Robinsontv pufr (pH 2—12) a roztoky silnych anorganickych kyselin.

Koncentra¢ni rozmezi theobrominu bylo stanoveno v rozmezi 1-400 uM [6, 31, 45, 44].
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PENG, GAO, ZEN, MEKASSA a HUANSHUN pracovali s modifikovanymi elektrodami
ze skelného uhliku. V téchto pracich se mizeme potkat s elektrodou modifikovanou vicesténnymi
uhlikovymi nanotrubickami (MWCNTSs), mezoporéznim uhlikem s Nafionem a kompozitnich
materialti na bazi oxidi olova a ruthenia; CdSe. TAJIK pouzil modifikovanou grafenovou pastovou
elektrodu pomoci 1- (4-brombenzyl) -4-ferocenyl-IH- [l, 2,3] -triazol (1,4-BBFT), ktery byl pouzit
pro jeji konstrukci a (n-hexyl-3-methylimidazolium hexafluorofosfat) byl pouzit jako pojivo. Opét
jako pomocna elektroda byl pouzit platinovy drat a jako referentni elektroda byla pouzita
Argentochloridova Ag/AgCl (3M KCl) nebo nasycena kalomelova elektroda (SCE). Jako
podpurny elektrolyt zvolili 0,1 M fosfatovy pufr (pH 2 - 11,0); 0,01 M H2S04 (pH 1,7) [9, 18, 26
28, 30, 43].

2.5.3 Chromatograficka stanoveni methylxanthini

Mezi nejpouzivanéjsi metody ke stanoveni methylxanthinti fadime chromatografii. V tabulce je

struény vycet praci zabyvajicich se stanoveni theobrominu a theofylinu pomoci chromatografie.

Tabulka 8: Chromatografické stanoveni methylxanthiny pomoci HPLC

Kolona Mobilni faze Detekce Zdroj

C18 reverzni faze ACN a voda (20:80) UV-VIS (276 nm) [22]

kazeta Seppak

NOVAPAK C18 20 % methanol ve vodé UV detekce (274 nm) | [37]

[zokratické podminky

LC-18-DB methanol:pufr (oktansulfonat | UV detekce [12]
sodny, kyselina citronova) 20:80

Izokraticka eluce 10 % acetonitrilu / 90 % vody UV detekce 274 nm | [46]

Bondesil C18 methanol/ethanol, CH3COOH, | UV detekce 273 nm | [13]

Reverzni faze H»0, 20:75:5

SF — silikagel s fluores. | aceton/toluen/chloroform (4:3:3) UV detekce [47]

ind.

HPLC LiChrosorb Si 60 | methanol UV detekce 272 nm | [48]

MIP kolona methanol, chloroform UV detekce 270 nm | [32]
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2.5.4 DalSi moznosti stanoveni

Zatimco v predeslych kapitolach jsme si pfiblizili metody nejpouzivané;jsi a ty, kterych se tyka tato
prace, jesté zminim tii méné obvyklé metody, a to extrakce ethanem a oxidem uhli¢itym,

spektrofotometricka metoda stanoveni, a nakonec metoda iontové mobilni spektrometrie.

SINGH stanovil kofein a theofylin v ¢istych alkaloidech nebo farmaceutickych formulacich
pomoci spektrofotometrické metody. Princip je zalozen na oxidaci kofeinu a theofylinu
s metaperiodanem sodnym v pfitomnosti kyseliny octové a nasledné kopulaci s hydrochloridem
3 - methyl-2-benzothiazolinon hydrazonu (MBTH), ¢imZz se ziska modie zbarveny produkt

s maximem 630 nm [27].

MOHAMED proved| superkritickou extrakci za pouziti etanu a CO2, pomoci vysokotlakého
zatizeni. Extrakce provedl pti 343,2 K za pouziti CO2 pii tlaku 20 a 40 MPa a etanu pfi tlaku 15—
28 MPa. Vytézky kakaového masla ziskaného extrakci ethanem byly mnohem vyssi nez vytézky

ziskané CO», a to z divodu vyssi rozpustnosti tuku v etanu [40].

JAFARI jako prvni pouzil iontovou mobilni spektrometrii (IMS) bez separa¢ni techniky (napf.
HPLC). V této metodé slouceniny extrahoval z matric a poté vycistil pomoci molekularné potisténé
polymerni extrakce na pevné fazi (MIP-SPE). Eluat nasledné vstitikoval do zafizeni ESI — IMS.
Kdyz roztok prosel kolonou MIP, promyl ho smési methanolu a vody. Nakonec nechal analyt

eluovat methanolem, kde eluat po odpateni a nasledné upravé analyzoval pomoci ESI-IMS [25].

DYKE se zabyval studii, ktera méla potvrdit piitomnost kofeinu v testu pozitivniho vzorku moci
u dostihového koné. Theobromin byl detekovan pomoci HPLC po dobu 72 hodin a kofein GC-MS
po dobu 48 hodin po chronickém poziti arasidi macenych v cokoladé konmi. Methylxanthiny byly

detekovany pomoci ELISA po dobu 120 hodin po podani ¢okolady [49].

29



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie a materialy
Chemikalie pouzité k méfeni byly dodany od rGznych dodavateli nebo byly piipraveny

Vv laboratofi. K pfipraveé roztokt byla pouzivana destilovana voda.

Seznam pouzitych chemikalii:

Dihydrogenfosfore¢nan sodny PENTA CHRUDIM
Hydrogenfosfore¢nan sodny PENTA CHRUDIM

Hydroxid sodny PENTA CHRUDIM

Chlorid draselny LANCHEMA - CHEMOPOL
Kyselina borita LANCHEMA - CHEMOPOL
Kyselina fosfore¢na LANCHEMA - CHEMOPOL
Kyselina chlorovodikova MERCK

Kyselina octova LACHEMA - CHEMOPOL
Kyselina sirova PENTA CHRUDIM

Kyselina chlorista PENTA CHRUDIM
Tetraboritan sodny PENTA CHRUDIM

Theobromin s molarni hmotnosti 180,16 g/ mol byl dodan firmou SIGMA ALDRICH v 25 ¢
baleni. Theofylin s molarni hmotnosti 180,16 g/mol byl dodan firmou SIGMA ALDRICH v 50 g
baleni.

Priprava roztoku zakladnich elektrolyti

Zasobni roztoky kyselin a pufrii pouzitych jako zékladni elektrolyty byly pfipraveny ve 100 ml
odmérnych bankach o pozadované koncentraci nebo pH. Odmérné baiiky byly dopliovany

destilovanou vodou a pro lepsi rozpusteéni bylo vyuzito ultrazvukové 1azné.

Zasobni roztoky kyselin o pozadované koncentraci 0,1 M byly pfipraveny odmétenim vhodného
objemu do 100 ml odmérnych banék a doplnéno destilovanou vodou. Chlorid draselny

0 koncentraci 0,1 M byl navazen, rozpustén, a nakonec doplnén destilovanou vodou po rysku.

Acetatovy pufr 0,1 M o pH 4,26 byl pfipraven smichanim octanu sodného s kyselinou octovou

a doplnén destilovanou vodou. Fosfatovy pufr 0,1 M o pH 8,00 byl namichdn pomoci
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dihydrogenfosforecnanu sodného a hydrogenfosfore¢nanu sodného rozpusténim v destilované
vod¢. Boratovy pufr 0,1 M o pH 9,89 byl piipraven rozpusténim tetraboritanu sodného
S hydroxidem sodnym v destilované vod¢. Dale byl pfipraven Britton — Robinsoniiv puft, ktery se
sklada ze dvou komponent. Slozka A je zasaditd a obsahuje 0,2 M hydroxid sodny a kysela
slozka B se sklada ze tii kyselin 0,04 M, konkrétné kyseliny fosfore¢né, kyseliny borité a kyseliny
octové. Obé¢ slozky byly ptipraveny do 500 ml zasobnich lahvi.

Dale byly pfipraveny roztoky Britton — Robinsonova pufru zahrnujici celou Skalu pH smichanim
slozky A se slozkou B v takovych pomérech, aby se dosdhlo pozadovaného pH a kone¢ny objem

byl 40 ml.

Piiprava standardnich roztoki

Byla pfipraveny standardni roztoky theobrominu o koncentraci 2,22-10° mol/l a theofylinu
0 koncentraci 0,011 mol/l navazenim standard do 10 ml odmérnych ban¢k. Ty pak byly vlioZzeny
na 5 minut do ultrazvukové 1azné a nasledné doplnény destilovanou vodou po rysku. Takto byly

uchovavané pfi laboratorni teploté.
Priprava modelovych vzorku

Modelovy vzorek 1 byl pfipraven natedénim standardnich roztokt theofylinu o koncentraci 0,011
mol/l a theobrominu o koncentraci 0,222-10° mol/l a dopInén na 25 ml. Modelovy vzorek 2 byl
pfipraven stejnym zpusobem jako modelovy vzorek 1 s jedinym rozdilem, Ze byl doplnén roztokem
filtratu Cokolady Figara na objem 50 ml. Skute¢né koncentrace theofylinu a theobrominu byly
stanoveny pomoci metody standardniho pfidavku a metodou kalibracni kiivky. Jako zasobni
elektrolyt byl pipetovan fosfatovy pufr o pH 8,00 na kone¢ny objem 15 ml do voltametrické
nadobky.

Priprava realnych vzorku

Vzorky cokolady a kakaového prasku byly zakoupeny v mistnim supermarketu a vzorek
kakaovych bobli byl zakoupen v obchodé se zdravou vyzivou. Vzorky byly extrahovany
auchovavany v lednici. Koncentrace realnych vzorkti byla stanovena metodou standardniho
ptidavku. Do voltametrické nadobky byl pipetovan zasobni elektrolyt fosfatovy pufr o pH 8,00

na kone¢ny objem 15 ml.
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Vzorky 70 % cokolddy Lindt, 90 % cokolady Lindt a hotké ¢okolady Figaro byly zpracovany
stejnym zpusobem. Bylo navazeno 6,5 g vzorku, které byly pfevedeny do 100 ml vrouci vody
a bylo vafeno po dobu 30 min pfi 100 °C. Nasledn¢ byl vzorek zfiltrovan a filtrat pifeveden

do zasobni lahvi¢ky. Takto zpracované vzorky se uchovavaly v lednici pii 5 °C.

Vzorek kakaovych bobl a kakaového prasku byl zpracovan tak, ze bylo navazeno 3 g vzorku,
ke kterym bylo ptidano 50 ml 0,1 M NaOH. Roztok byl vloZen na 15 minut do ultrazvukové lazné
anasledné zfiltrovan. Takto piipraveny roztok se pievedl do zasobni lahvicky a uchovaval

v lednici.

3.2 Priprava pracovnich elektrod

Uhlikova pastova elektroda s parafinovym / silikonovym olejem

K meéfeni bylo vyuzito uhlikovych pastovych elektrod, které byly pfipraveny z CRS uhliku a uhliku

Sigradur G. Jako pojivo byl pouzit parafinovy nebo silikonovy ole;.

Uhlikové pastové elektrody byly pfipraveny, aby byly v poméru 75:25 %. Bylo navédzeno 0,15 g
praskového uhliku CR5 a k nému postupné pfidavan v prvnim piipad€ parafinovy a v druhém
pfipad¢ silikonovy olej na kone¢nou hmotnost 0,2 g. Tato smés byla pfevedena do tfeci misky
a pomoci keramického tloucku byla homogenizovana, dokud nevznikla pasta, kterou pomoci
Spachtle bylo naplnéno elektrodové télo o priméru 2 mm. Pred kaZzdym méfenim bylo tieba obnovit
povrch elektrody. V pfipadé uhlikovych pastovych elektrod byl povrch obnovovan pomoci
vlhkého filtra¢niho papiru.

Uhlikova pastova elektrody ze skelného uhliku

DalSim typem elektrody je elektroda ze skelného uhliku, ktera byla pfipravena v poméru 80:20 %.
Bylo navazeno 0,16 g uhliku Sigradur-G a doplnéno pomoci parafinového oleje na hmotnost 0,2 g.
Nésledné stejnym zpiisobem byla smés homogenizovana do vzniku pasty a bylo ji naplnéno

elektrodové télo, ale jen do 1 cm, kviili zatuhnuti pasty v téle elektrody.

Po ptipravé vSech typti pouzitych uhlikovych pastovych elektrod bylo nutné zkontrolovat jejich

funk¢nost a spravné naplnéni pomoci méteni ohmického odporu za pouziti béZného multimetru.
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3.3 Pristroje a zarizeni

K voltametrickému meéfeni byl pouzit elektrochemicky analyzator PGSTAT 128N (Metrohm-
Autolab, Nizozemi) vybaveny stojanem pro elektrody, elektrochemickou nadobkou, magnetickym
michadlem. Pro méfeni byly pouzity elektrody zminéné v predchozi kapitole, které byly pfipraveny
Vv laboratofi a dale elektroda ze skelného uhliku (GCE) (Metrohm, @ 2mm) a bérem dopovana
diamantova elektroda (BDDE) (Windsor Scientific, UK), kdy jejich povrch se oproti uhlikovym
pastovym elektroddm obnovoval lesténim. Méfeni probihalo v tfielektrodovém systému, kdy
pracovnimi elektrodami byly vyse uvedené doplnéné referentni elektrodou typu Ag/AgCl 3M KCl
a jako pomocna elektroda slouzil Pt plisek. Byl pouzit software ,,NOVA 1.11%. K méfeni pH byl
pouzit pienosny pH metr (ORION STAR 325, Fischer Scientific, CR) s Rossovou elektrodou.

3.4 Pouzité metody

Square wave voltametrie (SWV)
Metoda square wave voltametrie byla pouzita v tvodnich experimentech pii vybéru vhodné

elektrody a prosttedi. Povrch pastovych elektrod byl obnoven zplisobem zminénym viz. vySe pred
kazdym méfenim. Méfeni bylo provedeno pii uvedenych podminkéch, pieddefinovanych
softwarem:

Pocatecni potencial: 0 V

Koncovy potencial: 1,4 V

Rychlost skenu: 0,125 V/s

Frekvence: 25 Hz

Diferen¢né pulzni voltametrie (DPV)
Diferen¢né pulzni voltametrie byla vyuzita jak pii Gvodnich experimentech a nasledné

pfi optimalizaci podminek, tak i k samotnému méfeni modelovych a realnych vzorku. Povrch
elektrod byl obnovovéan stejné jako u square wave voltametrie. Podminky byly nésledujici:
Pocatecni potencial: 0 V
Koncovy potencial: 1,5 V
Amplituda pulzu: 25 mV

Délka pulzu: 0,05 s
Rychlost skenu: 10 mV/s

Pro ucely optimalizace bylo vzdy do mérné nadobky pipetovano 15 ml piislusného elektrolytu
a k nému bylo pfidano ur¢ité mnozstvi standardniho roztoku theofylinu o ¢ 0,011 mol/l pfipadné

standardniho roztoku theobrominu u koncentraci 2,22-10° mol/l.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Uvodni experimenty

Vybér vhodného elektrolytu, elektrody a techniky

Cilem uvodnich experimenti bylo vybrat techniku, typ elektrody a vhodné prostiedi pro stanoveni
theofylinu a theobrominu. Byly testovany elektrody BDDE, GCE, GCPE, CR5/PO a CR5/SO.
Mg¢feni bylo provedeno technikou SWV a DPV za pteddefinovanych podminek softwaru NOVA
1.11 a byly pouzity elektrolyty 0,1 M H2SO4, HCI, KCI, HCIO4 a acetatovy pufr (pH 4,21),
fosfatovy pufr (pH 7,44), boratovy pufr (pH 9,89), B-R pufr B (pH 1,81) a B-R pufr A.

Dulezité bylo, aby oba signaly byly od sebe navzajem dobie rozliSitelné a neptekryvaly se. Vybér
zakladniho elektrolytu byl nasledné zzen na fosfatovy pufr, Britton — Robinsontv pufr a acetatovy
pufr s vyuzitim elektrody ze skelného uhliku (GCE) a techniky diferen¢né pulzni voltametrie
(DPV), ktera poskytovala vyssi signaly nez SWV. Jak je vidét z obrazku 11 a 12, k oxidaci
v Britton — Robinsonové pufru (pH 1,81) a acetatovém pufru (pH 4,21) dochazi pro theofylin
pii potencialu 1,1 V a pro theobromin pii potencialu 1,3 V. Co se tyce mozného pouziti zbyvajicich
elektrod, v ptipadé pastovych elektrod bylo pozorovano pfili§ vysoké pozadi, coz by v disledku
vedlo k nizsi citlivosti metody. Mé&feni s BDDE sice nabizelo slibné vysledky, nicméné pouze

pro odd¢lena stanoveni obou alkaloidu.

Obrazek 13 ukazuje, Ze v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,44) se theofylin oxiduje pfi potencialu
0,9 V a theobromin se oxiduje pii potencidlu 1,2 V. Lze vyvodit, Ze s rostoucim pH hodnoty
potencidlu klesaji, viz. pH studie. Obrazek 14 a 15 zndzoriiuje ptiklad nevhodnych podminek, kdy
se piky obou latek prekryvaji.
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Obrazek 11: Voltamogram DPV theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l (modré) a theobrominu o
koncentraci 30-10° mol/l (¢ern4) na GCE v B-R pufru B (pH 1,81)
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Obrazek 12: Voltamogram DPV theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l (Eervend) a theobrominu

0 koncentraci 30-10% mol/l (modra) na GCE v acetatovém pufru (pH 4,21)
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Obrazek 13: Voltamogram DPV theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l (modr4) a theobrominu
0 koncentraci 30-10° mol/l (¢erna) na GCE v prosttedi fosfatového pufru (pH 7,44)
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Obrazek 14: Voltamogram SWV theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l (¢erna) a theobrominu
o koncentraci 30-10® mol/I (€erven4) na GCE v Britton — Robinsonové pufru A (0,2 M NaOH)
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Obrazek 15: Vzorovy voltamogram (DPV); theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l (¢erna)

a theobrominu o koncentraci 30-10°® mol/l (¢ervena) na BDDE v acetatovém pufru (pH 4,21)

Zavislost na pH

Z tvodniho méteni vyplynulo, Ze nejlepsi elektrodou je GCE a metoda DPV v prostiedi Britton —
Robinsonova pufru B (pH 1,81). Dalsim krokem bylo namichat pomoci B-R pufru A a B roztoky
zahrnujici celou Skalu pH a sledovat tak jeho elektroaktivitu. Pti pH 9,23 vznikaly problémy, kdy
méteni byla nevyhodnotitelna, kvili Spatnému signélu a neostrému piku. Bylo tedy tfeba vyménit
B—R pufr za boratovy, aby bylo mozno doméfit roztoky v celé skale pH. Podle R. G. Batese a V. E.
Bowera byl namichan boratovy pufr smichanim ptislusnych objemu tetraboritanu sodného s 0,1 M

hydroxidem sodnym o jednotlivych pH 9,43, 10,00 a 10,71 a doméfeno opét stejnym zptisobem.

Obrazek 16 ukazuje voltamogram v kyselém prostiedi a obrazek 17 v zasaditém prostiedi
theofylinu, tak je tomu i obrazek 18 a 19 pro theobromin. Muzeme vidét, ze S rostoucim pH se
piky posunuji k méné pozitivnéjSim potencialim. Nejlepsi signaly jsou v kyselém a neutralnim
prostiedi. Cim vice je prostiedi alkalické, tim jsou piky $irsi a hiife vyhodnotitelné. Byl sestrojen
graf, kde byly vyneseny zavislosti proudu I a potencialu E pikt na pH. (Obrazek 20 a 21) Z grafu

na obrazku je ziejmé, ze nejlepsi pH je 7,91.
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Obrazek 16: Voltamogram theofylinu o koncentraci 37-10°° mol/l v kyselém prostiedi v Britton —

Robinsonoveé pufru v rozmezi od 2,6 — 6,83 pH, na GCE, metoda DPV
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Obrazek 17: Voltamogram theofylinu o koncentraci 37-10° mol/l v alkalickém prostfedi, Britton
— Robinsonova pufru A + B a v prostiedi boratového pufru v rozmezi od 7,91- 10,71 pH, na GCE,
metoda DPV
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Obrazek 18: Voltamogram theobrominu o koncentraci 34-10° mol/l v kyselém prostiedi v Britton
— Robinsonové pufru A+B v rozmezi 2,66-6,83 pH, na GCE, metoda DPV
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Obrazek 19: Voltamogram theobrominu o koncentrace 34-10°° mol/l v alkalickém prostiedi Britton
— Robinsonové pufru A+B a v prostfedi boratového pufru v rozmezi 7,91- 10,71 pH, na GCE,
metoda DPV
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Obrazek 20: Graf zavislosti potencialu na pH pro theobromin (TB) o koncentraci 34-10° mol/l
a theofylin (TF) o koncentraci 37-10° mol/I
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Obrazek 21: Graf zavislosti proudu na pH pro theobromin (TB) o koncentraci 34-10° mol/I
a theofylin (TF) o koncentraci 37 -10°¢ mol/l
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Jako nejvhodnéjsi pH pro méfeni bylo zvoleno pH 7,91, jelikoz pii tomto pH byly signaly
nejstabilnéjsi a nejcitlivéjsi. Bylo tedy dale potieba zaméfit se na oblast pH kolem 8. Byl pfipraven
fosfatovy pufr o pH 8,00 a boratovy pufr o pH 8,1. Nejprve byl proméien theofylin s theobrominem
V jednotlivych prostiedich oddélené, a nakonec se méfila jejich smés, kdy jeden byl v nadbytku.
Tim se sledovalo, jestli se vzajemné ovliviuji. Bylo zjisténo, Ze nadbytek jedné latky nemél vliv
na signal druhé. Pik se neposouval ani k niz§imu ani k vy$§imu potencialu a proud zustal stejny,
coz muzeme vidét na obrazku 24. Naméfené hodnoty byly vyhodnoceny a vyneseny do grafu, které
jsou na obrazku 22 pro fosfatovy pufr a na obrazku 23 pro boratovy pufr. Z grafu se jevi jako

nejlepsi varianta fosfatovy pufr o pH 8,00.

0.70 1 y =0,0464x - 0,1869

0,60 1 R?=0,9869 3
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Obrazek 22: Graf zavislosti proudu na koncentraci theofylinu a theobrominu pro jednotlivé
ptidavky v prostfedi fosfatového pufru (pH 8,00), na GCE, metoda DPV
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Obrazek 23: Graf zavislosti proudu na koncentraci theofylinu a theobrominu pro jednotlivé
ptidavky v prostedi boratového pufru (pH 8,1), na GCE, metoda DPV
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Obrazek 24: Voltamogram smési theobrominu o koncentraci 34-10° mol/l a theofylinu
o koncentraci 37-10° mol/l. Poméry uvedeny v legendé& popisuji v potadi theobromin: theofylin,
ale na voltamogramu prvni pik patii theofylinu. Méteno ve fosfatovém pufru pH 8,0, na GCE,

metoda DPV

4.2 Optimalizace podminek voltametrického stanoveni

Amplituda pulzu

Po Gvodnim experimentu, pomoci kterého bylo urceno, na jaké elektrod¢, v jakém prostredi
a s kterou technikou budeme pracovat, dalsi na fade byla optimalizace podminek. Jako elektroda
byla zvolena GCE elektroda v prostredi fosfatového pufru o pH 8,00 a metoda diferen¢né pulzni
voltametrie. V nasledujicich kapitolach je popsano postupné urcovani optimalnich podminek
zvolené metody, jako jsou amplituda a délka pulzu, vzdalenost mezi pulzy, rychlost skenu a vliv

michéni na stabilitu signalu.

Meéieni amplitudy pulzu bylo prométeno pii hodnotach amplitudy v rozmezi 15-35 mV na GCE
v 15 ml fosfatového pufru se standardnim roztokem theofylinu o ¢ 0,011 mol/l a se standardnim
roztokem theobrominu o ¢ 2,22-10° mol/l. Kazd4 hodnota byla naméfena tiikrat. Na zakladé
sestaveného grafu (obrazek 25), kde je vynesena zavislost proudu na amplitudé byla zvolena

amplituda 25 mV. Pfedb&ézné méfeni probihalo pfi 25 mV, tedy hodnota zlstala sejna.
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Obrazek 25: Graf zavislosti proudu I na amplitudé smési theofylinu o koncentraci 37-10° mol/I

a theobrominu o koncentraci 34-10° mol/l
Délka pulzu

Dalsim optimalizovanym parametrem, ktery byl tfeba urcit byla délka pulzu od 0,04 - 0,06 s.
Meéfteni probihalo uZz pfi optimalizované amplitudg, tedy pfi 25 mV Vv prostiedi fosfatového pufru
pH 8,00. Z vysledkd na obrazku 26 voltamogramu a obrazku 27 z grafu je ziejmé, ze nejvhodné;si

délka pulzu je 0,05 s.
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Obrazek 26: Voltamogram zavislosti smési theofylinu 0 koncentraci 37-10° mol/l a theobrominu
o koncentraci 34-10° mol/l na délce pulzu, fosfatovy pufr pH 8,00, na GCE, metoda DPV,
amplituda 25 mV, rychlost skenu 10 mV/s, vzdalenost mezi pulzy 0,5 s
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Obrazek 27: Graf zavislosti proudové odezvy theobrominu o koncentraci 34-10° mol/l a theofylinu
0 koncentraci 37-10° mol/l na délce pulzu.

Vzdalenost mezi pulzy a rychlost skenu

K jiz optimalizovanym parametram amplitud¢ a délce pulzu bylo déle potieba urcit vzdalenost
mezi pulzy, ktera jako jedina méla vliv na rychlost skenu. Se zvySovanim vzdalenosti mezi pulzy
se snizovala rychlost skenu. (obrazek 28). Ke zjisténi optimalni vzdalenosti mezi pulzy bylo
provedeno méfeni v rozmezi 0,1 - 0,5 S. Ze ziskaného voltamogramu (obrazek 29) a nasledné
sestrojeného grafu (obrazek 30) lze povazovat za nejlepsi vzdalenost mezi pulzy 0,2 s, coz

odpovida rychlosti skenu 25 mV/s.
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Obrazek 28: Graf zavislosti parametru vzdalenosti mezi pulzy na rychlosti skenu.
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Obrazek 29: Voltamogram smési theofylinu a theobrominu v zavislosti na vzdalenosti mezi pulzy,

fosfatovy pufr o pH 8,00, GCE, metoda DPV, amplituda 25 mV, délka pulzu 0,5 s
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Obrazek 30: Graf zavislosti proudu smési theobrominu a theofylinu na vzdalenosti mezi pulzy,

fosfatovy pufr o pH 8,00, GCE, metoda DPV, amplituda 25 mV, délka pulzu 0,5 s
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Vliv michani na stabilitu a citlivost signalu.

K jiz optimalizovanym podminkam bylo tieba zjistit, jaky vliv ma michani na stabilitu a citlivost
signalu. Zvoleni vhodné doby michani napomaha k tomu, aby se odstranily produkty oxidace
od elektrody. K méfenym ¢asim michani bylo zvoleno 5, 30, 60 a 120 s. Z voltamogramu
(obrazek 31) mizeme vidét, ze nejvhodnéjsi doba by byla 15 nebo 30 sekund. KdyZ se podivame
na graf zavislosti proudové odezvy zvlast' theofylin (obrazek 32) a theobromin (obrazek 33),
muzeme si vSimnout, ze theofylin je téméf konstantni, za to u theobrominu michani moc
neprospiva. Signal theobrominu pii 15 sekundéach linearné klesa. S del§i dobou michéani je
theobromin méné stabilni. Byl vytvofen graf zavislosti zprimérovanych proudi na jednotlivych
dobach michani. (obrazek 34) Doba michani 15 sekund byla zvolena jako nejlepsi kompromis pro

ob¢ dv¢ latky.

Dale bylo provedeno 10 mé&feni pro stejné podminky, a to doba michani 15 s, amplituda 25 mV,
rychlost skenu 25 mV/s, vzdalenost mezi pulzy 0,2s a délka pulzu 0,05 s v 15 ml fosfatového pufru
0 pH 8,00 s pridavkem standardniho roztoku theobrominu o ¢ 2,22-10° mol/l a standardniho
roztoku theofylinu o ¢ 0,011 mol/l. Voltamogram 10 opakovani. (obrazek 35). Vysledky byly
vyneseny do grafu zavislosti proudu na poétu méfeni (obrazek 36). Relativni odchylka pro

theobromin s michanim byla 0,43 % a pro theofylin byla 2,6 %.
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Obrazek 31: Voltamogram smési theofylinu a theobrominu zaznamenany pro rizné doby michani,
ato 15, 30, 60 a 120 s, fosfatovy pufr pH 8,00, na GCE, metoda DPV, amplituda 25 mV, rychlost

skenu 25 mV/s, vzdalenost mezi pulzy 0,2 s, délka pulzu 0,05 s
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Obrazek 32: Graf zavislosti proudu na poc¢tu méteni theofylinu pti riznych dobach méteni.
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Obrazek 33: Graf zavislosti proudu na po¢tu méfeni pro jednotlivé doby michani pro theobromin.
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Obrazek 34: Graf zavislosti zprimérovanych hodnot proudu na dobé michani pro theofylin
a theobromin.
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Obrazek 35: Voltamogram 10 opakovanych méfeni za stejnych podminek, doba michani 15 s,
amplituda 25 mV, rychlost skenu 25 mV/s, vzdalenost mezi pulzy 0,2 s, délka pulzu 0,05 s, GCE,
metoda DPV, fosfatovy pufr pH 8,00 s theobrominem o koncentraci 34-10° mol/l a s theofylinem

o koncentraci 37-10° mol/Il
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Obrazek 36: Graf zavislosti proudu na 10 opakovani méfeni za stejnych podminek smési theofylinu
a theobrominu

Optimalni podminky

Z provedenych optimalizacnich métfeni byla zvolena elektroda ze skelného uhliku (GCE)
a vhodné prosttedi 0,1 M fosfatového pufru o pH 8,00. Bylo porovnadno méteni za ptivodnich
podminek, které automaticky nastavil software a mezi témi optimalizovanymi. (obrazek 37).
Optimalizované podminky jsou: Amplituda 25 mV, délka pulzu 0,05 s, vzdalenost mezi pulzy
0,2 s, rychlost skenu 25 mV/s, doba michani 15 s.
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Obrézek 37: Voltamogram méteni ptivodnich (Cervend) a optimalizovanych (¢ernd) podminek.
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4.3 Kalibraéni zavislost, mez detekce a mez stanovitelnosti

Nakonec pied samotnym stanovenim theofylinu a theobrominu v modelovych a redlnych vzorcich
bylo potieba sestavit kalibra¢ni kiivku. Kalibra¢ni zavislost proudu na koncentraci, ktera byla
vrozmezi od 9,44-10° - 298,0-10° mol/l pro theofylin (obrazek 38) a pro theobromin byla
v rozmezi 0d 8,9-10%—267,1-10° mol/I. (obrazek 39)

Hodnota prvniho kalibra¢niho bodu u theofylinu i theobrominu byla 10krat proméfena a vypoctena

smérodatnd odchylka a nasledné vypocitana mez detekce a mez stanovitelnosti.
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Obrazek 38: Kalibraéni zavislost proudu na koncentraci theofylinu vV rozmezi 9,44 - 298-10° mol/I
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Obrazek 39: Kalibraéni zavislost proudu na koncentraci theobrominu v rozmezi 8,9 — 267-10° mol/I
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Mez detekce:

Theofylin
3-SMODCH
LOD = —
smernice
LoD = 3-0,0013
~ 00,0035

LOD = 1,11 pmol/l = 200 pg/l

Theobromin
LOD = 3-0,000289
~0,0082

LOD=0,106 pmol/l = 19 pg/l

Meze detekce 200 pg/l pro theofylin a 19 ug/l pro theobromin odpovida koncentraci, kdy je

analyticky signdl statisticky vyznamné odlisny od Sumu.

Mez stanovitelnosti:

Theofylin
10-SMODCH
LOD = ——FF
smernice
LOD = 10-0,0013
~0,0035

LOD=3,71 pmol/l = 668 pg/l

Theobromin
LOD = 10-0,000289
~0,0082

LOD=0,35 pmol/l = 63 pg/l

Mez stanovitelnosti 668ug/1 pro theofylin a 63 pg/l pro theobromin odpovida koncentraci, pii které

je presnost stanoveni takova, Ze je mozné kvantitativni vyhodnoceni.
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4.4 Analyza modelovych vzorki

Po optimalizaci vSech potiebnych parametri diferen¢né pulzni voltametrie a sestaveni kalibra¢ni
ktivky bylo mozno piejit uz k samotnym modelovym a realnym vzorkim, pomoci kterych byla
ovéiena spolehlivost metody. Méfeni bylo provadéno na elektrodé ze skelného uhliku (GCE)
v prosttedi 0,1 M fosfatového pufru (pH 8,00). Byla nastavena doba michani na 15 sekund, kdy
signaly byly nejstabilnéjsi a nejcitlivéjsi. Stanoveni modelovych vzorkii bylo vyhodnocovano

metodou kalibra¢ni kiivky a metodou standardniho ptidavku.

Pocate¢ni potencial: 0,0V
Koncovy potencidl: 1,4 V
Amplituda pulzu: 25 mV
Délka pulzu: 0,05 s
Vzdalenost mezi pulzy: 0,2 s
Rychlost skenu: 25 mV/s

Doba michani: 15 s

Modelové vzorky byly pfipraveny, jak je uvedeno vV experimentalni c¢asti. Vzorky byly
vyhodnoceny pomoci metody kalibra¢ni kiivky a metodou standardniho ptidavku. Vysledky jsou
uvedeny v tabulkach 9 a 10. Rozdilné vysledky modelového vzorku 2 od teoretické koncentrace
jsou nejspiSe zpusobeny vlivem matrice, kdy v samotném Figaru se theobromin a theofylin

neprojevily. Méfeni mohla byt ovlivnéna dal$imi latkami pfitomnymi v ¢okolade.

Tabulka 9: Vypoctené hodnoty pro Theofylin v modelovych vzorcich

Vzorek | Kalibra¢ni kiivka | Standardni ptidavek | Teoreticka koncentrace | Vytéznost*
MV1 0,415 mg/25ml 0,405 mg/25ml 0,4 mg/25 ml 101 %

MV?2 0,72 mg/50ml 0,85 mg/50ml 0,8 mg/50ml 106 %

*(standardni piidavek/ teoreticka koncentrace) -100

Tabulka 10: Vypoétené hodnoty pro Theobromin v modelovych vzorcich

Vzorek | Kalibracni kiivka | Standardni pfidavek | Teoreticka koncentrace | Vytéznost**
MV1 0,148 mg/25mi 0,159 mg/5ml 0,16 mg/25 mi 101 %

MV?2 0,45 mg/50ml 0,35 mg/50ml 0,32 mg/50ml 109 %

**(standardni pridavek/ teoreticka koncentrace) -100
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4.5 Analyza realnych vzorku
Piiprava realnych vzorka byla jiz uvedena v experimentalni ¢asti. Realné vzorky byly stanoveny

obdobn¢ jako modelové vzorky, tedy s vyuzitim metody vicenasobného standardniho ptidavku.
(Tabulka 11)

U vzorku 70 % Lindt ¢okolddy nebyl nalezen theofylin diky nizké koncentraci theofylinu nebo
malé citlivosti metody. U vzorku 90 % Lindt byl patrny i obsah theofylinu, ale jelikoz se vyskytuje
v ¢okolad¢ ve stopovém mnozstvi, byl obtizné stanovitelny. U vzorku kakaovych bobtl
a kakaového prasku byly naméteny u theobrominu krasné piky, ale u theofylinu to bylo podstatné
horsi. Ptiklad stanoveni je na obrazku 40, kde je voltamogram 90 % cokolady Lindt s barevné
odd¢lenymi ptidavky theobrominu. Byl u¢inén i pokus o vypocet obsahu obou alkaloidi metodou
kalibracni kfivky, avSak tyto hodnoty byly vyss$i nez u druhé pouzité metody, coz mohlo byt

zpusobeno vlivem matrice.

Tabulka 11: Vysledky stanoveni theobrominu a theofylinu v realnych vzorcich (mg/g)

Vzorek Standardni piidavek (TB) (N=3) Standardni pridavek (TF) (N=3)
[mg/g] [mg/g]
70 % Lindt 1,48 + 0,022 -
90 % Lindt 1,89+ 0,079 0,39 + 0,012
Kakaové boby 6,22 + 0,745 0,23 +£0,0036
Kakaovy préasek 8,79 0,42
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Obrazek 40: Voltamogram ¢okolady Lindt s obsahem kakaa 90 %. Pik theobrominu pii potencialu
1,3 V s jednotlivymi piidavky.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit alkaloidy theofylin a theobromin, které se vyskytuji
predevsim v ¢okolad¢é. Bylo sledovano jejich elektrochemické chovani na uhlikovych pastovych
elektrodach a na elektrod¢ ze skelného uhliku a borem dopované diamantové elektrod¢. Uhlikové
pastové elektrody byly piipraveny v laboratofi z uhlikovych praskti CRS5 a Sigradur G a jako pojivo

byl pouzit silikonovy neb parafinovy olej.

Na zéklad¢ avodnich experimentd byla vybrana vhodna elektroda, prostiedi zakladniho elektrolytu
a metoda, které byly dale pouzivany k optimalizaci podminek a naslednému ovéteni spolehlivosti
metody na modelovych a redlnych vzorcich. Méfeni probihala na elektrodach GCE, BDDE,
GCPE/PO, CR5/PO, CR5/SO. Elektrolyty byly pouzity 0,1 M H2SO4, HCI, HCIO4, KCI, NaOH,
acetatovy, boratovy, Britton — Robinsonuv a fosfatovy pufr. VSechna méfeni byla
provedena pomoci metody LSV, DPV a SW voltametrie. Po spojeni vysledki méteni theobrominu
a theofilynu byla jako nejlepsi elektroda zvolena GCE a metoda DPV, kdy signaly theobrominu
a theofylinu byly nejintenzivnéjsi a nejstabilngjsi. Dalsim krokem byla studie zavislosti na pH a byl
zvolen nejvhodnéjsi zédkladni elektrolyt fostatovy pufr o pH 8,00. Vysledkem bylo stanoveni

theofylinu a theobrominu vedle sebe, protoze piky byly od sebe vzdalené a navzajem rozeznatelné.

Nasledné byly optimalizovany podminky, konkrétné amplituda pulzu na 25 mV, délka pulzu
na 0,05 s, vzdalenost mezi pulzy na 0,2 s, rychlost skenu na 25mV/s. Dale bylo dilleZité proméfit
zavislost michani na stabilité a citlivosti proudu. Ukazalo se, Ze pti michani jsou signaly stabilngjsi.
Pro dobu michani bylo vybirano mezi hodnotami 15, 30, 60 a 120 sekund. Doba michani byla
vybrana 15 sekund.

Poslednim krokem pied samotnym méfenim vzorkli bylo proméfit a sestrojit kalibracni graf
v rozsahu koncentraci 9,44-10° - 298,0-10° mol/l pro theofylinu a pro theobromin byl rozsah
koncentraci 8,9-10°—267,1-10° mol/I. Na zakladé tdchto koncentraci byla vypoétena mez detekce
pro theofylin LOD = 200 pg/1 pro theobromin LOD = 19 ug/l a mez stanovitelnosti pro theofylin
LOQ = 668 pg/l a pro theobromin LOQ = 63 pg/l.

Na zavér byla ovéfena spolehlivost metody na modelovych a realnych vzorcich. Vzorek 70 %
cokolady Lindt obsahoval 1,48 mg/g, vzorek 90 % cokolady obsahoval 1,89 mg/g, kakaové boby
obsahovaly 6,22 mg/g a kakaovy prasSek obsahoval 8,79 mg/g theobrominu stanoveny metodou
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standardniho pfidavku. Co se tyce obsahu theofylinu, ten ve vzorku 70 % ¢okolady Lindt nebyl
stanoven, diky nevyhodnotitelnému signalu. Vzorek 90 % ¢okolady Lindt obsahoval 0,39 mg/g,
kakaové boby 0,23 mg/g a kakaovy prasek 0,42 mg/g theofylinu stanoveny metodou standardniho

pridavku.
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