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ANOTACE

Prvni Cast prace je vénovana vlastnostem kofeinu v lidském organismu. Druhd ¢ast prace
se zabyva stanovenim kofeinu v biologickych vzorcich, vyuzivajici plynovou chromatografii,
extrakci kapalina-kapalina, extrakci a mikroextrakci tuhou fazi.

KLICOVA SLOVA
kofein, HPLC, SPE, SPME, extrakce kapalina-kapalina

TITLE
Caffeine — its properties and determination in human organism
ANNOTATION

The first part of this bachelor thesis is focused on properties of caffeine in human organism.
The second part describes determination of caffeine in biological samples using high
performance liquid chromatography, liquid-liquid extraction, solid phase extraction or solid
phase microextraction.
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caffeine, HPLC, SPE, SPME, liquid-liquid extraction
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UvVOD

Kofein byl poprvé izolovan a popséan Friedliebem Ferdinandem Rungem v roce 1820.
Cisty kofein je purinovy alkaloid bez zapachu s typickou hoikou chuti. Pfirozené se vyskytuje
Vv listech, semenech a plodech nékolika rostlin, mezi které patii kakaové boby, ¢aj, kava
nebo guarana. Jedna se o purinovy alkaloid, ktery stimuluje centralni nervovou soustavu
a diky velké konzumaci kavy po celém svéte se oznacuje za jednu z nejpouzivanéjsich drog.
Konzumace kofeinu je spjata piedevsim s jeho psychoaktivnimi ucinky — zvySuje bd¢lost
a soustiedéni. Kofein také muze snizovat tnavu svalli a povzbuzovat k lepSim vykontum,
proto se nachdzi na Monitorovacim programu Svétové antidopingové agentury.
Vyuziti kofeinu je i ve farmacii, je obsazen v analgeticich nebo antipyreticich a bézné
se pouzivd jako sondové l1éc¢ivo k hodnoceni metabolické aktivity raznych izoforem
cytochromu P450. Potencial ma také jako 1€k pfi 1é€bé Parkinsonovy choroby a je spojovan
se snizenym rizikem diabetu. Vyuzivan je kofein i v kosmetice, a to pfedevs§im ve vlasové,

k podpofte ristu vlast, nebo pletové jako anticelulitidni slozka krému.

Ke kvantitavni 1 kvalitativni analyze kofeinu se nejcastéji pouzivd vysokoucinna
kapalinova chromatografie. K izolaci kofeinu pied samotnym stanovenim se Casto vyuziva
extrakce kapalina-kapalina a nov¢ i extrakce nebo mikroextrakce tuhou fazi. Tato bakalarska
prace se vénuje pouziti téchto separacnich metod ke stanoveni kofeinu v biologickych

vzorcich.



1  KOFEIN

Kofein neboli 1,3,7-trimethylxanthin (viz Obrazek 1) je rostlinny purinovy alkaloid,
ktery se vyskytuje ve formé bilého prasku nebo ve formé bilych lesklych jehlicek.
Jedna se o latku bez zapachu, s typickou hotkou chuti. Kofein je stimulantem centralni
nervové soustavy, obsazeny predevSim v kav€é nebo caji, ale i energetickych népojich
nebo v ¢okoladé. Je velmi dobfe rozpustny v horké vodé (1 g se rozpusti ve 46 ml vody
pfi teploté¢ 25 °C) a mén¢é v organickych rozpoustédlech (1 g se rozpusti v 530 ml etheru).

Rozpustnost ve vodé muize byt zvysena alkalickymi benzoaty, citraty nebo salicylaty [1].

Kofein v kavé objevil chemik Friedlieb Ferdinand Runge v roce 1820 a popsal

jeho ucinky na lidsky organismus [2].

Kofein se vstiebava v tenkém stfevé a distribuuje se rovnomérné do vSech organii
i t€lesnych tekutin. Nejvyssi koncentrace v téle je dosazeno po 30 minutach. Metabolismus
kofeinu probihd v jatrech a je metabolizovan na vice nez 25 latek, které jsou vylucovany

moci [2].

% CH

I [

HSC\N/IN
|

oA Al
SH,

Obrazek 1 Strukturni vzorec kofeinu

1.1 Zdroje kofeinu

Kofein je pfirozen¢ se vyskytujici alkaloid, ktery se vyskytuje v rizném mnozstvi
v bobech, listech a plodech vice nez 60 rostlin. Mezi nejbéznéjsi zdroje kofeinu patii kola
ofech (Cola acuminate), kakaové boby (Theobroma cacao), yerba mate (llex paraguarensis)
a bobule guarany (Paullinia cupana). Prazena kavova zrna (Coffea arababica, Coffea

robusta) a ¢ajové listy (Camellia siniensis) jsou primarnimi zdroji kofeinu po celém svéte.
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Koncentrace kofeinu se mezi kdvou, ¢ajem, nealkoholickymi a energetickymi napoji lisi

(viz. Obrazek 2) [3].

Salek filtrované kavy
(200 ml)

Standardni plechovka
energetického napoje (250 ml)

Espresso
(60 ml)

Salek éerného éaje
(220 ml)

Standardni plechowka koly
(355 ml)

Tabulka horké cokalady
(504)

Tabulka mlééné éokolady
(30g)

mb o ho®
B

Obrazek 2 Obsah kofeinu v potravindch [4]

1.1.1 Caj

Slozeni caje se liSi podle typu zpracovani, staii listd, druhu, plivodu a klimatu.
Kromé slozeni ma kazdy typ ¢aje charakteristickou chut’, zdravotni vlastnosti a rizné hladiny
kofeinu. Jedna z hlavnich rostlin pouzivana jako surovina pro ¢aj je Camellia sinensis,
ze které se ziskavaji zelené, bilé a Cerné Caje. Rozdily mezi nimi jsou zpusobeny riznym
zpracovanim [5].

Zeleny caj se nefermentuje a ziskava se z mladych listd, kterou jsou vystaveny

pisobeni pary a vysokym teplotam za Gi¢elem inaktivace oxidujicich enzymd [5].

Cerny ¢aj je plné fermentovany a méa vysokou hladinu kofeinu. Piipravuje
se dehydrataci listi a Cerstvych stonki, kvasenim a susenim za uplného odpareni vody z listii
I stonkti. Nasledné¢ jsou listy fermentované enzymatickym oxida¢nim procesem

a jsou vystaveny vysokym teplotam az do zisku tvrdé a drobivé konzistence Caje [5].

Bily ¢aj je minimalné zpracovan. Pfipravuje se z mladych listd, které se sbiraji diive,

nez se pupeny rostliny pln¢ oteviou. Zpracovani spociva v suseni, dehydrataci a zahfivani [5].
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Yerba mate, ¢aj tradi¢né uzivany v Jizni Americe, se vyrabi namacenim vétvicek

a listd rostliny llex paraguarensis [3].

Primérny Salek ¢erné¢ho Caje obsahuje 47 mg kofeinu, ale mize obsahovat az 90 mg.
Zelené Caje obsahuji 20-45 mg, bilé ¢aje obsahuji 6-60 mg kofeinu. V zeleném caji matcha
je obsah kofeinu 35 mg na 1 ¢ajovou 1zicku v praskové podobé caje. Yerba mate obvykle
obsahuji 85 mg kofeinu v jednom Salku. Metoda piipravy ¢aje velmi ovliviiuje obsah kofeinu
v ¢aji. Caje, které jsou déle louhovany v horké vodg, uvolni vétsi mnozstvi kofeinu [6].

Kofein v ¢aji byva oznacovan jako tein.
1.1.2 Kava

Kavovniky se péstuji predevsim v tropickych a subtropickych oblastech Afriky,
jihovychodni Asie a Jizni Ameriky. Rod Coffea patii do ¢eledi Rubiaceae a obsahuje vice nez

v

90 druht. Komer¢né nejvyuzivanéjsi jsou druhy Coffea arabica, Coffea canephora, Coffea
Robusta a Coffea liberica. Kvalita kavy je ovlivnéna fadou faktort, ale nejvyznamnéjsi jsou
faktory predskliziiového a poskliziiového zpracovani kavovych zrn. Pfi sklizni prochazeji
kavové tifesné slozitou fadou kroki, aby byly ve stabilngjsi, pfepravitelné a prazitelné formée.
Tyto kroky zajistuji bezpenou zmeénu kavovych tiesni, které podléhaji rychlé zkaze,
na stabilngjsi zelené kavové boby. Poskliziiové zpracovani méni chemické slozeni zelenych
kavovych zrn, které muze ovlivnit kvalitu konecného produktu. Zelené kavové boby

se ziskavaji bud’ suchou, polosuchou nebo mokrou metodou zpracovani [7].

Primérny Salek kavy obsahuje 95 mg kofeinu. Kava ztmavych prazenych bobi
obsahuje vice kofeinu nez kdva, piipravovana ze svétlych prazenych bobi.
Nejkoncentrovangj§im zdrojem kavy je espresso, kdy v30 ml je 58 mg kofeinu.

Kava se obvykle ptipravuje pfi teploté 90-96°C [6].
1.2 Chemické slozeni kavy

Chemické slozeni kdvy je rtiznorodé — odviji se od druhu a pivodu kévy i od zpisobu
kavova a chinova (10 %), kyselina chlorogenova (4-6 %), polysacharidy (25-30 %), proteiny
(13 %), tuky a vosky (0,1-0,8 %) a mineralni latky — pfedevsim draslik, hoi¢ik, vapnik, fosfor
a zelezo (asi 4 %) [2].
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1.3 Metabolismus kofeinu

V lidském organismu je kofein metabolizovan na vice nez 25 metabolitl, z ¢ehoz
nejvetsi zastoupeni ma paraxantin, teobromin a teofylin (viz Obrazek 3) [8]. Kofein uzivany
V napojich je rychle absorbovan gastrointestindlnim traktem a distribuovan je vodou.
Rychlejsi absorpce se da dosdhnout zvykanim zvykacky obsahujici kofein, kdy dochazi

k absorpci kofeinu ptes sliznici v ustech [9].

Teobromin Teofylin Paraxantin

Obrazek 3 Strukturni vzorce hlavnich metabolitii kofeinu

K metabolismu kofeinu dochazi v jatrech na dimethylxanthiny, mocové kyseliny,
di- atrimethylallantoin a na derivaty uracilu. Existuje pét metabolickych cest kofeinu.
Mezi prvni tii patii demethylace N-3 za vzniku paraxantinu, N-1 za vzniku teobrominu
a demethylace N-7 na teofylin. Vétsinu kofeinu metabolizuje izoenzym jaterniho cytochromu
P450 CYP1AZ2, ktery dava 85 % paraxantinu, 10 % teobrominu a 5 % teofylinu [9].

CYPI1A2 je zodpoveédny za vice nez 95 % primarniho metabolismu kofeinu. Jedna se
0 dilezity enzym metabolizujici v jatrech. Existuje vice nez 100 substrati pro CYP1A2,
véetné nékolika dulezitych 1ékiu. Kofein se tedy mize vyuzit jako 1é¢ivo slouzici k hodnoceni
aktivity CYP1A2. CYP1A2 je mozné najit v jatrech, plicich, pankreatu, gastrointestinalnim
traktu a mozku [10].

Mezi faktory ovliviiujici metabolismus kofeinu patii napf. téhotenstvi, koufeni,
alkohol nebo cviceni. U koufeni je metabolismus zvysSen zrychlenou demethylaci.
U Zen V prechodu, které uzivaji estrogen, dochdzi ke snizenému metabolismu kofeinu, jelikoz

izoenzym CYP1A2 enzymu P450 je spole¢ny pro metabolismus kofeinu i estrogenu [10].
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Kofein se reverzibilné vaze na plazmatické proteiny a takto navdzany kofein
ptredstavuje asi 10-30 % celkového mnozstvi plazmy. Distribuéni objem je ptiblizné 0,7 1/kg.
Tato hodnota naznacuje, ze je kofein hydrofilni a voln¢ se distribuuje do vody uvniti bunécné
tkan¢. Je ovSem 1 dostateéné lipofilni, aby prosel hematoencefalitickou bariérou [9].
Jelikoz je kofein snadno reabsorbovatelny renalnimi tubuly, jen velmi malé procento
nezménéného kofeinu se objevi v moc¢i [9]. Nejvétsi zastoupeni v moci jako metabolit kofeinu
ma paraxantin. Kromé paraxantinu jsou hlavnimi metabolity kofeinu v moci 1-methylxanthin,
kyselina  1-methylurova, 5- acetylamino-6-formylamino-3methyluracil a  kyselina
1,7-dimethylurova. Tyto metabolity jsou tvofeny sekundarnim metabolismem cytochromi
P450, CYP2A6, N-acetyltransferazou 2 a xantin dehydrogenazou (viz Obrazek 4 [11]) [10].
Kofein se vylucuje rychleji nez paraxantin, proto 8-10 h po poziti kofeinu koncentrace

paraxantinu kofein pievysuje [9].
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Obrazek 4 Hlavni metabolicka cesta kofeinu [11]

1.4 Farmakodynamika kofeinu
Utinek kofeinu na periferni a centralni nervovy systém ma tfi mozné cesty:

e Blokada adenosinovych receptort,
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e Blokada fosfodiesteraz,

e Utinek na iontové kanaly [12].
1.4.1 Blokada adenosinovych receptori

Existuji 4 adenosinové receptory: Ai-, Aza-, Azs- a As-. Lidské As-adenosinové
receptory jsou na kofein jen velmi malo citlivé, a proto na né nepisobi. Adenosin je na

zbylych 3 receptorech dillezitym antagonistou [12].

Adenosinovy receptor Ai- je predevSim v mozku, miSe, varlatech, srdci a v nervovych
zakoncenich autonomnich nervli. Receptor Aza- je pfitomen hlavné v srdci, mozku, plicich
a slezin¢. Receptor Azp- se nachdzi v tlustém stfevé a mocovém meéchyti. Receptor As-

je pfitomny v plicich, jatrech, mozku, varlatech a v srdci [13].

Kofein je rizn¢ afinitni k riznym receptorim, a tak ma odlisny dopad na tkané
Vv zavislosti na urovni exprese a typu adenosinovych receptorti [13]. Ai- a A2a- adenosinové
receptory vazi adenosin 1épe neZ receptory Azs- a As- [14]. Ackoliv je kofein vice afinitni
k receptoru  Aza-, vyznamngj$i akutni ucinky ma pii pusobeni na receptor As-.
Chronické konzumace kofeinu ale muze vést k toleranci Aj-receptoru, takze prevlada
pusobeni na receptor Aza- [13]. Kofein se navaze na adenosinovy receptor buiky misto
adenosinu, jelikoZ ma velmi podobnou strukturu. Jeden z projevit vazby kofeinu
na adenosinové receptory misto adenosinu je, Ze cévy mozku pusobenim kofeinu
vazokonstrikuji, jelikoz je zablokovana schopnost adenosinu je rozsifit. Zuzeni cév muize
zabranit vaskularnim bolestem hlavy. Tento Gc¢inek je divodem, pro¢ nékteré 1€ky na bolest

hlavy kofein obsahuji [9].

Kofein dale zptisobuje zvysené vyplavovani neurond, coz hypofyza vnima jako stav
nouze. Hypofyza uvolni hormony, které zptisobi produkci adrenalinu. Adrenalin ma na télo
nékolik ucinkl: rozsifeni dychacich cest, zrychlena srde¢ni aktivita, stoupa krevni tlak, jatra
uvolnuji cukr do krevniho fecisté pro zisk dalsi energie atd [9]. V CNS ma kofein stimula¢ni
ucinky — zvySuje stav bdélosti, snizuje Unavu, zlepSuje naladu apod. Konzumace kofeinu
v malych davkach ovSem nevyvoldva srde¢ni arytmie ani u zdravych, ani u nemocnych
pacientt. Kofein uzivany pravidelné vyvola toleranci k vétsin¢ béznych ucinki. Mize dojit
I k zavislosti, kterd se po Vysazeni projevuje abstinen¢nimi pfiznaky. Mezi né patii bolest
hlavy, inava, ospalost, tizkost, neklid atd. Zavaznost se odviji na mnozstvi konzumovaného

kofeinu [15].
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1.4.2 Blokada fosfodiesteraz

Fosfodiesterazy jsou skupinou enzymu, které hydrolyzuji cyklické nukleotidy.
Tyto nukleotidy maji klicovou roli pii regulaci intracelularni hladiny druhého messengeru —
cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat) — tim reguluji i buné¢né funkce [12]. Naptf. mnoho
hormont a neurotransmiter neprochazi bunéénou membranou, a tak svou funkci vykonavaji
prostiednictvim druhych posli. V piipadé, ze kofein zastavi rozklad cAMP, jeho tc¢inek v téle
se zesili. V srdci tato reakce vybizi noradrenalin a adrenalin ke zvySeni rychlosti a sily
svalovych kontrakci. Dochazi tak ke zrychleni tepové frekvence a zvySeni krevniho tlaku
[13]. Kofein zvySuje koncentraci cAMP inhibici fosfodiesterazovych enzymu v kosterni
a tukové tkani. To podporuje lipolyzu prostfednictvim hormonu HSL (hormon senzitivni
lipaza). Dochazi k uvolnéni volnych mastnych kyselin a glycerolu, jejichz zvySena dostupnost

Vv kosternim svalu puisobi jako uspora spotieby svalového glykogenu [12].

Kofein je povazovan za slaby a neselektivni inhibitor fosfodiesterazy a vyzaduje

v

koncentrace vyssi nez 20 mM, aby doslo k vyznamnéjsi inhibici [12].
1.4.3 U¢inek na iontové kanaly

Zména intraceluldrni koncentrace Ca®* Casto vyvolava uginek rGznych
neurotransmiteri a hormonti. ZvySeni koncentrace vyzaduje aktivaci specifickych kanala.
Jeden z téchto kanald je citlivy na kofein. Mobilizace Ca?* vyvolana kofeinem zpisobi
kontrakci pruhovanych ihladkych svalt. Kofein také ovliviiuje Ca?* v endokrinnich,
exogennich nebo nervovych buiikach, coz vede napiiklad ke zvysené sekreci katecholamin

[16].

Kofein tedy pisobi na cyklicky ADP-riboza-senzitivni kanal (také zvany ryanodin —
senzitivni kanal), uvolilujici vapnik. Tim zplsobuje uvolnovani intracelularniho vépniku
ze skladového mista v sarkoplazmatického retikula svalu, endoplazmatického retikula svalu
i dalSich bun€k véetné neuronalnich. Vyznamné mnozstvi uvolnéného vapniku vyzaduje

koncentraci kofeinu vyssi nez 1 mM [14].

Kofein blokuje také benzodiazepinové receptory — ma v souvislosti snimi slabé
antagonistické receptory. Tento mechanismus vyZaduje velmi vysoké koncentrace kofeinu.
Interakce mezi kofeinem a benzodiazepinovymi receptory je pravdépodobné zprostredkovana

ucinkem kofeinu na adenosinové receptory [9].
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1.5 Fyziologické uc¢inky kofeinu
1.5.1 Obecna toxicita kofeinu

Séalek kavy obsahuje asi 60120 mg kofeinu a za pfiméfené denni mnoZstvi se uvadi
300 mg kofeinu (pfiblizné¢ tfi Salky). Vyssi denni davka mize vést k nervosvalové
podrazdénosti, porucham traveni, tfesu, neklidu nebo nespavosti. Kazdodenni uzivani davky
kofeinu vyssi nez 500 mg (4—7 salkid kavy nebo 7-9 salkt caje), predstavuje vyznamné
zdravotni riziko. Velka spotfeba miize vést ke kofeinismu — Syndrom charakterizovany
rozsahem nezadoucich ucinkl jako je neklid, uzkost, podrazdénost, svalovy tfes, nespavost,
bolesti hlavy, zvysena diuréza, gastrointestinalni a kardiovaskularni potize. Vys$i piijem
kofeinu (nad 400 mg za den) u zen miZe vést k nestabilité detruzoru (sval podilejici se na
vyprazdiiovani mo¢ového méchyie). Zenam, které na nestabilitu detruzoru trpi, i maly pfijem

kofeinu (200-400 mg za den) mize pusobit komplikace [17].

Akutni otrava se mize projevit Uzkostmi, zrychlenym pulsem, nespavosti, neklidem
apod. K chronické otravé dochazi pii dlouhodob&jsim uzivani vétsiho mnozstvi latek
s kofeinem. U chronické otravy dochazi k porucham traveni, nechutenstvi, trvalému neklidu

nebo nesoustiedénosti [17].

Smrtelnd davka kofeinu je 150 mg/kg, coZ je asi 10 g pro dospélého clovéka
pfi oralnim poziti. Smrt kvili pfedavkovani se kofeinem neni béznd a bylo zaznamenano

jen nékolik malo ptipadi [2].
1.5.2 Kardiovaskularni efekty

Davka kofeinu nad 250 mg na osobu vyvolava zvyseni systolického tlaku (o 5-15 mmHQ)
anebo diastolického tlaku (o 5-10 mmHg). Nejvyrazngjsi je efekt u starSich lidi, u lidi
s vysokym krevni tlakem a u lidi, ktefi normalné kofein neuzivaji. Momentalné dostupna data
uvadgji, ze mirny piijem kofeinu — 4 a méné Salki kavy za den (nebo méné¢ nez 400 mg

kofeinu za den) neovlivituje kardiovaskularni zdravi [8].
1.5.3 Vliv kofeinu na téhotenstvi a vyvoj plodu

Vliv kofeinu na prubéh téhotenstvi a vyvoj plodu do znacné miry zavisi na piijmu
matky a také na rychlosti metabolismu kofeinu v téle matky. Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin (EFSA) a Americky lékatsky institut doporucuji omezeni kofeinu pod 200 mg/den
[18].
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Bézné se proto doporucuje omezit piijem kofeinu u téhotnych a kojicich zen, jelikoz
kofein prochézi placentou a je i vylu¢ovan do matefského mléka. U¢inky malého mnozstvi
kofeinu na kojence a déti jsou vSak malé a obvykle neSkodné. Epidemiologické studie
prokazaly, Ze kofein nema nepiiznivy ucinek na plodnost, pfed¢asné narozeni, nizkou porodni

hmotnost nebo na vrozené malformace [9].
1.5.4 Kofein a spanek

Zvyseni bdélosti je vlastnost kofeinu, kvili které¢ ho lidé denn€¢ konzumuji. Ptirozena
denni spotieba kofeinu je nejvyssi mezi 8 a 12 hodinou ranni. Vysoka citlivost spanku na
kofein se odrazi ve zvySené funkéni aktivit¢ mozku. Kofein také mize sniZzovat dostupnost

serotoninu na postsynaptickych receptorovych mistech, coz ovliviiuje spankové a motorické
funkce [19].

Kofein uzivany pfed spanim mize tedy mit vliv na kvalitu spanku. Davka 400 mg
kofeinu uzitého i 6 hodin pfed spanim muze spanek zkratit o vice nez hodinu. Pokud se tato
ztrata spanku vyskytuje po vice noci, mize mit Skodlivé ucinky na denni funkci organismu.

Kofein by se tedy nemél konzumovat od 17:00 hodin [20].

Ovlivnéni spanku kofeinem je velmi individudlni kvuli nékolika faktortim,
jako napiiklad — geneticka variabilita, vék, obvykly piijem kofeinu nebo ¢as poziti [21].
Casti konzumenti kofeinu tak hlasi poruchy spanku méné neZ jedinci, kteii kofein uZzivaji

ztidka, coz naznacuje vyvoj tolerance efektu kofeinu na spanek [17].
1.5.5 Kofein a diabetes mellitus druhého typu

Cukrovka neboli diabetes je onemocnéni, ke kterému dochézi, pokud slinivka bfisni
neni schopnd vyrabét inzulin nebo pokud té€lo inzulin neumi vyuZivat. V roce 2019 Zilo

s diabetem obou typi 463 miliont dospélych [22].

Inzulin je peptidovy hormon vylucovany [ bunkami Langerhansovych ostrivkd,
ktery udrzuje normalni hladinu glukézy v Kkrvi, a to pomoci usnadnéni absorpce bunééné
glukozy, regulaci metabolismu uhlohydratt, lipida a proteind [23]. Neschopnost produkovat
inzulin nebo ho vyuzivat vede khyperglykémii — zvySené hladiny glukézy v Krvi.
Dlouhodobé vysoké hladiny glukozy jsou spojené s poskozenim téla a selhanim rtiznych

organt nebo tkani [22].
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Diabetes druhého typu piredstavuje piiblizné 90 % vsSech piipada diabetu. Obvykle
se vyznacuje inzulinovou rezistenci, kdy télo na inzulin zcela nereaguje. Diabetes druhého
typu je nejCastéji diagnostikovan u starSich dospélych, ale je stale Castéji pozorovan u déti,
adolescentii a mladSich dospélych v dasledku rostouci trovné obezity, fyzické necinnosti

a Spatné stravy [22].

Vysoka spotieba kavy je spojena slepsi glukézovou toleranci a podstatné niz§im
rizikem diabetu druhého typu. Konzumace péti nebo vice $alka kavy za den je trvale spojena

s niz8§im rizikem diabetu typu 2 [24].

Kava ovliviiuje sekreci gastrointestinalniho traktu peptidy glukagon-like peptid-1
a polypeptidem inhibujici zaludek (GIP), které snizuji glukozu vstiebavanim v tenkém stieve.
Dalsi mozny mechanismus je pfima stimulace pankreatickych bun¢k kofeinem a teofylinem

[25].
1.5.6 Kofein a Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni mozku, zapfi¢inéné
selhavanim neuronti produkujicich dopamin v oblasti mozku, ktera se nazyva substantia
negra. Dopamin je neurotransmiter, ktery je zasadni pfi odesilani signalu z mozku K pfimému
pohybu svali a koordinaci. Parkinsonova choroba ma tedy za nasledek progresivni ztratu
koordinace. Progrese nemoci je pomérné¢ pomald, symptomy jsou obvykle viditelné po ztraté
asi 70 az 80 % nervovych bungk [26]. Mezi nejbéznéjsi motorické ptiznaky patfi tfes, ztuhlost

nebo rigidita svali a zpomaleni pohybu zvané bradykineze [27].

Lécba Parkinsonovy choroby se provadi pomoci medikamentl, mezi které patii
I dopaminergni 1éky. Mezi tyto 1éky fadime prekurzor dopaminu levodopa, ktery se oznacuje
jako L-dopa. Tento 1ék se v téle metabolizuje na dopamin a nahrazuje tak jeho nedostatek.
Mezi vedlejsi G€inky tohoto 1éku patii nechutenstvi, nevolnost nebo zvraceni.
L-dopa se pouzivd az piipokrocilejsSim stddiu nemoci, jelikoz se jeho ucinek

po ¢ase pouzivani snizuje [28].

Velky potencidl v 1éc¢bé Parkinsonovy choroby maji antagonisté receptoru Aca..
Antagonisté nejen snizuji svalovou ztuhlost, ale i zesiluji G¢inek L-dopa, coz mlize umoznit

snizit davky 1éka a tim zpomalit vedlejsi ucinky lécby [29].
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Piti kavy proto bylo spojeno se snizenym rizikem rozvoje Parkinsonovy choroby,
jelikoz kofein ma schopnosti blokovat Aza- receptory — je jejich antagonistou diky podobné

struktuie molekuly adenosinu a kofeinu [29].
1.6 Kofein a doping

Kofein se krom¢ potravin a napoji vyskytuje uméle i v doplicich stravy a ve volné
prodejnych lécich [30]. Kvuli dostupnosti je uzivani kofeinu ve sportu pomérné rozsifené,
a to diky jeho ergogennim u¢inkiim. Kofein sviij ergogenni ucinek projevuje pomoci nékolika
mechanismi — jako antagonista adenosinu na adenosinovych receptorech, coz vede
Kk rychlejSimu uvoliovani neurotransmiterd, diky stimulaci sekrece adrenalinu, zvySovanim

uvolnovani buné¢nych iontl a snizenim vnimani bolesti [31].

Zlepseni vykonu po poziti kofeinu se mezi jednotlivci velice lisi. Ergogenita kofeinu

mize byt rozdilna predevs$im kvuli genetice, mikrobiomu a riznym navykim na kofein [30].

Doporucuje se 3-9 mg/kg kofeinu piiblizné 60 minut pfed cvicenim. Piedpoklada se,
ze vys$i davky nemaji vétsi ucinek [31]. Mezi nevyhody poziti kofeinu se uvadi nervozita
a nespavost. Proto vétsi davka nez 9 mg/kg muize vést k vedlejSim ucinktim, které prevazi
nad vyhodami [30]. Poziti kofeinu ve formé kavy je v podstaté neGinné pii porovnani
dopingu ¢istym kofeinem. Ptibuzné slouceniny kofeinu, jako je naptiklad teofylin, jsou také

ergogennimi latkami [32].

Kofein byl aZ do roku 2004 na Seznamu zakazanych latek, nyni je v Monitorovacim
programu Svétové antidopingoveé agentury. Kontroluje se jeho koncentrace v moc¢i po soutézi.
Od roku 2004, tedy od odstranéni kofeinu ze Seznamu, jsou koncentrace ve vzorcich vétsi —
vroce 2004 byla stfedni koncentrace kofeinu ve vzorku moc¢i 0,70 pg/ml, vroce 2015
se hodnota zvysila na 0,85 pg/ml. Zaroven se zvysilo procento vzorki s detekovatelnou

hranici 0,1 ug/ml kofeinu v moci z 70,1 % (rok 2008) na 75,7 % (rok 2015) [30].
1.7 Kofein v kosmetice

Kofein je v kosmetice ¢im dal castéji vyuzivan diky vysoké biologické aktivite
a schopnosti proniknout pokozkou. Kofein je vyuzivan jako G¢inna latka v pfipravcich proti
celulitidé, jelikoz brani nadmérnému hromadéni tuku v buitkdch. Ma také silné antioxidacni

ucinky, poméha chranit bunky pfed UV zafenim a tim zpomaluje proces prfedCasného starnuti

26



ktze. Zvysuje také mikrocirkulaci krve v kizi a také stimuluje rist vlast inhibici aktivity

Sa-reduktazy [33].
1.7.1 Anti-celulitidni vlastnosti kofeinu

Celulitida je porucha zahrnujici mikrocirkulac¢ni a lymfaticky systém, extracelularni
matrix a pfitomnost nadmérného podkozniho tuku, ktery se vybouli do dermis.
Celulitida se vyskytuje piedev§im na dolnich koncetinach, v panevni oblasti nebo na bfise u
zen a vyznacuje se vzhledem ,pomerancové kury‘. Pfiblizn¢ 80 % Zen ve vcku nad 20 let

urcitym stupném celulitidy trpi [34].

Lipazy umisténé na membran¢ adipocyti mohou byt aktivovany nebo inhibovéany
katecholaminy (napf. noradrenalin a adrenalin) a hormony (napf. inzulin, glukagon
a adrenokortikotropin) [33]. Kofein muze ovlivnit vyluovani katecholamint, které aktivuji
HSL v procesu lipolyzy coz vede k degradaci TAG a podili se tak na redukci celulitidy [33].
Vysledky publikované Roure a kol. [35] ukazaly, ze kofein mirné stimuloval uvolfiovani

glycerolu v milimolarnich koncentracich.

Bézné dostupné kosmetické piipravky obsahuji 3 % kofeinu. Piipravky s vyssi
koncentraci vyZzaduji velké mnozstvi povrchové aktivnich latek nebo alkoholu (kvili nizsi
rozpustnosti ve vode¢), a tak jejich pouziti mtze vést kK podrazdéni kuze [36]. Korejska studie
[36] zkoumala ucinek zestihlujiciho krému obsahujiciho 3,5 % ve vod¢ rozpustného kofeinu,
Smalym obsahem povrchové aktivnich latek, ktery vykazoval lipolytické ucinky
prostfednictvim inhibice fosfodiesterazy a indukci cAMP v adipocytech. Kofein tedy
proniknul koZzni bariérou a dosdhnul dermis, ve které¢ dochdzi k vybouleni tuku. U Zen doslo

k redukci celulitidy bez podrazdéni kize.
1.7.2 Antioxida¢ni ucinky kofeinu

Vystavovani se UV zafeni miize predstavovat az 80 % viditelnych znamek starnuti
ktze — vrasky, zhorSena pigmentace nebo suchy vzhled. Lidé jsou vystavovani UV zafeni

predevsim v disledku nechranéného vystaveni kize slune¢nimu zafeni [37].

UV paprsky urychluji starnuti klize, snizuji syntézu prokolagenu, ovliviiuji vlakno
kolagenu a tim snizuji pruznost pokozky, zptisobuji expanzi a praskani krevnich cév kize,
stimuluji tvorbu vrasek a skvrn a v extrémnich piipadech mohou vést k rakoviné kiiZe.

UV zafeni zvySuje produkci volnych radikala [33].
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Kofein pfidany do kosmetickych piipravki na ochranu proti slunci zvySuje ochranny
ucinek proti UV zafeni, snizuje tvorbu volnych radikalt v koznich bunikach a muze byt

uziteény pii prevenci rakoviny kuze vyvolané UV zafenim [33].
1.7.3 Efekt kofeinu na rist vlasu

Sa-reduktdiza je enzym, ktery pievadi testosteron na ucinnéjsi  formu
dihydrotestosteron (DHT), ktery je zodpovédny za pleSatost. Obzvlasté citlivé na DHT jsou
vlasové folikuly. DHT vede ke zkracené anagenni fazi (faze, kdy vlasovy vacek produkuje
vlasové vlakno) riistového cyklu vlast. Vétsina vlast prechéazi do telogenni faze vlasi — faze
klidu az do vypadnuti vlasu. Nové¢ rostouci vlasy jsou tenci a krat$i a po n€kolika cyklech
ristu prestavaji vlasy rist. Kofein inhibuje aktivitu Sa reduktazy a tim umoZiluje obnovenou

fazi rastu vlast [33].
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2 STANOVENI KOFEINU

Pro separaci a nasledné stanoveni kofeinu ve vzorcich biologickych, ale i rostlinnych nebo
potravinovych se pouzivaji rtizné analytické metody. Pouzivd se napf. vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC) vybavena rtiznymi typy kolon a detekénimi systémy,
plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem nebo s plamenovym ionizacnim
detektorem (GC — MS/FID), iontova chromatografie (IC), spektrofotometrie v UV/Vis oblasti
(Uv-Vis), infraCervena  spektrofotometric s Fourierovou  transformaci  (FT-IR),
blizka infraCervend (NIR) spektroskopie, kapilarni elektroforéza, nuklearni magneticka
rezonance, potenciometrie nebo voltametrie Nejpouzivanéjsi technikou vyuzivanou pro
stanoveni stopovych hladin kofeinu je plynova chromatografie, zejména diky

své jednoduchosti, tispofe Casu a ¢inidel [38].

Ve vétsing metod je ptima analyza kofeinu ve vzorcich omezena kvili nedostate¢né
citlivosti. K izolaci kofeinu je tedy potfeba nutny krok zakoncentrovani. K separaci
se pouziva napf. extrakce rozpoustédlem, extrakce nadkritickou tekutinou (SFE),
ultrazvukova extrakce, Soxhletova extrakce, extrakce tuhou fazi (SPE) nebo sloupcova
chromatograficka extrakce (CCE) [38].

Tato prace je zaméiena predevsim na studie, které upravuji vzorek pted analyzou
pomoci extrakce z kapaliny do kapaliny a extrakce nebo mikroextrakce tuhou fazi a analyzuji

kofein v biologickych vzorcich pomoci HPLC, popt. GC.
2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (zkracené HPLC) je soubor metod rtiznych
mechanismu separace, pro néz je spolecné pouziti kapalné mobilni faze, vysokotlaké techniky
a ucinnych kolon [39]. Princip separace je zalozen na separaci latek mezi stacionarni fazi
naplnénou v koloné¢ a mobilni fazi prochéazejici kolonou za vysokého tlaku. Vysokoucinna
kapalinovd chromatografie umoziuje analyzu tepelné nestabilnich nebo netékavych latek

a polymeru [40].

Metody HPLC lze rozdé€lit na systém kapalina — tuhd latka, mezi které¢ tadime
chromatografii na polarnich i nepolarnich adsorbentech, na chemicky vézanych féazich, na
gelovou chromatografii a chromatografii iontové vyménnou. Dalsi rozdéleni je na systém
kapalina — kapalina, ktery pouZziva kapalnou stacionarni fazi zakotvenou na inertnim nosici
[39].
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Pouzitim kolon sjemnymi casticemi, velkym pritokem mobilni faze a pouzitim
vysokotlakych cerpadel (které zajistuji konstantni pritok) se dosahuje vysoké ucinnosti a

rychlosti této metody [39].

Kolony, které se pro HPLC pouzivaji, se zhotovuji z materidlu, ktery odolava
vysokym tlakiim. Nejcastéji se pouziva borosilikdtové tvrzené sklo nebo antikorozni ocel.
Délka kolon byva 5-50 cm o vnitinim priiméru 2—4 mm a jsou plnény sorbenty s ¢asticemi

velikosti 3-10 um [39].
Detektory pro HPLC musi spliiovat nékolik pozadavk:

e Vysoka citlivost — detekce latek v koncentracich ng az pg/mi,

e Reprodukovatelnost a linearita odezvy,

e Univerzalnost — detekce vSech oddélenych slozek vzorku. Mezi nejpouzivangjsi
detektory se fadi — refraktometricky, konduktometricky, ultrafialovy, fluorimetricky,

amperometricky anebo hmotnostni spektrometrie [40].
2.2 Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce z kapaliny do kapaliny je metoda zalozena na pfenosu stanovované latky
Z jedné kapalné faze do druhé kapalné faze. Ob¢ faze jsou vzajemné nemisitelné. SloZzka se
z analyzovaného roztoku — nejcastéji z vodné polarni faze, ptevadi do nepolarni faze —
organického rozpoustédla. V organickém rozpoustédle se izolovand slozka stanovi ptimo,

napt. spektrofotometricky [40].

Jako organicka rozpoustédla se nejcastéji pouzivaji benzen, chloroform, butanol,

isoamylalkohol apod. [39]. Nejjednodussi provedeni je vytiepani v délici nalevce [40].
Cile studii

Cile analyzy kofeinu pomoci extrakce kapalina-kapalina a nasledné HPLC detekce
v biologickych vzorcich mohou byt rtizné. Napt. Bendriss a kol. [41] se ve své studii zaméfili
na analyzu kofeinu a jeho metabolitd k zjisténi aktivity riznych izoforem cytochromu P450.
V této studii byly zkouméany CYP1A2, CYP2A6, xantinova oxiddza a N-acetyltransferdza.
Studie Ventury a kol. [42] je zamé&fena na stabilitu kofeinu v mo¢i, jakozto dopingové latky.
Zaméftili se na systémové hodnoceni vzorku moci poté, co byla vystavena riznym teplotnim
podminkam, ke kterym dochézi pfi analyzovani v dopingovych kontroldch. Martinez-Lopez

a kol. [43] detekovali kofein a jeho metabolity v plazmé i v moc¢i 12 zdravych dobrovolnikl
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po vypiti 250 ml vody obsahujici 3,5 g prazeného rozpustného zeleného kévového zrna.
Cilem studie Alvi a kol. [44] bylo stanoveni koncentrace kofeinu v plazmé s ovéfenim
za pouziti syntetické plazmy, ktera neobsahovala zadné latky, které by s kofeinem mohly

interferovat.
Experimentalni objekty

Ve studii Bendrisse a kol. [41] vzorky poskytlo 10 lidi ve véku 22 az 60 let, 7 muzl
a 3 zeny. VSichni ucastnici studie byli pravidelni pfijemci kofeinu a nekufaci. Kazdy ucastnik
byl pozadan, aby odebral mo¢ po 5 hodinach od vypiti bézného salku kavy. Moc byla
okyselena koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 3-4 a skladovana pii -20 °C az

do doby analyzy.

Martinez-Lopez a kol. [43] ve studii pouzili vzorky 12 lidi — 7 muzi a 5 Zen.
Dobrovolnici byli ve véku 18-45 let, vSichni byli zdravi, bez chronickych obtizi, nekufaci,
6 mésictu pred studii nepozivali zddné dopliky stravy a zadna z Zen nebyla t€hotna. 3 dny
pred studii byli dobrovolnici pozadani, aby nekonzumovali kavu, kakao, ¢okoladu, ¢aje nebo
jiné napoje s obsahem yerba mate a kofeinu. Po no¢nim pustu se dobrovolnikim odebrala
krev do zkumavky s EDTA. Nasledné bylo rozpusténo 3,5 g rozpustného zeleného prazeného
kavového zrna v 250 ml horké vody. Tento obsah museli dobrovolnici vypit do 5 minut.
Vzorky krve byly znovu odebrany po 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10 a 12 hodinach po poziti
kofeinu a byly ihned zcentrifugovany pfi 3000 ot/min a 4 °C po dobu 10 minut. Zaroven
s odbérem krve byla odebrana i mo¢. Prvni odbér byl 2 hodiny pied podanim kofeinu
a nasledné v rozmezi 2 hodin po podani, 2-5 hodin po, 5-8 hodin po, 8-12 hodin po a 12-24
hodin po podani kofeinu. Vzorky krve byly rozd€leny a zmrazeny na -80 °C, vzorky moci

byly rozdéleny a zmrazeny na -20 °C.

Alvi a kol. [44] ziskali vzorky plazmy od zdravych dobrovolniku, ktefi 16 h pied
zaCatkem nepozili zadny kofein a nésledné dostali peroralni jednordzovou davku 300 mg
kofeinu. Plazma Dbyla odebirana do heparizované polypropylenové zkumavky
a centrifugovana pii 3500 ot/min a 20 °C po dobu 10 minut. Supernatant plazmy byl opatrné
odebran do polypropylenovych zkumavek a zmrazen na -20 °C a analyzovan nejpozdéji

do 6 tydnt.

Ventura a kol. [42] tyto udaje ve studii neuvadi.
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Piiprava vzorki

Uvedené studie analyzujici kofein pouZzivaji jako biologické vzorky piedev§im plazmu
a moc¢. Jako vnitini standardy byly pouzity N-acetyl-p-aminofenol [41], 7-ethylteofylin [42]
nebo antipyrin [44]. Jako extrakéni smési byly pouzity smési chloroform/isopropylalkohol
[41] achloroform/2-propanol [42]. VSechny vzorky byly analyzovany pomoci HPLC
s UV detekci v rozmezi vlnovych délek od 274 nm do 289 nm. Tyto udaje jsou shrnuty

v Tabulce 1.

Tabulka 1 Souhrn pripravy vzorkii jednotlivych studii

. Vnitini “ ;
Studie Typ vzorku standard Extrak¢éni smés Analyza
Bendriss y N-acetyl-p- .
a kol. [41] Mo¢ aminofenol Chloroform/isopropylalkohol HPLC/UV
Ventura Moc¢ bez kofeinu 7.
Sterilni mo¢ . Chloroform/2-propanol HPLC/UV
a kol. [42] . |ethyltefoylin
Nesterilni mo¢
Martinez- Plazma
Lopéz y Neuveden Extrakce neprovedena HPLC/UV
Moc¢
a kol. [43]
AlVi a Synteticka
plazma Antipyrin Extrakce neprovedena HPLC/UV
kol. [44] o
Lidska plazma
Vysledky studii

Bendriss a kol. [41] hodnotili aktivitu enzymi CYP1A2, CYP2A6, N-
acetyltransferdzy (NAT2) a xantin oxiddzy (XO) u 10 dobrovolniki. Enzymatické aktivity
byly hodnoceny molarnim pomérem v moci (AFMU + 1X + 1U) / 17U pro CYPIA2,
17U/ (AFMU + 1X+1U+ 17X + 17U) pro CYP2A6, AFMU / (AFMU + 1X + 1U)
pro NAT2 a 1U / (ax + 1U) pro X0, kde AFMU
je 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil, 1U je kyselina 1-methylurova, 1X
je 1-methylxanthin, 17U je 1,7-dimethylurova kyselina a 17X je 1,7-dimethylxanthinu.
Vysledky aktivit enzymu jsou uvedeny v Tabulce 2 [41]. Nejvyssi aktivitu vykazuje enzym

CYP1A2.

Po peroralni dévce kofeinu se v moci vylucuje nejméné 14 metaboliti kofeinu.
Metabolity jsou systematicky extrahovany smési chloroformu a isopropylalkoholu, které
se k extrakci z kapaliny do kapaliny bézné pouzivaji. Chromatograficka metoda pouzita

V této studii umoznuje stanoveni kofeinu a jeho 14 metabolitli v jednom méfeni. Jelikoz jsou
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metabolické drahy kofeinu na sobé navzajem zavislé, mize zména exprese aktivity jednoho
enzymu vyzadovat soucasné stanoveni aktivity dalSich enzymi. Proto metoda Bendrisse
a kol. [41] ktera méfi enzymy CYP1A2, CYP2A6, NAT2 a XO mize prispét ke zjednoduseni

a optimalizaci testli enzymul metabolizujicich kofein.

Tabulka 2 Aktivita vybranych enzymii ze studie Bendrisse a kol. [40]

Dobrovolnik | CYP1A2 | CYP2A6| NAT2 XO
1 7,52 0,11 0,66 0,61
2 6,24 0,13 0,69 0,53
3 5,03 0,15 0,18 0,51
4 7,21 0,11 0,67 0,59
5 42,86 0,02 0,12 0,94
6 5,51 0,13 0,71 0,56
7 7,14 0,09 0,21 0,48
8 3,46 0,18 0,13 0,38
9 4,50 0,17 0,67 0,53

10 11,14 0,08 0,35 0,61

Ventura a kol. [42] ziskali udaje zruznych zplsobd testovani stability kofeinu v moci.
V Tabulce 3 jsou uvedeny hodnoty koncentrace kofeinu v moci pii ruznych teplotach
skladovani, kdy pocatecni koncentrace kofeinu byla 14,33 ug/ml
pro nesterilni vzorek a 13,84 ug/ml pro sterilni vzorek. Hodnota  vS8ech  koncentraci
je viceméné shodna, a to pii vSech riznych teplotach skladovani, coz dokazuje stabilitu
kofeinu. V Tabulce 4 jsou zaznamenany vysledky analyzy nesterilni mo¢i. Na Obrazku 5

je znazornéna koncentrace vzorku moci po 3 cyklech rozmrazeni a opétovného zmrazeni [42].

Studie prokazala, Ze kofein je stabilni ve sterilnich 1 nesterilnich vzorcich.
Kofein je stabilni ipfi skladovani nesterilnich vzorkil pii -20 °C, coz jsou nejbéZné&jsi

podminky skladovani [42].
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Tabulka 3 Vysledky analyzy sterilniho vzorku moci dle Ventury a kol. [42]

Lyoﬁlvizo: and Sterilni tekutd moc Nests:rilniv
moc¢ 4 °C tekutd moc
4°C -20 °C -40 °C -80 °C -20 °C
Primeér [ug/ml] Pramér Pramér Pramér Pramér Pramér
[ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/mi] [ng/ml]
13,64 £0,19 12,84 +£0,30 | 13,59 +0,25 | 13,61 £0,16 | 13,41 +£0,20 | 13,73 +£0,09
13,01 £0,15 13,74 £0,22 | 13,52 +0,21 | 13,19+0,14 | 13,39+0,21 | 13,94+0,17
13,67 £0,21 13,53 £0,51 | 13,98 £0,14 | 13,84+0,21 | 13,95+0,12 | 14,17+ 0,80
12,83 £0,18 13,01 £0,10 | 13,21 +0,17 | 13,33 +0,13 | 13,30+0,11 | 13,94+0,15
13,65 +0,13 13,91 +£0,13 | 13,80 +0,11 | 13,89 +0,10 | 14,03 +0,08 | 13,84 + 0,29
13,05 +£0,07 13,32 +0,30 | 13,22 +0,20 | 13,35+0,13 | 13,00£0,05 | 13,23 +0,14
13,56 + 0,63 14,00 £ 0,03 | 13,49 £ 0,21 | 13,44+0,69 | 13,81 +£0,15 | 13,78 £0,39

Tabulka 4 Vysledky analyzy nesterilni moci dle Ventury a kol. [42]

Den

Pramér

[ug/ml]

3 13,20 £ 0,64

7 12,89 + 0,52

I8.D
|7.ll “
— 16,0
= -
o] 'iu 15,0
g =
B = 0
E-E I4,
€ 1304
[

12,0

11,0 4

10.0
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Martinez-Lopez a kol. [43] analyzovali 11 methylxantini pomoci HPLC-DAD

s minimalni pfipravou vzorku. Martinez-Lopéz a kol. [43] se ve studii rozhodli pracovat

s okyselenymi vzorky plazmy. Proto k precipitaci proteind vyuzili kyselinu chloristou misto

bézné¢ pouzivanych organickych rozpoustédel.

Vzorky moci nebyly ptfed analyzou

extrahovany, kvili minimdlni pfipravé vzorku atim zrychleni casu celkové analyzy.

Hodnoty koncentraci jednotlivych metabolitii jsou uvedeny v Tabulce 5.
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Kofein je rychle absorbovdan a primarné metabolizovan paraxantinovou cestou,

cozvede ktvorbé paraxantinu jako hlavniho metabolitu v plazmé spolecné

s 1-methylxantinem a kyselinou 1-methylurovou. Hlavni metabolit kofeinu v mo¢i je kyselina
1-methylurova. Po konzumaci zeleného / prazeného kévového produktu byla pozorovana
rychld absorpce, metabolizace a vyluCovani kofeinu a jeho odvozenych methylxantin

a methylurovych kyselin [43].

Tabulka 5 Vysledky analyzy kofeinu a jeho metabolitii dle Martinez-Lopeze a kol. [43]

Plazma Mo¢
Metabolit c [umol/l] ¢ [umol/l]
Kofein 10,50 £2,42 4,12 +£1,57
Paraxantin 3,36 £ 0,55 12,56 + 4,39
Teobromin 0,51 +0,08 9,23 + 4,49
Teofylin 0,39 +0,21 1,16 £ 0,80
1-methylxantin 1,27 + 0,35 19,47 £ 9,61
3-methylxantin nedetekovan 7,39 £ 5,98
7-methylxantin 0,26 + 0,05 11,98 £ 6,41
Kyselina 1-methylurova 1,44 £ 0,57 150,25 + 34,77
1,3-methylurové kyselina nedetekovan 1,76 = 0,53
1,7-methylurové kyselina 0,06 £ 0,04 7,64 +£2,10
Kysellna 1’3’7,_ nedetekovan 1,30+ 0,71
trimethylurova

Alvi a kol. [44] uvedli, Ze popsana metoda poskytuje citlivé a pfesné méfeni hladiny kofeinu
Vv lidské plazmé a je tak mozna pro pouziti v terapeutickém rozmezi. V Tabulce 6 jsou
uvedeny vysledné koncentrace kofeinu v lidské 1 syntetické plazmé zpéti opakovani
v porovnani s kontrolou kvality pfi nizké koncentraci (0,15 pg/ml), s kontrolou kvality

pii sttedni koncentraci (10 ug/ml) a s kontrolou kvality pti vysoké koncentraci (18 pug/ml).

Tabulka 6 Vysledky analyzy dle Alvi a kol. [44]

Koncentrace standardu
Lidska plazma Synteticka plazma
[ug/mi] P ’ P
Pramérna k
Opakovatelnost rumer?:g /;)nric]:entrace Priimérna koncentrace [pg/ml]
0,15 0,15+0,01 0,14 £0,01
10,00 10,14 £ 0,39 10,07 £ 0,39
18,00 18,69 + 0,59 18,58 £0,59
Reprodukovatelnost
0,15 0,16 £0,01 0,14+ 0,01
10,00 10,22 +£ 0,36 10,15+ 0,36
18,00 18,48 £ 0,62 18,38 £ 0,62
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Shrnuti

Kofein je nejcastéji stanovovan v krvi nebo plazmé. Jeho analyza neni rutinnim
vySetfenim, vySetfuje se ale napt. ke zhodnoceni aktivity enzymu metabolizujiciho kofein
CYP1A2 nebo pifi dopingové kontrole. Studie uvedené v této praci se zaméfovaly
na experimentalni analyzu kofeinu v biologickych vzorcich. Kofein byl analyzovany bud’
v krvi nebo moc¢i po piijmu bézného Salku kavy [41], po piijmu rozpusténého zeleného
kavového zrna v horké vodé [43] nebo po peroralni davce kofeinu [44]. Extrakce kapalina-
kapalina pfed samotnou analyzou byla provedena u dvou studii bud pomoci
chloroform/isopropylalkoholu [41] nebo chloroform/2-propanolu [42]. Ve studiich Martinez-
Lopéz a kol. [43] a Alvi a kol. [44] byl krok extrakce vynechan. VSechny analyzy
byly provedeny pomoci HPLC s UV detekci.

2.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi byla vynalezena jako alternativa k extrakci kapalina-kapalina.
Princip je zaloZen na rozdé¢leni analytu mezi tuhou fazi a kapalnou fazi. V dusledku sorpce
molekul ziistava vySetfovany analyt na tuhé fazi. Velikost ¢astic sorbentt je mezi 10-60 um
[45]. Nejcastéji miva podobu stiikacky, zasobni kazety, pipety nebo jako 96-jamkové desticky
[46]. Nejcastéjsim typem sorbentu je oxid kifemicity, diky jeho vhodnosti pro modifikaci
a stabilité. Typicky je oxid kifemicity spojen nepolarnimi fetézci jako C18 nebo C8 [45].

Extrakce muize probihat pod vakuem, tlakem nebo s vyuzitim centrifugace [46].
2.3 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi byla vynalezena a poprvé popsana Pawliszynem
a spolupracovniky v roce 1990. Principem této metody je sorpce slozky vzorku na staciondrni
fazi pokryvajici kfemenné vldkno, které se nachazi uvnitf kovové jehly. V tomto
jednoduchém zatizeni se dd kombinovat nékolik krokd pfipravy vzorku v jednom.
Extrakce a obohaceni analytu je provedena Vv poloze vysunutého vlakna. Uvolnéni analyti
z vlakna probiha v nastiikovém zafizeni plynového chromatografu pfi vysunutém vlaknu

z jehly teplem. Tento postup lze opakovat s jednim zafizenim nékolikrat [47].

Nejvetsi vyhodou SPME je jednoduchost celé extrakce. Nejvétsi vyuziti SPME

ma pfi analyze pomoci GC v enviromentalnich analyzach a pfi analyze potravin [47].
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Metodu SPME je mozné vyuzit jak pro kvalitativni analyzy, tak i kvantitativni.
Dulezitym krokem pied vlastni extrakci je zvoleni vhodného typu vldkna a jeho tloustku.
Siln€j$i vrstva umoznuje extrahovat veétsi mnozstvi analytu, coz se nejCastéji vyuziva pii
analyze tckavéjSich latek. Nevyhodou silnéjsi vrstvy je pak delsi desorpce analytu.

Zlepseni a zkraceni extrakce je mozné docilit michanim vzorku [48].
Cile studii

SPE, resp. SPME se zacala Siroce vyuzivat pro vzorky biologickych materialt
ve studiich s riznymi zaméfenimi. Napi. Kumazawa a kol. [49] extrahovali kofein a jeho
metabolity teobromin, paraxantin a teofylin ze vzorkli plné krve a moéi pomoci
mikroextrakce tuhou fazi s vlaknem potazenym Carbowax/divinylbenzenem s naslednou
analyzou na plynovém chromatografu. Cilem studie Georga a kol. [50] bylo analyzovat kofein
a jeho metabolity pomoci HPLC. Metabolity kofeinu byly pied samotnou analyzou
extrahovany pomoci SPE se sorbentem obsahujici hydrofilni N-vinylpyrrolidinu a lipofilni
divinylbenzen misto b&ézné pouzivaného sorbentu C18. Lopez-Sanchez a kol. [51] méli za cil
vyvinout analytickou metodu, kterd bude vhodna k pfesnému meéfeni koncentrace kofeinu
ajeho metaboliti v malych objemech lidské plazmy. Kofein je totiz pouzZivan
jako terapeuticky 1ék pro apnoe u pred¢asné narozenych déti. Davkovaci rezim je 10 mg/kg
jako uvodni davka a 2,5 mg/kg jako davka udrzovaci. Dosazené koncentrace v plazmé po této
davce ale neni vzdy terapeuticky u¢inna. Aby byl dosazen terapeuticky ucinek, musi byt
koncentrace v plazmé 30 nebo 35 pg/l a vyssi. Metoda vyvinuta Lopez-Sanchezem a kol. [51]
by mohla byt vyuzita K zjisténi, pro¢ jsou u novorozenci tyto rozdily a zda néjak souvisi
s prenatalni expozici kofeinu. Cilem studie Caubet a kol. [52] bylo stanoveni metabolickych
pomért kofeinu k hodnoceni aktivity enzymu CYP1A2 u 20 dobrovolniki, ktefi byli kufaci

a uzivatelé antikoncepce.
Experimentalni udaje

Pro studii Kumazawy a kol. [49] byli vybrani zdravi muzsti dobrovolnici, ktefi
nekonzumovali potraviny a napoje obsahujici kofein a teobromin po dobu 6 dni pied
zacatkem studie. Pfed méfenim jim bylo podano 200 ml Cerstvé uvaiené kavy obsahujici 375
mg kofeinu nebo 200 ml kakaa s obsahem 53 mg kofeinu a 315 mg teobrominu. Krev a mo¢
byla odebrana po 60 a 120 minutach po poziti. Vzorky byly skladovany pii 4 °C az do doby

analyzy.
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Lopez-Sanchez a kol. [51] vyuzili kanalyze 1 ml vzorku krve odebraného
bezprostiedné po dodani pupecnikové Sniry k analyze kofeinu v plazmé novorozencii a také
ven6zniho odbéru matky. Vzorky byly odebrany do heparinizovanych zkumavek
a centrifugovany po dobu 10 minut pii 3500 ot/min a teploté¢ 10 °C. Plazmaticky supernatant

byl opatrné pienesen do dvou polypropylenovych zkumavek a zmrazen na -60 °C.

Caubet a kol. [52] ke studii pouzili 20 dobrovolniki ve véku 18-45 let, kteti byli
rozdéleni do péti skupin. Skupina A byli muzi nekufaci, skupina B muzi kufaci, skupina C
zeny nekufacky neuzivajici antikoncepci, skupina D Zeny nekufacky uzivajici antikoncepci
a skupina E Zeny kufacky uZivajici antikoncepci. Ucastnici 7 dni pred studii neuZivali zadné
léky. Dobrovolnikim byla podana davka kofeinu odpovidajici jejich hmotnosti,
ktera odpovidala 3 mg/kg. Dobrovolnikim byl odebran vzorek moci tésné pied testem
a poté v rozmezi do 3 hodin od testu a od 3 az 6 hodin od testu. Takto odebrané vzorky byly
skladovany pfi -20 °C az do doby analyzy.

Georg a kol. [50] tyto udaje ve studii neuvadi.
Priprava vzorku

Uvedené studie vyuzivaly k analyze predevsim krev a mo¢. Jako SPE, resp. SPME,
sorbenty byly vyuzity bud’ klasické C18 [52] , ale i nové sorbenty jako napt. aktivované 96-
jamkové desticky se sorbentem Strata-X™ [51], Carbovax/divinylbenzen [49]
nebo N-vinylpyrrolidinu/divinylbenzen [50]. Sorbenty byly pfed samotnou extrakci
aktivovany, a to methanolem a vodou. Jako vnitini standardy byly pouzity pentifylin [49],
paracetamol  [50], 7-B-hydroxyethylteofylin  [51] a B-hydroxyethylteofylin  [52].
Nésledna analyza vzorku probéhla bud’ pomoci GC s dusiko-fosforovym detektorem (NPD)
nebo HPLC s UV-Vis nebo detektorem diodového pole. Tyto udaje jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Souhrn pripravy vzorki

Studie Typ vzorku Vnitini standard SPE sorbent Analyza

Kumazawa | Plna krev et Carbovax/

a kol. [49] Moc¢ Pentifylin divinylbenzen GC/NPD
Georga a K,revm Paracetamol N-vinylpyrrolidin/ HPLC/
kol. [50] Slf/l“;zn divinylbenzen UV-Vis

Lopez- .

Sanchez a Plazma | ' P -hydrox;rqethylteofyll Strata-X™ HDP ,L_I(D:/
kol. [51]

Caubet a y : Sorbent HPLC/
kol. [52] Moc¢ B-hydroxyethylteofylin c18 DAD
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Vysledky

V Tabulce 8 jsou uvedené vysledky studie Kumazawy a kol. [49]. Jsou zde uvedené

ucinnosti extrakce vypoctené porovnanim extrahovaného mmnozstvi latek z plné krve

nebo moci s hodnotou neextrahovanych latek rozpusténych v methanolu, které byly piimo

analyzovany pomoci GC. Nizka ucinnost extrakce je vysledkem rozdé€leni sloucenin

mezi stacionarni fazi vlakna SPME a roztoky vzorku. Nejvys$si mnozstvi v krvi i mo¢i m¢l

po extrakci paraxantin a teofylin.

Studie Kumazawy a kol. [49] je prvni studii pouzivajici SPME, ktera se zabyvala

analyzou methylxantint v lidskych télnich tekutinach. Metoda Kumazawy a kol. [49] je diky

jednoduchosti, citlivosti a diky kvantitativnim schopnostem doporu¢ena pro extrakci

methylxantint z tekutin lidského téla naptiklad pro pouziti v klinické farmakologii.

Tabulka 8 Ziskané mnozstvi extrahovanych latek pomoci SPME - Kumazavwa a kol. [49]

Krev
Sloka Neextrahované mnozstvi Extrahované mnoZstvi Uéinnost extrakce
[ng/ml] [ng/ml] [%]
. 5,00 2,00+0,17 0,040 + 0,004
Kofein
1,00 0,47 £0,04 0,047 + 0,004
Teobromin 30,00 3,23+0,19 0,011 +£0,001
6,00 0,57 £ 0,05 0,010 +£0,001
Paraxantin 30,00 10,40 + 0,62 0,035+ 0,002
6,00 2,08 +0,07 0,035+ 0,001
Teofylin 30,00 6,73 £0,47 0,022 + 0,002
6,00 1,15+ 0,05 0,019 £ 0,001
Mo¢

Slozka PYidané mno¥stvi [ug /mI] Extraho[\;]azlr;cren lil:’lll’IOZS'[Vl UcmnoE(;[/o ?xtrakce
Kofein 2,50 5,71 +£0,15 0,229 £+ 0,006
0,50 1,12+ 0,07 0,225 +0,013
Teobromin 15,00 9,56+ 0,42 0,064 + 0,003
3,00 1,48 £ 0,08 0,050 + 0,003
Paraxantin 15,00 22,80 +£0,90 0,152 + 0,006
3,00 4,69 + 0,39 0,156 £ 0,013
Teofylin 15,00 21,30 £ 0,97 0,142 £ 0,006
3,00 4,31+0,25 0,144 + 0,084

Utinnost SPME metody pouziti Georgem a kol. [50] byla ziskana pomoci vzorkt

krevniho séra a moci se tremi zndmymi koncentracemi bez upravy pomoci SPME a jejich

porovnanim se ziskanymi vysledky ze vzorkid upravenych pomoci SPME, kde kazda hodnota
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predstavuje primér ze Sesti méfeni. Vysledky studie jsou uvedené v Tabulce 9. Hodnoty
extrahovaného mnozstvi jsou u jednotlivych metaboliti po Gpravé pomoci SPME podobné,

jako hodnoty ziskané bez SPME. Sorbent tedy vykazoval vysokou vytéznost.

Popsany zptisob analyzy kofeinu a jeho metaboliti ve studii Georga a kol. [50] je
snadno pouzitelny pro jakoukoliv laboratof. Sorbent obsahujici hydrofilni N-vinylpyrrolidinu
a lipofilni divinylbenzen pouzity pro SPE vykazuje vétSi vytéZnost nez bé€zné pouzivané
sorbenty C18. Tato metoda pokryva rozsah koncentraci, které jsou potiebné k monitorovani

metaboliti kofeinu v biologickych matricich.
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Tabulka 9 Vytezky extrakce kofeinu a metabolitii po SPE dle Georga a kol. [50]

Sérum Mo¢
, Bez , | Ucinnost Bez , | Uéinnost
Analyzt? Vla.my extrakce Rlexkal extrakce | extrakce Rk extrakce
metabolit [ng] el %] | [ng] el [%]

. 2,35 2,03 £0,09 86,4 2,35 2,11+0,13 89,9
Kyselina

7-methylurova 9,4 9,11+0,29 96,9 9,4 9,34 +0,35 99,4

28,2 24,56 + 1,15 87,4 28,2 25,83 £ 0,85 91,6

. 2,5 2,25+0,12 90,0 2,5 2,28 +£0,12 91,2
Kyselina

T - 10 9,44+ 0,14 94,4 10 9,73+ 0,25 97,3

30 28,82 + 0,30 96,1 30 28,62 + 1,61 95,4

2,43 2,18+0,11 89,7 2,43 2,32 +0,08 95,5

7-methylxantin 9,7 9,17 +0,34 94,5 9,7 8,91+0,13 91,9

29,1 28,77 + 0,89 98,9 29,1 28,30+0,14 | 97,2

2,6 2,51+0,10 96,5 2,6 2,30+ 0,06 88,5

3-methylxantin 10,2 9,82 £ 0,34 96,3 10,2 9,64 £0,11 94,5

30,6 31,05+ 0,42 | 1015 30,6 31,53+0,07 | 103,5

2,63 2,47 £0,05 93,9 2,63 2,45+0,12 93,2

1-methylxantin 10,5 9,74 +£ 0,45 92,8 10,5 9,41+0,18 89,6

31,5 29,91 £ 0,74 95,0 31,5 29,61 +£0,61| 94,0

. , 2,45 2,34+ 0,10 95,5 2,45 2,22 +£0,04 90,6

13”:(@‘:;%2”"“ 9.8 | 937+032| 956 9.8 | 927+0.19 | 946

29,4 28,42 +0,28 96,7 29,4 25,74 £ 0,44 87,6

2,6 2,38 + 0,08 91,5 2,6 2,20+ 0,05 84,6

Teobromin 10,2 9,79 +£ 0,15 96,0 10,2 9,91 £ 0,41 97,2

30,6 28,13+ 0,15 91,9 30,6 28,79+0,74 | 94,1

. . 2,4 2,22+0,12 92,5 2,4 2,20+ 0,07 91,7

17'%133%2”"” 906 | 947021 | 97,9 96 | 9.19:0.19 | 957

28,8 29,36 +0,18| 101,9 28,8 28,93 +0,70 | 100,4

2,5 2,54 + 0,08 101,6 2,5 2,44 £ 0,11 97,6

Paraxantin 10 9,47 +0,21 94,7 10 9,48 £ 0,30 94,8

30 26,24 +0,43 87,5 30 25,74+ 0,41 85,8

2,53 2,49+0,10 98,4 2,53 2,30+£0,13 90,9

Teofylin 10,1 9,88 £ 0,35 97,8 10,1 9,66 + 0,40 95,6

30,3 26,99 + 0,86 89,1 30,3 26,20 + 0,53 86,5

2,5 2,39+ 0,03 95,6 2,5 2,17+0,11 86,8

Kofein 10 9,14 +£ 0,34 91,4 10 8,80+ 0,22 88,0

30 30,57+0,69| 101,9 30 25,73+0,47 | 85,8

V Tabulce 10 jsou uvedené hodnoty koncentraci kofeinu a jeho metaboliti v plazmé

matky a v plazmé novorozeného ditéte ze studie Lopez.Sancheze a kol. [51]. Kofein u matek

byl prokazan v 85,2 %, u novorozenci v 78 %. Plazmatické koncentrace kofeinu u matek

a novorozencti mely linearni vztah a nebyly pozorovany zadné rozdily v analyze.
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Metoda Lopez-Sancheze a kol. [51] pouzita v této studii je vhodna pro pouziti
u jedincd, u kterych je objem krve k extrakci vzhledem K télesné hmotnosti omezen — jako
jsou napiiklad novorozenci. Zaroven muze byt pouzita pro opakované odbéry vzorkd.
K urceni, zda plazmaticka koncentrace kofeinu u déti ovliviiuje terapeutickou ucinnost 1éku

pouzivajicich se pro 1é¢bu apnoe, by byla potieba obsahlejsi studie.

Tabulka 10 Rozdily koncentraci v plazmé matky a novorozence - Lopez-Sanchez a kol. [51]

. Koncentrace NOTEEIETS
Metabolit » v plazmé¢ ditéte
v plazmé matky [ng/ml] [ug/ml]
Teobromin 0,27 £ 0,05 0,42 £ 0,08
Paraxantin 0,17 +£0,05 0,21 £ 0,04
Teofylin 0,12 +0,03 0,12 +0,03
Kofein 0,87 £ 0,22 0,89 + 0,24

V Tabulce 11 a 12 jsou zaznamenany vysledky studie Caubeta a kol. [52]. V Tabulce
11 jsou uvedeny poméry ruznych metaboliti kofeinu po sbéru moc¢i mezi 0-3 hodinu od poziti
kofeinu a v Tabulce 12 jsou poméry metabolitti po sbéru moc¢i mezi 3-6 hodinami po poziti
kofeinu. V tabulkach jsou uvedeny zkratky metabolitd, kde 13X znaci teofylin, 17X
paraxantin, 37X teobromin, 137X kofein, 17U kyselinu 1,7-dimethylurovou, 13U kyselinu
1,3-dimethylurovou a 37U kyselinu-3,7 dimethylurovou. Uvedené poméry byly zvoleno
proto, ze nejsou ovlivnény rendlni klearanci a nejsou ovlivnény dal§imi enzymy, které se
podileji na metabolismu kofeinu. Caubet a kol. [52] pfi porovnani poméru Skupiny A a B
zjistili, ze hodnoty od muzi nekuiakd byly o néco niz$i, ale nevyznamné (s vyjimkou poméru
(7X+37U+37X)/137X). Porovnanim skupiny C a D zjistili, Ze pfijem antikoncepce inhibuje
aktivitu CYP1A2. Kombinace koufeni a antikoncepce mirné zvySuje aktivitu CYP1AZ2.

Utinek koufeni a uzivani antikoncepce tedy vede k indukci CYP1A2.

Extrakci na tuhé fazi Caubet a kol. [52] zvolili misto extrakce z kapaliny do kapaliny
pro jeji snadnéjsi pouZiti, niz8i cenu a pro usporu rozpoustédel. Metoda SPE navic Caubetovi
akol. [52] umoznila ziskat vytézky podobné tém, které byly ziskany extrakci kapalina-

kapalina.
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Tabulka 11 Pomeér metabolitii kofeinu v prvnim vzorku moci dle Caubeta a kol. [52]

Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina
Pomér A B C D E
(13X+17X+37X)/137X| 2,8 3,2 34 2,0 2,5
(17X+17U)/137X 4,5 7,6 2,7 2,4 3,6
(3X+13U+13X)/137X 2,0 2,6 2,3 1,0 5,8
(7X+37U+37X)/137X 5,0 3,0 5,0 1,9 9,0

Tabulka 12 Pomér metabolitii kofeinu v druhém vzorku moci dle Caubeta a kol. [52]

Skupina | Skupina | Skupina | Skupina | Skupina
Pom¢ér A B C D E
(13X+17X+37X)/137X| 2,7 4,2 2,8 1,2 2,3
(17X+17U)/137X 39 8,9 2,9 11 3,2
(3X+13U+13X)/137X 1,5 3,0 1,4 0,3 1,8
(TX+37U+37X)/137X 4,8 3,2 3,6 0,6 3,0
Shrnuti

Kofein byl analyzovany v biologickych vzorcich — z krve a moci. K analyze doslo
po piijmu bud’ erstvé kavy nebo kakaa [49], nebo po podani davky kofeinu odpovidajici
hmotnosti dobrovolnika [52]. Pfed samotnou analyzou byla provedena extrakce
(resp. mikroextrakce) tuhou fazi, ktera ¢im dal Castéji nahrazuje extrakci kapalina-kapalina.
Mezi zvolené sorbenty patiily: sorbent C18 [52], Strata-X™ [51], Carbovax/divinylbenzen
[49] nebo N-vinylpyrrolidin/divinylbenzen [50]. Zatimco C18 se fadi mezi klasické sorbenty,
Carbovax/divinylbenzen, Strata-X™ nebo N-vinylpyrrolidin/divinylbenzen jsou sorbenty
nove, které vykazuji veétsi vytéznost. VSechny uvedené sorbenty byly pied samotnou
analyzou aktivovany methanolem a vodou. Samotna analyza byla provedena bud’ pomoci GC

s dusiko-fosforovym detektorem nebo HPLC s detektorem diodového pole.
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace je zpracovani reSerSe o kofeinu. Prace je rozdélena
na dvé casti, kde prvni ¢ast se zabyva UCinky a vlastnostmi kofeinu Vv lidském organismu

a druha ¢ast je zamétena na jeho stanoveni v biologickych vzorcich.

Kofein je alkaloid pisobici v téle na centralni nervovou soustavu, srdce nebo cévy.
Je metabolizovan v jatrech a jeho hlavnimi metabolity jsou teobromin, teofylin a paraxantin.
Jeho hlavnim mechanismem ucinku je blokada adenosinovych receptort, jelikoz
ma podobnou strukturu jako adenosin. Diky této vlastnosti ma kofein potencial pti 1écbé
Parkinsonovy choroby. Kofein je povazovan za nejvice uzivanou drogu na svété.
Zavislost na kofeinu se pfi nedostatku projevuje neklidem, tfesem, podrazdénosti a jinymi
abstinencnimi ptiznaky. Velkd konzumace je spojena pfedevsim s jeho vlastnostmi zvySovat
stav bd¢losti a soustfedéni. Vyuziti kofeinu ve farmacii, kromé piidavani do analgetik
a antipyretik, je pfi hodnoceni aktivity riznych izoforem cytochromu P450, jako je naptiklad
CYP1A2 nebo xantinova oxiddza. Kromé farmacie se kofein vyuziva v kosmetice,
jelikoz miiZze zlepSovat projevy celulitidy, zvySuje ochranny ucinek proti UV zéfeni
v kosmetickych pfipravcich na ochranu proti slunci nebo podporuje rast vlasti diky inhibici
enzymu 5o reduktdza, ktery prevadi testosteron na u¢innéjsi formu dihydrotestosteron,

ktery je zodpoveédny za pleSatost.

Ke stanoveni kofeinu v biologickych vzorcich se nej€astéji pouzivd vysokoucinna
kapalinova chromatografie, kterd je rychla a presnd a k analyze je potifeba jen maly objem
vzorku. Jako detektor je nejCastéji pouzivan spektrofotometricky detektor v UV/Vis oblasti.
Pied samotnou analyzou se kofein bézné€ izoluje pomoci extrakce. BéZné pouZzivana je
extrakce z kapaliny do kapaliny, ale nové i extrakce nebo mikroextrakce tuhou fazi. K SPE,
resp. k SPME se piechazi predev§im diky uspofe Casu a rozpoustédel, jednoduchosti pouziti

a nizsi cené.
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