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ABSTRAKT

Tato bakalafska prace je zaméfena na velmi znamy alkaloid kofein. Naplni prace je
charakterizovani kofeinu z hlediska chemického a z hlediska jeho uc¢inkd na lidsky
organizmus. Dale se prace zabyva vyskytem kofeinu, jeho metabolizmem a reakcemi
a zm&nami, které mohou u kofeinu probihat. V druhé poloviné prace jsou popsany principy
metod, kterymi lze kofein stanovit a ptiklady konkrétnich stanoveni téchto metod, které

jsou pouzivany v praxi.

Klicova slova: alkaloid, kofein, stimulant, kapalinovd chromatografie, infracervena

spektrometrie

ABSTRACT

This work is focused on the well known alkaloid caffeine. The scope of the work is
to characterize this alkaloid in terms of chemical composition and its effects on the human
organism. The thesis also deals with the occurrence of caffeine, its metabolism and the
reactions and changes that may concern caffeine. In the second half of the work there is
described the principles of the caffeine analysis methods and particular examples of these

methods that are used in practice.

Keywords: alkaloid, caffeine, stimulant, liquid chromatography, infrared spectrometry
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UvVOD

Po staleti lidé konzumuji rostliny, u kterych ocenuji jejich ptiznivé G€inky na organizmus,
mezi které patii zlepSeni koncentrace a povzbuzeni bd€lého stavu. Latky, které tyto
rostliny obsahuji, se diky témto vlastnostem fadi do skupiny stimulanti. Nejvice uzivanym
stimulantem je kofein. Kofein je obsazen v fad¢ rostlin, jsou to Kavovnik arabsky (Coffea
arabica), Kakaovnik pravy (Theobroma cacao), Cajovnik ¢insky (Thea sinensis) a Kola

prava (Cola vera) a také se nachazi v nealkoholickych a energetickych napojich.

Kofein byl objeven v roce 1819 v kavovych zrnech némeckym védeckym pracovnikem,
ktery se jmenoval Friedlieb Ferdinand Runge. Podatilo se mu extrahovat latku, ktera byla
odpovédna za stimulujici u€inky kavy. Nejdiive pomoci papirové chromatografie odd¢lil
jednotlivé slozky z extraktu kdvy a poté kofein separoval a vysuSil do podoby bilého
prasku hoiké chuti. Separovanou latku pojmenoval kofein podle kavy, ze které se mu

podatila izolovat.

Tato prace se zabyva charakterizovanim kofeinu z hlediska chemického, podle kterého
patii do skupiny purinovych alkaloidli, protoze jeho vzorec je odvozen od purinu. V této
skupin¢ ho doprovazi teobromin, teofylin, paraxantin, monometylxantin, heteroxantin
a metylmocova kyselina. Jeho metabolizmus probiha v jatrech a je vylu¢ovan moci. Jeho
pritomnost Ize stanovit ze vSech télnich tekutin. Na reakce a zmény kofeinu ma vliv vice
faktoru jako je druh kavy, kvalita kavy a zptsob prazeni. Pti chronickém pfijmu kofeinu
se neda prokazat poskozeni organizmu, ale u obzvlast citlivych lidi se objevuje nespavost,
uzkost a neklid. Problematika vysokého pfijmu se vsouCasné dobé poji

S kardiovaskularnim onemocnénim.

Priklady metod, kterymi lze kofein stanovit jsou kapalinova chromatografie, plynova
chromatografie a infracervend spektrometrie. Pfed kazdym stanovenim u vSech
zminovanych metod musi probéhnout piiprava vzorku, ktera u pevnych vzorkt zahrnuje
extrakci chloroformem nebo extrakci v horké vodé, nasledna filtrace a uchovani vzorku
pted vlastni analyzou. Nejpouzivangj$i metodou v praxi je vysokoucinna kapalinova
chromatografie HPLC. U analyzy se provadi promé&fovani kalibraénich vzorkd o znamé

koncentraci kofeinu a poté nasleduje analyza vzorku a porovnani s kalibra¢ni fadou.
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1 CHARAKTERISTIKA KOFEINU

Kofein fadime mezi alkaloidy, coz jsou dusikaté baze, které se nachazeji v rostlinach.
Kofein byl objeven v roce 1819 v kavovych zrnech [1]. Kromé méné vyznamnych amint
alifatickych a mensitho poctu mnohem vyznamnéjSich bazi aromatickych obsahuje
vyznamna vétSina alkaloidt  dusikaty atom, resp. dusikaté atomy v nejruznéjSich

heterocyklickych utvarech. Oznaceni alkaloid vzniklo roku 1823 [2, 3].

Prvoradym smyslem alkaloidii obsazenych v rostlinach je zfejmé vlastni ochrana rostliny
pied ZivoCichy jako jsou hmyz, larvy a brouci. Mnohem mens$i vyznam pro rostlinu ma

o¢ividné vyluCovani alkaloidt jako detoxikacnich produktd dusikatych latek [2, 3].

Bylo prokazano, ze alkaloidy se v rostlin€ tvoti z nejvétsi ¢asti ve zcela mladych bunkéch,
ale mohou byt ulozeny kdekoli v rostling. Jejich vznik je ovlivnén mnoha faktory,

piedevsim kvalitou pidy a mnozstvim dusikatych latek, pH pady, svétlem, vlhkosti apod.

[2].
1.1 Zarazeni kofeinu

Kofein se podle struktury fadi mezi purinové alkaloidy, které jsou odvozeny od purinu
(Obrazek 1), resp. od produktu jeho oxidace xantinu (Obrazek 2). Purinové alkaloidy jsou
nejrozsifenéjSimi  alkaloidy v potravinach. Jednd se o metylderivaty xantinu.

Nejroz§ifenéjsi z nich je 1,3,5-trimetylxantin nazyvany trivialné kofein (Obrazek 3) [3, 4].

|
NH’\S
/

N

M

Obrazek 1: Vzorec purinu [5]
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Obrazek 2: Vzorec xantinu [6] Obrazek 3: Vzorec kofeinu [3]

Kofein je doprovazen dimetylxantiny teobrominem (Obrazek 4.), teofylinem (Obrazek 5)
a paraxantinem a rovnéZ monometylxantinem, heteroxantinem a metylmocovymi

kyselinami, které jsou s vyjimkou kakaa a ¢okolady minoritnimi alkaloidy [3, 4].

() o
CHA
| oo LA
[ KR I
HIM [
L2 L2
o ,J;ff““xN [ . ,.f"F_J_f'fR[&lJ [
L’~L43 CH,
Obrazek 4: Vzorec teobrominu [7] Obrazek 5: Vzorec teofylinu [7]

1.2 Charakteristika fyzikalné-chemickych vlastnosti kofeinu

Zakladni fyzikalné chemické vlastnosti kofeinu jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Fyzikalné-chemické vlastnosti kofeinu [8]

nazev 1,3,7-trimetyl-1H-purin-2,6(3H,7H)-dion
1,3,7-trimetylxantin

sumarni vzorec CgH1oN4O,

molarni hmotnost 194,19 g.mol™*

bod tani 234-236,5 °C

hustota (pfi 20 °C) 1,2 g.cm®

skupenstvi (pi1 20 °C) pevné

rozpustnost ve vodé (pii 25 °C) 0,217 g.I"

1.3 Metabolizmus kofeinu

Kofein se po perordlnim uziti absorbuje z gastrointestindlniho traktu, do krve se dostava
v prubéhu 30 — 45 minut, ale ¢as vstiebani mize dosahovat i 120 minut; d¢j absorpce
je individualni u kazdého c¢loveka [9, 10]. Jakmile se kofein vstieba do krevni systémoveé
cirkulace, tak volné prochazi vsemi tkanémi. Kofein a jeho primarni metabolity paraxantin,
teobromin a teofylin jsou zjistitelné ze vSech télnich tekutin, i z pupeénikové krve.
Prostfednictvim télesnych tekutin se v téle dale distribuuje a nasledn¢ se metabolizuje
a vyluuje moc¢i [11]. Pramérny polocas kofeinu v organizmu je 4 hodiny (interval

se pohybuje mezi 2 az 10 hodinami) [10].

Kofein je metabolizovan v jatrech pomoci jaternich mikrozomalnich enzymovych systému
dimetylxantindz. Hlavnim enzymem zapojenym do metabolizmu kofeinu je cytochrom

P450 1A2, ktery je schopen metabolizovat az 95 % kofeinu [10].

Existuji exogenni faktory, které ovliviiuji metabolizmus a rychlost vylucovani kofeinu. Je
to pfedevSim koufeni, virova infekce, srde¢ni a jaterni onemocnéni, t€hotenstvi, nékteré
potraviny a také uzivani drog a nékterych 1ékd. V téhotenstvi se snizuje rychlost
odbouravani kofeinu, a proto se mize hromadit v téle plodi a novorozencti, kteti nemaji
potfebné enzymy k metabolizovani a odbourani z téla. Naopak pii koufeni cigaret se

rychlost metabolizmu kofeinu az zdvojnasobuje. Cigaretovy koui obsahuje polycyklické
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aromatické uhlovodiky, o kterych je znamo, Ze zvySuji ¢innost jaternich enzymu. Bylo
prokazano, ze vétsi konzumace kotfenové zeleniny (celer, petrzel, pastinak a mrkev) snizuji
aktivitu enzymu, ktery metabolizuje kofein a naopak kostalova zelenina (kapusta,
brokolice, kvétak a zeli) zvysSuje aktivitu enzymu a tim urychluje i metabolizmus kofeinu
[10].

1.4 Vyskyt kofeinu

Kofein se vyskytuje v fad¢ rostlin, které se jiz po dlouhou dobu pouzivaji jako poZivatiny.
Mezi tyto rostliny patii Coffea arabica, Thea sinensis, Cola vera, llex paraguayensis (¢aj
maté) a také Theobroma cacao [3, 9, 11, 12]. Kofein se vyskytuje i v nealkoholickych
osvézujicich napojich, do kterych se pifidava. Tento kofein se izoluje pii vyrobé
bezkofeinové kavy [4]. Je moZno ho téz vyrabét primyslové. Vyrabi se metylaci xantinu,

ktery se ziskava z kyseliny mocové [13].

1.4.1 Kavovnik arabsky

Nejvyznamnéjsi a nejznaméjsi rostlina, ktera obsahuje alkaloid kofein je Kavovnik arabsky
(Coffea arabica L., Obrazek 6) [3]. Dalsim vyznamnym druhem je Coffea robusta. Tyto
dva druhy kavy se 1isi chemickym slozenim. Arabica obsahuje vice tukt a robusta
obsahuje vice kofeinu, sachardzy, polyfenoli a kyseliny chlorogenové a jejich derivati.
Arabica zaujima 80 % svétového obchodu, diky svému typickému aroma [14].

Kavovnik arabsky je stalezeleny ket nebo strom péstovany v Cetnych odridach podobné
jako jiné druhy kavovnikd. Péstuje se predevsim v Brazilii, Kolumbii, Mexiku, Guatemale,
Angole, Pobiezi slonoviny atd. [13]. U kavovniku vznika kofein v mladych listech

a nezralych plodech a hromadi se v téchto organech v prubéhu zrani [3].
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Obrazek 6: Coffea arabica [15]

Sbiraji se plody, které se nejprve zbavi duzniny opracovanim mezi valci (suchy ¢i mokry
zpusob po nabobtnani semen) a procesem fermentace se zbytek duzniny odstrani. Tento
krok je dulezity z hlediska senzorickych vlastnosti (chuti a viin¢) kone¢ného vyrobku,
protoze v semenech dochdzi k vyznamnym zménam. V loupacim stroji se plody oloupaji,
slupky se odstrani proudem vzduchu a poté se kavovad semena po fazi vysuSeni prazi
na teplotu 200 — 250 °C, ¢imz se vytvaii typické aroma a chut’ kavy. Pti prazeni vznika
tzv. kafeol, coz je kapalny podil obsahujici furfural, pyridin, kyselinu valerovou a fenol.
Kofein ¢astecné sublimuje a zachycuje se v kondenzatoru. Obsah kofeinu je zhruba do 2,5
%, je vazan na kyselinu chlorogenovou. Dal§imi obsahovymi slozkami je trigonelin
(N-metylbetain kyseliny nikotinové), tiisloviny, glukéza, olej, proteiny. Pii vyrobé
bezkofeinové kavy se kofein izoluje extrakci tékavymi organickymi rozpoustédly [13],
zejména dichlormetanem, nové¢ji superkritickym oxidem uhli¢itym. Ziskany kofein

se vyuziva k obohaceni kolovych nealkoholickych napoji a ve farmacii [4].

Mnozstvi kofeinu je zavislé na zpiisobu ptipravy ndlevu (teploté vody, dobé extrakce aj.)
a také na druhu kavy, ktery se pouziva (Arabica, Robusta) [9]. Primérny obsah kofeinu

V jednom Salku kavy (100 ml) je asi 80 mg; v bezkofeinové kavé se kofein nachazi
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v koncentraci 1 — 6 mg.100 ml™?, v instantni kavé 29 mg.100 ml™*, v prekapavané
37 — 132 mg.100 ml™ a ve filtrované 93 — 127 mg.100 ml™ [4].

1.4.2 Cajovnik &insky

Cajovnik ¢insky (Thea sinensis, Obrazek 7) je kef nebo strom péstovany v Cing, Indii,
Barm¢, na Cejlonu atd. Obsahuje v listech az 4,5 % kofeinu, ktery je doprovazen
teofylinem, teobrominem a xantinem (smés alkaloidi se diive nazyvala tein). Mnozstvi
kofeinu je zavislé na stafi listk. Cim jsou listky mladsi, tim vice kofeinu obsahuji. B&Zny
Salek Caje obsahuje asi polovinu az tfetinu kofeinu ve srovnani se $alkem kavy stejné
velikosti [4]. Zpracovanim Cajovych listkll se ziskava zeleny ¢aj (rychlé suseni na panvich,
aby doSlo k dezaktivavaci enzymil) nebo cerny caj (listy se nechaji zavadnout, pak
se sroluji, tim se porusi bunééna struktura a aktivuji se enzymy, a nechaji se fermentovat).
K dalsim slozkam, které Cajovnik obsahuje, patii ttisloviny (az kolem 15 %), silice,

flavonové glykosidy a saponiny [13].

Obrazek 7: Thea sinensis [16]
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1.4.3 Kola prava

Purinové alkaloidy jsou zastoupeny i v semenech Koly pravé (Cola vera), které obsahuji
1 — 3 % kofeinu. Alkaloidy jsou vazany na tfisloviny a suSenim se z nich uvoliuje
bezbarvy katechin, ktery po oxidaci a polymerizaci dava tzv. flobafen, barevny komplex
nazyvany jako kolova Cerven. Plody koly se vyuzivaji jako stimulans, a maji tonizujici

ucinky a pouzivaji na vyrobu nealkoholickych napoju (viz kapitola 1.4.5) [13].

1.4.4 Kakaovnik pravy

Kakaovnik pravy (Theobroma cacao L., Obrazek 8) je péstovan hlavné v Brazilii, Ghané
a Nigérii. Semena se po vyjmuti z duzniny fermentuji (vytvofi se vonné latky, zméni
barva), prazi (vznika charakteristicka viiné a chut’), ochladi a oloupou. Semena se dale drti
mezi horkymi valci a po drceni vznikne tzv. kakaova hmota. Kakaové maslo se z ni oddéli
lisovanim a zbytek se rozemele na kakaovy prasek. Vyuziti je pfednostné v potravinaiském

prumyslu [13].

Obrazek 8: Theobroma cacao [17]

Celkovy obsah alkaloidli kdvovych bobii byva v rozmezi 0,7 — 3,2 % Vv suSin€. Hlavniho
alkaloidu teobrominu je 0,6 — 3,1 %, kofeinu pak 0,02 — 0,5 %. Hotka cokolada obsahuje
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0,3 - 0,7 % teobrominu a 0,02 — 0,03 % kofeinu, mlééna ¢okolada 0,1 — 0,4 % teobrominu
a 0,01 — 0,02 % kofeinu. Cokoladové napoje obsahuji 260 — 440 mg-dm™ teobrominu
a 10 — 12,5 mg-dm™ kofeinu [4].

1.4.5 Nealkoholické napoje

V kolovych népojich (napt. Coca Cola) pochazi ¢ast kofeinu z ofechi n€kterych druhti
koly, hlavné Koly zaSpi¢atélé (Cola acuminata) a Koly lesklé (Cola nitida), kde je jeho
obsah 1,5 — 2,5 %. Zbytek je dopliovan kofeinem, ktery pochazi z jinych zdroju
(napt. ziskany pfi vyrobé bezkofeinové kavy). Celkovy obsah kofeinu v nealkoholickych
napojich se zpravidla pohybuje v rozmezi 50 — 250 mg-dm™ [4].

Podle Vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 52/2002 Sb. se kofein muze ptidavat
do nealkoholickych napoji Vv nejvy$§im povoleném mmoZstvi 250 mgdm?,

do energetickych napojii pak v nejvy$im povoleném mnozstvi 320 mg-dm™ [4].

1.4.6 Guarana (Paulinie napojna)

Kofein v mnozstvi 2,5 — 7,5 % (resp. smés alkaloidi zvanych diive guaranin) obsahuji také
guaranové ofisky, tj. semena liany rodu Paulinia (Paullinia cupana), pochazejici z tropt
Jizni Ameriky. Po uprazeni se zpracovavaji na hmotu pfipominajici chuti ¢okoladdu. Slouzi

také k piipravé osvézujiciho napoje [4].

1.5 Reakce a zmény kofeinu

Metylxantiny jsou jako slouceniny velmi stabilni a s vyjimkou reakci pfi fermentaci
cajovych listl a kakaovych bobil k dal§im reakcim b&hem technologického zpracovani
surovin a skladovani prakticky nedochazi. Pfi vyrobé zelené¢ho a cerné¢ho caje vznikaji

dimetylxantiny a dalsi puriny jako produkty katabolizmu kofeinu [4].

Pti prazeni kavy se obsah kofeinu prakticky neméni. Trigonellin, ktery doprovazi alkaloidy
kavy, se vSak rozklada na nikotinovou kyselinu a na tékavé senzoricky aktivni pyridiny.
Pomér obsahu trigonellinu a kofeinu se proto vyuziva jako indikator stupné prazeni kavy

[4]. V kavé beéhem procesu prazeni dochazi k Maillardové reakci. Pfi této reakci vznikaji
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jako konec¢né produkty melanoidiny. Melanoidiny jsou makromolekularni latky hnédé
barvy. Tyto latky mohou reagovat se slouceninami, které ovliviiuji chut a vini kavy,
a proto se u kadvy muize zménit vnimani jejitho aroma. Tato zména je pravdépodobné
zpusobena reakci melanoidint s senzoricky aktivnimi latkami jako jsou ketony a estery.
Zda k témto reakcim dochazi a jak velky maji dopad na senzorické vlastnosti kavy, zalezi

i na druhu, kvalité kavy a na zptisobu prazeni [18].

1.6 Biologické ucinky kofeinu

Kofein mizeme diky jeho ufinkiim na organizmus zatfadit do skupiny latek, které
se nazyvaji analeptika. Analeptika jsou latky, které pusobi centralné drazdive,
pfi pfedavkovani vyvolavaji kiece. Analeptikum, které jiz v malych davkach vyvolava
pocit ,povzbuzeni“ se oznaCuje jako psychoanaleptikum. Mezi psychoanaleptika
se zafazuji metylxantiny (mezi které patii kofein), amfetaminy a nespecificka analeptika
[12].

Kofein (1,3,7-trimeylxantin) ma z metylxantinii nejsiln€j$i psychoanalepticky ucinek.
Teofylin (1,3-dimetylxantin) je o néco méné uéinny, teobromin (3,7-dimetylxantin)

centraln¢ budivy ucinek nema [12].

V dennich malych davkach (< 3 mgkg™) pusobi kofein jako stimulant centralniho
nervového systému, zvysuje vykonnost, zlepsuje naladu, zrychluje reak¢ni dobu a piisobi
mocopudné [19]. Vysoké davky vSak maji rizné neuroendokrinni G¢inky a velmi vysoké
davky tdajné pusobi teratogenné. Teobromin a teofylin vykazuji slabsi stimula¢ni ucinky
nez kofein, mohou zptsobit abnormality spermatogennich bun¢k [4]. Kofein jako 1é¢ivo
se pouziva pro piekonani stavi unavy. Teofylin ma zvlastni vyznam pii terapii

bronchialniho astmatu [12].

Kofein plsobi pfednostné na mozkovou kiru. Pravdépodobné ucinkuje ovlivnénim
adenozinového receptoru. V pokusech na zvitatech se (sub)letalnimi davkami kofeinu daji
vyvolat kiete typické pro analeptika a krom& toho podrazdéni michy. U&inky
terapeutickych davek kofeinu (0,05 — 0,2 g peroraln¢) na mozkovou kuru zalezi
na vychozim rozpolozeni ¢lovéka: inava zmizi, zvySuje se dusevni vnimavost, schopnost

zapamatovat si a schopnost pfemyslet. Jestlize je ovSem osoba jiz plné probuzena, pak
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kofein prakticky nevyvola dalsi zlepSeni télesné ani dusevni vykonnosti. Teofylin tak

budici ucinky na psychiku nema [12].

Davky kofeinu, obsazené v1 — 3 Salcich kdvy nebo caje, zabranuji usnuti i prospani.
Paradoxn¢ u starych lidi a hypertoniki mize kofein usnuti ulehéit [12]. Vysvétleni tohoto
ucinku prozatim neni znamo. Vyssi davky kofeinu vyvolavaji trysk myslenek, neklid, tfes

a nékdy i srde¢ni arytmie [19].

Kofein a teofylin ve vysokych davkach drazdi ob&hova centra a také dechové centrum.
Krevni tlak nestoupd, protoZe perifernim ovlivnénim koZnich rendlnich 1 koronarnich cév
nastava vazodilatace. Ob¢ latky stimuluji glykogenolyzu, protoze inhibuji fosfodiesterazu,
ktera aktivuje dekompozici 3%, 5°-cAMP. Kromé toho se uvoliiuje hormon noradrenalin
Vv centralnim nervu a hormon adrenalin z nadledvin. Tim se vySe uvedené ucinky ¢aste¢né
zesiluji. Vazokonstrikce mozkovych cév vznika piimym tc¢inkem na hladkou svalovinu [9,

12]. Srovnani G¢innosti kofeinu a teofylinu je soucasti Tabulky 2.

Tabulka 2: Relativni u¢innost kofeinu a teofylinu [12]

kofein teofylin
podrazdéni mozku +++ ++
podrazdéni prodlouzené michy +++ ++
stimulace srdce + ++
bronchodilatace + ++
vazokonstrikce mozkovych cév +++ +++
diuréza + +++

Pozn.: Vyznam symboll: + slaby G¢inek; ++ stfedni G¢inek; +++ silny G€inek

1.6.1 Nezadouci ucinky

Pti chronickém pifjmu kofeinu (piti Caje nebo kavy) se nedd prokdzat poskozeni
organizmu. U obzvlast citlivych lidi se miZze objevit nervozita, anxiézni neurdza,

nespavost, uzkost, neklid [9, 12].
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Mnoho déti si zvykne na pravidelny piivod kofeinu jiz v raném véku, protoze osvézujici
kolové napoje obsahuji kofein v i€inném mnozstvi. Jestlize déti trpi vySe uvedenymi
ptiznaky, vzdy je potfebné vzit v Gvahu nadmérné pozivani kofeinu. Také pfi otraveé
alkoholem je tfeba zvazit piipadnou ucast kofeinu, protoZe napoje s vysokym obsahem
alkoholu se ¢asto pozivaji ziedéné kolovymi napoji. Zastiené vnimané G¢inky kofeinu pak
modifikuji charakter vysledného alkoholického opojeni [12]. Pfi nahlém odnéti kofeinu
se mohou vyvinout bolesti hlavy, inava, ospalost a podrazdénost, které po ptivodu kofeinu

ustanou. Jiné abstinen¢ni ptiznaky se neobjevi [19].

Po négkolik desetileti byl pfedmétem studii vliv kofeinu na kardiovaskularni nemoci,
protoZe vladla domnénka, Ze kofein méa vliv na krevni lipidy, tlak krve, arytmii a dalsi
poruchy ¢innosti srdce [11]. V soucasné dobé neexistuje zadny dikaz, ze kofein mize mit
jakykoli prospéch pro srdce, naopak nekteré vysledky naznacuji, Ze je Skodlivy za urcitych
podminek. Faktory, které mohou pftispét ke koronarnim srde¢nim onemocnénim, jSou
urcité spojeny s zivotnim stylem jedince. Velice podstatny vliv maji samoziejmé i zdédéné

genetické dispozice k tomuto onemocnéni [14, 20].

Kofein je jednim s faktor, které zvySuji vyplavovani stresovych hormont, jako
je adrenalin, noradrenalin a kortizol, které mohou mit vliv na zvySovani systolického

i diastolického krevniho tlaku a snizovani srde¢ni frekvence [14, 21, 22].

Z udajt doloZenych vyzkumem Ize dojit k zavéru, Ze pouze velké spotieba vice jak 6 salki
nefiltrované kavy denné poskozuje srdce. Epidemiologické studie ukazuji, Ze mirna
konzumace kofeinu neni S$kodlivd, dokonce malé koncentrace maji pozitivni vliv

na kardiovaskularni systém [14].
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2 MOZNOSTI STANOVENI KOFEINU

2.1 Kapalinova chromatografie

2.1.1 Princip

Mobilni fazi v kapalinové chromatografii je kapalina. O separaci slozek vzorku na rozdil
od plynové chromatografie rozhoduji nejen interakce se stacionarni fazi, ale 1 pouzita
mobilni faze. Analyt se v prib&hu separace rozdéluje mobilni a stacionarni fazi [23, 24].
Straveny cas v jedné nebo Vv druhé fazi zavisi na afinité analytu ke kazdé z nich. Vyuzitelné
mechanizmy jsou separace — adsorpce, rozdélovani na zakladé rtizné rozpustnosti, iontova
vyména, molekulové sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii.
Chromatografie se rozliSuje na zdkladé¢ uspofadani stacionarni faze na kolonovou

a tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou chromatografii [23].

Srovnanim kapalinové a plynové chromatografii z hlediska ucinnosti zjistime, Ze
v kapalinové chromatografii je niz$i ptispévek molekularni difuze slozky, protoze kapalina
ma o hodné vyssi viskozitu nez plyn. Naopak, zanedbatelny ptispévek odporu pievodu
hmoty v mobilni fazi je v plynové chromatografii, ale v kapalinové chromatografii
se projevuje a sé¢ita se s prispévkem odporu proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi [23,

25].

2.1.2 Pristrojové vybaveni

V klasické kapalinové chromatografii se sklenéna trubice o délce 0,5 m a prifezu asi 2 cm,
dole zakoncenou fritou a kohoutem, plni zrnitym sorbentem s velkym primérem castecek
(napf. oxidem hlinitym). Na horni vrstvu naplné se davkuje malé mnozstvi vzorku a pak
se pfidd mobilni kapalnd faze (eluent). Mobilni faze postupuje kolonou piisobenim
gravitacni sily, slozky vzorku se od sebe separuji a v odliSnych Casech opoustéji spodni
¢ast kolony [25]. Klasické kolonové provedeni nema potiebnou uéinnost, ale stalo
se zakladem vysoce udinné kapalinové chromatografie (High Performance Liguid
Chromatography — HPLC). Pouzitim dostate¢né malych zrnicek, ktera kladou prostupujici

kapalin€ zna¢ny odpor, se zajisti u¢inna separace [23].
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Kapalinovy chromatograf (Obrazek 9) je slozen z cCerpadla, zdsobniki mobilni faze,
sméSovaciho zafizeni, davkovaciho =zafizeni, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho

zatizeni [23].

Kapalina je cerpana do kolony pistovymi nebo membranovymi cerpadly. Pouzivané
materialy Cerpadla jsou nerezova ocel, keramika a plast. SméSovaci zafizeni zajistuje
slozeni mobilni faze, které muze byt stalé (izokraticka eluce) nebo se béhem separace méni
(gradientova eluce). Davkovaci zafizeni musi byt zhotoveno =z inertnich materiald
(nerezova ocel, titan, n€které polymery) [25]. Davkuje se injek¢ni stiikackou. Injekcni
zatizeni mize byt ovladano rucné i automaticky. V soucasné dobé byvaji injekéni systémy
nahrazeny davkovacim obtokovym kohoutem. Kolony jsou pouzivany pouze napliové. Pro
vétSinu analyz jsou zhotoveny z nerezové oceli. Existuje mnoho kolon o riznych délkach
a vnitinich primérech, podle vyuziti se voli vhodné rozméry kolon [23]. Detektory by
mély byt selektivni pro analyt a malo citlivé pro mobilni fazi. Nejpouzivanéjsi detektory
jsou fotometricky, refraktometricky, fluorescencni a hmotnostni spektrometr. Fotometrické
méfi absorbanci eludtu vychazejiciho z kolony, refraktometricky méfi rozdily mezi
indexem lomu eluatu a ¢isté mobilni faze a fluorescencni detektor je zalozen na principu
schopnosti latek absorbovat ultrafialové zafeni (fluorescence). V posledni dobé je Casto
pouzivany hmotnostni spektrometr kvili jeho vysoké citlivosti. Je pouzitelny jak

Vv kapalinové tak i v plynové chromatografii [23, 24].

2.1.3 Pouziti

Vyhodou je moznost pracovat za laboratorni teploty bez nutnosti pfevadét vzorek na plyn.
Kapalinova chromatografie je tedy vhodna i pro separaci tepelné nestalych a netékavych

slou¢enin. Pracujeme obvykle gradientovou elu¢ni metodou [23].
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Obrazek 9: Schéma kapalinového chromatografu [26]

2.1.4 Praktické stanoveni kofeinu kapalinovou chromatografii

2.1.4.1 Stanoveni ve vzorku kavy

Stanoveni kofeinu bylo provedeno v prvnim vzorku Coffea arabica z Brazilic a v druhém
vzorku Coffea robusta z Pobtezi slonoviny. Prvnim krokem byla piiprava vzorkid procesem
prazeni. Prazeni probihalo po dobu 15 minut o teplotach v rozmezi 140 — 240 °C a druhé
prazeni po dobu 5 — 20 minut pii konstantni teploté 240 °C. Nasledn¢ se 2 g prazené
a namleté kavy extrahovalo ve 100 ml vrouci vody. Alikvotni podil tohoto vzorku byl
prefiltrovan pies membranu, kterd méla velikost poru v um a bez dal§iho fedéni byl

nastiiknut autosamplerem na kolonu [27].

Po ptipravé vzorku nasledovala vlastni HPLC analyza. Pomoci autosampleru byl davkovan
vzorek v objemu 20 pl. Mobilni faze u tohoto stanoveni byla slozena s fosfatového pufru
a metanolu. Detektor pouzity v této analyze byl typu fotometrického. Chromatograficka
separace probihala na koloné s reverzni fazi C18 o rozmérech 0,46 x 25,0 cm, velikost
Castic stacionarni faze byla 4 pm. Urc€eni kvalitativniho zastoupeni kofeinu ve vzorcich
bylo provedeno pomoci kalibra¢ni kifivky ziskané z analyz vzorku o zndmém mnoZstvi

kofeinu [27].
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2.1.4.2 Stanoveni ve vzorku caje

Vzorky ¢ajii zelenych, ¢ernych i s ptisadou jasminu byly rozmélnény a extrahovany ttikrat
s 20 ml 80% metanolu po dobu 3 hodin a poté s20 ml 80% metanolu s ptidavkem
0,15% HCI extrahovany dalsi 3 hodiny. Ziskané extrakty byly spojeny a naslednou filtraci
zbaveny hrubych ¢astic. Filtrat byl nasledné prefiltrovan pies filtr s velikosti pora 0,45 pm.
Z tohoto kone¢ného filtratu bylo odebrano 50 pl, které bylo zfedéno 1 ml destilované vody.
Takto pfipraveny vzorek byl nasledné pouzit pro HPLC analyzu [28].

Vzorek v mnozstvi 10 ul byl aplikovan davkovaci jehlou. Pfedkolona méla rozméry
4,5 mm x 25 cm. Mobilni faze byly pouzity dv€, prvni byla voda s kyselinou octovou
v poméru 97:3 a druhou mobilni fazi byl metanol, pratokova rychlost mobilnich fazi byla
1 ml za minutu. Chromatograf byl vybaven fluorescen¢nim detektorem, ktery analyzoval

vzorek na principu schopnosti latek absorbovat ultrafialové zafeni [28].

2.1.4.3 Stanoveni ve vzorku kakaa

Kakaové lusky ziskany z geneticky modifikovaného stromu byly shromazdény ve dvou
plodnych cyklech v obdobi jednoho roku a nasledné byly skladovany pii teploté -20 °C.
Po procesu fermentace a suseni byla odstranéna obalova vrstva a odvazeno 100 g bobu.
Boby byly nasledné v rotujicim mlynku pfevedeny na kakaovy prasek. DalSim krokem
byla extrakce v Soxhletové extraktoru petroleterem, kdy doslo k odstranéni tuku ze vzorku.
Vzorek zbaveny tuku o hmotnosti 0,0100 g byl extrahovan v 10 ml horké vody po dobu

20 minut a poté byl ochlazen a piefiltrovan pies filtr s pory o praméru 45 pm [29].

Takto pfipraveny vzorek byl vstiiknut autosamplerem do kapalinového chromatografu
a HPLC analyzou stanoven. Pfedkolonova cast méla rozméry 50 x 4,6 mm. Vlastni
separace probihala na koloné s reverzni fazi C18 o rozmérech 150 x 3,9 mm. Velikost
Castic stacionarni faze byla 4 um. Cela analyza probihala pfi pokojové teploté 22 °C. Jako
mobilni faze byl pouzit 20% roztok metanolu ve vodé a pritokova rychlost byla 1,4 ml
za min. Kapalinovy chromatograf byl vybaven fluorescen¢ni detektorem s UV detekci

pti vinové délce 274 nm [29].

2.1.4.4 Stanoveni v nealkoholickych napojich typu Cola a v energetickych ndapojich

Vzorky nealkoholickych a energetickych ndpoji byla ponechany kratkou dobu

pfi pokojové teploté a nasledné¢ byly odplynény ultrazvukem po dobu 10 minut.
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Nasledovala filtrace ptes mikrofiltr a takto pripraveny vzorek o objemu 10 pl byl vstiiknut
injekéné do HPLC systému [30].

Kapalinovy chromatograf separoval latky na koloné sreverzni fazi C18 o rozmérech
100 x 4,6 mm a velikost stacionarni faze, kterou byla kolona naplnéna, byla 2,6 pm.
Detekce byla umoznéna fluorescencnim detektorem, ktery métil absorbanci UV pii 200 az
400 nm. Teplota pii analyze byla udrZzovana na teploté¢ 55 °C a pritokova rychlost
mobilnich fazi byla 2,2 ml za minutu. Mobilni faze byly sloZzeny z vody s 1% kyselinou
fosforecnou a acetonitrilu s 1% kyselinou fosfore¢nou. Identifikace jednotlivych slouc¢enin

byla dosazena srovnanim retenénich ¢asti a UV spektra [30].

2.2 Plynova chromatografie

2.2.1 Princip

Vzorek se davkuje do proudu plynu, tento plyn vzorek unasi kolonou. To je dlivodem, proc
se nazyva mobilni faze nosny plyn. Podminkou, aby mohl byt vzorek transportovan,
je jeho okamzitd pfeména na plyn. Slozky se v koloné separuji na zéklad¢ rtizné
schopnosti poutat se na stacionarni fazi. Slozky, které projdou kolonou, indikuje detektor.
Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového prubéhu intenzity signalu se urc¢i druh

a kvantitativni zastoupeni slozek [23, 31].

2.2.2 Pristrojové vybaveni

Zatizeni, ve kterém probiha plynova chromatografic, se nazyva plynovy chromatograf
(Obrazek 10). Plynovy chromatograf je slozen ze zdroje nosného plynu, Cisticiho zafizeni,
regula¢niho systému, davkovace, kolony, detektoru, vyhodnovaciho zatizeni a termostatu.
Zdrojem nosného plynu je tlakova lahev, kterd obsahuje nejcastéji vodik, dusik, helium
nebo argon. Cistici zafizeni slouzi k zachycovani vlhkosti a nedistot v nosném plynu.
Regulacni systém zajistuje staly nebo ménici se priitok nosného plynu. Davkovac je uréen
k zavedeni vzorku do proudu nosného plynu. Roztoky se davkuji injekénimi stiikackami
pfes pryzové septum a plynné vzorky se davkuji plynotésnymi injek¢énimi stiikackami
nebo obtokovymi davkovacimi kohouty [23]. V koloné je umisténa stacionarni faze
a probiha v ni separace latek. Kolony jsou napliiové a kapilarni [32]. Naplhové kolony jsou

vyrabény z oceli nebo skla, maji vnitini primér 2 az 3 mm a délku 1 az 3 m. Plni se napf.
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silikagelem, grafitizovanymi sazemi a oxidem hlinitym. Kapilarni kolony jsou vyrabény
zpravidla z taveného kiemene. Vnitini prumér téchto kolon je 0,1 — 0,6 mm, délka
15 — 60 m a tloustka filmu stacionarni faze 0,25 — 5 um [23, 32]. Cim mensi ma pramér
kapilarni kolona, tim vic roste jeji ucinnost pfi analyze. Detektor slouzi k detekci latek
vnosném plynu a vyhodnocovaci zafizeni zpracovava signal z detektoru a zakresluje
chromatografickou kiivku a provadi jeji analyzu. Detektory, které jsou nejcastéji
pouzivany, jsou tepelné-vodivostni, plamenovy ioniza¢ni, detektor elektronového zachytu
a hmotnostni spektrometr. Spojeni GC-MS je dulezité v identifikaci neznamych slozek.
Lze totiz ziskat pro kazdou sloZku jeji hmotnostni spektrum a ndsledné ji porovnat
S knthovnou spekter sloucenin, ktera je wulozena v pocita¢i. Soucasti plynového
chromatografu je i termostat, ktery zajiStuje vysokou teplotu pro udrzeni vzorku
Vplynném stavu. Dostatecné vysoka teplota musi byt zajiSténa Vv davkovaci, koloné

a detektoru [23].

2.2.3 Pouziti

Plynova chromatografie miize byt pouzita k separaci plyni, vétSiny nedisociovatelnych
kapalin a pevnych organickych molekul a mnoha organokovovych latek [23, 31]. Neni
pouzitelna pro separaci makromolekul, organickych a anorganickych soli. Casto se provadi
chemickd zména analytu nevyhovujicich vlastnosti na derivaty, které mohou byt pro
analyzu plynovou chromatografii pouzitelné. Prikladem derivatizace muze byt napiiklad

esterifikace mastné kyseliny metanolem na metylester [23].
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Obrazek 10: Schéma plynového chromatograf [33]
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2.2.4 Praktické stanoveni kofeinu plynovou chromatografii

2.2.4.1 StanoveniV nealkoholickych napojich

Ze vzorku nealkoholické napoje byl odebran 1,5 ml a k nému byl ptidan 1 ml etylacetatu,
smés byla protfepana pomoci ultrazvuku po dobu 2 minut. Dale byl do smési piidan
bezvody sulfid vapenaty a takto ptipraveny vzorek byl ponechan v klidu po dobu 3 minut
[34].

Analyza probéhla v plynovém chromatografu, jehoZ souc¢asti byl hmotnostni spektrometr.
Separace probihala v kapilarnich kolonach o rozmérech (30 m x 0,25 nm) s velikosti ¢astic
stacionarni faze 0,25 um. Jako nosny plyn bylo pouzito helium, jehoz prutokova rychlost
b&hem analyzy byla 1 ml.min™. Davkovani bylo umoznéno injekéné pomoci autosampleru,
vzorek mél objem 1 pl. Teplota pfistroje byla po dobu analyzy udrzovand na teplotu

250 °C. Kofein byl identifikovan na zaklad¢ reten¢niho ¢asu a hmotnostniho spektra [34].

2.3 Infracervena spektrometrie

2.3.1 Princip

Principem je absorbance infracervené¢ho zateni molekulami latek. Infracervené zareni ma
vétsi vinovou délku a niz$i energii nez zafeni ultrafialové a viditelné [35]. Toto zafeni
pokryva ¢ast elektromagnetického spektra v intervalu mezi 0,78 — 1000 um. Misto vinové
délky se v infracervené spektrometrii pouziva vinocet (pievracena hodnota vinové délky).
Oblast, kterd je pro infradervenou spektrometrii nejdilezit&jsi, je 4000 — 670 cm™.
InfraCervenou  oblast spektra rozdélujeme na blizkou infradervenou oblast
(12800 — 4000 cm™), stfedni infradervenou oblast (4000 — 200 cm™) a vzdéalenou
infratervenou oblast (200 — 10 cm™). Infradervend absorpéni spektra jsou spektra vibracné-
rotaCni, protoZe energie infracerveného zateni jiZ nestaci na zmény elektronovych stavi,

zpusobuje pouze zmény vibraénich a rota¢nich stavii molekul [23].

2.3.2 Pristrojové vybaveni

Pristroje, kterymi se méfi infracervena spektra, se nazyvaji infracervené spektrometry

(Obrazek 11). Disperzni spektrometry jsou konstrukéné star$i, pracuji na principu rozkladu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

pouzitého infracerveného zareni v hranolovém nebo mfizkovém monochromatoru [P].

V dnesni dobé jsou spiSe pouzivané infraervené spektrometry s Fourierovou transformaci

(FTIR spektrometry) [35].

Spektrometry jsou slozeny ze zdroje zafeni, kyvet, detektoru. Jako zdroj zafeni se vyuziva
elektricky zhavena tyCinka z karbidu kifemiku nebo z jinych materidli (oxidy kovi
vzacnych zemin, keramické materidly). Kyvety jsou vyrobeny z materidlu, ktery propousti
infraCervené zateni. Jsou to napt. NaCl nebo KBr, pro vlhké vzorky je vhodny AgCl nebo
ZnSe. Nejpouzivangjsimi detektory jsou Golaytuv pneumaticky detektor, DTGS
(deuterovany triglycerinsulfat) detektory a MCT (mercury-cadmium-telurid) detektory
[23].

2.3.3 Pouziti

Infraervenou spektrometrii lze vyuZit k analyze jak kvantitativni tak 1 kvalitativni.
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Obrazek 11: Schéma infracerveného spektrometru [36]
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2.3.4 Praktické stanoveni kofeinu infracervenou spektrometrii

2.3.4.1 Stanoveni ve vzorku kavy

Meéfeni probihalo na RSI-IR spektrometru. Analyzovany byly vzorky prazené a instantni
kavy ze $panélského trhu. 0,1 g vzorku bylo pfevedeno do kyvety, do které bylo ptidano
par kapek vodného roztoku 0,25 mol.dm™ NHj. Poté byla kyveta vloZena do spektrometru
a injek¢éné byl pridan chloroform. Nasledovala extrakce kofeinu po dobu 6 min a po této
dob€ byl vzorek smérovym ventilem vstiiknut do proudu chloroformu a transportovan

k mé&feni. Mé&Feni probihalo v oblasti 1659 az 830 cm™ [37].

2.3.4.2 Stanoveni ve vzorku nealkoholickych ndpojii

Ze vzorki nealkoholickych napoji byly pfipraveny vzorky o riznych koncentracich. Bylo
nachystano 60 vzorkli pro kazdy druh nealkoholického napoje v koncentratnim rozmezi
0 az 30 mg.100 ml™ a pririistek byl vzdy po 0,5 mg.100 g™. Pro kalibraci bylo pouZito
45 vzorka a pro validaci zbyvajicich 15. Vzorky byly uchovany pii pokojové teploté a poté
analyzovany FTIR analyzou [38].

Meéfieni probihalo ve spektrometru, ktery se pouziva pro FTIR analyzu. Vzorkovaci stanice
byla vybavena ATR (Attenuated Total Reflection, zeslabeny tplny odraz) piislusenstvim
skladajicim se z pievodu optiky uvnitt komory. Vzorky byly métfeny proti vzorku
destilované vody. Vzorky byly méfeny v ATR krystalu a mezi kazdym méfenim byl
krystal peclivé ocistén vodou a osusen pomoci plynného dusiku, aby bylo zajisténo co
nejpresnéjsi meéfeni. Kazdé meéfeni bylo provedeno tiikrat. Zpracovany signal pocitac
upravil matematickym postupem, ktery se nazyva Fourierova transformace na absorp¢ni
infradervené spektrum. M&feni probihalo ve stiedni infradervené oblasti 400 az 4000 cm™

[38].

2.3.4.3 Stanoveni ve vzorku caje

Metoda je zalozena na vicenasobné linedrni regresi Fourierovy transformace
infratervenych spekter. Pfiprava vzorku nevyZaduje Zadné slozité postupy. Kofein
se z ¢ajovych listkl se vyextrahuje ptidanim chloroformu a ptida se i 1 ml amoniaku, vse
se uzavie V lahvicce a nechd se po dobu 2 minut v ultrazvukové 1azni a pak nasleduje
filtrace. Poté se odeberou 2 ml, které se pomoci injekéni stiikacky zavedou do
mikrokyvety. Méfeni probihd na principu prochazeni infracerveného paprsku vzorkem.

Me¢teni se provadélo proti kyveté s ¢istym chloroformem. Kalibra¢ni fada byla sestavena
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z ptipravenych vzorkli o znamych koncentracich kofeinu vyrobenych z komeréné
koupeného bezvodého kofeinu. Méfeni probihalo ve stiedni infracervené oblasti rozsahu

1300 az 1800 cm™ [39].

2.4 Kapilarni elektroforéza

2.4.1 Princip

V kapilafe je naplnén elektrolyt, ktery ma za ulohu vést proud. Konce kapilary jsou
ponofeny do zasobnikli, které obsahuji elektrolyt spolu s elektrodami vyrobenymi
z inertniho materialu, nejcastéji jsou vyrobeny z platiny (Pt). Mezi tyto elektrody se vklada
vysoké napéti v rozmezi 10 — 30 kV. Do jednoho konce kapilary se vsttikne maly objem
vzorku. Kapilara prochazi pifes detekéni zafizeni, byva jim nejcastéji fotometricky
detektor, ktery sleduje absorpci ultrafialového zateni. Vyslednym zaznamem detektoru je
elektroforegram, ktery vyjadiuje zavislost odezvy detektoru na ¢ase. Vysledky se stanovuji
Z polohy piku, kterd znaci kvalitu a z plochy nebo vysky piku, kterd udava kvantitu.
Existuje mnoho separacnich technik, které dopliuji kapilarni elektroforézu o dalsi
moznosti. Jsou to kapilarni zonova elektroforéza (CZE — Capillary Zone Electrophoresis),
micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC — Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography), kapilarni gelova elektroforéza (CGE — Capillary Gel
Electrophoresis), kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF — Capillary Isoelectric Focusing)

a kapilarni elektrochromatografie (CEC — Capillary ElectroChromatography) [23, 40].

2.4.2 Pristrojové vybaveni

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu se sklada z kapilar, detektoru a eletrod (Obrazek 12.).
Kapilary maji ochranny polyimidovy povlak a jsou pfedev§im vyrabény z tavené¢ho
kifemene. Povrch uvnitt kapildr mze byt chemicky modifikovany. Tato modifikace
spoc¢iva v kovalentnim navazani rtznych latek. Tato modifikace pti Gpravé povrchu se
vyuziva pro vice Gcelil. Jednim z nich mtize byt, napt. snizeni absorpce vzorku nebo zména
iontového naboje na kapilarni sténé. Pfi stanoveni se musi udrZovat stala teplota, aby
podminky pfii separaci byly stejné. Regulace teploty je zajiSténa vzduchem nebo kapalnou

chladici smési [23]. Do konce kapilary, ktery je vzdalenéjsi od detektoru se plni vzorek
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o mnozstvi 10 — 100 nl. Davkuje se tlakem, rozdilem hladin nebo elektrokinetickym
davkovanim [40, 41]. Z divodu malého priméru kapilar musi byt pifi stanoveni pouzit
velmi citlivy detektor. Nejcastéji pouzivanymi detektory jsou detektory zalozené na
sledovani absorpce ultrafialového zafeni a zpravidla pouzivaji diodové pole. Mezi dalsi
detektory patii detektory vyuzivajici fluorescenci a hmotnostni spektrometr. V posledni
dob¢ se hmotnostni spektrometr zacal vyuzivat pro jeho schopnost snadno identifikovat

analyt a poskytovat informace o struktufe analyzovanych latek [23].
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Obrazek 12: Schéma kapilarni elektroforézy [42]

2.4.3 Pouiziti
Kapilarni elektroforéza je vyuZzitelnd pro roztoky vodné i nevodné. Nej€astéji vyuzivané
separacni techniky v kapilarni elektroforéze jsou MECC, CGE a CIEF [23, 41].

2.4.4 Praktické stanoveni kofeinu kapilarni elektroforézou

2.4.4.1 Stanoveni ve vzorku kavy

Pro analyzu byl vzorek pfipraven navaZzenim 1 g mleté kavy, ktery se smichal
s destilovanou vodou ve 100 ml bance v poméru 1:4. Po té se roztok zfiltroval pies filtr

s velikosti port 0,45 pum [43].
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Vzorek byl analyzovany kapilarni elektroforézou s UV detekci pti vinové délce 200 nm.
Vzorek byl do kapilary vpraven injekéné pod tlakem 0,035 bar. Kapildra byla vyrobena
z taveného kifemene a meéla rozméry 57 cm x 50 pm. Mezi elektrodami bylo napéti

o hodnoté 10 kV. Teplota béhem analyzy byla udrzovana na 25 °C [43].

2.4.4.2 Stanoveni ve vzorku zeleného caje

Nejdiive byly navazeny 3 g zeleného Caje a navazka byla poté extrahovana ve 180 ml
horké vody po dobu 5 minut. Po extrakci byla k roztoku pfidana 0,1% metafosfore¢na
kyselina a poté byl roztok zfiltrovan na filtru o velikosti pora 0,45 pum [44].

Takto ptfipraveny vzorek byl vstiikovan do jednoho konce kapilary po dobu 5 s. Po kazdé
separaci byla kapildra vyplachnuta roztoky destilované vody, 0,1 mol.dm™ HCI,
destilované vody, 0,1 mol.dm™ NaOH a pufrem. Vyplachovani probihalo po dobu 7 minut.
Vyhodnocovacim zafizenim v této analyze byl UV detektor. Kapilara byla z materialu
ktemene a jeji rozméry byly 77 cm x 50 um. Napéti mezi elektrodami béhem analyzy bylo
30 kV a teplota se udrzovala na 23 °C [44].

2.4.4.3 Stanoveni v nealkoholickych napojich

Vzorek nealkoholického ndpoje byl nejdiive odplynén v ultrazvukovém zatizeni, z divodu

obsahu oxidu uhli¢itého. Nasledné byl piefiltrovan pies filtr z velikosti pora 0,45 um [45].

Nasledn¢ byl vzorek vstiiknut do kapilary, ktera byla zhotovena z kiemene.
Vyhodnocovacim zafizenim byl UV detektor, ktery byl pfipojen k pocita¢i. Méfeni
probihalo v rozmezi 200 — 300 nm. Mezi elektrodami bylo napéti 30 kV. Teplota béhem
analyzy se udrzovala na 35 °C. Mezi kazdou analyzou byla kapilara proplachovana roztoky
1 mol.dm™ NaOH, 0,1 mol.dm™ NaOH, destilované vody a pufrem [45].

2.5 Hmotnostni spektrometrie

2.5.1 Princip

Tato metoda se fadi do separacni techniky, kterd pievadi vzorek na ionizovanou plynnou
fazi a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a ndboje. Kroky, které
V této technice probihaji, jsou odpatfeni vzorku, ionizace, akcelerace iontti do hmotnostniho

analyzatoru, separace iontti hmotnostnim filtrem a detekce ionta [23, 46].
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2.5.2 Pristrojové vybaveni

Zatizeni, ve kterém probihd analyza, se nazyvd hmotnostni spektrometr (Obrazek 13.).
Soucasti bézného spektrometru jsou vstup vzorku, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator
a detektor. lonizace nastava dvéma zpusoby: bud’ narazem prudce leticich elektront
nebo chemickou ionizaci, pfi které ionty vznikaji chemickou cestou [46]. Hmotnostni
spektrometry existuji v raznych konstrukénich typech, kterymi jsou Magneticky
analyzator, Kvadrupolovy analyzator, Kvadrupdlova iontova past (QIT — Quadrupole lon-
Trap analyser), Hmotnostni analyzator FT-ICR (Fourier-Transform lon Cyclotron
Resonance) a Hmotnostni spektrometr TOF-MS (Time of Flight). Prvnim detektorem,
ktery byl vyuzivan, je Faradayova klec. Dal§imi jsou Elektronovy nasobi¢ a Detektor
S konverzni dynodou a fotonasobi¢em. Diky své citlivosti pfi analyze je velmi obliben
Elektronovy nésobi¢, ale nevyhodou je jeho kratkd Zivostnost, kterd se pohybuje kolem

1 roku [23].

iontovy zdroj urychleni ionti

\ elektromagnet

r O ¢ pumpé
vzorek %\\ e A
detektor ¥ 7

zesilovaé i

l

hmotnostni spektrum

Obrazek 13: Schéma hmotnostniho spektrometru [47]

2.5.3 Pouiziti
Tato metoda je vyuzitelna jak pro kvalitativni tak i pro kvantitativni chemickou analyzu.
Jeji ptrednosti jsou v jeji vSestrannosti, rychlosti a citlivosti. Vyuziva se k identifikaci

organickych latek a k urCeni jejich relativnich hmotnosti. Vyznamné je jeji napojeni
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v chromatografickych metodach jako kapalinova chromatografie (HPLC-MS) a plynova
chromatografie (GC-MS), kde plni ulohu detektoru [23, 48].

2.5.4 Praktické stanoveni hmotnostni spektrometrii

25.4.1 Stanoveniv zeleném caji

K5 g vzorku zeleného ¢aje bylo ptidano 150 ml destilované vody, smés byla uvedena
k varu a 4 hodiny byla udrzovana pfi teploté 60 °C. Po extrakci byl vyluh prefiltrovan pies
filtr a poté byly 2 ml piefiltrovany pies mikrofiltr o velikosti porti 0,2 um. Poté byl vzorek
eluovan s 2 ml metanolu o pritoku 0,03 ml.min™. Metanol byl odpaten pfi teploté okoli

a zbytek byl rozpustén v 200 ul destilované vody [49].

Poté bylo odebrano 20 ul vzorku a ty byly vstiiknuty do ventilu ESI-IMS (Electrospray
lonization-lon Mobility Spectrometry; iontova mobilni spektrometrie s ionizaci
elektrosprejem) systému, ve kterém nasledné dochazi k ionizaci elektrosprejem

a k identifikaci na zakladn¢ hmotnostnich spekter [49].

2.5.4.2 Stanoveni ve spojeni s plynovou chromatografii ve vzorku nealkoholickych

napoji

Hmotnostni spektrometr se vyuziva nejcastéji v kombinaci s dalsimi chromatografickymi
metodami [23]. Priklad stanoveni, kde hmotnostni spektrometr ma funkci detektoru
V plynové chromatografii pfi stanoveni kofeinu v nealkoholickych napojich, je podrobnéji

zminén V kapitole 2.2.4.1 [34].

2.5.4.3 Stanoveni ve spojeni s kapalinovou chromatografii ve vzorku kdvy

Kava se extrahovala po dobu 15 minut v horké vod¢ a po extrakci byla ptefiltrovana ptes
filtr o velikosti poéru 0,45 pum. Pro analyzu bylo odebrano 20 pl, které byly davkovany

pomoci autosampleru [50].

Chromatografickd separace byla uskuteénéna HPLC analyzou v kapalinovém
chromatografu, jehoz soucasti byl hmotnosti spektrometr. Separace probihala pii 40 °C
V koloné o rozmérech 150 x 2,0 mm a velikost ¢éstic stacionarni faze byla 5 pm. Mobilni
faze se skladala z kyseliny mraven¢i a metanolu. Rychlost pritoku mobilni fize byla
0,2 ml.min™. Detekce probihala v hmotnostnim spektrometru, ktery vzorek ionizoval
pomoci elektrospreje. Identifikace kofeinu probéhla srovnavanim retencnich cast

a zjisténim relativni molekulové hmotnosti diky hmotnostnimu spektrometru [50].
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2.6 Voltametrie

2.6.1 Princip

Principem voltametrie je vlozeni méniciho se napéti mezi dvojici elektrod, které jsou
ponofeny v roztoku elektrolytu. Béhem analyzy se sleduje prochazejici proud. Elektrody
jsou dvé, prvni je elektroda polarizovand, kterd se nazyva pracovni (mérnd) a druhd je
nepolarizovana a slouzi jako srovnavaci. Vysledek méfeni je ve form¢ voltamogramu,
ktery sleduje zavislost proudu na napéti. Z této zavislosti vyhodnocujeme, o jaky druh

analytu se jedna a v jakém mnozstvi se nachazi ve vzorku [23, 51].

2.6.2 Pristrojové vybaveni

Ve voltametrii se pouZzivaji stacionarni polarizované elektrody (pevné elektrody, rtutova
filmova elektroda, stacionarni rtutova kapkova elektroda). Metoda, ktera vyuziva

stacionarni rtutovou kapkovou elektrodu, se nazyva polarografie [23].

2.6.3 Pouziti

Tato elektrochemicka metoda se pro stanoveni kofeinu vyuziva jen omezené. VétSinou se

pouzivaji chemicky modifikované elektrody, aby se zvysila citlivost pii stanoveni [23].
2.6.4 Praktické stanoveni

2.6.4.1 Stanoveni ve vzorku kavy

100 mg pomleté kavy bylo piidano spolu s 25 ml destilované vody do baiiky, ktera byla
vaiena po dobu 1 hodiny. Po té se roztok zfiltroval a nasledné probéhla extrakce v délici
nalevce s dichlormetanem. Postup extrakce se opakoval tiikrat, poté se extrakty spojily
a pridal se Na,SO; pro odstranéni vlhkosti. Po odstranéni rozpoustédla byl zbytek

rozpustén Vv elektrofilnim pufru [52].

Mg¢feni probihalo na elektrodé potazenou uhlikovou pastou pro lepsi selektivitu a citlivost
meéfeni. Béhem analyzy se sledovala zavislost proudu na napéti, z této zavislosti bylo

vyhodnoceno mnozstvi kofeinu ve vzorku [52].
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2.7 Potenciometrie

2.7.1 Princip

Principem této elektrochemické metody je méfeni rovnovazného napéti galvanického
Clanku. Tento c¢lanek je slozen ze dvou elektrod — mérné (indikacni) a srovnavaci
(referencni). U mérné elektrody potencial zavisi na koncentraci analyzované latky,
ale potencial srovnavaci elektrody je konstantni. Zjisténa koncentrace latky je rozdilem

potencialu téchto elektrod [23, 53].

2.7.2 Pristrojové vybaveni

Podstatou u potenciometrie je méfeni elektrodami. Elektrody jsou elektrochemicky systém,
ktery je tvofen alespont dvéma fazemi. Jedna faze je vodi¢ prvni téidy a vede elektricky
proud prostfednictvim elektronti a druha faze je vodi¢ druhé tiidy a ta vede elektricky

proud prostfednictvim aniontt [23].

2.7.3 Pouziti

V minulosti byl kofein timto netradi¢nim zptisobem analyzovan, ale tato metoda se

Vv dnesni dob¢ nevyuziva [23].
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ZAVER

Cilem mé bakalafské prace bylo charakterizovat a shrnout poznatky o kofeinu. Kofein se
fadi mezi alkaloidy, které vykazuji stimula¢ni G¢inky. Vyskytuje se vtad¢é rostlin,
z kterych se po staleti vyrabi oblibené napoje. Mezi tyto rostliny patii Kavovnik arabsky

(Coffea arabica), Kakaovnik pravy (Theobroma cacao), Cajovnik ¢insky (Thea sinensis)
a Kola prava (Cola vera).

Zabyvala jsem se 1 metabolizmem kofeinu, ktery probihé v jatrech. Rychlost metabolizmu
a vylucovani kofeinu moci je ovlivnéno tfadou faktor. PredevSim zdravotnim stavem
a zivotnim stylem jedince. K témto faktorim patii koufeni, virovd onemocnéni, jaterni
onemocnéni, téhotenstvi, uZivani drog a néckterych Iékt. Bylo prokazano, Ze na

metabolizmus kofeinu ma vliv i konzumace urcité zeleniny.

Z I¢katskych vyzkumu lze vyvodit, ze v malych davkach pusobi kofein jako stimulant
centralniho nervového systému, zvySuje vykonnost, zlepSuje naladu, zrychluje reakcni
dobu a pasobi mocopudné. Pii chronickém piijmu kofeinu se neda prokazat poSkozeni
organizmu, ale u obzvlast’ citlivych lidi se objevuje nervozita, anxidozni neurdza, nespavost,
uzkost a neklid. Problematika vysokého piijmu se vsouCasné dobé poji
s kardiovaskularnim onemocnénim, ale toto spojeni doposud nebylo potvrzeno
ani vyvraceno. Z vyzkumu lze pouze dojit k zavéru, ze kava poskozuje srdce pouze pii

spotiebé vyssi nez 6 Salka nefiltrované kavy denné.

Posledni cast prace byla zaméfena na moznosti stanoveni kofeinu. Jsou zde uvedeny
piiklady metod, kterymi Ize kofein stanovit a jsou zde predloZeny i piiklady jednotlivych
metod, které se vyuzivaji v analytické praxi. Z poznatk vyplyva, Ze jednou
z nejpouzivangjSich metod pro stanoveni kofeinu je vysokoucinné kapalinova
chromatografie (zejména ve spojeni s hmotnostni spektrometrii), kterou je mozno kofein
stanovit i na pracovisti naseho tGstavu. Dal§imi bézné vyuzivanymi metodami jsou plynova
chromatografie (opét cCasto ve spojeni s hmotnostni spektrometrii), infracervena
spektrometrie a elektromigraéni metody (zejména kapildrni elektroforéza). K méné

pouzivanym metodam patii voltametrie a potenciometrie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATR zeslabend plna reflektance

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CEC kapilarni elektrochromatografie

CGE kapilarni gelova elektroforéza

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DTGS detektor s deuterovanym triglicinsulfatem

FTIR infracervena spektrometrie s Fourierovou transformaci
FT-ICR iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GS-MS plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

HPLC-MS vysoce u¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

MECC micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
MCT mercury-cadmium-telurid detektor
QIT kvadrupolova iontova past

uv ultrafialové
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