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Anotace 

 
Tato diplomová práce se zabývá popisem přípravy a průběhu workshopu s názvem „Kofein“ 

pro studenty gymnázií. Teoretická část práce shrnuje základní poznatky o kofeinu, zabývá se 

zdroji, konzumací, metabolismem a vlivy na lidský organismus. Dále se zabývá didaktikou 

přírodních věd v souvislosti s workshopem. V experimentální části práce byla pro účely 

workshopu optimalizována a validována metoda pro stanovení kofeinu v různých nápojích. 

Dále byly připraveny a odzkoušeny doplňkové úlohy, proběhla analýza absorpčních spekter 

vzorků moči a extrakce pomocí ASE. Byly připraveny laboratorní návody, pracovní listy a 

dotazníky zpětné vazby pro pedagogy a žáky. Součástí práce bylo vedení středoškolské 

odborné činnosti. Diplomová práce vychází z obhájené bakalářské práce autorky. 
 

Annotaion 
 

This master thesis deals with description of the preparation and the process of workshop called 

“Caffeine” for students at grammar schools. The theoretical part of the thesis summarizes the 

basic knowledge about caffeine, discusses the sources, consumption, metabolism, effects on 

the human body. It also deals with didactics of science in the context of the workshop. In the 

experimental part of the work, a method for the determination of caffeine in different 

beverages was optimized and validated for the workshop. Further, additional tasks were 

prepared and tested, analysis of absorption spectra of urine samples and extraction using ASE 

was carried out. Laboratory manuals, worksheets and feedbacks questionnaires for teachers 

and students were prepared. Part of the work was the professional supervision of Student's 

Professional Activities. The master thesis is based on the author's defended bachelor thesis. 
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1 CÍLE PRÁCE 
• Zavedení a validace metody pro rychlé stanovení kofeinu ve vzorcích nápojů 

pomocí kapalinové chromatografie 

• Možnosti kvalitativní analýzy vybraných metabolitů kofeinu v moči pomocí 

kapalinové chromatografie 

• Zpracování tématu formou „workshopu“ pro žáky středních škol: 

o Příprava laboratorních úloh tematicky souvisejících se stanovením kofeinu 
ve vybraných nápojích 

o Příprava materiálů k úlohám, jejich publikace na webových stránkách 

o Realizace workshopu s konkrétními žáky 
o Zpětná vazba od účastníků programu a její reflexe 
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2 ÚVOD 
Diplomová práce se věnuje návykové a hojně konzumované látce – kofein. Vzhledem 

k současnému životnímu stylu dospívajících lidí byla snaha zpracovat téma nejen z 

pohledu analytické chemie, ale i s ohledem na zdravý vývoj mladých lidí. Problematika 

byla žákům středních škol podaná formou workshopu, který byl zahájen přednáškou. 

Další částí byl laboratorní program ve vysokoškolské analytické laboratoři. Shrnutí a 

prezentace výsledků, jakožto závěrečná část workshopu, probíhaly v přednáškové 

místnosti fakulty. Žáci si sami analýzou zjistili, jaké množství kofeinu je obsaženo v 

běžných nápojích. Průběžně byl diskutován i metabolismus kofeinu v lidském organismu, 

zdroje jeho příjmu a v neposlední řadě i jeho vliv na lidský organismus. 

Vývoj analytické metody byl obsahem mé bakalářské práce [1], v diplomové práci byla 

metoda optimalizována a následně využita během programu workshopu. Pro žáky byly 

vytvořeny texty a online materiály, kde byly shrnuty jak teoretické informace ke kofeinu 

a jeho metabolismu, tak i ke kapalinové chromatografii jako analytické metodě. Druhá část 

programu, respektive textových materiálů, byla věnována měření pH, a to zejména měření 

pH extraktů kávy získaných extrakcí za výšeného tlaku (ASE) a extraktů získaných 

klasickou filtrací. Samotný program v laboratoři složený z mnoha dílčích úloh byl zhruba 

čtyřhodinový. Následně proběhlo vyhodnocení dat, vzájemné sdílení výsledků a formulace 

výsledků formou „minikonference“. 

 
 

2.1 Kofein 

Zdroje a konzumace 

Kofein je lidmi nejpoužívanější psychoaktivní stimulant. Počátky jeho konzumace 

sahají až do roku 2737 př. n. l., kdy tehdejší čínský císař konzumoval odvar z čajových 

lístků [2]. První konzumace kávových plodů je datována do 9. stol. n. l., kdy si arabský 

pastevec koz všiml, že kozy mají po konzumaci kávových plodů více energie [3]. Běžnou 

součástí života se konzumace kávy stala až v 17. století [4]. Mezi jeho nejčastější zdroje 

patří káva a čaj. Kofein se nachází i v kakau, guaraně, kolových a energetických nápojích. 

Je rovněž přidáván do některých léků na bolest nebo doplňků stravy určených k redukci 

tělesné hmotnosti [5,6]. Doporučená jednorázová dávka kofeinu pro dospělého člověka 

je 200 mg. Denní dávka by pak neměla překročit hodnotu 400 mg [7]. 
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Kofein jako cizorodá látka 

Kofein (CAFF) je pro tělo cizorodá látka. Aby taková látka mohla mít na lidský 

organismus vliv, musí proběhnout základní toxikokinetické děje. Toxikokinetika 

cizorodých látek je obvykle dělena do čtyř stádií – vstřebávání, distribuce, biotransformace 

a vylučování [8]. Všechny biochemické procesy, včetně těch biotransformačních, jsou 

zpravidla enzymaticky katalyzovány. V případě cizorodých látek se často uplatňují 

enzymy z nadrodiny cytochromu P450. Metabolismus kofeinu je komplexní proces, 

během něhož vzniká více než dvacet metabolitů. Vzniká například 1-methylmočová 

kyselina (MUA), teobromin (THBM), 1,7-dimethylxantin (DMX) a teofylin (THEO), 

kterým je věnována pozornost v této práci. Na Obrázku 1 na další straně je vidět postupný 

vznik metabolitů, které se liší svou polaritou, čehož lze využít při chromatografické 

separaci. Na druhou stranu některé metabolity jsou izomerní látky, což naopak pro 

chromatografickou separaci přináší obtíže. Kromě enzymů z nadrodiny cytochromu P450 

jsou přeměny katalyzovány i dalšími enzymy, které jsou typické pro odbourávání látek pro 

tělo cizorodých [9]. Konkrétní typy enzymů účastnících se biotransformace kofeinu jsou 

v Obrázku 1 uvedeny nad šipkou. Zároveň méně než 2 % z celkového přijatého množství 

kofeinu zůstává v nezměněné podobě [5,10–12]. Po konzumaci kofeinu lze v moči 

stanovit vedle jeho metabolitů tedy i samotný kofein (Obrázek 1). 
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Obrázek 1: Schéma biotransformace kofeinu. 
 

NAT2 = N-acetyltransferáza; XO = xantinoxidáza; 

137X = 1,3,7- trimethylxantin (kofein); 13X = 1,3- dimethylxantin (teofylin); 

17X = 1,7-dimethylxantin (paraxantin); 37X = 3,7- dimethylxantin (teobromin), 

1X = 1-methylxantin; 3X = 3-methylxantin; 7X = 7-methylxantin; 

137U = 1,3,7- trimethylmočová kyselina; 13U = 1,3- dimethylmočová kyselina; 

17U = 1,7-dimethylmočová kyselina; 37U = 3,7-dimethylmočová kyselina; 

1U = 1-methylmočová kyselina; 3U = 3-methylmočová kyselina; 

7U = 7-methylmočová kyselina; 

AFMU = 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil; 

AAMU = 5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil. 

Převzato a upraveno z [10]. 
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Účinky kofeinu na lidský organismus 

Účinky kofeinu na organismus člověka jsou závislé jednak na podané dávce, tak na 

citlivosti konkrétních jedinců. Při častém užívání dochází k oslabení účinků na tělo. Pokud 

nedochází k překročení maximální denní dávky (400 mg), má kofein na tělo neutrální až 

mírně pozitivní účinky [13]. Pozitivně kofein ovlivňuje pozornost, náladu a bdělost 

[14,15]. Má schopnosti vázat se na adenosinové přenašeče v mozku a dočasně tak obsadit 

místo navázání tlumících neuropřenašečů, čímž oddálí únavu a potřebu spánku [16]. Dále 

také podporuje soustředění, zrychluje metabolismus a spalování tuků. Mezi negativní vlivy 

kofeinu se řadí řídnutí kostí a zvýšení krevního tlaku. Lidé trpící kardiovaskulárními 

onemocněními by se měli vyvarovat společné konzumaci kofeinu a alkoholu. Snížit příjem 

kofeinu by měly i ženy, které se snaží otěhotnět, těhotné nebo kojící ženy [17]. K nadměrné 

konzumaci kofeinu dochází u adolescentů, kteří pravidelně a často konzumují různé 

energetické nápoje. V některých evropských zemích je dokonce jejich prodej omezen, 

podobně jako prodej alkoholu. V České republice podobné restrikce neplatí [18]. 

Stanovení kofeinu 
 

K přesnému stanovení kofeinu a jeho metabolitů v kapalných vzorcích se používá 

kapalinová chromatografie s UV nebo MS detekcí. Vývoj metody pro stanovení kofeinu a 

jeho metabolitů byl tématem mé bakalářské práce [1]. Bakalářská práce obsahovala 

podrobnou rešerši dříve zavedených a publikovaných HPLC metod. Následně byl popsán 

vývoj a validace metody u nás v laboratoři, která byla s menší úpravou využívána 

v průběhu diplomové práce. 
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2.2 Extrakce za zvýšeného tlaku (ASE) 
 

Extrakce za zvýšeného tlaku (ASE) je moderní metoda, využívaná pro extrakci látek z 

pevného či polopevného vzorku kapalným médiem, respektive kapalnou mobilní fází. 

V analytických laboratořích se ASE nejvíce využívá při extrakci potravinových vzorků či 

vzorků životního prostředí. Přístroj je často napojen na HPLC systém, kde pak dochází 

k samotné analýze a vyhodnocení. Největší výhodou ASE, oproti tradičním extrakčním 

metodám, je zejména rychlost a automatizace celého procesu. Při tomto typu extrakce lze 

dosáhnout tlaku až 100x vyššího, než je běžný atmosférický tlak a teploty až 200 °C. Schéma 

zapojení systému je uvedeno na Obrázku 2 [19-21]. 
 
 

 
 

Obrázek 2: Schéma zapojení ASE. Upraveno z [21]. 
 

Způsoby přípravy kávy během workshopu 

Přístroj pro provádění extrakce ASE byl při workshopu využit, aby imitoval pákový 

kávovar, který znají žáci z kaváren. Při takovémto způsobu přípravy kávy se využívá 

zvýšeného tlaku. Základním typem kávy připravované v pákovém kávovaru je espresso. 

Obvykle tlak v těchto kávovarech dosahuje kolem 9 barů. Tento tlak je pro správnou extrakci 

espressa uváděn jako nejvhodnější. 

Dalším oblíbeným typem kávy je tzv. filtrovaná káva, kdy dochází k filtraci za 

atmosférického tlaku. Filtrovaná káva má mnoho dalších podtypů např. french press, aeropress 

či V60. Právě tzv. V60 je nejpodobnější klasické laboratorní filtraci přes hladký filtr [22,23], 

kterou žáci měli za úkol provádět při workshopu. Extrakty připravené při atmosférickém tlaku 
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kávy žáci porovnávali s kávou připravenou pomocí ASE. Při obou způsobech přípravy kávy 

je teplota přibližně 100 °C. Žáci pracovali se stejným vzorkem (značkou) mleté kávy při obou 

způsobech extrakce. Příprava se tedy lišila pouze v tlaku. 

2.3 pH kávy 
Extrakt z kávy je slabě kyselý roztok s hodnotou pH okolo 5,0. Vodný roztok kofeinu 

je přibližně neutrální s pH okolo 6,9 [24]. Za kyselý charakter kávy jsou zodpovědné kyseliny, 

které káva obsahuje. Hlavními kyselinami vyskytujícími se v kávě jsou chlorogenové 

kyseliny, kyselina citronová, kyselina jablečná a kyselina chinová. Nalézt lze ale i těkavé 

organické kyseliny - kyselinu octovou či kyselinu mravenčí [25–27]. 

Na množství přítomných kyselin v kávovém nápoji má vliv mnoho faktorů. Jedním 

z nich je způsob pražení kávy. Čím je pražení kávových zrn kratší, tedy čím jsou světlejší 

kávová zrna, tím je výsledná káva kyselejší, obsahuje větší množství kyselin. Dalším faktorem 

je mletí kávy. Čím je mletí jemnější, tím je výsledná acidita vyšší. Tento jev souvisí s větší 

styčnou plochou mezi kávou a vodou. I teplota při přípravě nápoje má vliv na výslednou 

kyselost. Například při přípravě kávy, tzv. cold-brew, kdy je káva připravovaná při nízké 

teplotě, je nápoj méně kyselý, než káva připravovaná při vyšší teplotě [28]. Na kyselost 

kávového nápoje má vliv i doba extrakce. 

2.4 Propojení SŠ a VŠ 

Jedním z cílů workshopu bylo i propojení mezi střední školou (SŠ) a vysokou 

školou (VŠ). Dle metodického materiálu [29] vyplívá, že pro žáky a pedagogy SŠ je kontakt 

s vysokoškolským prostředím prospěšný zejména v možnosti větší podpory mimořádně 

nadaných žáků, nabídce dalšího studia žáků na konkrétní VŠ či celoživotního vzdělávání 

učitelů SŠ. Ceněná je i praxe a sledování aktuálních trendů v daném oboru. Pro popularizaci 

dané VŠ jsou vhodné brožury, dny otevřených dveří, účasti na veletrzích vysokého školství, 

ale právě i praktické exkurze na VŠ. Přestože zmiňovaný metodický materiál byl 

vypracováván pro technické školy, lze jeho výsledky aplikovat i pro přírodovědné vzdělávání. 

2.5 Výchovně-vzdělávací cíle výuky 

Výchovně-vzdělávací cíle definují účel, záměr, výstup a výsledek výuky. Jsou děleny na 

cíle dlouhodobé a krátkodobé. Dlouhodobé cíle jsou dány rámcovým vzdělávacím programem 

(RVP), krátkodobé cíle jsou konkrétnější a učitel by si je měl stanovovat při každé vyučovací 

hodině. Své vzdělávací programy mají základní školy (RVP ZV), střední odborné školy 

(RVP SOV) upravené dle konkrétního zaměření a gymnázia (RVP G), opět upravené dle 

standardní doby studia či zaměření [30]. Dále lze dělit výukové cíle podle zaměření na oblast 
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didaktická technika 

pomůcky k výuce chemie 
materiální 

zařízení k výuce chemie 

rozvoje osobnosti žáka na cíle kognitivní (vzdělávací), afektivní (postojové) a 

psychomotorické (výcvikové). K dosažení těchto cílů by měly být dodržovány didaktické 

zásady a aplikovány různé druhy didaktických prostředků a výukových metod. 

2.5.1 Didaktické zásady 

K dosažení výukových cílů jsou kromě jiného využívané didaktické zásady. Obecná 

didaktika uvádí tyto didaktické zásady: zásada uvědomělosti, zásada komplexního rozvoje 

žáka, zásada vědeckosti, zásada přiměřenosti, zásada individuálního přístupu, zásada 

emocionálnosti, zásada trvalosti, zásada názornosti, zásada soustavnosti a zásada zpětné 

vazby [31]. 

2.5.2 Didaktické prostředky 

Didaktické prostředky jsou děleny na materiální (učebna s vybavením, didaktická 

technika, vyučovací a žákovské pomůcky) a nemateriální (vyučovací metody, organizační 

formy, vyučovací zásady). Rozdělení didaktických prostředků využívaných v chemii je vidět 

na následujícím Obrázku 3. Do didaktických prostředků lze zahrnout organizaci vyučovacího 

procesu, pomůcky, místnost a její zařízení [32]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Obrázek 3: Schéma výukových prostředků používaných v chemii podle [32]. 
 
 

Mezi nemateriální výukové prostředky lze kromě výukových metod diskutovaných 

níže zařadit i různé organizační formy vyučování – třídně vyučovací hodinu chemie, cvičení, 

exkurzi, praxi či odborný výcvik a pracovní vyučování (typické pro SOŠ a SOU), domácí 

didaktické prostředky 

vyučovací metody 

nemateriální 
organizační formy vyučování 
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úkoly a formy týkajících se pouze části studentů – volitelné semináře, doučování, zájmové 

kroužky, olympiády, soutěže a středoškolské odborné činnosti (SOČ) [32]. 

K materiálním didaktickým prostředkům se řadí zařízení k výuce (učebna chemie, 

posluchárna, chemická laboratoř). K pomůckám využívaných v chemii se řadí přírodniny 

(např. minerály), chemikálie, modely, laboratorní pomůcky, obrazové pomůcky (nástěnné 

obrazy, video, náčrt atd.), písemné pomůcky (učebnice, pracovní listy, tabulky) [32]. 

2.5.3 Výukové metody 
 

Výukovou metodu lze dle Maňáka a Švece definovat jako uspořádaný systém činností 

učitele a učebních aktivit žáka, který směřuje k dosažení výchovně-vzdělávacích cílů. Pouze 

po vzájemné spolupráci mezi pedagogem a žákem lze těchto cílů dosáhnout. Výukové metody 

zprostředkovávají přenos vědomostí a dovedností, pomocí nichž lze žáky aktivizovat či 

formovat jejich osobnost a názory [33,34]. 

Podle poznání a typu poznatku dělíme metody na: metody slovní, metody praktické a 

metody názorně – demonstrační. Metody slovní zahrnují jak monologické metody (přednáška, 

výklad, vyprávění, vysvětlování, instruktáž), tak dialogické metody (rozhovor, diskuse, 

dramatizace). Dále se sem řadí práce s textem či psaní písemných prací. Metody praktické, 

které jsou pro workshop nejdůležitější, se zabývají nácvikem pohybových a praktických 

dovedností studentským pokusem, výtvarnou činností nebo pracovními činnostmi v dílnách či 

exteriéru [35]. Metody názorně – demonstrační zahrnují pozorování, demonstraci (obrazů, 

modelů či pokusů) a statickou a dynamickou projekci. Metody využívány při workshopu jsou 

vyjmenovány ve výčtu níže. 

Skupinová výuka 
 

Při skupinovém vyučování pracují žáci zpravidla na složitějším úkolu. Žáci si svou 

práci musí naplánovat, rozdělit, vzájemně si pomáhají, radí si a diskutují. S ohledem na 

znalosti a dovednosti žáků může být skupina homogenní či heterogenní. Důležité je také dbát 

na počet členů ve skupině. V případě větších skupin o pěti a více členech může docházet 

k liknavosti některého ze členů skupiny [36]. Při workshopu žáci pracovali ve dvojicích, 

případně ve trojících. 
 

Výklad s demonstrací 
 

Zahrnuje obvykle více metod – vyprávění, popis a vysvětlování. Optimální je tyto 

metody střídat. Při této metodě je aktivní zejména učitel a žáci se při ní významně nezapojují. 

Důležité je tedy dbát na pozornost žáků [37]. Tato metoda byla využita zejména při teoretické 
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přednášce na gymnáziích, v menší míře pak při samotném workshopu. Při teoretické 

přednášce byla žákům ukázána a popsána chromatografická kolona. Prezentace, která 

doprovázela výklad, je uvedena v Příloze G. 
 

Práce s literaturou 
 

Tato metoda využívá jednak textové materiály v papírové podobě (učebnice, pracovní 

listy, protokoly), ale i online zdroje, např. prezentace. Při práci s textem získá žák znalosti 

z daného oboru a zároveň podporuje svou čtenářskou gramotnost [37,38]. Při workshopu byly 

žáky využívány pracovní listy a zadání, texty na webových stránkách Přírodověda.cz či 

prezentace. Konkrétní zadání jednotlivých úkolů a pracovních listů používaných při 

workshopu jsou uvedeny v Přílohách B a C. Texty ze zadání byly s drobnými úpravami 

umístěny na zmíněných internetových stránkách. Prezentace, které byly použity během 

workshopu, jsou v Přílohách G a H. 
 

Chemický pokus 
 

Pokus může být vědecký a školní. Takovéto pokusy se liší svým cílem. Školní pokus 

si dává za cíl pozorovat již objevený jev. Pokusy mohou být pouze demonstrační – prováděny 

učitelem a žákovské, kdy experiment je prováděn samotným žákem. Velkou výhodou 

žákovského pokusu je fakt, že žáci rozvíjí kromě znalostí i své psychomotorické dovednosti. 

Zejména si osvojují tyto dovednosti: návrh a plánování experimentu, vyhodnocení 

sledovaných jevů, odečítání hodnot z grafů a tabulek, prezentování výsledků, ale 

například i převody jednotek. Při workshopu žáci využili a propojili znalosti z různých 

předmětů, konkrétně z chemie, matematiky, angličtiny a fyziky [39]. Rovněž rozvíjí své 

sociální kompetence, neboť spoluprací s ostatními žáky, a schopnost vyrovnat se s 

případným neúspěchem. 
 

Metody práce s informačními technologiemi 

Ve výuce se čím dál častěji využívají výukové aplikace či počítače. V předmětu chemie 

se s oblibou využívá i video, díky kterému lze sledovat průběh nebezpečného chemického 

pokusu nebo nahlédnout do běžně nepřístupných míst. Pro žáky je video atraktivní forma 

výuky. Nejčastěji se jako zdroj videí využívá platforma YouTube. Další možností práce je 

využití počítačových programů. V průběhu workshopu šlo zejména o ovládací software 

kapalinového chromatografu – program Chromeleon a přístroje pro ASE. V průběhu 

vyhodnocení dat používali žáci program Excel. Video, které žákům sloužilo jako doplněk 

ke slovnímu výkladu o ASE, bylo v angličtině. Byl zde tak prostor pro další možnost 
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propojování jednotlivých školních předmětů a posilování mezipředmětových vztahů, v tomto 

případě chemie s informatikou, matematikou a anglickým jazykem [37]. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie a vzorky 

• Kofein – čistota pro HPLC ~ 100 % (Sigma Aldrich) 

• Teobromin – čistota pro HPLC ~ 99 % (Sigma Aldrich) 

• 1,7-dimethylxantin – čistota pro HPLC ~ 98 % (Sigma Aldrich) 

• Teofylin – čistota pro HPLC ~ 100 % (Sigma Aldrich) 

• 1-methylmočová kyselina – neuvedeno (Sigma Aldrich) 

• Methanol pro HPLC (Merck) 

• Kyselina octová – 100 % (Merck) 

• Kyselina mravenčí – 98-100 % (Merck) 

• Kyselina sírová – 96 % (PENTA) 

• Kalibrační roztok pH = 4 (Fisher Scientific) 

• Kalibrační roztok pH = 7 (Fisher Scientific) 

• Chlorid draselný – 99 % (Sigma Aldrich) 

• Dusík 4.0 (Linde) 

• Pitná voda 

• Led 

• Vzorky: 

A. Potravinové: 

o Připravované nápoje: káva Jihlavanka (-), káva Nescafé (-), 

káva Jihlavanka (+), káva Nescafé (+), káva Jacobs 3v1, káva Mokaté, 

černý čaj Ahmad, černý čaj PIGI 

o Nápoje v PET lahvi/plechovce: zelený čaj BIO, ledový čaj černý, ledový 
čaj zelený, Coca-cola, Pepsi, Kofola, RedBull, Big Shock 

o Nekofeinové vzorky (na měření pH): pomerančový džus, ovocný nápoj 
Jupík, ocet, výluh z červeného zelí 

B. Biologické: vzorek moči 0 hod, vzorek moči 2 hod po požití kofeinového nápoje 
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3.2 Přístrojové vybavení laboratoře 

• Kapalinový chromatograf: UltiMate 3000 (Thermo Scientific) vybavený 

spektrofotometrickým detektorem s diodovým polem DAD-3000RS, ovládání 

pomocí programu Chromeleon 7.2 

• Chromatografická kolona: ARION® Plus C18; délka 150 mm; vnitřní průměr 

3 mm; velikost částic 5 µm (Chromservis) 

• Chromatografická předkolonka: SecurityGuardTM; C18; délka 4 mm; vnitřní 

průměr 3,0 mm (Phenomenex) 

• ASE extraktor: Dionex ASE 350 Accelerated Solvent Extractor (Thermo Scientific) 

• Ultračistá voda (Milli-Q®) generovaná přístrojem Smart2Pure 5 UV/UF 

(Thermo Scientific) 

• Automatická dávkovací pipeta: BioPettePLUS o objemu 10-100 µl (Labnet) 

• Automatická dávkovací pipeta: BioPettePLUS o objemu 100-1000 µl (Labnet) 

• Automatická dávkovací pipeta: Transferette ® o objemu 1-10 ml (Brand) 

• pH metr s elektrodou: VOLTCRAFT® pH – 100 ATC 

• Odstředivka MiniSpin (Eppendorf) 

• Analytické váhy: MS105DU (Mettler Toledo TM) 

• Rychlovarná konvice 

• Mobilní telefon se stopkami 
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3.3 Chemické nádobí a sklo 

• Kádinky o objemu 25-500 ml 

• Odměrné baňky o objemu 5-500 ml 

• Skleněné lahve s GL uzávěrem na mobilní fázi o objemu 250, 500 a 1000 ml 

• Skleněné vzorkovnice pro měření pH 

• Skleněná pipeta dělená (různé objemy) 

• Skleněná pipeta nedělená (různé objemy) 

• ASE: kovová cela, násypka, filtr – aqua, sběrné vialky, skleněné kuličky 

• Filtrační kruh 

• Laboratorní stojan 

• Filtrační nálevka 

• Křížová svorka 

• Skleněná tyčinka 

• Petriho miska 

• Krimpovací kleště 

• Střička na destilovanou vodu 

• Plastová slánka 

• Plastové sítko 

• Nůžky 

• Kuchyňská lžička 

• Spotřební materiál: plastové špičky, vialky z čirého skla s hliníkovým uzávěrem 

s pryžovým septem, centrifugační zkumavky, buničina, filtrační papír 
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3.4 Příprava roztoků 

3.5 Mobilní fáze 

Optimalizací složení MF se zabývala má bakalářská práce [1]. Používaná MF byla 

tvořena mobilní fází A (MFA) a mobilní fází B (MFB), jako MFA byl připravován roztok 

1 obj. % kyseliny octové ve vodě. MFB byl 100% methanol. 

 
Příprava roztoků standardu kofeinu 

Zásobní roztok standardu kofeinu (STDCAFF-zás.) byl připraven navážením přesně asi 

5 mg kofeinu, kvantitativním převedením do 5ml odměrné baňky a doplněním deionizovanou 

vodou po rysku. Tímto způsobem byl připraven STDCAFF-zás. o koncentraci 1178 mg/l 

(Tabulka 1). Tento roztok byl následně ředěn na pracovní roztok (STDCAFF) pro kalibraci o 

c = 100 mg/l. 

 
Tabulka 1: Příprava zásobního roztoku standardu CAFF (STDCAFF-zás.). 

 

Standard M [g/mol] Čistota [%] m [mg] V [ml] Rozpouštědlo c [mg/l] 

CAFF 194,19 100 5,89 5 H2O 1178 

 
 

Kalibrační roztoky kofeinu 

Z připraveného pracovního roztoku kofeinu bylo následně připraveno devět 

kalibračních úrovních ve třech na sobě nezávislých opakováních. Kalibrační roztoky byly 

připraveny do čirých vialek o objemu 1,8 ml. Nejprve byl do vialek dle kalibračního stupně 

napipetován automatickou pipetou příslušný objem vody (VH2O), poté byl připipetován daný 

objem STDCAFF. Příprava kalibračních roztoků je shrnuta v Tabulce 2. 
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Tabulka 2: Příprava kalibračních roztoků. 
 

Koncentrační úroveň Označení c [mg/l] VH2O[µl] VSTDCAFF [µl] Celkový objem [µl] 
 

K1 
K1A  

0,1 
 

999 
 

1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1000 

K1B 
K1C 

 
K2 

K2A  
0,5 

 
995 

 
5 K2B 

K2C 
 

K3 
K3A  

1 
 

990 
 

10 K3B 
K3C 

 
K4 

K4A  
2,5 

 
975 

 
25 K4B 

K4C 
 

K5 
K5A  

5 
 

950 
 

50 K5B 
K5C 

 
K6 

K6A  
10 

 
900 

 
100 K6B 

K6C 
 

K7 
K7A  

25 
 

750 
 

250 K7B 
K7C 

 
K8 

K8A  
50 

 
500 

 
500 K8B 

K8C 
 

K9 
K9A  

100 
 

0 
 

1000 K9B 
K9C 

 
c udává výslednou koncentraci kofeinu v kalibračním roztoku, VH2O objem rozpouštědla 

(vody) a VSTDCAFF udává objem pracovního roztoku kofeinu. 
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Příprava zásobního směsného roztoku standardů kofeinu a jeho metabolitů 
 

Zásobní roztoky 1-methylmočové kyseliny (MUA), teobrominu (THBM), 

1,7- dimethylxantinu (DMX), teofylin (THEO) a kofeinu (CAFF) byly připraveny navážením 

jednotlivých standardů a kvantitativním převedením do odměrných baněk. Popis přípravy je 

uveden v Tabulce 3. Z jednotlivých zásobních roztoků standardů analytů byl následně 

připraven směsný roztok standardů (STDmix). Z každého roztoku byl odpipetován daný objem 

do 10ml odměrné baňky, aby výsledná koncentrace všech analytů v STDmix byla 80 mg/l, 

roztok byl doplněn deionizovanou vodou po rysku. Postup přípravy STDmix je popsán 

v Tabulce 4. 

Tabulka 3: Příprava roztoků standardů (STDr). 
 

STD M 
[g/mol] 

Čistota 
[%] 

m 
[mg] 

V 
[ml] Rozpouštědlo c 

[mg/l] 
MUA 182,14 neuvedena 1,18 5 H2O (25 µl NH4OH + 10 µl CH3COOH) 236 

THBM 180,16 99 2,03 10 H2O 201 
DMX 180,16 98 6 5 H2O 1176 
THEO 180,16 100 5,8 5 H2O 1160 
CAFF 224,22 100 5,89 5 H2O 1178 

 
Tabulka 4: Příprava směsného roztoku standardů. 

 

Metabolit V [µl] /10 ml c [mg/l] 
MUA 3390 80 

THBM 3981 80 
DMX 680 80 
THEO 690 80 
CAFF 679 80 

 
Úprava vzorku moči pro identifikaci analytů 

Pro identifikaci metabolitů kofeinu (MUA, THBM, DMX a THEO) i kofeinu 

samotného v moči byly analyzovány vzorky moči v čase 0 hod, tedy vzorek těsně před požitím 

kofeinového nápoje, a dále vzorky 2,5-3 hod, 4 hod a 8 hod po požití kofeinového nápoje. 

Vzorky moči (VZMOČ) byly odstřeďovány rychlostí 10 000 otáček/min po dobu 10 min. Poté 

byl z odstřeďovacích zkumavek odpipetován supernatant a dále naředěn deionizovanou vodou 

do vialek určených k HPLC analýze, případně obohacen o směsný roztok standardu (STDmix). 

Postup přípravy je uveden v Tabulce 5. 
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Tabulka 5: Příprava vzorků moči k HPLC analýze. 
 

Složení vzorku k analýze V (VZMOČ) [µl] V (STD) [µl] V (H2O) [µl] Celkový objem [µl] 
Roztok STDMIX ve vodě 0 200 800  

 

1000 
Moč 0 hod 800 0 200 

Moč 0 hod + roztok STDMIX 800 200 0 

Moč 2,5 hod 800 0 200 

Moč 2,5 hod + roztok STDMIX 800 200 0 

 
 

Příprava neobohacených a obohacených vzorků kofeinových nápojů 

Pro validaci metody pro stanovení kofeinu byly pro všech 16 typů analyzovaných 

nápojů, které jsou uvedeny v Tabulce 6 v následující podkapitole, přichystány dvě sady 

roztoků ve třech opakováních. Neobohacené vzorky (unspiked) byly připraveny smícháním 

980 µl již naředěného nápoje (VZCAFF) a 20 µl rozpouštědla (H2O). Obohacené vzorky 

(spiked) byly připraveny smícháním 980 µl VZCAFF a 20 µl STDCAFF o koncentraci 250 mg/l. 

 
Příprava kofeinových vzorků pro analýzu HPLC 

Úprava  kofeinových  nápojů  se  lišila  dle  jejich  druhu.  V případě  nápojů 

v PET lahvi/plechovce se daný nápoj nejprve naředil a poté odstředil. Konkrétní ředění je 

uvedeno v Tabulce 6. Ředění bylo záměrně různé, aby si žáci procvičili přípravu roztoku a 

jednotlivá zadání se vzájemně lišila. Získaný supernatant byl pak použit pro HPLC analýzu. 

Ostatní nápoje, tzv. připravované nápoje (instantní kávy, čaje apod.), bylo potřeba nejdříve 

navážit. Vždy bylo snahou navažovat množství podobné používanému množství při běžné 

konzumaci (zpravidla dvě kávové lžičky či obsah čajového sáčku apod.). Navážené množství 

bylo následně zalito 200 ml horké vody po rysku v 250ml kádince. Roztok byl promíchán 

skleněnou tyčinkou a překryt Petriho miskou. Pokud se jednalo o některý typ rozpustné kávy, 

roztok byl ihned chlazen v ledu, pokud šlo o mletou kávu či čaj, ponechal se nápoj po zalití 

3 min vylouhovat. Poté byl roztok přeceděn přes plastové sítko a až poté byl ochlazen. Po 

ochlazení na přibližně laboratorní teplotu byly jednotlivé roztoky naředěny dle Tabulky 6. 

Ředění vzorků se lišilo pro dílčí úlohy z důvodů zajištění variability v zadání pro žáky. 

Jednotlivé vzorky kofeinových nápojů byly následně odstředěny při 10 000 otáčkách/min po 

dobu 5 min. Poté byl ze vzorků odebrán supernatant, který byl použit k analýze. Žáci se při 

workshopu řídili kartičkami, jejichž podoba je uvedena v Příloze E. 



19  

Tabulka 6: Příprava kofeinových nápojů k HPLC analýze. 
 

Název nápoje Ředění Objem roztoku [ml] 
Nescafé (-) 10x 25 

Jihlavanka (-) 10x 25 
Nescafé (+) 150x 250 

Jihlavanka (+) 10x 100 
Jacobs 3v1 150x 25 

Mokaté 150x 50 
Černý AHMAD 70x 25 

Černý PIGI 30x 5 
Zelený čaj BIO 30x 10 

Ledový čaj – černý 10x 10 
Ledový čaj – zelený 10x 5 

Coca-cola 10x 25 
Pepsi 10x 50 

Kofola 10x 5 
RedBull 50x 100 

Big Shock 100x 100 
 
 

Příprava extraktů kávy pro měření pH a HPLC analýzu 
 

Byly připravovány dva typy extraktů kávy – extrakt získaný z ASE a extrakt získaný 

klasickou filtrací přes hladký filtr. Pro obě extrakce byl použit stejný typ mleté kávy. 

Se záměrem připodobnit přípravu domácím podmínkám byly na analytických vahách 

naváženy dvě kávové lžičky vzorku mleté kávy. V případě ASE extrakce bylo toto množství 

přesypáno do kovové cely s filtrem určeným pro extrakci vodnou mobilní fází. Poté byla káva 

pomocí tloučku upěchována a objem cely doplněn skleněnými kuličkami přibližně 0,5 cm pod 

okraj cely. Takto připravený vzorek byl použit k extrakci a k zisku čtyř frakcí. V případě 

klasické filtrace bylo navážené množství kávy vsypáno do filtrační nálevky s hladkým filtrem 

a čtyřikrát zalíván horkou vodou (přibližně 100 °C). Při prvním zalití bylo použito nepatrně 

větší množství vody, další tři zalití už byla prováděna stejným množství vody. Pro odměření 

potřebného objemu vody byla pro účely workshopu vytvořena speciální odměrka. Po každém 

zalití byl odebírán filtrát. Celkem byly tedy získány opět čtyři filtráty, respektive frakce o 

přibližně stejném objemu. Všechny získané frakce byly v průběhu workshopu před měřením 

pH opět zchlazeny na laboratorní teplotu, obdobně jako roztoky pro přípravu vzorků k HPLC 

analýze v předcházející kapitole. Takto připravené frakce byly rovněž v přípravné fázi 

workshopu analyzovány pomocí HPLC. S výsledky analýzy byly v průběhu workshopu žáci 

seznámeni pomocí prezentace, která je uvedena v Příloze H. 
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Roztoky neznámých kyselin 

Pro přípravu úlohy rozlišení roztoků kyselin byly připraveny tři roztoky kyselin 

(kyseliny mravenčí, kyseliny octové a kyseliny sírové). Každá z těchto kyselin byla připravena 

v koncentraci 1 obj. %. Do každé odměrné baňky s deionizovanou vodou byl připipetován 

1 ml dané kyseliny a poté byl objem doplněn vodou po rysku. 
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4 LABORATORNÍ ČÁST PŘÍPRAVY NA WORKSHOP 
4.1 Optimalizace metody pro stanovení kofeinu a jeho metabolitů ve vzorku moči a 

metody pro stanovení kofeinu v různých nápojích 

Vývojem HPLC metody pro stanovení kofeinu a jeho metabolitů – THBM, DMX, 

THEO a MUA jsem se zabývala ve své bakalářské práci (BP) [1]. Metoda vycházela 

z literatury zpracované v rešeršní části mé BP [10,40–42]. V průběhu diplomové práce (DP) 

byla validovaná metoda z BP optimalizována na novou kolonu (Chromservis, ARION® 

Plus C18). Jednak byla zavedena metoda pro analýzu kofeinu a jeho metabolitů na nové 

koloně, dále také metoda pro rychlou analýzu obsahu kofeinu v různých matricích 

kofeinových nápojů. Původní metoda z BP byla modifikována jednak z důvodu změny 

kolony, ale i za účelem zkrácení doby analýzy pro vzorky, kde byl analyzován pouze obsah 

kofeinu. 

Úprava metody pro stanovení metabolitů kofeinu v moči zahrnovala optimalizaci 

podmínek separace při použití kolony se stejnými rozměry a se shodnou stacionární fází jako 

byla původní kolona použitá v BP. Nová kolona se lišila jejím výrobcem. Nově 

optimalizovaná metoda pro analýzu kofeinu a jeho metabolitů byla následně použita nejen pro 

účely workshopu, ale i do databáze analytických metod výrobce chromatografické kolony 

[43]. V průběhu optimalizace metody bylo nutné upravit složení mobilní fáze a teplotu 

kolonového prostoru. Objem nástřiku byl optimalizován za účelem zvýšení meze detekce pro 

jednotlivé metabolity kofeinu ve vzorku moči. Analýza probíhala dle gradientu, který téměř 

odpovídal metodě použité v BP. Pouze došlo ke zvýšení podílu MFB z 15 % na 25 %. 

Zvýšením došlo k zrychlení celé analýzy. Parametry původní i optimalizované analytické 

metody a konkrétní průběh eluce jsou uvedeny v Tabulce 7 a v Tabulce 8. 
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Tabulka 7: Porovnání parametrů chromatografické separace v BP a DP (analýza metabolitů 

ve vzorcích moči). 

BP 
Chromatografická kolona KinetexEvo C18; délka 150 x 3 mm; 5 μm 

Mobilní fáze 
MFA voda + 1 obj.% kyselina octová 
MFB methanol 

Teplota [°C] 30 
Objem nástřiku vzorku [μl] 10 

Průtok MF [ml/min] 1 
Délka analýzy [min] 11 

 
DP 

Chromatografická kolona ARION® Plus C18; 150 x 3 mm, 5 µm 

Mobilní fáze 
MFA voda + 1 obj.% kyselina octová 
MFB methanol 

Teplota [°C] 35 
Objem nástřiku vzorku [μl] 65 

Průtok MF [ml/min] 1 
Délka analýzy [min] 11 

 
Tabulka 8: Srovnání gradientové eluce v BP a DP. 

 

BP DP 
Čas 

[min] 
Průtok MF 

[ml/min] 
Podíl MFB 

[%] 
Čas 

[min] 
Průtok MF 

[ml/min] 
Podíl MFB 

[%] 
0  

 
1 

6 0  
 

1 

6 
3 15 3 25 

5,5 15 5,5 25 
11 6 11 6 
11 6 11 6 
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Na Obrázku 4 jsou společné chromatogramy analýzy směsného roztoku standardů 

(STDmix) a reálného vzorku moči po požití kofeinového nápoje. Přičemž analýza STDmix je 

v chromatogramu červenou barvou a analýza reálného vzorku je pak černou barvou. 
 

 
 

Obrázek 4: Chromatogramy analýzy směsného standardu (STDmix) - červená a analýzy 

reálného vzorku moči – černá. 

 
Dalším krokem byla optimalizace analytické metody na podmínky umožňující rychlou 

analýzu obsahu kofeinu v nápojích. Bylo důležité zavést takovou metodu, která bude 

aplikovatelná na různé matrice a zároveň bude dostatečně rychlá pro účely workshopu žáků. 

Optimalizace chromatografických podmínek této metody je předmětem maturitní práce 

žákyně Gymnázia J.V. Jirsíka Kateřiny Černé. Parametry optimalizované analytické metody 

pro stanovení kofeinu jsou shrnuty v Tabulce 9. Následně byla tato metoda validována za 

účelem využití nově optimalizované metody pro kvantitativní analýzu kofeinu v různých 

nápojích. 
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Tabulka 9: Parametry chromatografické separace pro stanovení kofeinu v nápojích. 
 

Chromatografická kolona ARION® Plus C18; 150 x 3,0 mm, 5 µm 

Mobilní fáze 
MFA 78 % voda + 1 obj. % kyseliny octové 
MFB 22 % methanol 

Průtok MF [ml/min] 1 
Teplota [°C] 35 

Objem nástřiku vzorku [µl] 5 
Délka analýzy [min] 4 

 
Na Obrázku 5 je chromatogram analýzy vzorku rozpustné kávy Nescafé (+). Retenční 

čas kofeinu při analýze za podmínek uvedených v Tabulce 9 byl 3,0 min. Délka analýzy byla 

4 min, což bylo pro účel analýz relativně velkého množství vzorků v krátkém čase ideální. 
 

 

Obrázek 5: Chromatogram analýzy vzorku kávy Nescafé (+) – 15x naředěno. 
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4.2 Validace metody pro stanovení kofeinu v nápojích 

Po optimalizaci metody byla provedena základní validace analytické metody. 

Použitými validačními parametry byly: linearita, správnost a přesnost, mez detekce a mez 

stanovitelnosti. 

 
Linearita 

V průběhu hodnocení linearity bylo potřeba nalézt vhodný koncentrační rozsah metody 

a prokázat přímou úměru mezi koncentrací kofeinu ve vzorku a odezvou detektoru. Hodnocení 

linearity bylo provedeno dle kritérií přijatelnosti: korelační koeficient R ≥ 0,9900 a 

QC koeficient ≤ 5,00 % [44]. Pro nalezení koncentračního rozsahu metody bylo použito 

celkem devět koncentračních úrovní, přičemž každá koncentrační úroveň byla proměřena ve 

třech na sobě nezávislých opakováních. Při hodnocení linearity metody analyt kofein splňoval 

veškerá kritéria přijatelnosti v koncentračním rozsahu 0,5–100 mg/l (Tabulka 10). 

 
Tabulka 10: Validační parametry – linearita. 

 

Parametr Kritérium přijatelnosti Hodnota parametru 
Směrnice [mg/l] - 0,1688 

Intercept [1] - -0,01929 
Korelační koeficient [1] ≥ 0,9900 1,000 

QC koeficient [%] ≤ 5,00 1,30 
 
 

Mez detekce a mez stanovitelnosti 

Dalšími z hodnocených parametrů byly mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti 

(LOQ). Kritéria byla hodnocena dle [44] pro LOD hodnota S/N ≥ 3 a pro LOQ S/N ≥ 10. 

LOD byla vyhodnocována na základě analýz roztoku STD o koncentraci 0,10 mg/l. LOQ pak 

byla vyhodnocována z výsledků analýz roztoku STD o koncentraci 0,50 mg/l. LOD bylo 

stanoveno na 0,10 mg/l, LOQ pak na 0,30 mg/l. 

Správnost a přesnost 

Jedním z cílů workshopu bylo zjistit obsah kofeinu v různých nápojích. Bylo tedy 

potřeba připravit takovou analytickou metodu, s jejímž využitím lze stanovit koncentraci 

kofeinu přesně a správně v různých matricích. Celkem bylo pro workshop připraveno šestnáct 

různých kofeinových nápojů, včetně vzorků s mlékem, které mohly být potenciálně 

problémové v průběhu analýzy. Pro všechny vzorky bylo nejprve nalezeno optimální ředění a 

následně ověřeno, že analýza splňuje podmínky přesnosti a správnosti. 
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Správnost metody, vyjadřovaná jako výtěžnost, je definována jako těsnost mezi 

experimentálně zjištěnou hodnotou koncentrace analytu a referenční hodnotou. Přesnost je pak 

vyjadřována jako těsnost shody mezi navzájem nezávislými výsledky analýz referenčního 

vzorku [45]. K ověření správnosti byly analyzované dvě sady vzorků – neobohacené vzorky 

(VZ + H2O) a obohacené referenční vzorky – vzorek + standard (VZ + STDCAFF), každá sada 

byla prováděna ve třech opakováních (viz 3.4 – Příprava neobohacených a obohacených 

vzorků). 

Porovnání experimentálně získaných hodnot pro správnost a přesnost s kritérii 

přijatelnosti vycházejícími z doporučení AOAC [46] je uvedeno v Tabulce 11, zdrojová data 

v Příloze A. Požadovaná kritéria správnosti těsně nesplňovaly tři vzorky, konkrétně jeden 

z analyzovaných vzorků s mlékem – Jacobs 3v1, jedna z analýz vzorku RedBull a Coca-coly. 

Průměr třech opakování měření těchto vzorků již ale podmínky splňoval, což je pro využití 

metody pro účely žákovského workshopu považováno za dostačující. Ostatní vzorky již 

splňovaly požadovaná kritéria pro všechna měření a průměrná správnost třech opakování byla 

v rozmezí 81-98 %. Přesnost žádného z neobohacených ani obohacených vzorků nepřekročila 

7,3 %, tato hodnota byla vypočtena pro vzorek čaje AHMAD, respektive vzorek kávy 

Jacobs 3v1. Pro ostatní analyzované vzorky byla hodnota přesnosti nižší. Lze konstatovat, že 

jak pro přesnost, tak pro správnost byla kritéria přijatelnosti dle doporučení AOAC splněna. 

Tabulka 11: Validační parametry – správnost Re a přesnost RSD. 

Správnost Re [%] 
Koncentrační úroveň Kritérium přijatelnosti Rozsah průměrné Re [%] 

10-5 80-110 81–98 10-6 80-110 
Přesnost RSD [%] 

Koncentrační úroveň Kritérium přijatelnnosti Neobohacený (rozsah) Obohacený (rozsah) 
10-5 ≤ 7,3 0,43-0,79 0,5-0,73 
10-6 ≤ 11 1,0-7,5 1,3-7,3 

 
 

4.3 Stanovení kofeinu ve vzorcích čaje – SOČ práce 

Součástí příprav na workshop bylo i vedení práce studentky Gymnázia J.V. Jirsíka 

Kateřiny Černé, která pracovala na optimalizaci metody stanovení kofeinu. Mým úkolem bylo 

Kateřinu v laboratoři vést, plánovat její práci a následně jí pomoci s psaním její práce. 

Optimalizovanou analytickou metodu Kateřina využívala při analýze vzorků čaje. 

Analyzovala obsah kofeinu v sedmi vzorcích čaje, včetně méně obvyklého bílého čaje či 

zeleného čaje matcha. Také se zabývala kinetikou uvolňování kofeinu v průběhu louhování 
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čaje. Odebírala vzorky čaje v průběhu extrakce po 20, 40, 60, 180, 900 a 3600 sekundách. 

V současné době se práce zpracovává. 

4.4 Kvalitativní analýza kofeinu a jeho metabolitů v moči 
 

Pro kvalitativní analýzu kofeinu a jeho metabolitů ve vzorcích moči byly použity 

chromatogramy HPLC analýz vzorků moči ve spojení s vyhodnocením snímaných 

absorpčních spekter. Pomocí metody absorpční spektrofotometrie lze určit, které vlnové délky 

a jakou mírou vzorek pohlcuje. Spojení metody retenčních časů a absorpční spektroskopie je 

poměrně spolehlivou cestou k identifikaci analytů ve vzorku. V této práci je používán detektor 

s diodovým polem UV-VIS, který umožňuje snímat celé absorpční spektrum v reálném čase 

v průběhu celé chromatografické analýzy. V průběhu analýz vzorků moči byla porovnávána 

vždy absorpční spektra získaná analýzou roztoku standardů (MUA, THBM, DMX, THEO a 

CAFF) a vzorku moči v čase 0; 2,5; 4 a 8 hod. 

Při přípravě roztoku standardu MUA dochází často k částečnému rozkladu, jako možné 

vysvětlení se nabízí přeměně původní látky v jiný izomer. Vznik izomeru lze usuzovat dle 

znalostí metabolismu kofeinu. V chromatogramu analýzy roztoku standardu lze následně 

pozorovat dva koelující píky (retenční časy 2,2, resp. 2,4 min). Rovněž analýza vzorku moči 

prokázala přítomnost těchto dvou píků. Při porovnání absorpčních spekter získaných analýzou 

roztoku standardů pro píky analytů s retenčními časy tR = 2,2 min a tR = 2,4 min jsou 

sledována téměř totožná absorpční maxima, konkrétně 230 a 286 nm a u druhého píku, 

produktu přeměny původní látky MUA jsou maxima s vlnovou délkou 229 a 286 nm. Poměr 

intenzit absorpčních maxim je identický. Absorpční spektrum vzorku moči před požitím 

zdroje kofeinu v daném retenčním čase vykazuje absorpční maxima v odlišných vlnových 

délkách, konkrétně 222 a 276 nm, respektive 222 a 282 nm. Ve vzorcích moči 2,5 hod, 4 hod 

a 8 hod od požití zdroje kofeinu, je v chromatogramu měřeném při vlnové délce 270 nm 

detekován široký pík s retenčním časem tR = 2,4 min, jehož intenzita s přibývajícím časem 

roste. Při podrobné analýze absorpčních spekter lze říct, že shodné absorpční spektrum 

s absorpčním spektrem standardu MUA bylo získáno pouze pro vzorek moči odebraný po 

8 hod od požití zdroje kofeinu. Poměr intenzit i vlnová délka maxim jsou identické, konkrétně 

230 a 286 nm. U vzorků moči 2,5 hod a 4 hod obsahuje absorpční spektrum maxima při 

vlnových délkách 222 a 276 nm, respektive 223 a 281 nm, obdobně jako u vzorku 0 hod. 

Případná detekce MUA pouze ve vzorku moči odebraném až po 8 hod od požití zdroje kofeinu 

pravděpodobně souvisí s faktem, že MUA je produkt postupné metabolické přeměny 
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trimethylxanthinu na dimethylxantinu, dále na methylxantin a následně na methylmočovou 

kyselinu (MUA) [10]. 

Porovnáním absorpčních spekter pro metabolit THBM (tR = 3,3 min) pro analýzy 

vzorku roztoku standardu moči v čase 0, 2,5 a 8 hod a stejných vzorků moči obohacených 

standardem je vidět, že intenzita metabolitu THBM ve vzorcích moči s časem roste. Rovněž 

vzhledem k absorpčním spektrům, kde nedochází ke změně poměru intenzit absorpčních 

maxim a rovněž nedochází k významným změnám vlnových délek těchto maxim, lze říct, že 

koncentrace THBM v analyzovaných vzorcích moči s časem roste a nepředpokládá se koeluce 

s jiným analytem ve vzorku moči. THBM byl detekován i ve vzorku moči v čase 0 hod, tedy 

před požitím zdroje kofeinu. Na základě naměřených dat lze usuzovat, že THBM ve vzorku 

moči nemusí mít původ pouze v metabolismu kofeinu právě požitého nápoje. U vzorku 0 hod 

bez přidání STD byla vlnová délka absorpčních maxim 220 a 274 nm, při přidání STD pak 

223 a 274 nm. Ve vzorku 2,5 hod bez přidání STD byly vlnové délky 224 a 274 nm. Stejné 

hodnoty byly získány pro ostatní analyzované vzorky. Lze tedy předpokládat, že píky 

v chromatogramu v daném retenčním čase opravdu přísluší THBM. 

Na základě analýzy vzorku roztoku standardu DMX byl získán retenční čas tohoto 

analytu (tR = 4,0 min) a informace o vlnových délkách absorpčních maxim (226 a 271 nm). 

Absorpční spektrum v (tR = 4,0 min) vzorku moči v čase 0 hod má absorpční maxima při 

vlnových délkách 223 a 275 nm. V chromatogramech získaných analýzou vzorků moči po 

požití kofeinu sledujeme jak vlnové délky maxim standardu DMX, tak analytu detekovaného 

ve vzorku moči před požitím kofeinu. Předpoklad, že dochází ke koeluci více sloučenin, 

potvrzuje i analýza spekter vzorků s přidaným standardem. Metabolit THEO nebyl ve vzorcích 

moči detekován. 

Analýza spekter v retenčním čase odpovídajícím analytu CAFF (tR = 5,2 min) 

naznačuje koeluci analytů. Například pro vzorek moči v čase 2,5 hod bylo získáno spektrum 

s maximy 220 a 268 nm a po přídavku standardu 220 a 274 nm, současně došlo ke změně 

vzájemného poměru intenzit jednotlivých maxim. Obdobné výsledky byly získány i pro 

ostatní analyzované vzorky při porovnání spekter získaných pro analýzu moči bez a 

s přidaným standardem. 

Přesnější informace ohledně přítomnosti konkrétních metabolitů a případné koeluci 

s jinými látkami by mohla přinést následná analýza pomocí LC/MS. Tímto tématem se ve své 

bakalářské práci zabývala studentka Kateřina Tesaříková [46]. 
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5 VLASTNÍ PŘÍPRAVA WORKSHOPU 

Konání workshopu předcházela pečlivá příprava. V BP byla zpracována literární 

rešerše o kofeinu s důrazem na jeho metabolismus v lidském organismu. Také byla 

v bakalářské práci vyvinuta metoda pro stanovení kofeinu a jeho metabolitů v reálných 

vzorcích moči. Na základě těchto poznatků byly připraveny textové materiály potřebné pro 

workshop – zadání, pracovní listy a články na webových stránkách. V tomto bodě přípravy již 

bylo potřeba pečlivě rozplánovat program, brát v úvahu časovou náročnost dílčích úloh, dbát 

na komplexnost, vyváženost a srozumitelnost zadávaných úkolů. K ověření, zda jsou texty a 

úkoly dobře zpracované, srozumitelně popsané a vhodné pro vybranou cílovou skupinu, byl 

osloven žák SŠ, který v laboratoři analytické chemie vykonával svou povinnou praxi. 

Přibližně týden před vlastním workshopem proběhla teoretická přednáška na střední 

škole, během níž byli žáci seznámeni se základními informacemi o kofeinu a také s principem 

kapalinové chromatografie. Těsně před workshopem proběhlo i školení asistentů 

(studentů PřF JČU), kteří pomáhali účastníkům v laboratoři v průběhu programu workshopu. 

Na žáky a jejich pedagogický doprovod v den workshopu čekal přibližně 5-6hodinový 

program, který kromě práce v laboratoři obsahoval i úvodní instruktáž včetně opakování 

bezpečnosti práce v laboratoři a shrnující minikonference výsledků v závěru programu. Těsně 

před odchodem byli přítomní žáci i pedagog požádáni o vyplnění zpětné vazby do dotazníků. 

Po proběhnutí prvních dvou workshopů byla zpětná vazba vyhodnocena a využita ke zlepšení 

programu při dalším turnusu. Bodově je celý proces přípravy shrnut na Obrázku 6 níže. 
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Textové materiály 
web + pracovní listy a zadání 

Praxe SŠ žáka 

Teoretická přednáška na SŠ 

Školení asistentů 

Samotný den workshopu 

Reflexe zpětné vazby 

 
 

 

 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

 

Obrázek 6: Průběh přípravy workshopu. 

Literární rešerše, příprava v laboratoři 
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5.1 Příprava textových materiálů 
 

Textové materiály tvořily jednak zadání úloh, která obsahovala krátké teoretické úvody 

k jednotlivým úlohám, tak postupy práce pro dílčí úlohy. Dále byly vytvořeny pracovní listy, 

kam si žáci zaznamenávali průběh jejich práce, potřebné výpočty a vypracovávali doplňující 

cvičení vztahujících se k tématům. Textové materiály byly tvořeny se záměrem přiblížit 

žákům teoretický základ k úlohám. V teoretickém úvodu byl největší důraz kladen na princip 

kapalinové chromatografie, průběh měření a následné vyhodnocení naměřených dat. Pro 

většinu žáků SŠ je obvykle kapalinová chromatografie zcela nové téma. Žáci měli také 

k dispozici rozšířené verze teoretických úvodů na webových stránkách Přírodověda.cz, které 

byly pro tento účel vytvořeny. Vzhled webových stránek je uveden na Obrázku 7. 
 
 

Obrázek 7: Vzhled webové stránky Přírodověda.cz. 
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Materiály na webových stránkách jsou rozšířenou verzí textů, které jsou uvedeny v úvodu 

zadání úloh. Texty o HPLC a kofeinu byly tvořeny na základě rešerše v mé bakalářské 

práci [1], texty o pH zejména ze středoškolských učebnic [48,49] a texty o ASE byly tvořeny 

z aplikačních listů a z webových stránek výrobce [50,51]. Veškeré laboratorní úkoly vychází 

z výsledků experimentů popsaných a diskutovaných v předcházející části textu (Kapitola 4). 

Zadání jednotlivých úloh workshopu spolu s pracovními listy jsou uvedeny jako Přílohy B a 

C diplomové práce. Výklad teoretických základů proběhl v průběhu přednášky na SŠ 

(Kapitola 5.4), jejíž podoba je uvedena v Příloze G. 
 

5.2 Praxe SŠ žáka 
 

První verze zadání a pracovních listů byla předložena žákovi 3. ročníku SOŠ chemického 

zaměření, který na PřF v laboratoři analytické chemie absolvoval svou povinnou praxi. Jeho 

úkolem bylo provést úlohy dle předložené verze zadání a v průběhu práce vyplnit pracovní 

listy. Jeho podněty a připomínky následně posloužily při úpravě materiálů. Zejména šlo o 

bližší vysvětlení některých pojmů. Na základě jeho podnětů byly do prezentace pro žáky SŠ 

před workshopem (Příloha G) přidány fotografie vybraných laboratorních pomůcek jako 

například: odstřeďovací zkumavka, vialka a krimpovací kleště. 
 

5.3 Teoretická přednáška na SŠ 
 

Přibližně týden před plánovaným dnem workshopu se konala teoretická přednáška na 

konkrétním gymnáziu. Přednáška byla věnována teoretickému základu kapalinové 

chromatografie, dále kofeinu a jeho metabolismu v lidském organismu. Poslední část 

přednášky byla zaměřena na organizaci workshopu včetně vybrání dvojice, která následně na 

workshopu analyzovala vzorek moči. Vybranému žákovi byly na přednášce předány 

zkumavky na odběr vzorků. Přednáška obsahovala často i neformální části, které pomohly k 

navázání bližšího vztahu s žáky. Během přednášky byly pokládány žákům otázky, které se 

týkaly konzumace kofeinu, působení této látky na lidský organismus a zdroje kofeinu. Na 

konci byl ponechán prostor pro dotazy žáků. Využita byla i vyřazená chromatografická 

kolona, kterou si měli žáci možnost prohlédnout. Žáci byli rovněž seznámeni s webovými 

stránkami Přírodověda.cz. Použitá prezentace je v Příloze G diplomové práce. 
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5.4 Školení asistentů 
Vzhledem k poměrně velké náročnosti a různorodosti úkolů během workshopu bylo 

potřeba zapojit asistenty. Záměrně byli osloveni studentky a studenti učitelství, kteří si touto 

formu měli možnost vyzkoušet práci se středoškolskými žáky v laboratoři. 

Asistenti byli před vlastním workshopem proškoleni. Školení probíhalo přímo v místě 

konání workshopu – laboratoř analytické chemie. K dispozici bylo i autorské řešení 

pracovních listů. Při každém školení byl vybrán jeden z asistentů, který byl primárně určen 

pro dvojici analyzující vzorek moči. Zároveň byli asistenti seznámeni se základními principy 

fungování kapalinové chromatografie. 

5.5 Samotný den workshopu 
 

Workshopy probíhaly ve dvou turnusech vždy podle gymnázií, pro které byly 

organizovány. První turnus byl pro žáky z Gymnázia České Budějovice, Jírovcova 8 

v termínech 19. a 20. dubna 2022. Druhý byl pro Gymnázium J. V. Jirsíka (GJVJ), který se 

konal 24. a 26. května. 2022. Délka programu workshopu byla cca 5-6 hod, záviselo na 

časových možnostech daných žáků a pedagogů. Program workshopu je uveden na Obrázku 8. 
 
 

Obrázek 8: Program workshopu. 
 

Před začátkem samotného programu workshopu byli žáci seznámeni s bezpečností 

práce v laboratoři a s body programu. V laboratoři byl zopakován princip kapalinové 

chromatografie. Vše bylo ukázáno přímo na přístroji a přístrojovém počítači. Rovněž byli žáci 

seznámeni s fungováním ASE, jehož popis byl navíc doplněn o video v anglickém jazyce – 

ukázka níže (Obrázek 9). Byla provedena i instruktáž práce s automatickou pipetou a 
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analytickými váhami. Kromě instruktáže práce s laboratorním vybavením byl s žáky 

zopakován i postup přípravy odměrného roztoku. 
 

 
Obrázek 9: Snímek obrazovky videa o principu ASE. Video dostupné na [51-52]. 

 
Po teoretickém úvodu se již přešlo k práci. Žáci byli rozděleni do dvojic a bylo jim 

přiděleno pracovní místo. Celkem bylo v laboratoři připraveno sedm pracovních míst. Každou 

dvojící (kromě dvojice analyzující moč) byla vylosována i kartička (Příloha E), na které byly 

uvedeny druhy nápojů, které měli za úkol analyzovat. Vzhled takového místa je uveden na 

obrázcích níže (Obrázek 10 a Obrázek 11). Na pracovním místě bylo vše potřebné pro přípravu 

vzorků k HPLC analýze i pro měření pH. Pracovní místa žáků byla vybavena aparaturou pro 

filtraci, roztoky pro kalibraci pH metru, skleněnou elektrodou a pH metrem, byly připraveny 

pipety, kádinky o objemu 250 ml a vysoké nádoby s víčkem využívané k měření pH. Žáci měli 

k dispozici skleněnou tyčinku, slánky, nůžky a popisovače. Dále měli připravené roztoky 

neznámých kyselin, udržovací roztok ke skleněné elektrodě, vzorky ovocného nápoje a džusu. 

Byly k dispozici i tři nádoby na odpad: plastový odpad, odpad buničina a na odpad po oplachu 

elektrody. 
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Obrázek 10: Pracovní místo žáků. 
 
 

 
Obrázek 11: Detail roztoků na pracovním stole. 
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Cílem nebylo stihnout vše, spíše si vyzkoušet zejména to, co žáky zajímá a osvojit si 

potřebnou laboratorní praxi. Ve chvílích, kdy například museli žáci čekat na vychladnutí 

připravovaných nápojů, byl prostor pro vypracování úloh v pracovním listu, které se 

vztahovaly k prováděným experimentům – chemické názvosloví, početní úlohy. 

Po skončení laboratorní části byl program přesunut zpět do posluchárny, kde byl 

prostor pro občerstvení a vyplnění zpětné vazby. Po pauze následovala minikonference 

s vyhodnocením prováděných experimentů. Minikonference byla plánována v délce asi 1 hod. 

V první části minikonference bylo úkolem žáků vyhodnotit výsledky 

chromatografických analýz kofeinových  nápojů  s využitím vzdáleného přístupu 

k přístrojovému počítači v laboratoři a následně dle získaných hodnot pokračovat ve 

výpočtech uvedených v pracovním listu (Příloha B-C). Úkolem dvojice pracující na analýze 

biologických vzorků bylo věnovat se identifikaci píků analytů v získaných chromatogramech. 

Další část minikonference byla věnována prezentaci výsledků. První vždy prezentovala 

dvojice analyzující vzorky moči. Žáci v krátkosti popsali průběh jejich práce a  pomocí 

chromatogramů uvedli rozdíly v analýzách vzorku moči před a po vypití kofeinového nápoje. 

Žáky byl i objasněn důvod přidávání roztoku standardů do reálných vzorků. Dále probíhala 

prezentace a vzájemné porovnání výsledků analýz kofeinových nápojů. Výsledky byly psány 

do excelové tabulky, která byla promítána na plátno, aby bylo možné porovnávat obsah 

kofeinu v různých nápojích a množství konkrétního kofeinového nápoje, které lze za den 

vypít, aniž by byla překročena denní doporučená dávka. Současně byla na tabuli vytvořena 

škála pH, kam žáci zaznamenávali naměřené hodnoty pH nápojů. 
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6 HODNOCENÍ WORKSHOPU 
6.1 Pedagogové 

 
Po každém dni workshopu byl přítomný středoškolský pedagog požádán o vyplnění 

dotazníku, který sloužil jako zpětná vazba. Konkrétní zpětnovazební dotazník je uveden 

v Příloze F. Na spolupráci byli osloveni vždy pedagogové, kteří chemii, konkrétně seminář 

z chemie, vyučují. Otázky se týkaly zejména organizace workshopu, časovému rozložení úloh, 

náročnosti úloh nebo také vhodnosti zařazení podobných programů do výuky na gymnáziích. 

Nejdůležitější pro mě byla zpětná vazba po prvním turnusu workshopu, díky níž jsem mohla 

udělat změny do turnusu druhého. Shrnutí zpětné vazby pedagogů je uvedeno v Tabulce 12. 

 
Tabulka 12: Zpětná vazba – pedagogové. 

 
 

Zpětná vazba – pedagogové 
 
 
 
 

pozitiva 

praktická výuka moderních analytických metod 
pestrost programu 
propojení s každodenním života 
práce přímo na VŠ 
vhodné pro žáky 3. ročníku chemického semináře 
přítomnost asistentů 
teoretická přednáška před workshopem 
web Přírodověda.cz 

negativa 
dlouhý teoretický úvod v laboratoři – instruktáž práce s centrifugou 
anglické video o ASE 

 

Hodnocení pedagogů bylo vesměs kladné. Při prvním turnusu byla zmíněna zbytečně 

dlouhá instruktáž. Do druhého turnusu byla tedy vynechána instruktáž práce s centrifugou a 

celkově byl kladen důraz na nejdůležitější zásady práce. Video v angličtině, které doplňovalo 

vysvětlení fungování ASE, bylo dle zpětné vazby pedagogů kvůli cizímu jazyku spíše 

nevhodné. Video bylo animované s anglickými titulky, zároveň bylo po skončení ještě 

shrnuto. Jelikož se negativní reakce na angličtinu ve videu neobjevila v žádné ze zpětných 

vazeb žáků, bylo rozhodnuto, že bude v programu workshopu ponecháno. 

 
6.2 Žáci 

 
Na workshop byli pozvání žáci 3. ročníku čtyřletého gymnázia a odpovídajícího ročníku 

víceletého gymnázia, kteří navštěvovali chemický seminář. Workshop proběhl celkem 

čtyřikrát. Dohromady přišlo více než čtyři desítky žáků, u kterých lze předpokládat zájem o 
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chemii, popřípadě úmysl pokračovat ve studiu přírodních věd na vysoké škole. Žáci byli 

požádáni o vyplnění zpětné vazby. Dotazník pro žáky se lišil od dotazníku pro pedagogy. Jeho 

konkrétní podoba je uvedena v Příloze F. Otázky se týkaly stejně jako u pedagogů průběhu 

workshopu, časové dotace, náročnosti jednotlivých úloh. Zajímalo nás také, zda se již žáci 

s kapalinovou chromatografií setkali a jaké jsou jejich plány pro vysokoškolské studium. 

Shrnutí zpětné vazby žáků je uvedeno v Tabulce 13. 

 
Tabulka 13: Zpětná vazba – žáci. 

 
 

Zpětná vazba – žáci 
 
 

pozitiva 

podrobný pracovní postup 
možnost vyzkoušet si práci v profesionální laboratoři 
propojení chemie s každodenním životem 
přátelská atmosféra 
důležitost webu Přírodověda.cz 

 
 

negativa 

mírný chaos 
málo pauz na občerstvení 
nemožnost si vyzkoušet ASE 
krátký program 
dlouhý program 

 
Ze zpětné vazby po prvním turnusu vyplývalo, že by byl u žáků zájem vyzkoušet si práci 

s ASE. Při prvním turnusu byla extrakce prováděna ve čtyřech opakováních, ale pouze jednou 

dvojící. Do dalšího turnusu došlo tedy ke změně. Možnost vyzkoušet si extrakci byla 

umožněna více dvojicím, ale pouze s jedním opakováním. 

S praktickou prací s HPLC se před workshopem setkala čtveřice žáků. Jednalo se o den 

otevřených dveří katedry chemie PřF UK, ostatní při práci na svých středoškolských 

odborných pracích. Dva žáci současně uvádí i svou teoretickou zkušenost jeden z KSICHT 

(Korespondenčního semináře s chemickou tématikou) a jedna žákyně z korespondenčního 

semináře organizovaného Farmaceutickou fakultou UK, tzv. FARMAKOSu. 

Ukázala se důležitost materiálů na webových stránkách. Přestože žáci byli informováni, 

aby se před workshopem na stránky podívali a články si pročetli, většina účastníků prvního 

turnusu to neudělala. Ve zpětných vazbách žáci často uznali, že kdyby si alespoň částečně 

informace po teoretické přednášce zopakovali pomocí online článků, usnadnilo by jim to 

následnou práci v laboratoři. Před druhým turnusem byli žáci v průběhu teoretické přednášky 

více na web upozorněni, což vedlo následně i k lepší přípravě na samotný laboratorní program 

ze strany žáků prostřednictvím materiálů na webu. 
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Jedna z otázek ve zpětné vazbě byla zaměřena na záměr studia na VŠ. Záměrem bylo 

oslovit zejména žáky, u nichž je předpoklad, že se v dalším studiu s chemií jakýmkoli 

způsobem setkají. V odpovědích se tento předpoklad potvrdil. Více než ¾ účastníků zmínilo 

nějaký obor přírodních věd, nejvíce byly zmíněny medicínské obory. Jak je vidět z grafu na 

Obrázku 12, přímo o studiu chemie uvažuje asi 10 % zúčastněných žáků 
 
 

 
medicínské obory biologie a příbuzné obory chemie a příbuzné obory neví jiné 

 
 

Obrázek 12: Preference žáků dalšího studia na VŠ. 
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7 ZÁVĚR 

Předložená diplomová práce si kladla za cíl připravit a uskutečnit workshop pro žáky 

středních škol na téma Kofein. Celý tento proces zahrnoval teoretickou a laboratorní přípravu 

veškerých úloh pro žáky, zpracování didaktických materiálů, vlastní program s žáky, 

sesbírání, vyhodnocení a reflexi zpětné vazby. 

V teoretické části je zpracována literární rešerše na téma kofein, zdroje jeho příjmu, 

biotransformace a vliv kofeinu na organismus člověka. Druhá část teoretického úvodu je 

věnována didaktice přírodních věd s důrazem na chemii, jsou shrnuty cíle výuky a možnosti 

jejich dosažení. Největší důraz je kladen na výukové metody a možnosti jejich začlenění 

v průběhu laboratorního workshopu, zmíněny jsou i didaktické prostředky a didaktické 

zásady. 

Praktická část práce shrnuje laboratorní přípravu jednotlivých úloh z programu 

workshopu. Nejprve byla optimalizována metoda pro stanovení kofeinu a jeho metabolitů 

pomocí kapalinové chromatografie. Podařilo se převést v bakalářské práci zavedenou 

analytickou metodu na novou kolonu a také provést optimalizaci podmínek pro rychlou 

analýzu kofeinu v nápojích. Metoda pro analýzu kofeinu v nápojích byla následně validována 

v koncentračním rozsahu 0,5 – 100 mg/l. Pro účely workshopu byla věnována pozornost 

možnostem využití zavedených metod pro kvalitativní analýzu metabolitů kofeinu a kofeinu 

samotného ve vzorcích moči a kvantitativní analýzu kofeinu v nápojích. Při workshopu měli 

žáci možnost stanovit obsah kofein v šestnácti různých nápojích. Byly vyzkoušeny různé 

způsoby extrakce kofeinu z kávy – extrakce za vyššího tlaku (ASE) a klasická filtrace. Na 

základě provedeného měření pH a HPLC analýzy byly porovnány vlastnosti získaných 

extraktů. Postupně se podařilo vše spojit a vymyslet souvislý laboratorní program. 

Pro žáky byly připraveny textové materiály k daným úlohám, které se vždy skládaly z 

teoretického zadání a pracovního listu, který sloužil žákům jako výstup z workshopu. Byly 

vytvořeny tři typy úloh – stanovení metabolitů kofeinu, stanovení kofeinu v nápojích a měření 

pH. Textové materiály byly žákům k dispozici i na webové stránce Přírodověda.cz. Dále byla 

pro žáky připravena úvodní teoretická přednáška shrnující základní poznatky o kofeinu a 

princip kapalinové chromatografii. Důraz byl kladen i na zpracování zpětné vazby přítomných 

pedagogů a žáků. 

Workshop proběhl celkem čtyřikrát. Po úvodní přednášce následoval přibližně 

pětihodinový program v laboratoři. Následně proběhlo vyhodnocení a prezentace dat formou 

minikonference. Žáci si díky návštěvě workshopu mohli vyzkoušet přístroje, se kterými se při 

laboratorních cvičeních na SŠ nesetkají. Rovněž si vyzkoušeli práci na komplexnějším tématu 
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a zároveň měli mimořádnou možnost vidět profesionální laboratoř. Podařilo se propojit 

znalosti a dovednosti nejen z jednotlivých přírodní věd, ale i procvičit angličtinu. 

Součásti diplomové práce bylo také vedení žákyně ze střední školy, která si téma kofein a 

stanovení jeho obsahu v různých čajích vybrala jako téma pro maturitní práci a středoškolskou 

odbornou činnost. Tato práce zatím nebyla zveřejněna. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
1U 1-methylmočová kyselina 
1X 1-methylxantin 
13U 1,3-dimethylmočová kyselina 
13X 1,3-dimethylxantin (teofylin) 
17U 1,7-dimethylmočová kyselina 
17X 1,7-dimethylxantin (paraxantin) 
3U 3-methylmočová kyselina 
3X 3-methylxantin 
37U 3,7-dimethylmočová kyselina 
37X 3,7-dimethylxantin (teobromin) 
7U 7-methylmočová kyselina 
AAMU 5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil 

AFMU 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil 

AOAC The Association of Official Analytical Chemist 
ASE extrakce za zvýšeného tlaku 
BP bakalářská práce 
CAFF kofein 
CYP1A2 člen nadrodiny enzymů cytochromu P450 
CYP2A6 člen nadrodiny enzymů cytochromu P450 
CYP2E1 člen nadrodiny enzymů cytochromu P450 
CYP3A4 člen nadrodiny enzymů cytochromu P450 
CYP3A5 člen nadrodiny enzymů cytochromu P450 
DMX 1,7-dimethylxantin 
DP diplomová práce 
FARMAKOS korespondenční seminář organizovaný Farmaceutickou fakultou UK 
HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
KSICHT korespondenční seminář s chemickou tématikou 
LC/MS kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 
LOD mez detekce 
LOQ mez stanovitelnosti 
MF mobilní fáze 
MFA mobilní fáze A 
MFB mobilní fáze B 
MUA 1-methylmočová kyseliny 
NAT2 N-acetyltransferáza 
PřF JČU Přírodovědecká fakulta Jihočeské univerzity 
PřF UK Přírodovědecká fakulta Univerzity Karlovy 
QC koeficient kvality lineární regrese 
R korelační koeficient 
RSD přesnost 
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RVP rámcový vzdělávací program 
RVP G rámcový vzdělávací program pro gymnázia 
RVP SOV rámcový vzdělávací program pro střední odborné vzdělávání 
RVP ZV rámcový vzdělávací program pro základní vzdělávání 
SD směrodatná odchylka 
S/N poměr signálu a šumu 
SOČ středoškolská odborná činnost 
SOŠ střední odborná škola 
SOU střední odborné učiliště 
SŠ střední škola 
STDCAFF roztok standardu kofeinu 
STDCAFF-zásob. zásobní roztok standardu kofeinu 
STDMIX roztok směsného standardu metabolitů kofeinu 
STDr zásobník roztoky standardů analytů metabolitů v moči 
tR retenční čas 
THBM teobromin 
THEO teofylin 
UV/VIS oblast viditelného a ultrafialového světla 
VŠ vysoká škola 
VZCAFF vzorek kofeinového nápoje 
VZMOČ vzorek moči 
XO xantinoxidáza 
(-) bezkofeinový nápoj 
(+) kofeinový nápoj 
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10 PŘÍLOHY 
10.1 Příloha A – validace 

 
Název nápoje 

Neobohacený vzorek (unspiked) 
c [mg/l] Průměr koncentrací [mg/l] SD [mg/l] RSD [%] 

 
Mokaté 

2,5614  
2,546 

 
0,02005 

 
0,79 2,5230 

2,5522 
 

Jacobs 3v1 
3,0106  

3,011 
 

0,01650 
 

0,55 2,9947 
3,0277 

 
Big Shock 

3,1372  
3,123 

 
0,05184 

 
1,7 3,0649 

3,1654 
 

Jihlavanka (-) 
0,4985  

0,4855 
 

0,01133 
 

2,3 0,4780 
0,4799 

 
Jihlavanka (+) 

5,9089  
5,910 

 
0,06260 

 
1,1 5,8478 

5,9729 
 

RedBull 
4,2695  

4,284 
 

0,06369 
 

1,5 4,2282 
4,3532 

 
Kofola 

7,4296  
7,556 

 
0,1450 

 
1,9 7,5244 

7,7143 
 

Coca-Cola 
8,2106  

8,242 
 

0,05850 
 

0,71 8,3093 
8,2056 

 
Pepsi 

4,1261  
4,111 

 
0,03055 

 
0,74 4,0753 

4,1301 
 

Ledový čaj – černý 
5,1725  

5,234 
 

0,05369 
 

1,0 5,2678 
5,2630 

 
Ledový čaj – zelený 

4,9012  
4,855 

 
0,06719 

 
1,4 4,8868 

4,7783 
 

Nescafé (-) 
2,0386  

1,974 
 

0,06535 
 

3,3 1,9744 
1,9079 

 
Černý čaj – PIGI 

1,5670  
1,594 

 
0,07867 

 
4,9 1,6827 

1,5325 
 

Černý čaj – AHMAD 
1,6179  

1,650 
 

0,1199 
 

7,3 1,7827 
1,5495 

 
Zelený čaj 

0,5968  
0,6371 

 
0,04509 

 
7,1 0,6287 

0,6858 
 

Nescafé (+) 
8,1963  

8,16 
 

0,03538 
 

0,43 8,1541 
8,1260 



49  

 

Název nápoje 
Obohacený vzorek (spiked)  

c [mg/l] Průměr koncentrací [mg/l] SD [mg/l]] RSD [%] Rei [%] Re [%] 
 

Mokaté 
6,8346  

6,874 
 

0,03434 
 

0,50 
85  

87 6,8895 87 
6,8978 87 

 
Jacobs 3v1 

7,3246  
7,405 

 
0,5393 

 
7,3 

86  
88 6,9107 78 

7,9802 99 
 

Big Shock 
7,6168  

7,555 
 

0,1233 
 

1,6 
90  

89 7,6352 91 
7,4131 85 

 
Jihlavanka (-) 

4,7511  
4,821 

 
0,07395 

 
1,5 

85  
87 4,8143 87 

4,8985 88 
 

Jihlavanka (+) 
10,5011  

10,35 
 

0,3243 
 

3,1 
92  

89 10,5674 94 
9,9755 80 

 
RedBull 

7,8979  
8,493 

 
0,5364 

 
6,3 

73  
84 8,9388 94 

8,6429 86 
 

Kofola 
11,9862  

11,80 
 

0,1699 
 

1,4 
91  

85 11,6531 83 
11,7612 81 

 
Coca-Cola 

11,5242  
12,31 

 
0,6880 

 
5,6 

66  
81 12,6015 86 

12,8041 92 
 

Pepsi 
8,671  

8,620 
 

0,04843 
 

0,56 
91  

90 8,5745 90 
8,6155 90 

 
Ledový čaj - černý 

9,5811  
9,727 

 
0,1266 

 
1,3 

88  
90 9,8098 91 

9,7895 91 
 

Ledový čaj - zelený 
9,4462  

9,502 
 

0,006955 
 

0,73 
91  

93 9,4791 92 
9,5797 96 

 
Nescafé (-) 

6,1689  
6,138 

 
0,1231 

 
2,0 

83  
83 6,0023 81 

6,2426 87 
 

Černý čaj - PIGI 
6,5901  

6,487 
 

0,2632 
 

4,1 
100  

98 6,6830 100 
6,1878 93 

 
Černý čaj - AHMAD 

6,0960  
6,229 

 
0,2201 

 
3,5 

90  
92 6,4830 94 

6,1078 91 
 

Zelený čaj 
5,1696  

5,205 
 

0,03340 
 

0,64 
91  

91 5,2359 92 
5,2098 90 

 
Nescafé (+) 

12,6037  
12,70 

 
0,1857 

 
1,5 

88  
91 12,9103 95 

12,5755 89 
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10.2 Příloha B – zadání + pracovní list „Stanovení kofeinu v nápojích.“ 
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10.3 Příloha C – zadání + pracovní list „Stanovení metabolitů kofeinu v moči.“ 
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10.5 Příloha D – zadání + pracovní list „Měření pH.“ 
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č.1 
 
Nápoje Nescafé (-) Big shock 
Ředění 10x 100x 
Objem roztoku 25 ml 100 ml 

č.1 

* (-) bezkofeinová káva 

Nescafé (-): navažte dvě lžičky do 250ml kádinky 
a zalijte 200 ml horké vody, nechte vychladnout, 
nařeďte a poté odstřeďte 

Big shock: nařeďte a poté odstřeďte 

č.2 

* (+) kofeinová káva 

Nescafé (+): navažte dvě lžičky do 250ml 
kádinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte 
vychladnout, nařeďte a poté odstřeďte 

Kofola: nařeďte a poté odstřeďte 

č.3 

Jacobs 3v1: navažte obsah sáčku do 250ml 
kádinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte 
vychladnout, nařeďte a poté odstřeďte 

Pepsi: nařeďte a poté odstřeďte 

č.4 

Mokaté: navažte pět lžiček do 250ml kádinky, 
zalijte 200 ml horké vody, nechte vychladnout, 
nařeďte a poté odstřeďte 

Coca-cola: nařeďte a poté odstřeďte 

č.5 

* Jihlavanka (+) kofeinová káva 

Jihlavanka (+): navažte dvě lžičky do 250ml 
kádinky, zalijte 200 ml horké vody, 3 minuty 
louhujte, sceďte, nechte vychladnout, nařeďte a 
poté odstřeďte 

č.6 

* Jihlavanka (-) bezkofeinová káva 

Jihlavanka (-): navažte 2 lžičky do 250ml kádinky, 
zalijte 200 ml horké vody, 3 minuty louhujte, 
sceďte, nechte vychladnout, nařeďte a poté 
odstřeďte 

Ledový čaj (zelený): nařeďte a poté odstřeďte 

Nápoje Nescafé (-)* Big shock 
Ředění 10x 100x 
Objem roztoku 25 ml 100 ml 
 

Nápoje Nescafé (+)* Kofola 
Ředění 150x 10x 
Objem roztoku 250 ml 5 ml 
 

Nápoje Jacobs 3v1 Pepsi 
Ředění 150x 10x 
Objem roztoku 25 ml 50 ml 
 

Nápoje Mokaté Coca-cola 
Ředění 150x 10x 
Objem roztoku 50 ml 25 ml 
 

 
Nápoje 

 
Jihlavanka (+) 

Ledový čaj 
(černý) 

Ředění 10x 10x 
Objem roztoku 100 ml 10 ml 
 

 
Nápoje 

 
Jihlavanka (-) 

Ledový čaj 
(zelený) 

Ředění 10x 10x 
Objem roztoku 25 ml 10 ml 
 

10.5 Příloha E – kartičky nápojů 
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č.1 
 
Nápoje Nescafé (-) Big shock 
Ředění 10x 100x 
Objem roztoku 25 ml 100 ml 

č.7 

Černá čaj AHMED: navažte 2 lžičky do 250ml 
kádinky zalijte 200 ml, horké vody, louhujte 3 
minuty, sceďte, nechte vychladnout, nařeďte a 
poté odstřeďte. 

č.8 

* (+) kofeinová káva 

Nescafé (+): navažte obsah sáčku do 250ml 
kádinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte 
vychladnout, nařeďte a poté odstřeďte. 

Kofola: nařeďte a odstřeďte 

č.9 

Jacobs 3v1: navažte obsah sáčku do 250ml 
kádinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte 
vychladnout, odstřeďte a nařeďte. 

Pepsi: nařeďte a odstřeďte 

 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nápoje Zelený čaj BIO Coca-cola 
Ředění 30x 10x 

Objem roztoku 25 ml 25 ml 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

´ 

 
Nápoje 

Černý čaj 
AHMED 

 
RedBull 

Ředění 70x 50x 
Objem roztoku 25 ml 100 ml 

 

Nápoje Černý čaj PIGI RedBull 
Ředění 30x 50x 

Objem roztoku 5 ml 100 ml 
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10.6 Příloha F – Zpětná vazba pedagog + žák 
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10.8 Příloha G – teoretická přednáška pro studenty SŠ 
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10.8 Příloha H – prezentace výsledků analýz extraktů kávy jednotlivých frakcí 
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10.9 Příloha I – fotografie z workshopu 
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