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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva popisem pfipravy a prubéhu workshopu s nazvem ,,Kofein*
pro studenty gymnazii. Teoreticka ¢ast prace shrnuje zakladni poznatky o kofeinu, zabyva se
zdroji, konzumaci, metabolismem a vlivy na lidsky organismus. Déle se zabyva didaktikou
ptirodnich véd v souvislosti s workshopem. V experimentalni ¢asti prace byla pro ucely
workshopu optimalizovana a validovana metoda pro stanoveni kofeinu v rtiznych napojich.
Dale byly ptipraveny a odzkouSeny doplitkové tlohy, probéhla analyza absorpcnich spekter
vzorkll moci a extrakce pomoci ASE. Byly pfipraveny laboratorni ndvody, pracovni listy a
dotazniky zpétné vazby pro pedagogy a Zzaky. Soucasti prace bylo vedeni stiedoskolské

odborné ¢innosti. Diplomova prace vychazi z obhdjené bakalaiské prace 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 CILE PRACE

Zavedeni a validace metody pro rychlé stanoveni kofeinu ve vzorcich napojt
pomoci kapalinové chromatografie
Moznosti kvalitativni analyzy vybranych metabolitli kofeinu v mo¢i pomoci
kapalinové chromatografie
Zpracovani tématu formou ,,workshopu* pro zaky stfednich skol:

o Prtiprava laboratornich tloh tematicky souvisejicich se stanovenim kofeinu

ve vybranych népojich
o Ptiprava materialti k uloham, jejich publikace na webovych strankach
o Realizace workshopu s konkrétnimi zaky

o Zpétna vazba od ucastnikll programu a jeji reflexe



2UVOD

Diplomova prace se vénuje navykové a hojné konzumované latce — kofein. Vzhledem
k soucasnému zivotnimu stylu dospivajicich lidi byla snaha zpracovat téma nejen z
pohledu analytické chemie, ale i s ohledem na zdravy vyvoj mladych lidi. Problematika
byla zaktim stfednich Skol podand formou workshopu, ktery byl zahdjen ptednaskou.
Dalsi casti byl laboratorni program ve vysokoskolské analytické laboratofi. Shrnuti a
prezentace vysledki, jakozto zavérecnd c¢ast workshopu, probihaly v prednaskové
mistnosti fakulty. Zaci si sami analyzou zjistili, jaké mnoZstvi kofeinu je obsaZzeno v
béznych napojich. Pribézné byl diskutovan i metabolismus kofeinu v lidském organismu,
zdroje jeho piijmu a v neposledni fadé¢ i jeho vliv na lidsky organismus.

Vyvoj analytické metody byl obsahem mé bakalatské prace [1], v diplomové praci byla
metoda optimalizovéna a néasledné vyuzita béhem programu workshopu. Pro Zzéky byly
vytvofeny texty a online materialy, kde byly shrnuty jak teoretické informace ke kofeinu
a jeho metabolismu, tak i ke kapalinové chromatografii jako analytické metod¢. Druhd ¢ast
programu, respektive textovych materiall, byla vénovana méfeni pH, a to zejména méteni
pH extraktl kévy ziskanych extrakci za vySeného tlaku (ASE) a extraktt ziskanych
klasickou filtraci. Samotny program v laboratofi sloZzeny z mnoha dil¢ich tloh byl zhruba
ctythodinovy. Nésledné probéhlo vyhodnoceni dat, vzajemné sdileni vysledki a formulace

vysledkt formou ,,minikonference®.

2.1 Kofein

Zdroje a konzumace

Kofein je lidmi nejpouzivanéjsi psychoaktivni stimulant. Pocatky jeho konzumace
listkt [2]. Prvni konzumace kévovych plodl je datovana do 9. stol. n. 1., kdy si arabsky
pastevec koz v§iml, ze kozy maji po konzumaci kadvovych plodi vice energie [3]. Béznou
soucasti zivota se konzumace kavy stala az v 17. stoleti [4]. Mezi jeho nejcastéjsi zdroje
patii kdva a ¢aj. Kofein se nachézi i v kakau, guaran¢, kolovych a energetickych népojich.
Je rovnéz piidavan do nekterych 1ékt na bolest nebo dopliikt stravy ur€enych k redukci
télesné hmotnosti [5,6]. Doporucena jednorazova davka kofeinu pro dospélého Cloveka

je 200 mg. Denni davka by pak neméla piekrocit hodnotu 400 mg [7].



Kofein jako cizoroda latka

Kofein (CAFF) je pro télo cizorodd latka. Aby takova latka mohla mit na lidsky
organismus vliv, musi probéhnout zakladni toxikokinetické dé&je. Toxikokinetika
cizorodych latek je obvykle dé€lena do Ctyt stadii — vstiebavani, distribuce, biotransformace
a vyluCovani [8]. VSechny biochemické procesy, véetné téch biotransformacnich, jsou
zpravidla enzymaticky katalyzovany. V pfipad¢ cizorodych latek se Casto uplatiiuji
enzymy z nadrodiny cytochromu P450. Metabolismus kofeinu je komplexni proces,
béhem néhoz vznika vice nez dvacet metabolitl. Vznika napfiklad 1-methylmocova
kyselina (MUA), teobromin (THBM), 1,7-dimethylxantin (DMX) a teofylin (THEO),
kterym je vénovana pozornost v této praci. Na Obrazku 1 na dalsi strané je vidét postupny
vznik metabolitl, které¢ se liSi svou polaritou, ¢ehoz lze vyuzit pfi chromatografické
separaci. Na druhou stranu nékteré metabolity jsou izomerni latky, coz naopak pro
chromatografickou separaci ptinasi obtize. Kromé enzymu z nadrodiny cytochromu P450
jsou pfemény katalyzovany i dal$imi enzymy, které jsou typické pro odbouravani latek pro
télo cizorodych [9]. Konkrétni typy enzymu ucastnicich se biotransformace kofeinu jsou
v Obréazku 1 uvedeny nad Sipkou. Zarovent méné nez 2 % z celkového piijatého mnozstvi
kofeinu zastavd v nezménéné podobe [5,10-12]. Po konzumaci kofeinu lze v moci

stanovit vedle jeho metabolitli tedy i samotny kofein (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Schéma biotransformace kofeinu.

NAT2 = N-acetyltransferaza; XO = xantinoxidaza;

N
/>—()II

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- trimethylmocova kyselina; 13U = 1,3- dimethylmocova kyselina;

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

1U = 1-methylmocova kyselina; 3U = 3-methylmocova kyselina;

7U = 7-methylmocova kyselina;

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

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

Ptevzato a upraveno z [10].



Ucinky kofeinu na lidsky organismus

Utinky kofeinu na organismus &lovéka jsou zavislé jednak na podané davce, tak na
citlivosti konkrétnich jedinct. Pii ¢astém uzivani dochézi k oslabeni u€inki na télo. Pokud
nedochazi k ptekroceni maximalni denni davky (400 mg), ma kofein na télo neutralni az
mirné pozitivni G¢inky [13]. Pozitivné kofein ovliviiuje pozornost, naladu a bdé¢lost
[14,15]. M4 schopnosti vazat se na adenosinové pfenasece v mozku a docasné tak obsadit
misto navazani tlumicich neuropfenasect, ¢imz oddali inavu a potiebu spanku [16]. Déle
také podporuje soustiedéni, zrychluje metabolismus a spalovani tuki. Mezi negativni vlivy
kofeinu se fadi fidnuti kosti a zvySeni krevniho tlaku. Lidé trpici kardiovaskularnimi
onemocnénimi by se méli vyvarovat spolecné konzumaci kofeinu a alkoholu. Snizit piijem
kofeinu by mély i zeny, které se snazi ot€hotnét, t€hotné nebo kojici zeny [17]. K nadmérné
konzumaci kofeinu dochdzi u adolescentll, ktefi pravidelné a Casto konzumuji riizné
energetické napoje. V nékterych evropskych zemich je dokonce jejich prodej omezen,

podobné jako prodej alkoholu. V Ceské republice podobné restrikce neplati [18].

Stanovent kofeinu

K pfesnému stanoveni kofeinu a jeho metabolitd v kapalnych vzorcich se pouziva
kapalinova chromatografie s UV nebo MS detekci. Vyvoj metody pro stanoveni kofeinu a
jeho metaboliti byl tématem mé bakalaiské prace [1]. Bakalaiska prace obsahovala
podrobnou resersi diive zavedenych a publikovanych HPLC metod. Nésledné byl popsan
vyvoj a validace metody u néas v laboratofi, kterd byla s mensi Upravou vyuZivdna

v pribehu diplomové prace.



2.2 Extrakce za zvySeného tlaku (ASE)

Extrakce za zvySeného tlaku (ASE) je moderni metoda, vyuZzivana pro extrakci latek z
pevného ¢i polopevného vzorku kapalnym médiem, respektive kapalnou mobilni fazi.
V analytickych laboratotfich se ASE nejvice vyuziva pfi extrakci potravinovych vzorkl ¢i
vzorkl zivotniho prostfedi. Pfistroj je Casto napojen na HPLC systém, kde pak dochazi
k samotné analyze a vyhodnoceni. Nejvétsi vyhodou ASE, oproti tradi¢nim extrakénim
metodam, je zejména rychlost a automatizace celého procesu. Pfi tomto typu extrakce lze
dosahnout tlaku az 100x vyssiho, nez je bézny atmosféricky tlak a teploty az 200 °C. Schéma

zapojeni systému je uvedeno na Obrazku 2 [19-21].
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Obrazek 2: Schéma zapojeni ASE. Upraveno z [21].

Zpusoby pripravy kavy behem workshopu

Piistroj pro provadéni extrakce ASE byl pii workshopu vyuzit, aby imitoval pakovy
kavovar, ktery znaji zaci z kavaren. Pti takovémto zpiisobu pfipravy kavy se vyuziva
zvySeného tlaku. Zékladnim typem kavy pfipravované v pakovém kavovaru je espresso.
Obvykle tlak v téchto kdvovarech dosahuje kolem 9 barti. Tento tlak je pro spravnou extrakci
espressa uvadén jako nejvhodnéjsi.

DalSim oblibenym typem kavy je tzv. filtrovand kava, kdy dochdzi k filtraci za
atmosférického tlaku. Filtrovana kdva mé mnoho dalSich podtypti napt. french press, aeropress
¢1 V60. Prave tzv. V60 je nejpodobné&jsi klasické laboratorni filtraci pies hladky filtr [22,23],

kterou zaci méli za kol provadét pii workshopu. Extrakty pfipravené pii atmosférickém tlaku
6



kavy Zaci porovnavali s kdvou pfipravenou pomoci ASE. Pfi obou zpisobech ptipravy kavy
je teplota piiblizng 100 °C. Zaci pracovali se stejnym vzorkem (znackou) mleté kavy pii obou

zpiisobech extrakce. Ptiprava se tedy liSila pouze v tlaku.

2.3 pH kavy

Extrakt z kavy je slab¢ kysely roztok s hodnotou pH okolo 5,0. Vodny roztok kofeinu
je priblizn€ neutralni s pH okolo 6,9 [24]. Za kysely charakter kavy jsou zodpovédné kyseliny,
které kéava obsahuje. Hlavnimi kyselinami vyskytujicimi se v kavé jsou chlorogenové
kyseliny, kyselina citronova, kyselina jablecnd a kyselina chinova. Nalézt lze ale 1 t€kavé
organické kyseliny - kyselinu octovou ¢i kyselinu mravenci [25-27].

Na mnozstvi pfitomnych kyselin v kdvovém népoji méa vliv mnoho faktort. Jednim
z nich je zpiisob prazeni kavy. Cim je prazeni kavovych zm kratsi, tedy ¢im jsou svétlejsi
kavova zrna, tim je vysledna kéva kyselejsi, obsahuje vétsi mnozstvi kyselin. Dal§im faktorem
je mleti kavy. Cim je mleti jemngjsi, tim je vysledna acidita vys$3i. Tento jev souvisi s v&tsi
sty¢nou plochou mezi kdvou a vodou. I teplota pfi pfipravé ndpoje ma vliv na vyslednou
kyselost. Napftiklad pti pfipravé kavy, tzv. cold-brew, kdy je kava pfipravovana pii nizké
teplote, je ndpoj méné kysely, nez kava pfipravovana pii vyssi teploté [28]. Na kyselost

kavového napoje ma vliv i doba extrakce.

2.4 Propojeni SS a VS

Jednim z cila workshopu bylo i propojeni mezi stfedni $kolou (SS) a vysokou
$kolou (VS). Dle metodického materialu [29] vyplivé, Ze pro zaky a pedagogy SS je kontakt
s vysokoskolskym prostfedim prospésny zejména v moznosti vétsi podpory mimoiadné
nadanych zakd, nabidce dal§iho studia zakd na konkrétni VS &i celoZivotniho vzdélavani
uciteld SS. Cenéna je i praxe a sledovéani aktualnich trendd v daném oboru. Pro popularizaci
dané VS jsou vhodné brozury, dny otevienych dvefi, Gi¢asti na veletrzich vysokého §kolstvi,
ale pravé i praktické exkurze na VS. Piestoze zmifiovany metodicky material byl

vypracovavan pro technické Skoly, 1ze jeho vysledky aplikovat i pro pfirodovédné vzdélavani.

2.5 Vychovné-vzdélavaci cile vyuky

Vychovné-vzdélavaci cile definuji ucel, zdmér, vystup a vysledek vyuky. Jsou déleny na
cile dlouhodobé¢ a kratkodobé. Dlouhodobé cile jsou dany rdimcovym vzdéldvacim programem
(RVP), kratkodobé cile jsou konkrétné&jsi a ucitel by si je mél stanovovat pii kazdé vyucovaci
hoding. Své vzdélavaci programy maji zékladni Skoly (RVP ZV), stiedni odborné Skoly
(RVP SOV) upravené dle konkrétniho zaméfeni a gymnazia (RVP G), opét upravené dle
standardni doby studia ¢i zaméteni [30]. Dale Ize délit vyukové cile podle zaméteni na oblast
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rozvoje osobnosti zdka na cile kognitivni (vzdé€lavaci), afektivni (postojové) a
psychomotorické (vycvikové). K dosazeni téchto cili by mély byt dodrzovany didaktické

zasady a aplikovany rizné druhy didaktickych prosttedki a vyukovych metod.

2.5.1 Didaktické zasady

K dosazeni vyukovych cili jsou kromé jiného vyuzivané didaktické zdsady. Obecna
didaktika uvadi tyto didaktické zasady: zadsada uvédomeélosti, zdsada komplexniho rozvoje
zaka, zasada védeckosti, zdsada piiméfenosti, zdsada individudlniho pfistupu, zésada
emociondlnosti, zasada trvalosti, zdsada ndzornosti, zdsada soustavnosti a zasada zpétné

vazby [31].

2.5.2 Didaktické prostredky

Didaktické prostfedky jsou déleny na materidlni (uéebna s vybavenim, didakticka
technika, vyucovaci a zdkovské pomicky) a nemateridlni (vyucovaci metody, organizacni
formy, vyucovaci zésady). Rozdéleni didaktickych prostfedkil vyuzivanych v chemii je vidét
na nasledujicim Obrazku 3. Do didaktickych prostfedkl 1ze zahrnout organizaci vyucovaciho

procesu, pomtcky, mistnost a jeji zatizeni [32].

organiza¢ni formy vyucovani
nemateridlni ~——
vyucovaci metody
didaktické prosttedky
zatizeni k vyuce chemie
materidlni - - )
pomiucky k vyuce chemie

didakticka technika

Obrazek 3: Schéma vyukovych prostfedkl pouzivanych v chemii podle [32].

Mezi nemateridlni vyukové prostiedky Ize kromé& vyukovych metod diskutovanych
nize zatadit i rizné organiza¢ni formy vyucovani — tfidn€ vyucovaci hodinu chemie, cviceni,

exkurzi, praxi &i odborny vycvik a pracovni vyu¢ovani (typické pro SOS a SOU), doméci



ukoly a formy tykajicich se pouze €asti studentd — volitelné seminare, doucovani, zajmové
krouzky, olympiady, soutéze a stiedokolské odborné &innosti (SOC) [32].

K materidlnim didaktickym prostiedkiim se fadi zafizeni k vyuce (ucebna chemie,
posluchdrna, chemickd laboratot). K pomickdm vyuzivanych v chemii se fadi pifirodniny
(napf. mineraly), chemikalie, modely, laboratorni pomicky, obrazové pomucky (néasténné

obrazy, video, nacrt atd.), pisemné pomucky (ucebnice, pracovni listy, tabulky) [32].
2.5.3 Vyukové metody

Vyukovou metodu Ize dle Manaka a Svece definovat jako uspofadany systém &innosti
ucitele a ucebnich aktivit zaka, ktery sméiuje k dosazeni vychovné-vzdélavacich cili. Pouze
po vzajemné spolupraci mezi pedagogem a zékem lze téchto cilii dosdhnout. Vyukové metody
zprostfedkovavaji pfenos védomosti a dovednosti, pomoci nichz lze Zaky aktivizovat ¢i
formovat jejich osobnost a nazory [33,34].

Podle poznéni a typu poznatku délime metody na: metody slovni, metody praktické a
metody nazorné — demonstracni. Metody slovni zahrnuji jak monologické metody (pfednéska,
vyklad, vypravéni, vysvétlovani, instruktaz), tak dialogické metody (rozhovor, diskuse,
dramatizace). Dale se sem fadi prace s textem ¢i psani pisemnych praci. Metody praktické,
dovednosti studentskym pokusem, vytvarnou ¢innosti nebo pracovnimi ¢innostmi v dilnach ¢i
exteriéru [35]. Metody nazorné — demonstracni zahrnuji pozorovani, demonstraci (obrazil,
modelt ¢i pokusit) a statickou a dynamickou projekci. Metody vyuzivany pti workshopu jsou

vyjmenovany ve vyctu nize.

Skupinova vyuka

vvvvvv

praci musi naplanovat, rozdélit, vzajemné si pomahaji, radi si a diskutuji. S ohledem na
znalosti a dovednosti zakli mtze byt skupina homogenni ¢i heterogenni. Dilezité je také dbat
na pocet Clend ve skupiné. V piipadé vétsich skupin o péti a vice ¢lenech mize dochazet
k liknavosti nékterého ze ¢lenti skupiny [36]. Pii workshopu Zaci pracovali ve dvojicich,

pfipadné ve trojicich.

Vyklad s demonstraci

Zahrnuje obvykle vice metod — vypravéni, popis a vysvétlovani. Optimalni je tyto
metody stfidat. Pti této metodé je aktivni zejména ucitel a Zaci se pti ni vyznamné nezapojuji.

Dulezité je tedy dbat na pozornost zakt [37]. Tato metoda byla vyuZita zejména pii teoretické
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pfedndSce na gymnaziich, v men$i mife pak pii samotném workshopu. Pfi teoretické
pfedndSce byla zakiim ukdzana a popsédna chromatografickd kolona. Prezentace, ktera

doprovéazela vyklad, je uvedena v Ptiloze G.

Prace s literaturou

Tato metoda vyuZziva jednak textové materidly v papirové podobé (ucebnice, pracovni
listy, protokoly), ale i online zdroje, napf. prezentace. Pii praci s textem ziska zak znalosti
z dané¢ho oboru a zaroven podporuje svou ctenaiskou gramotnost [37,38]. Pii workshopu byly
zaky vyuzivany pracovni listy a zadani, texty na webovych strankdch Prirodoveda.cz ¢i
prezentace. Konkrétni zadani jednotlivych ukolt a pracovnich listh pouZzivanych pii
workshopu jsou uvedeny v Pfilohdch B a C. Texty ze zadani byly s drobnymi upravami
umistény na zminénych internetovych strankach. Prezentace, které byly pouzity béhem

workshopu, jsou v Piilohdch G a H.

Chemicky pokus

Pokus miize byt védecky a $kolni. Takovéto pokusy se lisi svym cilem. Skolni pokus
si dava za cil pozorovat jiz objeveny jev. Pokusy mohou byt pouze demonstra¢ni — provadény
ucitelem a Zzakovské, kdy experiment je provadén samotnym Zzakem. Velkou vyhodou
zakovského pokusu je fakt, Ze zaci rozviji kromé znalosti i své psychomotorické dovednosti.
Zejména si osvojuji tyto dovednosti: ndvrh a planovani experimentu, vyhodnoceni
sledovanych jevi, odecitani hodnot z grafi a tabulek, prezentovani vysledkl, ale
napiiklad i pfevody jednotek. Pfi workshopu Zéci vyuzili a propojili znalosti z rtiznych
pfedmétl, konkrétné z chemie, matematiky, anglictiny a fyziky [39]. Rovnéz rozviji své
socialni kompetence, nebot’ spolupraci s ostatnimi zaky, a schopnost vyrovnat se s

pfipadnym netspéchem.

Metody prace s informacnimi technologiemi

Ve vyuce se ¢im dal ¢astéji vyuzivaji vyukové aplikace ¢i pocitace. V pfedmétu chemie
se s oblibou vyuziva i video, diky kterému lze sledovat pribéh nebezpecného chemického
pokusu nebo nahlédnout do bézn¢ nepfistupnych mist. Pro zaky je video atraktivni forma
vyuky. Nejcasteji se jako zdroj videi vyuziva platforma YouTube. Dalsi moznosti prace je
vyuziti pocitaovych programii. V pribéhu workshopu Slo zejména o ovladaci software
kapalinového chromatografu — program Chromeleon a pfistroje pro ASE. V pribchu
vyhodnoceni dat pouzivali Zaci program Excel. Video, které zdkim slouZzilo jako doplnék

ke slovnimu vykladu o ASE, bylo v angli¢tiné. Byl zde tak prostor pro dal§i moznost
10



propojovani jednotlivych Skolnich pfedméti a posilovani mezipfedmétovych vztaht, v tomto

ptipadé€ chemie s informatikou, matematikou a anglickym jazykem [37].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie a vzorky

Kofein — ¢istota pro HPLC ~ 100 % (Sigma Aldrich)
Teobromin — ¢istota pro HPLC ~ 99 % (Sigma Aldrich)
1,7-dimethylxantin — Cistota pro HPLC ~ 98 % (Sigma Aldrich)
Teofylin — ¢istota pro HPLC ~ 100 % (Sigma Aldrich)
I-methylmocova kyselina — neuvedeno (Sigma Aldrich)
Methanol pro HPLC (Merck)

Kyselina octova — 100 % (Merck)

Kyselina mravenc¢i — 98-100 % (Merck)

Kyselina sirova — 96 % (PENTA)

Kalibraéni roztok pH = 4 (Fisher Scientific)

Kalibraéni roztok pH = 7 (Fisher Scientific)

Chlorid draselny — 99 % (Sigma Aldrich)

Dusik 4.0 (Linde)

Pitna voda

Led

Vzorky:

A. Potravinové:

o Pripravované napoje: kava Jihlavanka (-), kava Nescafé (-),

kava Jihlavanka (+), kava Nescafé (+), kdva Jacobs 3v1, kdva Mokaté,

cerny ¢aj Ahmad, ¢erny ¢aj PIGI

o Naépoje v PET lahvi/plechovce: zeleny ¢aj BIO, ledovy ¢aj ¢erny, ledovy

¢aj zeleny, Coca-cola, Pepsi, Kofola, RedBull, Big Shock

o Nekofeinové vzorky (na méteni pH): pomerancovy dzus, ovocny napoj

Jupik, ocet, vyluh z ¢erveného zeli

B. Biologické: vzorek moc¢i 0 hod, vzorek moci 2 hod po poziti kofeinového napoje
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3.2 Pfistrojové vybaveni laboratoie

Kapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 (Thermo Scientific) vybaveny
spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem DAD-3000RS, ovladani
pomoci programu Chromeleon 7.2

Chromatografické kolona: ARION® Plus C18; délka 150 mm; vnitini primeér

3 mm; velikost ¢astic 5 um (Chromservis)

Chromatograficka predkolonka: SecurityGuard™; C18; délka 4 mm; vnitini
pramér 3,0 mm (Phenomenex)

ASE extraktor: Dionex ASE 350 Accelerated Solvent Extractor (Thermo Scientific)
Ultra¢istd voda (Milli-Q®) generovand pfistrojem Smart2Pure 5 UV/UF
(Thermo Scientific)

Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 10-100 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 100-1000 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: Transferette ® o objemu 1-10 ml (Brand)

pH metr s elektrodou: VOLTCRAFT® pH — 100 ATC

Odsttedivka MiniSpin (Eppendorf)

Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo ™)

Rychlovarna konvice

Mobilni telefon se stopkami
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3.3 Chemické nadobi a sklo

Kadinky o objemu 25-500 ml

Odmérné baiiky o objemu 5-500 ml

Sklenéné lahve s GL uzavérem na mobilni f4zi o objemu 250, 500 a 1000 ml
Sklenéné vzorkovnice pro méteni pH

Sklenéna pipeta délena (rizné objemy)

Sklenéna pipeta nedélend (rizné objemy)

ASE: kovova cela, nasypka, filtr — aqua, sbérné vialky, sklenéné kulicky
Filtra¢ni kruh

Laboratorni stojan

Filtra¢ni nalevka

Kfizova svorka

Sklenéna ty¢inka

Petriho miska

Krimpovaci klesté

Stfi¢ka na destilovanou vodu

Plastové slanka

Plastové sitko

Nuzky

Kuchynska 1zicka

Spotfebni materil: plastové Spicky, vialky z ¢irého skla s hlinikovym uzavérem

s pryzovym septem, centrifugacni zkumavky, bunicina, filtraéni papir
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3.4 Ptiprava roztokt
3.5 Mobilni faze

Optimalizaci slozeni MF se zabyvala ma bakalaiska prace [1]. Pouzivana MF byla
tvofena mobilni fazi A (MFA) a mobilni fazi B (MFB), jako MFA byl pfipravovan roztok
1 obj. % kyseliny octové ve vodé. MFB byl 100% methanol.

Priprava roztokii standardu kofeinu

Zasobni roztok standardu kofeinu (STDcarr-zss.) byl piipraven navazZenim presné asi
5 mg kofeinu, kvantitativnim pfevedenim do Sml odmérné baiiky a doplnénim deionizovanou
vodou po rysku. Timto zpisobem byl pifipraven STDcarrzss. 0 koncentraci 1178 mg/l
(Tabulka 1). Tento roztok byl nasledné fedén na pracovni roztok (STDcarr) pro kalibraci o

¢ =100 mg/l.

Tabulka 1: Ptiprava zasobniho roztoku standardu CAFF (STDcAFF-zss.)-

Standard | M [g/mol] | Cistota [%] | m [mg] | V [mI] | Rozpoustédlo | c [mg/l]

CAFF 194,19 100 5,89 5 HxO 1178

Kalibracni roztoky kofeinu

Z ptipraveného pracovniho roztoku kofeinu bylo nasledné pfipraveno devét
kalibra¢nich trovnich ve tfech na sobé nezavislych opakovanich. Kalibracni roztoky byly
pfipraveny do Cirych vialek o objemu 1,8 ml. Nejprve byl do vialek dle kalibra¢niho stupné
napipetovan automatickou pipetou piislusny objem vody (Vu20), poté byl pfipipetovan dany

objem STDcarr. Ptiprava kalibra¢nich roztokti je shrnuta v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Ptiprava kalibracnich roztokd.

Koncentracni droveni | Oznaceni | ¢ [mg/l] | Vio[pl] | Vstoeas [] Celkovy objem [ul]

KIA
K1 K1B 0,1 999 1
K1C
K2A
K2 K2B 0,5 995 5
K2C
K3A
K3 K3B 1 990 10
K3C
K4A
K4 K4B 2,5 975 25
K4C
K5A
K5 K5B 5 950 50 1000
K5C
K6A
K6 K6B 10 900 100
K6C
K7A
K7 K7B 25 750 250
K7C
K8A
K8 K8B 50 500 500
K8C
K9A
K9 K9B 100 0 1000
K9C

¢ udava vyslednou koncentraci kofeinu v kalibra¢nim roztoku, Vi2o objem rozpoustédla

(vody) a Vstpcarr udava objem pracovniho roztoku kofeinu.
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Priprava zasobniho smésného roztoku standardii kofeinu a jeho metabolitit

Zasobni roztoky 1-methylmocové kyseliny (MUA), teobrominu (THBM),
1,7- dimethylxantinu (DMX), teofylin (THEO) a kofeinu (CAFF) byly pfipraveny navazenim
jednotlivych standardt a kvantitativnim pfevedenim do odmérnych banék. Popis piipravy je
uveden v Tabulce 3. Z jednotlivych zasobnich roztokl standardi analyti byl nasledné
pripraven smésny roztok standardll (STDmix). Z kazdého roztoku byl odpipetovan dany objem
do 10ml odmérné banky, aby vysledna koncentrace vSech analytlh v STDmix byla 80 mg/l,
roztok byl doplnén deionizovanou vodou po rysku. Postup piipravy STDmix je popsan

v Tabulce 4.

Tabulka 3: Ptiprava roztokt standardt (STDy).

Cistota

M m A\ oy C
STD [¢/mol] [%] [mg] | [ml] Rozpoustédlo [mg/l]
MUA | 182,14 | neuvedena| 1,18 [ 5 | H20(25 ul NH4OH + 10 pl CH3COOH) | 236
THBM | 180,16 99 2,031 10 HxO 201
DMX | 180,16 98 6 5 HO 1176
THEO | 180,16 100 5,8 5 HO 1160
CAFF | 224,22 100 5891 5 HO 1178

Tabulka 4: Ptiprava smésného roztoku standardu.

Metabolit V [ul] /10 ml ¢ [mg/1]
MUA 3390 80
THBM 3981 80
DMX 680 80
THEO 690 80
CAFF 679 80

Uprava vzorku moci pro identifikaci analytii

Pro identifikaci metaboliti kofeinu (MUA, THBM, DMX a THEO) i kofeinu
samotného v moci byly analyzovany vzorky moci v ¢ase 0 hod, tedy vzorek tésné€ pred pozitim
kofeinového népoje, a dale vzorky 2,5-3 hod, 4 hod a 8 hod po poziti kofeinového népoje.
Vzorky moci (VZmoc) byly odstied’ovany rychlosti 10 000 otacek/min po dobu 10 min. Poté
byl z odstfed’ovacich zkumavek odpipetovan supernatant a dale natedén deionizovanou vodou
do vialek uréenych k HPLC analyze, ptipadné obohacen o smésny roztok standardu (STDmix).

Postup pfipravy je uveden v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Ptiprava vzorki moci k HPLC analyze.

SloZeni vzorku k analyze |V (VZmoc¢) [ul] | V (STD) [ul] | V (H20) [ul] | Celkovy objem [pl]
Roztok STDwmix ve vodé 0 200 800
Moc¢ 0 hod 800 0 200
Mo¢ 0 hod + roztok STDmix 800 200 0 1000
Moc 2,5 hod 800 0 200
Moc 2,5 hod + roztok STDwmix 800 200 0

Priprava neobohacenych a obohacenych vzorkii kofeinovych napojii

Pro validaci metody pro stanoveni kofeinu byly pro vSech 16 typd analyzovanych
napoju, které jsou uvedeny v Tabulce 6 v nasledujici podkapitole, pfichystany dvé sady
roztokl ve tfech opakovanich. Neobohacené vzorky (unspiked) byly ptfipraveny smichanim
980 pul jiz natedéného napoje (VZcarr) a 20 ul rozpoustédla (H>O). Obohacené vzorky
(spiked) byly pfipraveny smichanim 980 pl VZcarr a 20 pul STDcarr o koncentraci 250 mg/1.

Priprava kofeinovych vzorku pro analyzu HPLC

Uprava kofeinovych népojii se lisila dle jejich druhu. V ptipadé napoji
v PET lahvi/plechovce se dany napoj nejprve natedil a poté odstedil. Konkrétni fedéni je
uvedeno v Tabulce 6. Redéni bylo zam&mé riizné, aby si zaci procviéili piipravu roztoku a
jednotliva zadani se vzajemné lisila. Ziskany supernatant byl pak pouzit pro HPLC analyzu.
Ostatni napoje, tzv. ptfipravované napoje (instantni kavy, ¢aje apod.), bylo potfeba nejdiive
navazit. Vzdy bylo snahou navazovat mnozstvi podobné pouzivanému mnozstvi pii b&ézné
konzumaci (zpravidla dvé kavové 1zicky ¢i obsah ¢ajového sacku apod.). Navazené mnozstvi
bylo nasledné zalito 200 ml horké vody po rysku v 250ml kadince. Roztok byl promichén
sklenénou ty€inkou a ptrekryt Petriho miskou. Pokud se jednalo o néktery typ rozpustné kavy,
roztok byl ihned chlazen v ledu, pokud §lo o mletou kavu ¢i €aj, ponechal se napoj po zaliti
3 min vylouhovat. Poté byl roztok ptecedén pres plastové sitko a az poté byl ochlazen. Po
ochlazeni na pfiblizn¢ laboratorni teplotu byly jednotlivé roztoky nafedény dle Tabulky 6.
Redéni vzorki se liilo pro dil¢i ulohy z diivodil zajisténi variability v zadani pro Zzaky.
Jednotlivé vzorky kofeinovych napoji byly néasledné odstiedény pii 10 000 otackach/min po
dobu 5 min. Poté byl ze vzorkii odebran supernatant, ktery byl pouzit k analyze. Zaci se pii

workshopu fidili karti¢kami, jejichZ podoba je uvedena v Ptiloze E.
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Tabulka 6: Ptiprava kofeinovych napoji k HPLC analyze.

Nizev napoje Redéni Objem roztoku [ml]
Nescafé (-) 10x 25
Jihlavanka (-) 10x 25
Nescafé (+) 150x 250
Jihlavanka (+) 10x 100
Jacobs 3vl 150x 25
Mokaté 150x 50
Cerny AHMAD 70x 25
Cerny PIGI 30x 5
Zeleny ¢aj BIO 30x 10
Ledovy ¢aj — Cerny 10x 10
Ledovy ¢aj — zeleny 10x 5
Coca-cola 10x 25
Pepsi 10x 50
Kofola 10x 5
RedBull 50x 100
Big Shock 100x 100

Priprava extraktii kavy pro méreni pH a HPLC analyzu

Byly pfipravovany dva typy extrakti kavy — extrakt ziskany z ASE a extrakt ziskany
klasickou filtraci ptes hladky filtr. Pro ob¢ extrakce byl pouzit stejny typ mleté kavy.

Se zadmérem piipodobnit pfipravu domacim podminkam byly na analytickych vahach
navazeny dvé kavové 1zicky vzorku mleté kavy. V piipadé¢ ASE extrakce bylo toto mnoZzstvi
presypéano do kovové cely s filtrem uréenym pro extrakci vodnou mobilni fazi. Poté byla kava
pomoci tlou¢ku upéchovana a objem cely doplnén sklenénymi kuli¢kami pfiblizné 0,5 cm pod
okraj cely. Takto ptfipraveny vzorek byl pouzit k extrakci a k zisku Ctyt frakci. V ptipadé
klasicke filtrace bylo navazené mnozstvi kdvy vsypano do filtraéni nalevky s hladkym filtrem
a Ctyrikrat zalivan horkou vodou (ptiblizné 100 °C). Pti prvnim zaliti bylo pouzito nepatrné
vétsi mnozstvi vody, dalsi tii zaliti uz byla provadéna stejnym mnozstvi vody. Pro odméteni
potfebného objemu vody byla pro ucely workshopu vytvotena specialni odmérka. Po kazdém
zaliti byl odebiran filtrat. Celkem byly tedy ziskany opét Ctyfi filtraty, respektive frakce o
pfiblizné stejném objemu. VSechny ziskané frakce byly v pribe¢hu workshopu pred méfenim
pH opét zchlazeny na laboratorni teplotu, obdobné jako roztoky pro ptipravu vzorki k HPLC
analyze v predchdzejici kapitole. Takto pfipravené frakce byly rovnéz v piipravné fazi
workshopu analyzovany pomoci HPLC. S vysledky analyzy byly v pribéhu workshopu Zaci

seznameni pomoci prezentace, kterd je uvedena v Ptiloze H.
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Roztoky neznamych kyselin

Pro ptipravu ulohy rozliSeni roztokii kyselin byly pfipraveny tfi roztoky kyselin
(kyseliny mravenct, kyseliny octové a kyseliny sirové). Kazda z téchto kyselin byla pfipravena
v koncentraci 1 obj. %. Do kazdé odmérné baiiky s deionizovanou vodou byl pfipipetovan

1 ml dané kyseliny a poté byl objem doplnén vodou po rysku.
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4 LABORATORNI CAST PRIPRAVY NA WORKSHOP

4.1 Optimalizace metody pro stanoveni kofeinu a jeho metaboliti ve vzorku moci a

metody pro stanoveni kofeinu v riznych napojich

Vyvojem HPLC metody pro stanoveni kofeinu a jeho metabolith — THBM, DMX,
THEO a MUA jsem se zabyvala ve své bakalafské praci (BP) [1]. Metoda vychazela
z literatury zpracované v resersni ¢asti mé BP [10,40—42]. V pribéhu diplomové prace (DP)
byla validovand metoda z BP optimalizovana na novou kolonu (Chromservis, ARION®
Plus C18). Jednak byla zavedena metoda pro analyzu kofeinu a jeho metabolitii na nové
kolong, déle také metoda pro rychlou analyzu obsahu kofeinu v rGznych matricich
kofeinovych napoji. Pivodni metoda z BP byla modifikovana jednak z divodu zmény
kolony, ale i za ti€elem zkraceni doby analyzy pro vzorky, kde byl analyzovan pouze obsah
kofeinu.

Uprava metody pro stanoveni metabolitd kofeinu v moéi zahrnovala optimalizaci
podminek separace pii pouziti kolony se stejnymi rozméry a se shodnou stacionarni fazi jako
byla pivodni kolona pouzitd v BP. Nova kolona se liSila jejim vyrobcem. Nové
optimalizovand metoda pro analyzu kofeinu a jeho metabolitl byla nasledné pouzita nejen pro
ucely workshopu, ale i do databaze analytickych metod vyrobce chromatografické kolony
[43]. V pribéhu optimalizace metody bylo nutné upravit sloZzeni mobilni faze a teplotu
kolonového prostoru. Objem néstfiku byl optimalizovan za ti€elem zvySeni meze detekce pro
jednotlivé metabolity kofeinu ve vzorku moci. Analyza probihala dle gradientu, ktery téméf
odpovidal metod¢ pouzité v BP. Pouze doslo ke zvySeni podilu MFB z 15 % na 25 %.
Zvysenim doslo k zrychleni celé analyzy. Parametry pivodni i optimalizované analytické

metody a konkrétni prib¢eh eluce jsou uvedeny v Tabulce 7 a v Tabulce 8.
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Tabulka 7: Porovnani parametri chromatografické separace v BP a DP (analyza metaboliti

ve vzorcich moci).

BP
Chromatograficka kolona KinetexEvo C18; délka 150 x 3 mm; 5 um
o MFA voda + 1 obj.% kyselina octova
Mobilni faze MEB nothanol
Teplota [°C] 30
Objem nastriku vzorku [pl] 10
Pritok MF [ml/min] 1
Délka analyzy [min] 11
DP

Chromatograficka kolona

ARION® Plus C18; 150 x 3 mm, 5 pm

o MFA voda + 1 obj.% kyselina octova
Mobilni faze MEB Ii1e thazol
Teplota [°C] 35
Objem nastriku vzorku [pl] 65
Pritok MF [ml/min] 1
Délka analyzy [min] 11
Tabulka 8: Srovnani gradientové eluce v BP a DP.
BP DP
Cas Priitok MF Podil MFB | Cas Priitok MF Podil MFB
[min] [ml/min] [%] [min] [ml/min] [%]
0 6 0 6
3 15 3 25
55 1 15 5,5 1 25
11 6 11 6
11 6 11 6
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Na Obrazku 4 jsou spolecné chromatogramy analyzy smésného roztoku standardi
(STDnmix) a realného vzorku moci po poziti kofeinového napoje. Pfi¢emz analyza STDmix je

v chromatogramu ¢ervenou barvou a analyza realného vzorku je pak ¢ernou barvou.
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Obrazek 4: Chromatogramy analyzy smésného standardu (STDmix) - Cervena a analyzy

realného vzorku moc¢i — ¢erna.

Dal8im krokem byla optimalizace analytické metody na podminky umoziujici rychlou
analyzu obsahu kofeinu v ndpojich. Bylo dulezit¢ zavést takovou metodu, kterd bude
aplikovatelna na rtizné matrice a zaroven bude dostatecné rychla pro ucely workshopu zaki.
Optimalizace chromatografickych podminek této metody je pfedmétem maturitni prace
z4kyné Gymnazia J.V. Jirsika Katefiny Cerné. Parametry optimalizované analytické metody
pro stanoveni kofeinu jsou shrnuty v Tabulce 9. Nasledn¢ byla tato metoda validovana za

ucelem vyuziti nové optimalizované metody pro kvantitativni analyzu kofeinu v rtznych

napojich.
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Tabulka 9: Parametry chromatografické separace pro stanoveni kofeinu v napojich.

Chromatograficka kolona

ARION® Plus C18; 150 x 3,0 mm, 5 um

Mobilni fize MFA 78 % voda + 1 obj. % kyseliny octové
MFB 22 % methanol
Pritok MF [ml/min] 1
Teplota [°C] 35
Objem nastriku vzorku [ul] 5

Délka analyzy [min]

Na Obrazku 5 je chromatogram analyzy vzorku rozpustné kavy Nescafé (+). Reten¢ni

Cas kofeinu pii analyze za podminek uvedenych v Tabulce 9 byl 3,0 min. Délka analyzy byla

4 min, coz bylo pro tcel analyz relativné velkého mnozstvi vzorkd v kratkém case idedlni.
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Obrazek 5: Chromatogram analyzy vzorku kdvy Nescafé (+) — 15x nafedéno.
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4.2 Validace metody pro stanoveni kofeinu v ndpojich

Po optimalizaci metody byla provedena zékladni validace analytické metody.
Pouzitymi validacnimi parametry byly: linearita, spravnost a pfesnost, mez detekce a mez

stanovitelnosti.

Linearita

V pribéhu hodnoceni linearity bylo potfeba nalézt vhodny koncentra¢ni rozsah metody
a prokazat pfimou uméru mezi koncentraci kofeinu ve vzorku a odezvou detektoru. Hodnoceni
linearity bylo provedeno dle kritérii piijatelnosti: korelaéni koeficient R > 0,9900 a
QC koeficient < 5,00 % [44]. Pro nalezeni koncentra¢niho rozsahu metody bylo pouZzito
celkem devét koncentracnich Grovni, pfi¢emz kazda koncentra¢ni troven byla proméfena ve
tiech na sobé nezavislych opakovanich. Pii hodnoceni linearity metody analyt kofein spliioval

veskerd kritéria pfijatelnosti v koncentraénim rozsahu 0,5-100 mg/1 (Tabulka 10).

Tabulka 10: Validaéni parametry — linearita.

Parametr Kritérium prijatelnosti Hodnota parametru
Smérnice [mg/1] - 0,1688
Intercept [1] - -0,01929
Korelacni koeficient [1] >0,9900 1,000
QC koeficient [%] <5,00 1,30

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Dal8imi z hodnocenych parametrii 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 vyhodnocovana na zdklad¢ analyz roztoku STD o koncentraci 0,10 mg/l. LOQ pak
byla vyhodnocovéna z vysledkl analyz roztoku STD o koncentraci 0,50 mg/l. LOD bylo
stanoveno na 0,10 mg/l, LOQ pak na 0,30 mg/I.

Spravnost a presnost

Jednim z cili workshopu bylo zjistit obsah kofeinu v riiznych napojich. Bylo tedy
potfeba pripravit takovou analytickou metodu, s jejimz vyuzitim lze stanovit koncentraci
kofeinu pfesné a spravné v riiznych matricich. Celkem bylo pro workshop pfipraveno Sestnact
riznych kofeinovych néapoji, véetné vzorkd s mlékem, které mohly byt potencialné
problémové v prib¢hu analyzy. Pro vSechny vzorky bylo nejprve nalezeno optimalni fedéni a

nasledné ovéteno, Ze analyza splituje podminky pfesnosti a spravnosti.
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Spravnost metody, vyjadfovana jako vytéznost, je definovana jako tésnost mezi
experimentalné zjisténou hodnotou koncentrace analytu a referencni hodnotou. Pfesnost je pak
vyjadfovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky analyz referen¢niho
vzorku [45]. K ovéfeni spravnosti byly analyzované dvé sady vzork — neobohacené vzorky
(VZ + H20) a obohacené referen¢ni vzorky — vzorek + standard (VZ + STDcarr), kazdé sada
byla provadéna ve tfech opakovanich (viz 3.4 — Ptiprava neobohacenych a obohacenych
vzorkit).

Porovnani experimentalné ziskanych hodnot pro spravnost a piesnost s kritérii
ptijatelnosti vychazejicimi z doporu¢eni AOAC [46] je uvedeno v Tabulce 11, zdrojova data
v Ptiloze A. Pozadovana kritéria spravnosti t€sn¢ nespliovaly tfi vzorky, konkrétné jeden
z analyzovanych vzorkli s mlékem — Jacobs 3v1, jedna z analyz vzorku RedBull a Coca-coly.
Primér tfech opakovani méfeni téchto vzorkt jiz ale podminky splioval, coZ je pro vyuziti
metody pro ucely zédkovského workshopu povazovano za dostacujici. Ostatni vzorky jiz
spliiovaly pozadovana kritéria pro vSechna méfeni a primérnd spravnost tfech opakovani byla
v rozmezi 81-98 %. Presnost zadného z neobohacenych ani obohacenych vzorkl neptekrocila
7,3 %, tato hodnota byla vypoctena pro vzorek ¢aje AHMAD, respektive vzorek kavy
Jacobs 3v1. Pro ostatni analyzované vzorky byla hodnota ptesnosti nizsi. Lze konstatovat, Ze
jak pro pfesnost, tak pro spravnost byla kritéria pfijatelnosti dle doporuc¢eni AOAC splnéna.

Tabulka 11: Valida¢ni parametry — spravnost Re a pfesnost RSD.

Spravnost Re [%]

Koncentra¢ni uroven | Kritérium pfijatelnosti Rozsah primérmné Re [%]
1 0.5 80- 1 10 L
10 80-110 81-98

Presnost RSD [%]

Koncentra¢ni uroven | Kritérium pfijatelnnosti | Neobohaceny (rozsah) | Obohaceny (rozsah)

105 <73 0,43-0,79 0,5-0,73

10 <11 1,0-7,5 1,3-7,3

4.3 Stanoveni kofeinu ve vzorcich ¢aje — SOC prace

Soucasti ptiprav na workshop bylo i vedeni prace studentky Gymnazia J.V. Jirsika
Katefiny Cerné, ktera pracovala na optimalizaci metody stanoveni kofeinu. Mym tikolem bylo
Katefinu v laboratofi vést, planovat jeji praci a nésledn¢ ji pomoci s psanim jeji prace.
Optimalizovanou analytickou metodu Katefina vyuzivala pii analyze vzorki caje.
Analyzovala obsah kofeinu v sedmi vzorcich caje, véetné méné obvyklého bilého caje ¢i

zeleného Caje matcha. Také se zabyvala kinetikou uvoliiovani kofeinu v priitbéhu louhovani
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Caje. Odebirala vzorky ¢aje v pribéhu extrakce po 20, 40, 60, 180, 900 a 3600 sekundéch.

V soucasné dobé€ se prace zpracovava.

4.4 Kvalitativni analyza kofeinu a jeho metabolitti v moci

Pro kvalitativni analyzu kofeinu a jeho metaboliti ve vzorcich moci byly pouzity
chromatogramy HPLC analyz vzorkli moc¢i ve spojeni s vyhodnocenim snimanych
absorp¢nich spekter. Pomoci metody absorpéni spektrofotometrie 1ze ur€it, které vinové délky
a jakou mirou vzorek pohlcuje. Spojeni metody retencnich Casti a absorpéni spektroskopie je
pomérné spolehlivou cestou k identifikaci analytt ve vzorku. V této préci je pouzivan detektor
s diodovym polem UV-VIS, ktery umozinuje snimat celé¢ absorpcni spektrum v redlném case
v pribéhu celé chromatografické analyzy. V prubéhu analyz vzorkii moci byla porovnavana
vzdy absorpéni spektra ziskana analyzou roztoku standardd (MUA, THBM, DMX, THEO a
CAFF) a vzorku moci v case 0; 2,5; 4 a 8 hod.

Pti ptiprave roztoku standardu MUA dochézi ¢asto k ¢aste¢nému rozkladu, jako mozné
vysvétleni se nabizi pfeméné pivodni latky v jiny izomer. Vznik izomeru lze usuzovat dle
znalosti metabolismu kofeinu. V chromatogramu analyzy roztoku standardu lze nasledné
pozorovat dva koelujici piky (reten¢ni ¢asy 2,2, resp. 2,4 min). Rovnéz analyza vzorku moci
prokézala pfitomnost téchto dvou piki. Pfi porovnani absorp¢nich spekter ziskanych analyzou
roztoku standardii pro piky analyti s retenénimi Casy tr = 2,2 min a tr = 2,4 min jsou
sledovéna témét totoznd absorpcni maxima, konkrétné 230 a 286 nm a u druhého piku,
produktu pfemény ptivodni latky MUA jsou maxima s vlnovou délkou 229 a 286 nm. Pomér
intenzit absorp¢nich maxim je identicky. Absorpéni spektrum vzorku moci pied pozitim
zdroje kofeinu v daném reten¢nim case vykazuje absorpéni maxima v odlisnych vinovych
délkach, konkrétné 222 a 276 nm, respektive 222 a 282 nm. Ve vzorcich moci 2,5 hod, 4 hod
a 8 hod od poziti zdroje kofeinu, je v chromatogramu méfeném pii vinové délce 270 nm
detekovan Siroky pik s retencnim Casem tr = 2,4 min, jehoZ intenzita s pfibyvajicim casem
roste. Pii podrobné analyze absorpénich spekter lze fict, Ze shodné absorpéni spektrum
s absorpénim spektrem standardu MUA bylo ziskdno pouze pro vzorek moci odebrany po
8 hod od poziti zdroje kofeinu. Pomér intenzit i vinova délka maxim jsou identické, konkrétné
230 a 286 nm. U vzorkli moci 2,5 hod a 4 hod obsahuje absorpéni spektrum maxima pfi
vinovych délkach 222 a 276 nm, respektive 223 a 281 nm, obdobné jako u vzorku 0 hod.
Ptipadna detekce MUA pouze ve vzorku moci odebraném az po 8 hod od poziti zdroje kofeinu

pravdépodobné souvisi s faktem, ze MUA je produkt postupné metabolické premény
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trimethylxanthinu na dimethylxantinu, dale na methylxantin a nasledné¢ na methylmocovou
kyselinu (MUA) [10].

Porovnanim absorp¢nich spekter pro metabolit THBM (tr = 3,3 min) pro analyzy
vzorku roztoku standardu moci v Case 0, 2,5 a 8 hod a stejnych vzorkli mo¢i obohacenych
standardem je vidét, Ze intenzita metabolitu THBM ve vzorcich moci s ¢asem roste. Rovnéz
vzhledem k absorpénim spektrim, kde nedochédzi ke zméné poméru intenzit absorpcnich
maxim a rovnéz nedochdzi k vyznamnym zménam vinovych délek téchto maxim, lze fict, Ze
koncentrace THBM v analyzovanych vzorcich moci s ¢asem roste a neptedpoklada se koeluce
s jinym analytem ve vzorku moc¢i. THBM byl detekovan i ve vzorku moci v ¢ase 0 hod, tedy
pted pozitim zdroje kofeinu. Na zdkladé¢ namétenych dat lze usuzovat, ze THBM ve vzorku
moc¢i nemusi mit ptivod pouze v metabolismu kofeinu prave pozitého napoje. U vzorku 0 hod
bez ptidani STD byla vinova délka absorpcnich maxim 220 a 274 nm, pii pfidani STD pak
223 a 274 nm. Ve vzorku 2,5 hod bez ptidani STD byly vinové délky 224 a 274 nm. Stejné
hodnoty byly ziskany pro ostatni analyzované vzorky. Lze tedy ptfedpokladat, ze piky
v chromatogramu v daném reten¢nim ¢ase opravdu pfislusi THBM.

Na zaklad¢ analyzy vzorku roztoku standardu DMX byl ziskan reten¢ni ¢as tohoto
analytu (tr = 4,0 min) a informace o vlnovych délkach absorpénich maxim (226 a 271 nm).
Absorpéni spektrum v (tr = 4,0 min) vzorku moci v ¢ase 0 hod ma absorpéni maxima pii
vinovych délkach 223 a 275 nm. V chromatogramech ziskanych analyzou vzorkd moci po
poziti kofeinu sledujeme jak vinové délky maxim standardu DMX, tak analytu detekovaného
ve vzorku moci pfed pozitim kofeinu. Pfedpoklad, Ze dochézi ke koeluci vice sloucenin,
potvrzuje i analyza spekter vzorki s pfidanym standardem. Metabolit THEO nebyl ve vzorcich
moci detekovan.

Analyza spekter v retenénim Case odpovidajicim analytu CAFF (tr = 5,2 min)
naznacuje koeluci analytd. Naptiklad pro vzorek moci v €ase 2,5 hod bylo ziskdno spektrum
s maximy 220 a 268 nm a po piidavku standardu 220 a 274 nm, soucasné¢ doslo ke zméné
vzéjemného poméru intenzit jednotlivych maxim. Obdobné vysledky byly ziskany i pro
ostatni analyzované vzorky pfi porovnani spekter ziskanych pro analyzu moci bez a
s pfidanym standardem.

Presnéjsi informace ohledné piitomnosti konkrétnich metaboliti a piipadné koeluci
s jinymi latkami by mohla pfinést ndsledna analyza pomoci LC/MS. Timto tématem se ve své

bakalarské praci zabyvala studentka Katetina Tesatikova [46].
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5 VLASTNI PRIPRAVA WORKSHOPU

Konani workshopu pifedchazela pecliva piiprava. V BP byla zpracovéana literarni
reSerSe o kofeinu s dirazem na jeho metabolismus v lidském organismu. Také byla
v bakalafské praci vyvinuta metoda pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitl v redlnych
vzorcich moci. Na zékladé téchto poznatkil byly pfipraveny textové materidly potfebné pro
workshop — zadani, pracovni listy a ¢lanky na webovych strankach. V tomto bod¢ ptipravy jiz
bylo potieba peclivé rozpldnovat program, brat v ivahu casovou naroc¢nost dil¢ich uloh, dbat
na komplexnost, vyvazenost a srozumitelnost zadavanych tkoli. K ovéfeni, zda jsou texty a
ukoly dobfe zpracované, srozumiteln¢ popsané a vhodné pro vybranou cilovou skupinu, byl
osloven zak SS, ktery v laboratofi analytické chemie vykonaval svou povinnou praxi.

Ptiblizné tyden pted vlastnim workshopem probéhla teoreticka pfednédska na stiedni

Skole, béhem niz byli zaci seznameni se zakladnimi informacemi o kofeinu a také s principem
kapalinové chromatografie. Tésné pfed workshopem probéhlo i Skoleni asistentli
(student?l P¥F JCU), kteif pomahali Giastnikiim v laboratofi v prib&hu programu workshopu.
Na zaky a jejich pedagogicky doprovod v den workshopu ¢ekal ptiblizn¢ 5-6hodinovy
program, ktery kromé prace v laboratofi obsahoval i ivodni instruktdz véetné¢ opakovani
bezpecnosti prace v laboratofi a shrnujici minikonference vysledkii v zavéru programu. Tésné
pted odchodem byli pfitomni Zéci i pedagog pozadani o vyplnéni zpétné vazby do dotaznikd.
Po prob¢hnuti prvnich dvou workshopt byla zpétné vazba vyhodnocena a vyuzita ke zlepSeni

programu pii dal$im turnusu. Bodové je cely proces piipravy shrnut na Obrazku 6 nize.
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Literarni reSerSe, piiprava v laboratofi

l

Textové materidly
web + pracovni listy a zadani

l

Praxe SS Zéka

|

Teoreticka prednaska na SS

|

Skoleni asistentti

l

Samotny den workshopu

l

Reflexe zpétné vazby

Obrazek 6: Pritbéh ptipravy workshopu.
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5.1 Ptiprava textovych materialti

Textové materidly tvofily jednak zadani uloh, kterd obsahovala kratké teoretické tivody
k jednotlivym tloham, tak postupy prace pro dil¢i ilohy. Déle byly vytvofeny pracovni listy,
kam si zaci zaznamenavali pribéh jejich prace, potiebné vypocty a vypracovavali dopliujici
cvieni vztahujicich se k tématim. Textové materidly byly tvofeny se zamérem piiblizit
zaktm teoreticky zdklad k tlohdm. V teoretickém tivodu byl nejvétsi diraz kladen na princip
kapalinové chromatografie, priitbéh méteni a nasledné vyhodnoceni naméfenych dat. Pro
vétsinu zakt SS je obvykle kapalinova chromatografie zcela nové téma. Zaci méli také
k dispozici rozsitené verze teoretickych uvodl na webovych strankach Prirodovéda.cz, které

byly pro tento ucel vytvofeny. Vzhled webovych stranek je uveden na Obrazku 7.

Jihoteska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Plirodovédecka fakulta
Centrum pro piirodovédné vzdélavani

Uvod Studium ucCitelstvi proSS  Pro skolya CZV  Nabidka SOC  Didakticke materialy Vyzkum arozhovory O nas

3kicke materialy > Chemie > Kofeln - worksnop pro studenty 55

Kofein - workshop pro studenty SS

Program pro studenty strednich skol na téma kofein - analyza obsanu kofeinu v napojich a metabolitd kofeinu v moci, meren! pH, extrakce kofeinu
Obecné informace o Vliv kofeinu na lidsky Biotransformace Kapalinova
kofeinu organismus kofeinu chromatografie
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Obrazek 7: Vzhled webové stranky Prirodoveda.cz.
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Materidly na webovych strankach jsou rozsifenou verzi textl, které jsou uvedeny v tivodu
zadani uloh. Texty o HPLC a kofeinu byly tvofeny na zaklad€ reSerSe v mé bakalaiské
praci [1], texty o pH zejména ze stfedoskolskych ucebnic [48,49] a texty o ASE byly tvofeny
z aplikacnich listl a z webovych stranek vyrobce [50,51]. Veskeré laboratorni tkoly vychazi
z vysledkl experimentl popsanych a diskutovanych v piedchézejici ¢asti textu (Kapitola 4).
Zadani jednotlivych tloh workshopu spolu s pracovnimi listy jsou uvedeny jako Ptilohy B a
C diplomové prace. Vyklad teoretickych zakladii prob&hl v priibéhu piednasky na SS
(Kapitola 5.4), jejiz podoba je uvedena v Ptiloze G.

5.2 Praxe SS Zaka

Prvni verze zadani a pracovnich list(i byla pfedlozena zakovi 3. roéniku SOS chemického
zaméfeni, ktery na PfF v laboratofi analytické chemie absolvoval svou povinnou praxi. Jeho
ukolem bylo provést ulohy dle piedlozené verze zadéani a v pribéhu prace vyplnit pracovni
listy. Jeho podnéty a pfipominky nésledné poslouzily pii Gpravé materidli. Zejména Slo o
blizsi vysvétleni nékterych pojmil. Na zakladé jeho podnéti byly do prezentace pro zaky SS
pfed workshopem (Pfiloha G) pfidany fotografie vybranych laboratornich pomticek jako

napiiklad: odstfed’ovaci zkumavka, vialka a krimpovaci kleste.

5.3 Teoreticka prednaska na SS

Ptiblizné tyden pied planovanym dnem workshopu se konala teoreticka prednaska na
konkrétnim gymnaziu. PrfednaSka byla vénovana teoretickému zdkladu kapalinové
chromatografie, dale kofeinu a jeho metabolismu v lidském organismu. Posledni cast
pfednasky byla zamétena na organizaci workshopu véetné vybrani dvojice, ktera nasledné na
workshopu analyzovala vzorek moci. Vybranému zikovi byly na piednasce pifedany
zkumavky na odbér vzorkl. Pfednaska obsahovala ¢asto i neformalni ¢asti, které pomohly k
navazani bliz§iho vztahu s Zaky. Béhem pifednéasky byly pokladany zadkim otazky, které se
tykaly konzumace kofeinu, ptsobeni této latky na lidsky organismus a zdroje kofeinu. Na
konci byl ponechdn prostor pro dotazy zaki. Vyuzita byla i vyfazena chromatograficka
kolona, kterou si méli Zaci moznost prohlédnout. Zaci byli rovnéz sezniameni s webovymi

strankami Prirodovéda.cz. Pouzita prezentace je v Pfiloze G diplomové prace.
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5.4 Skoleni asistenttl

Vzhledem k pomérné velké naro€nosti a ruiznorodosti tkoli béhem workshopu bylo
potieba zapojit asistenty. Zamérné byli osloveni studentky a studenti ucitelstvi, ktefi si touto
formu méli moznost vyzkouset praci se stfedoskolskymi zaky v laboratofi.

Asistenti byli pred vlastnim workshopem progkoleni. Skoleni probihalo piimo v mist&
konani workshopu — laboratof analytické chemie. K dispozici bylo i autorské feSeni
pracovnich listd. Pfi kazdém Skoleni byl vybran jeden z asistentil, ktery byl primarn¢ urcéen
pro dvojici analyzujici vzorek moci. Zarovei byli asistenti seznameni se zakladnimi principy

fungovani kapalinové chromatografie.

5.5 Samotny den workshopu

Workshopy probihaly ve dvou turnusech vzdy podle gymndzii, pro které byly
organizovany. Prvni turnus byl pro ziky z Gymnazia Ceské Budgjovice, Jirovcova 8
v terminech 19. a 20. dubna 2022. Druhy byl pro Gymnéazium J. V. Jirsika (GJVJ), ktery se
konal 24. a 26. kvétna. 2022. Délka programu workshopu byla cca 5-6 hod, zaviselo na

casovych moznostech danych zaka a pedagogt. Program workshopu je uveden na Obrazku 8.

PROGRAM WORKSHOPU
8:00 — 12: 00 Prace v laboratofi
o Stanoveni kofeinu a jeho metabolitii ve vzorku mo¢i — kvalitativni hodnoceni
o Stanoveni kofeinu v napojich — kvantitativni hodnoceni

o Meéfeni pH napoju

12:15 — 13:15 minikonference (vyhodnoceni vysledkii)

Obrazek 8: Program workshopu.

Pred zacatkem samotného programu workshopu byli Zaci sezndmeni s bezpecnosti
prace v laboratofi a s body programu. V laboratofi byl zopakovan princip kapalinové
chromatografie. V§e bylo ukdzéno pfimo na pfistroji a pfistrojovém pocitaci. Rovnéz byli Zaci
seznameni s fungovanim ASE, jehoz popis byl navic doplnén o video v anglickém jazyce —

ukazka nize (Obrazek 9). Byla provedena i instruktdz prace s automatickou pipetou a
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analytickymi vahami. Krom¢ instruktdze prace s laboratornim vybavenim byl s zaky

zopakovan i postup piipravy odmérného roztoku.
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Obrazek 9: Snimek obrazovky videa o principu ASE. Video dostupné na [51-52].

Po teoretickém tvodu se jiZ preslo k praci. Zaci byli rozdéleni do dvojic a bylo jim
pfidéleno pracovni misto. Celkem bylo v laboratofi pfipraveno sedm pracovnich mist. Kazdou
dvojici (kromé dvojice analyzujici moc€) byla vylosovana i karti¢ka (Ptiloha E), na které byly
uvedeny druhy néapojt, které méli za kol analyzovat. Vzhled takového mista je uveden na
obrazcich nize (Obrazek 10 a Obrazek 11). Na pracovnim misté bylo vSe pottebné pro ptipravu
vzorkii k HPLC analyze i pro métfeni pH. Pracovni mista zaktli byla vybavena aparaturou pro
filtraci, roztoky pro kalibraci pH metru, sklenénou elektrodou a pH metrem, byly pfipraveny
pipety, kadinky o objemu 250 ml a vysoké nadoby s vi¢kem vyuzivané k méfeni pH. Zaci méli
k dispozici sklenénou tycinku, slanky, ntizky a popisovace. Dale méli ptipravené roztoky
neznamych kyselin, udrzovaci roztok ke sklenéné elektrode€, vzorky ovocného napoje a dzusu.
Byly k dispozici i tfi nddoby na odpad: plastovy odpad, odpad bunicina a na odpad po oplachu
elektrody.
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Obrazek 11: Detail roztokii na pracovnim stole.
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Cilem nebylo stihnout vSe, spise si vyzkouset zejména to, co zaky zajima a osvojit si
potebnou laboratorni praxi. Ve chvilich, kdy naptiklad museli Zaci ¢ekat na vychladnuti
pfipravovanych néapoji, byl prostor pro vypracovani uloh v pracovnim listu, které se
vztahovaly k provadénym experimentiim — chemické nazvoslovi, pocetni tilohy.

Po skonceni laboratorni ¢asti byl program piesunut zpét do poslucharny, kde byl
prostor pro obcerstveni a vyplnéni zpétné¢ vazby. Po pauze nasledovala minikonference
s vyhodnocenim provadénych experimentti. Minikonference byla planovana v délce asi 1 hod.

Vprvni ¢asti  minikonference bylo uUkolem zakii  vyhodnotit  vysledky

chromatografickych analyz kofeinovych napoji s vyuzitim vzdaleného pfistupu
k ptistrojovému pocitaci v laboratofi a nasledné dle ziskanych hodnot pokracovat ve
vypoétech uvedenych v pracovnim listu (P¥iloha B-C). Ukolem dvojice pracujici na analyze
biologickych vzorki bylo vénovat se identifikaci pikti analyti v ziskanych chromatogramech.
Dalsi ¢ast minikonference byla vénovana prezentaci vysledki. Prvni vzdy prezentovala
dvojice analyzujici vzorky moéi. Zaci v kratkosti popsali priibéh jejich prace a pomoci
chromatogramu uvedli rozdily v analyzach vzorku moci pied a po vypiti kofeinového napoje.
Zaky byl i objasnén diivod pridavani roztoku standardii do realnych vzorki. Dale probihala
prezentace a vzajemné porovnani vysledkil analyz kofeinovych népojl. Vysledky byly psany
do excelové tabulky, ktera byla promitdna na platno, aby bylo mozné porovnavat obsah
kofeinu v riznych napojich a mnozstvi konkrétniho kofeinového napoje, které lze za den
vypit, aniz by byla pfekro¢ena denni doporucena davka. Soucasné byla na tabuli vytvoiena

Skala pH, kam zaci zaznamendavali namétené hodnoty pH napoju.
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6 HODNOCENI WORKSHOPU
6.1 Pedagogové

Po kazdém dni workshopu byl pfitomny stiedoskolsky pedagog pozadan o vyplnéni
dotazniku, ktery slouzil jako zpétna vazba. Konkrétni zpétnovazebni dotaznik je uveden
v Ptiloze F. Na spolupraci byli osloveni vzdy pedagogové, kteti chemii, konkrétné seminaf
z chemie, vyucuji. Otazky se tykaly zejména organizace workshopu, ¢asovému rozlozeni uloh,
naroc¢nosti uloh nebo také vhodnosti zatfazeni podobnych programi do vyuky na gymnaziich.

vvvvvv

udélat zmény do turnusu druhého. Shrnuti zpétné vazby pedagogii je uvedeno v Tabulce 12.

Tabulka 12: Zpétna vazba — pedagogové.

Zpétna vazba — pedagogové

prakticka vyuka modernich analytickych metod

pestrost programu

propojeni s kazdodennim Zivota

prace piimo na VS

pozitiva vhodné pro zaky 3. ro¢niku chemického seminaie
pfitomnost asistentli
teoretické prednaska pied workshopem
web Prirodovéda.cz
. dlouhy teoreticky uvod v laboratofi — instruktaz prace s centrifugou
negativa

anglické video o ASE

Hodnoceni pedagogt bylo vesmés kladné. Pti prvnim turnusu byla zminéna zbytecné
dlouha instruktdz. Do druhého turnusu byla tedy vynechéana instruktdz prace s centrifugou a
vysvétleni fungovani ASE, bylo dle zpétné vazby pedagogii kvilli cizimu jazyku spiSe
nevhodné. Video bylo animované s anglickymi titulky, zaroven bylo po skonceni jesté
shrnuto. Jelikoz se negativni reakce na anglictinu ve videu neobjevila v zadné ze zpétnych

vazeb zakl, bylo rozhodnuto, Ze bude v programu workshopu ponechéno.

6.2 Zaci
Na workshop byli pozvani Zéci 3. ro¢niku Ctyfletého gymnazia a odpovidajiciho ro¢niku
vicelettho gymnézia, ktefi navstévovali chemicky seminaf. Workshop probéhl celkem

ctytikrat. Dohromady pfislo vice nez ¢tyfi desitky zaka, u kterych lze pfedpokladat zajem o
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chemii, popfipadé tmysl pokradovat ve studiu p¥irodnich véd na vysoké $kole. Zaci byli
pozadani o vyplnéni zpétné vazby. Dotaznik pro zaky se lisil od dotazniku pro pedagogy. Jeho
konkrétni podoba je uvedena v Piiloze F. Otazky se tykaly stejn¢ jako u pedagogli prubéhu
workshopu, ¢asové dotace, narocnosti jednotlivych uloh. Zajimalo nas také, zda se jiz Zaci
s kapalinovou chromatografii setkali a jaké jsou jejich plany pro vysokoskolské studium.

Shrnuti zpétné vazby zaki je uvedeno v Tabulce 13.

Tabulka 13: Zpétna vazba — Z4ci.

Zpétna vazba — Zaci

podrobny pracovni postup

moznost vyzkouset si praci v profesionalni laboratofi

pozitiva | propojeni chemie s kazdodennim Zivotem

ptatelska atmosféra

dulezitost webu Prirodovéda.cz

mirny chaos

malo pauz na obcerstveni

negativa | nemoznost si vyzkouset ASE

kréatky program

dlouhy program

Ze zpétné vazby po prvnim turnusu vyplyvalo, ze by byl u zZakl zdjem vyzkouSet si praci
s ASE. Pfi prvnim turnusu byla extrakce provadéna ve Ctyfech opakovanich, ale pouze jednou
dvojici. Do dal$iho turnusu doslo tedy ke zmén€. Moznost vyzkouSet si extrakci byla
umoznéna vice dvojicim, ale pouze s jednim opakovanim.

S praktickou praci s HPLC se pfed workshopem setkala Ctvetice zaki. Jednalo se o den
otevienych dvefi katedry chemie PiF UK, ostatni pfi praci na svych stiedoSkolskych
odbornych pracich. Dva zéci soucasné uvadi i svou teoretickou zkuSenost jeden z KSICHT
(Korespondencniho semindie s chemickou tématikou) a jedna zakyné z korespondenéniho
seminafe organizované¢ho Farmaceutickou fakultou UK, tzv. FARMAKOSu.

Ukézala se dilezitost materiald na webovych strankéach. Prestoze zaci byli informovani,
aby se pfed workshopem na stranky podivali a ¢lanky si procetli, vétSina ti¢astnikid prvniho
turnusu to neudélala. Ve zpétnych vazbach zéci Casto uznali, Ze kdyby si alespon ¢astecné
informace po teoretické pifednasce zopakovali pomoci online ¢lankd, usnadnilo by jim to
naslednou praci v laboratofi. Pfed druhym turnusem byli Zaci v prib&hu teoretické prednasky
vice na web upozornéni, coz vedlo nasledné i k lepsi pfiprave na samotny laboratorni program

ze strany zakl prostfednictvim materiali na webu.
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Jedna z otazek ve zpétné vazbé byla zaméfena na zamér studia na VS. Zamérem bylo
oslovit zejména zaky, u nichz je ptredpoklad, Zze se v dalsim studiu s chemii jakymkoli
zpusobem setkaji. V odpovédich se tento predpoklad potvrdil. Vice nez ¥ ucastnikii zminilo
n¢jaky obor pfirodnich véd, nejvice byly zminény medicinské obory. Jak je vidét z grafu na

Obrazku 12, pfimo o studiu chemie uvazuje asi 10 % zucastnénych zaki

v

m medicinské obory mbiologie a ptibuzné obory M chemie a piibuzné obory EMnevi = jiné

Obrazek 12: Preference zaka dalsiho studia na VS.
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7 ZAVER

Piedlozena diplomova prace si kladla za cil pfipravit a uskutecnit workshop pro zaky
stiednich skol na téma Kofein. Cely tento proces zahrnoval teoretickou a laboratorni ptipravu
veskerych uloh pro Zéky, zpracovani didaktickych materidl, vlastni program s Zzaky,
sesbirani, vyhodnoceni a reflexi zpétné vazby.

V teoretické Casti je zpracovana literarni reSerSe na téma kofein, zdroje jeho piijmu,
biotransformace a vliv kofeinu na organismus ¢lovéka. Druhd cast teoretick¢ho tivodu je
vénovana didaktice ptirodnich véd s dirazem na chemii, jsou shrnuty cile vyuky a moZnosti
jejich dosaZzeni. Nejvétsi diraz je kladen na vyukové metody a moznosti jejich zaclenéni
v prub¢hu laboratorniho workshopu, zminény jsou i didaktické prosttedky a didaktické
zasady.

Praktickd cast prace shrnuje laboratorni piipravu jednotlivych twloh z programu
workshopu. Nejprve byla optimalizovana metoda pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitii
pomoci kapalinové chromatografie. Podafilo se pfevést v bakalaiské praci zavedenou
analytickou metodu na novou kolonu a také provést optimalizaci podminek pro rychlou
analyzu kofeinu v napojich. Metoda pro analyzu kofeinu v napojich byla nasledn¢ validovana
v koncentracnim rozsahu 0,5 — 100 mg/l. Pro ucely workshopu byla vénovana pozornost
moznostem vyuZiti zavedenych metod pro kvalitativni analyzu metabolitl kofeinu a kofeinu
samotného ve vzorcich moci a kvantitativni analyzu kofeinu v napojich. Pti workshopu méli
zaci moznost stanovit obsah kofein v Sestndcti riiznych napojich. Byly vyzkouSeny rtizné
zpusoby extrakce kofeinu z kavy — extrakce za vyssiho tlaku (ASE) a klasicka filtrace. Na
zaklad¢ provedené¢ho méteni pH a HPLC analyzy byly porovndny vlastnosti ziskanych
extraktl. Postupné se podafilo vSe spojit a vymyslet souvisly laboratorni program.

Pro zaky byly pfipraveny textové materidly k danym uloham, které se vzdy skladaly z
teoretického zadani a pracovniho listu, ktery slouzil zaktim jako vystup z workshopu. Byly
vytvoreny tfi typy uloh — stanoveni metabolitii kofeinu, stanoveni kofeinu v napojich a meteni
pH. Textové materialy byly zakim k dispozici i na webové strance Prirodovéda.cz. Déle byla
pro zéky pfipravena uvodni teoretickd piednaska shrnujici zakladni poznatky o kofeinu a
princip kapalinové chromatografii. Diiraz byl kladen i na zpracovani zpétné vazby ptitomnych
pedagogt a zaki.

Workshop probéhl celkem ctyfikrat. Po uvodni ptfednasce nasledoval pfiblizné
péetihodinovy program v laboratofi. Nasledné probéhlo vyhodnoceni a prezentace dat formou
minikonference. Zci si diky nav§tévé workshopu mohli vyzkouset piistroje, se kterymi se pii

laboratornich cvic¢enich na SS nesetkaji. Rovnéz si vyzkouseli praci na komplexnéjSim tématu
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a zarovenl méli mimofadnou moznost vidét profesionalni laboratof. Podafilo se propojit
znalosti a dovednosti nejen z jednotlivych pfirodni véd, ale i procvicit anglictinu.

Soucasti diplomové prace bylo také vedeni zakyn¢ ze stfedni Skoly, ktera si téma kofein a
stanoveni jeho obsahu v riznych ¢ajich vybrala jako téma pro maturitni praci a sttedoskolskou

odbornou ¢innost. Tato prace zatim nebyla zvefejnéna.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1U I-methylmocova kyselina

1X I-methylxantin

13U 1,3-dimethylmocova kyselina

13X 1,3-dimethylxantin (teofylin)

170 1,7-dimethylmocova kyselina

17X 1,7-dimethylxantin (paraxantin)

3U 3-methylmocova kyselina

3X 3-methylxantin

37U 3,7-dimethylmocova kyselina

37X 3,7-dimethylxantin (teobromin)

7U 7-methylmocova 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 zvySeného tlaku

BP bakalatska prace

CAFF kofein

CYP1A2 ¢len nadrodiny enzymt cytochromu P450
CYP2A6 ¢len nadrodiny enzymt cytochromu P450
CYP2E1 ¢len nadrodiny enzymt cytochromu P450
CYP3A4 ¢len nadrodiny enzymt cytochromu P450
CYP3AS ¢len nadrodiny enzymt cytochromu P450
DMX 1,7-dimethylxantin

DP diplomova prace

FARMAKOS koresponden¢ni seminaf organizovany Farmaceutickou fakultou UK
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
KSICHT koresponden¢ni seminaf s chemickou tématikou
LC/MS kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

MF mobilni faze

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze B

MUA I-methylmocova kyseliny

NAT2 N-acetyltransferaza

PiF JCU Piirodovédecka fakulta Jihoceské univerzity
PiF UK Piirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
QC koeficient kvality linearni regrese

R korela¢ni koeficient

RSD presnost

46



RVP
RVP G
RVP SOV
RVP ZV
SD

S/N

SOC
SOS
SOU

SS
STDcarr

STDCAFF-Zésob.

STDwmix
STD;

tr
THBM
THEO
UV/VIS
VS
VZcarr
VZyioe
X0

)

)

ramcovy vzdélavaci program

ramcovy vzdélavaci program pro gymnazia

ramcovy vzdélavaci program pro sttedni odborné vzdélavani
ramcovy vzdélavaci program pro zakladni vzdélavani
smérodatné odchylka

pomér signalu a Sumu

stitedoskolskéa odborna ¢innost

stitedni odborna skola

sttedni odborné uciliste

sttedni Skola

roztok standardu kofeinu

zasobni roztok standardu kofeinu

roztok smésného standardu metabolitd kofeinu
zasobnik roztoky standardii analytlh metabolitii v mo¢i
retencni Cas

teobromin

teofylin

oblast viditelného a ultrafialového svétla

vysoka skola

vzorek kofeinového napoje

vzorek moci

xantinoxidaza

bezkofeinovy napoj

kofeinovy napoj
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10 PRILOHY
10.1 Piiloha A — validace

Neobohaceny vzorek (unspiked)

Nizev nipoje ¢ [mg/l] | Priamér koncentraci [mg/1] SD [mg/1] RSD [%]

2,5614

Mokaté 2,5230 2,546 0,02005 0,79
2,5522

3,0106

Jacobs 3vl 2,9947 3,011 0,01650 0,55
3,0277

3,1372

Big Shock 3,0649 3,123 0,05184 1,7
3,1654

0,4985

Jihlavanka (-) 0,4780 0,4855 0,01133 23
0,4799

5,9089

Jihlavanka (+) 5,8478 5,910 0,06260 1,1
5,9729

4,2695

RedBull 4,2282 4,284 0,06369 L5
4,3532

7,4296

Kofola 7,5244 7,556 0,1450 1,9
7,7143

8,2106

Coca-Cola 8,3093 8,242 0,05850 0,71
8,2056

4,1261

Pepsi 4,0753 4111 0,03055 0,74
4,1301

35,1725
Ledovy ¢aj — Gerny 5,2678 5,234 0,05369 1,0
5,2630

49012
Ledovy ¢aj — zeleny 4,8868 4,855 0,06719 14
4,7783

2,0386

Nescafé (-) 1,9744 1,974 0,06535 33
1,9079

1,5670
Cerny &aj — PIGI 1,6827 1,594 0,07867 49
1,5325

1,6179
Cerny ¢aj — AHMAD | 1,7827 1,650 0,1199 73
1,5495

0,5968
Zeleny ¢aj 0,6287 0,6371 0,04509 7,1
0,6858

8,1963

Nescafé (+) 8,1541 8,16 0,03538 0,43
8,1260




Nizev napoje

Obohaceny vzorek (spiked)

¢ [mg/l] Prumér koncentraci [mg/l] | SD [mg/l]] | RSD [%] | Rei[%] Re [%]
6,8346 85
Mokaté 6,8895 6,874 0,03434 0,50 87 87
6,8978 87
7,3246 86
Jacobs 3vl 6,9107 7,405 0,5393 7,3 78 88
7,9802 99
7,6168 90
Big Shock 7,6352 7,555 0,1233 1,6 91 89
7,4131 85
4,7511 85
Jihlavanka (-) 48143 4,821 0,07395 1,5 87 87
4,8985 88
10,5011 92
Jihlavanka (+) 10,5674 10,35 0,3243 3,1 94 89
9,9755 80
7,8979 73
RedBull 8,9388 8,493 0,5364 6,3 94 84
8,6429 86
11,9862 91
Kofola 11,6531 11,80 0,1699 1,4 83 85
11,7612 81
11,5242 66
Coca-Cola 12,6015 12,31 0,6880 5,6 86 81
12,8041 92
8,671 91
Pepsi 8,5745 8,620 0,04843 0,56 90 90
8,6155 90
9,5811 88
Ledovy ¢aj - Cerny 9,8098 9,727 0,1266 1,3 91 90
9,7895 91
9,4462 91
Ledovy ¢aj - zeleny 9,4791 9,502 0,006955 0,73 92 93
9,5797 96
6,1689 83
Nescafé (-) 6,0023 6,138 0,1231 2,0 81 83
6,2426 87
6,5901 100
Cerny ¢aj - PIGI 6,6830 6,487 0,2632 4,1 100 98
6,1878 93
6,0960 90
Cerny &aj - AHMAD 6,4830 6,229 0,2201 3,5 94 92
6,1078 91
5,1696 91
Zeleny Caj 5,2359 5,205 0,03340 0,064 92 91
5,2098 90
12,6037 88
Nescafé (+) 12,9103 12,70 0,1857 1,5 95 91
12,5755 89
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10.2 Ptiloha B — zadani + pracovni list ,,Stanoveni kofeinu v népojich.*

Stanoveni kofeinu v napojich metodou HPLC

Uvod:

Kofein je celosvétove nejvice konzumovanou psychoaktivni drogou. Jde tedy chemickou latku, ktera ptsobi na centralni
nervovou soustavu, ¢imz zpusobuje docasnou pozitivni zménu chovéani, pozornosti a nalady. Dle odhadii denné
konzumuje kofein az 80 % lidské populace. Nejcastéji je kofein konzumovan skrze prazenou kavu nebo cajové listy.
Nalézt ho ale lze i v kakau, plodech guarany nebo listech yerba-maté. Déle také ve slazenych a energetickych napojich
a cokoladé. Uméle se pridava do léki na bolest, ale i do 1ékt proti nevolnosti (napf. Panadol, Coldrex, Ataralgin nebo
Kinedryl). Doporucena jednorazova davka kofeinu u dospélého clovéka by neméla piekrocit 200 mg a celkovéa denni

davka by pak neméla piekrocit 400 mg.

Vlastnosti kofeinu a kavy:

Vlastnosti kofeinu jsou shrnuty v Tab. 1. Kava jako napoj je kysela a jeji pH 1ze ovlivnit pfipravou, pouzitymi kavovymi
zrny i hrubosti mleti. Kava obsahuje celou fadu organickych kyselin, napi. kyselinu kavovou, kyselinu jable¢nou,
kyselinu chinovou, ale i kyselinu mravenci a octovou. Pomérné velky vliv na obsah kyselin v napoji ma doba extrakce,
tedy doba, po kterou bude pfes namletou kavu protékat voda. Pii piipravé v pakovém kéavovaru, ktery se nejcastéji
pouziva v kavarnach, se doporucuje doba extrakce okolo 30 sekund. Pii kratsi extrakci (cca 20 sekund) ma kava vyssi

aciditu a pii del$i extrakci je naopak ziskan extrakt o vyssim pH.

Tab. 1: Vlastnosti kofeinu.

trivialni nazev kofein (0] CH;,
systematicky nazev 1,3,7-trimethylxantin HsC N/
sumarni vzorec CsH10N4O3 N

CAS 58-08-2 )\ | />
barva bila 19) N N
skupenstvi pevné (prasek) |

rozpustnost 18,7 g/l Chs

molarni hmotnost 194,19 g/mol Obr. 1: Struktura kofeinu.
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Kapalinovy chromatograf’

Pro stanoveni a ur¢eni koncentrace kofeinu v napojich je vhodna metoda vysokotcinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Obecné principem chromatografickych metod je déleni analyti vzorku mezi mobilni (pohyblivou) fazi a
stacionarni (nepohyblivou) fazi. V pfipadé kapalinové chromatografie je mobilni faze tvofena rozpoustédly o rtuzné
polarité (napf. voda, metanol, acetonitril) a jako stacionarni faze je vhodny sorbent napiiklad modifikovany silikagel
s navazanymi dlouhymi uhlikatymi fetézci. Na Obr. 2. je schéma kapalinového chromatografu. Chromatograf se sklada
z téchto Casti: zasobniky mobilni faze, ¢erpadlo mobilni faze, davkovaci zafizeni, kolona, detektor, PC a nadoba na

odpad.

Kolona

Davkovaci zatizeni

S Detektor
Zasobniky mobilni fize ~ Cerpadlo mobilni faze " Odpad

Obr. 2: Schéma kapalinového chromatografu

Mobilni faze je cerpana ze zasobniku pod vysokym tlakem. Do proudu mobilni faze je nastiiknut maly objem
analyzovaného vzorku, ktery je poté spolecné s mobilni fazi unasen na kolonu. Kolona je umisténa v termostatu. Slozky
vzorku (analyty) jsou unaseny tokem mobilni faze a interaguji se stacionarni fazi. Na kolon¢ dochazi k zadrzovani a
postupnému rozdélovani stanovovanych slozek vzorku (analyti). Kazdy analyt interaguje se stacionarni fazi ,jinak

X

intenzivné®, proto se slozky vzorku rozdéli. Doba, za kterou jsou eluovany (,,vymyty*) z kolony, se nazyva reten¢ni as.

Na zakladé reten¢nich ¢ast se nasledné urcuje, o jakou latku se jedna. Nize (Obr. 3) je vidét, ze Cerveny analyt interaguje

se stacionarni fazi méné ,,intenzivné*, vidime ho v chromatogramu jako prvni, ma tedy kratsi reten¢ni Cas.

mobilni
tize ™ staciondrni faze

= ' vzorek chromatogram
= [l

- 3]

= £ s~

Obr. 3: Chromatograficka separace vzorku se dvéma analyty.
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UV-VIS detektor:

Za kolonou je umistén detektor, ktery vysila signal do pocitace. Detektor je v tomto pripadé spektrofotometricky
(UV/VIS). Casovy zaznam signalu detektoru se nazyva chromatogram. Ten je néasledné vyhodnocovan na PC.
Spektrofotometricky detektor pracuje na principu méfeni absorbance eluatu (,vymyté latky“). Pokud se pracuje
s detektorem s diodovym polem, jako tento pfipad muize se méfit v celém spektru vinovych délek (190 az 780 nm)
v jeden okamzik. Spektrofotometricky detektor pracuje na principu Lambert-Beerova zakona, ktery vyjadiuje vztah
mezi délkou optické drahy /, koncentraci absorbujici slozky ¢ a absorbanci 4. Konstanta &, tzv. molarni absorpcni

koeficient, ktery je charakteristicky pro uritou latku a vinovou délku absorbovaného zafeni.
A=l ¢-c

Aby molekula mohla absorbovat zafeni, musi ve své struktui'e obsahovat tzv. chromofor. Takovouto strukturou je systém

konjugovanych dvojnych vazeb, nasobné vazby mezi atomy nebo atomy s volnym elektronovym parem, O, N a S.

Vyhodnocovani vysledkii:

Potiebné data pro kvalitativni i kvantitativni analyzu jsou ziskany vyuzitim chromatografickym programi, v tomto
piipadé v programu Chromeleon. Ke kvalitativnimu hodnoceni latek jsou v HPLC pouzivany reten¢ni cCasy.
K identifikaci piku (peaku) lze i ¢aste¢n& pouzivat absorpénich spekter pfi pouziti detektoru s diodovym polem
(DAD detektor), ktery je pouzivan pfi této analyze. UrCeni koncentrace stanovované latky (analytu) ve vzorku je analyza
kvantitativni. Informace o koncentraci dané latky poskytuje plocha piku, ktera se ziska integraci (uréenim plochy pod
kfivkou v chromatogramu). Pfi kvantitativnim hodnoceni se hleda vztah mezi plochou piku analytu v chromatogramu a
mnozstvim eluované latky. Nejjednodussim zpusobem, jak kvantitativné hodnotit analyzované latky ve vzorku, je
metoda kalibra¢ni kiivky. Nejprve je analyzovana série kalibra¢nich roztoku, roztoki stanovovanych latek — v tomto
piipadé kofein pro vzorky napoji. Kalibraéni roztoky se pfipravi rozpusténim standardi (Cistych latek). Kalibracni
roztoky maji ruzné, ale znamé koncentrace. Obvykle je pfipravovano 5-7 kalibra¢nich roztoka (roztoku standardi
s postupné rostouci koncentraci). Tyto roztoky jsou analyzovany pomoci kapalinové chromatografie. Na Obr. 4 je

znazornéna graficka zavislost plochy piku na koncentraci.

,_, ._
= o
\

\

\
]

Odezva detektoru [mAU]
< )
\\
\
\

g

o
=)

o

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
koncentrace [mg/l]

Obr. 4: Kalibracni kiivka roztok standardu kofeinu o koncentraci 1-100 mg/1.

Je vidét, ze s rostouci koncentraci linearné roste odezva detektoru, tedy plocha piku. Tento graf neni nutno konstruovat
ruéné nebo v excelu, lze vyuzit ovladaci software Chromeleon. Ten ze ziskané zavislosti stanovi rovnici kalibracni

kiivky a pomoci ni pak piimo vypocitava koncentrace latek v roztoku. Pro kazdou analyzovanou latku je vlastni

kalibra¢ni piimka.

52



Pro kalibracni ptimku plati vztah rovnice piimky, tedy:

y=kxc+q
Kde yje hodnota odezvy detektoru pro koncentraci c, k je smérnice kalibraéni pfimky vyjadfujici citlivost metody, ¢ je
usek na ose y, respektive absorbanci. Na zakladé rovnice kalibraéni kiivky se pomoci softwaru vypocita koncentrace

analytu v analyzovaném vzorku, tedy v napoji nebo moci. Zaroven plati, ze koncentrace analytu ve vzorku nesmi byt

niz§i ani vyssi, nez je rozsah kalibracni fady.
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Ukol:

V pripadé, zZe je u ikolu,, (A)“, je doporuceno, abyste si rekli o pomoc asistentiim. Samoziejmé se ptejte i pokud v iikolu

., () neni. V prubéhu plnéni vikolit si vedte zaznamy do pracovnich listi.

Priprava vzorku horkého napoji k analyze
Ptiprava vzorku slazené¢ho napoji k analyze

Analyza vzorki pomoci HPLC

Ll

Srovnani obsahu kofeinu v jednotlivych vzorcich napoji s ostatnimi dvojicemi.

Piistroje, pomticky a chemické nadobi:

e Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se spektrofotometrickou detekci (HPLC), varna konvice, odstfedivka,
automatické pipety

e Plastové $picky, odstied’ovaci zkumavky, vialky, hlinikova vicka

e Krimpovaci kleste

e Kadinky (250 ml, 25 ml)

e Sklenéné pipety (délené/nedélené)

e Odmérné banky

e Plastové sitko

e Kuchynska Izicka

e Petriho miska

e Sklenéna tycCinka

Chemikalie a roztoky:

e Vzorky napoju obsahujici kofein
e Destilovana voda

e Horka voda
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Postup:

1. Uprava a piiprava vzorku horké horkého népoje k analyze:

Dle navodu na karticce si piipravte horky napoj (kavu/Caj). Na karticce je uveden zpusob pripravy horkého

napoje, fedéni a celkovy objem roztoku véetné doporuceného pojmenovani.

Dle tdajii na karti¢ce ho nechte louhovat, pokud je uvedeno na karticce, slejte ho pies plastové sitko a nechte ho
chladnout na pfiblizné pokojovou teplotu. V dobé chladnuti se vénujte dal$im ukolim nebo plite tkoly

v pracovnim listu.

Vychladly napoj nafed'te dle uidajii na karti¢ce. Redte do odmérnych ban&k podle tidajii na karticce. K fedéni

pouzivejte deionizovanou vodu.

Poté pomoci automatické pipety napipetujte 1 ml vzorku do fadné oznacené odstiedovaci zkumavky -

eppendortky.

Vzorky odstredujte pii 3500 otackach/min po dobu 10 min. (Dodrzte pravidla spravného odstied'ovani —

vyvazeni, uzavieni odstfed’'ovacich zkumavek).

Z odsttedénych vzorki napipetujte 0,7 ml supernatantu (kapalinu nad sedlinou) do sklenéné vialky urcené na

analyzu v HPLC a zakrimpujte pomoci krimpovacich klesti. Vialky popiste lihovym fixem.

2. Uprava vzorku slazeného napoje k analyze:

Dle karti¢ky nafed’te slazeny napoj. Redte do odmérnych bangk dle objemu na karti¢ce. K fedéni pouzivejte

deionizovanou vodu.

Pomoci automatické pipety odeberte 1 ml roztoku slazeného napoje do eppendorfky a odstied'ujte pfi
3500 otackach/min po dobu 10 min (Dodrzte pravidla spravného odstfed'ovani vyvazeni, uzavieni

odstied’ovacich zkumavek).

Z odstiedéného vzorku odeberte 0,7 ml supernatantu (kapalinu nad sedlinou) do sklenéné vialky uréené na

analyzu v HPLC a zakrimpujte pomoci krimpovacich klesti. Vialky popiste lihovym fixem.
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3. Analyza vzorku pomoci kapalinovém chromatografu

e (4) Proved'te kontrolu nastavenych parametri chromatografické analyzy porovnanim udaji v ovladacim

softwaru Chromeleon s udaji v Tab. 2.

e (4) V ovladacim softwaru Chromeleon se podivejte na jiz provedené analyzy tzv. kalibra¢nich standarda

(roztoku standardl 0 znamé koncentraci) a na kalibra¢ni kiivku.

e (4) Do zasobniku vzorki vlozte pripravené vialky se vzorky, vypiSte nazvy vzorki do seznamu analyz a

proved'te méfeni (analyzu).

Tab. 2: Parametry chromatografické separace.

Chromatograficka kolona Chromservis C18; 150 x 3 mm; 5 um
MFA 78 % voda + 1 0bj.% kyseliny octové
Mobilni faze
MFB 22 % metanol
Priitok MF [ml/min] 1
Teplota [°C] 35
Objem nastiiku vzorku [ul] 5
Délka analyzy [min] 4

4. Vyhodnoceni méfeni.

e (4) Proved'te integraci piku kofeinu v chromatogramech z analyz vasich vzorku. S vyuzitim jiz naméfené
kalibrace nasledné zjistéte koncentraci kofeinu v analyzovaném vzorku a zapiste si ji do pracovniho listu.

Nasledné proved'te do pracovniho listu pozadované vypocty.



Pracovni list — Stanoveni kofeinu v napojich

Hodnoty uvadeéjte na tii platné cislice.
Ad ukol ¢.1:

Navazka pro piipravu horkého napoje (kavy/Caje):

Ad ukol ¢.2:

Nazvy napoju ze seznamu analyz.

Napoj

Nizev v seznamu analyz

Ad ukol ¢.3:

Zapiste udaje do tabulky a vypoctéte realnou koncentraci kofeinu ve vaSem napoji. Analyzou

vzorku pomoci HPLC zjistite koncentraci kofeinu ve vialce. Je ticba ji pfepocitat — na zaklade

fedéni pied analyzou na koncentraci v daném napoji.

Nazev napoje | Koncentrace kofeinu ve vzorku

(jednotky)

Redéni

Koncentrace kofeinu v napoji

(jednotky)

Prostor pro vypocet:
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Jaké je mnozstvi kofeinu v porci vaseho napoje? Jaké maximalni mnozstvi vaseho horkého i

studeného napoje muzete vypit (mysleno kolik lahvi, plechovek, salki = porce), abyste

nepiekrocili doporu¢enou denni davku kofeinu pro dospélého ¢loveka?

MnoZstvi v jedné porci (3dlku, plechovce, lahvi)
Nazev napoje (jednotky)

Max. mnoZstvi porci, které muzete vypit

Prostor pro vypocet:
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1. Spojte pojmy s jejich spravnymi definicemi.

1 izokraticka eluce A doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku do dosazeni maxima eluéni kiivky
2 chromatogram B produkt biotransformace

3 biotransformace C chemicka pfeména latek v organismu

4 stacionarni faze D analyticky pfistroj

5 chromatograf E Casova zavislost intenzity veli¢iny sledované detektorem

6 mobilni faze F smés rozpoustédel, ktera unasi vzorek na kolonou

7 retenéni Cas G napln chromatografické kolony, kde probiha separace

8 gradientova eluce H je eluce, béhem které se méni slozeni mobilni faze

9 metabolit I je eluce, béhem které se neméni slozeni mobilni faze

—_

O o 2 & | | W N

2. Dopliite rozmeéry chromatografické kolony do tabulky.

délka chromatografické kolony

prumér chromatografické kolony

velikost ¢astic
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3. Porovnejte vyznam gradientové a izokratické eluce pii analyze napoju a pii analyze

metaboliti v mogi.

4. Jaka ¢ast molekuly umoziuje detekci pomoci UV/VIS (v oblasti vinovych délek 200-
800 nm) detektoru?
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10.3 Ptiloha C — zadani + pracovni list ,,Stanoveni metaboliti kofeinu v mo¢i.*

Stanoveni kofeinu a jeho metabolitii v mo¢i metodou HPLC

Uvod:

Kofein je celosvétové nejvice konzumovanou psychoaktivni drogou. Jde o chemickou latku, ktera pusobi na centralni
nervovou soustavu, ¢imz zpusobuje docasnou pozitivni zménu chovani, pozornosti a nalady. Dle odhadi denné
konzumuje kofein az 80 % lidské populace. Nejcastéji je kofein konzumovan skrze prazenou kavu nebo cajové listy.
Nalézt ho ale 1ze i v kakau, plodech guarany nebo listech yerba-maté. Dale také ve slazenych a energetickych napojich
a cokoladé. Umele se pridava do 1éki na bolest, ale i do 1€kt proti nevolnosti (napt. Panadol, Coldrex, Ataralgin nebo
Kinedryl). Doporucena jednorazova davka kofeinu u dospélého ¢lovéka by neméla pickrocit 200 mg a celkova denni

davka by pak neméla prekrocit 400 mg.

Kofein jako cizoroda latka:

Kofein je pro lidské télo cizoroda latka (tzv. xenobiotikum). Aby cizoroda latka mohla na t¢lo pusobit musi se dostat
k cilovému organu (v tomto pfipadé mozku). Osud xenobiotik v téle se déli do CtyP stadii: vstfebavani, distribuce,
biotransformace a vylucovani. Mira vstiebavani je ovlivnéna zejména fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi podané
latky, pitnym rezimem a konzumovanou stravou. Kofein je distribuovan ke tkanim, a nasledné k cilovému organu
pomoci télnich tekutin, zejména krevni plazmou, pupe¢nikovou krvi a mozkomisnim mokem. Kvli jeho lipofilnim
vlastnostem prochéazi hematoencefalickou bariérou, ktera tvoii pfechod mezi cévami v mozku a samotnou mozkovou
tkani.

Biotransformace kofeinu:

Proces biotransformace je proces piemény cizorodych latek v lidském organismu. Zpravidla se jedna o enzymaticky
katalyzované reakce. Kofein je primarné metabolizovan v jatrech, kterd jsou centrem vétSiny metabolickych procesii
v téle. Béhem biotransformace kofeinu vznika vice nez 20 riznych latek, tzv. metabolitii. Vétsina piijatého kofeinu se
vylou¢i ve formé metaboliti moci, ale i stolici. Nejvice vznikéa paraxantinu (80 %), teobrominu (11 %) a teofylinu (5 %).
Zaroven zlstava zhruba 2 % kofeinu v nezménéné forme. Na Obr. 1 je zjednodusené znazornén vznik jednotlivych

metaboliti. Vétsina reakci je katalyzovana enzymy ze skupiny cytochromu P450, ktery je typicky pro biotransformaci

xenobiotik. o 2 o
u i
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Obr. 1: Zjednodusené schéma biotransformace kofeinu.
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Kapalinovy chromatograf’

Pro stanoveni a urceni koncentrace kofeinu a jeho metaboliti v moci je vhodna metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Principem chromatografickych metod je déleni analytii vzorku mezi mobilni (pohyblivou) fazi
a stacionarni (nepohyblivou) fazi. V ptipad¢ kapalinové chromatografie je mobilni faze tvofena rozpoustédly o rizné
polarité (napi. voda, metanol, acetonitril) a jako stacionarni faze je vhodny sorbent napiiklad modifikovany silikagel
s navazanymi dlouhymi uhlikatymi fetézci. Na Obr. 2 je schéma kapalinového chromatografu. Chromatograf je slozen
z téchto Casti: zasobniky mobilni faze, ¢erpadlo mobilni faze, davkovaci zafizeni, kolona, detektor, PC a nadoba na

odpad.

Davkovaci
zatizeni

Zéasobniky mobilni Cerpadlo mobilni faze Detektor Odpad
faze

Obr. 2: Schéma chromatografu.

Mobilni faze je Cerpana ze zasobniku pod vysokym tlakem. Do proudu mobilni faze je nastiiknut maly objem
analyzovaného vzorku, ktery je poté spole¢né s mobilni fazi unasen na kolonu. Kolona je umisténa v termostatu. Slozky
vzorku (analyty) jsou unaseny tokem mobilni faze a interaguji se stacionarni fazi. Na koloné dochézi k zadrzovani a
postupnému rozdélovani stanovovanych slozek vzorku (analyti). Kazdy analyt interaguje se stacionarni fazi
.Jinak intenzivné®, proto se slozky vzorku rozdéli. Doba, za kterou jsou cluovany (,,vymyty*) z kolony se¢ nazyva
retencni Cas. Na zakladé retencnich Cast se nasledné urcuje, o jakou latku se jedna. Nize (Obr. 3) je vidét, Ze Cerveny

analyt interaguje se stacionarni fazi méné ,,intenzivné*, vidime ho v chromatogramu jako prvni, ma kratsi reten¢ni ¢as.

mobilni
tize =P stacionarni faze

= ' vzorek j chromatogram
= B sy

= g£s [
= g8~

Obr. 3: Chromatograficka separace vzorku s dvéma analyty.
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UV-VIS detektor:

Za kolonou je umistén detektor, ktery wvysila signal do pocitace. Detektor je v tomto piipadé
spektrofotometricky (UV/VIS). Casovy zaznam signalu detektoru se nazyva chromatogram. Ten se nasledné
vyhodnocuje na PC. Spektrofotometricky detektor pracuje na principu méfeni absorbance eluatu (,,vymyté latky*).
Pokud se pracuje s detektorem s diodovym polem (tento piipad) muze se méfit v celém spektru vinovych délek (190 az
780 nm) v jeden okamzik. Spektrofotometricky detektor pracuje na principu Lambert-Beerova zakona, ktery vyjadiuje
vztah mezi délkou optické drahy /, koncentraci absorbujici slozky ¢ a absorbanci 4. Konstanta &, tzv. molarni absorpéni

koeficient, ktery je charakteristicky pro kazdou latku a vinovou délku absorbovaného zéaieni.
A=1l-¢-c

Aby molekula mohla absorbovat zafeni musi ve své struktufe obsahovat tzv. chromofor. Takovouto strukturou je systém

konjugovanych dvojnych vazeb, nasobné vazby mezi atomy nebo atomy s volnym elektronovym parem, O, N a S.

Vyhodnocovani vysledki:

Potfebna data pro kvalitativni i kvantitativni analyzu jsou ziskany vyuzitim chromatografickym programi, v tomto
ptipadé¢ v programu Chromeleon. Ke kvalitativnimu hodnoceni latek jsou v HPLC pouzivany retencni Casy.
K identifikaci piku (peak) lze i ¢astecné pouzivat absorpénich spekter pii pouziti detektoru s diodovym polem (DAD
detektor). Takovyto detektor je pouzivan pfi této analyze. Pro ovéteni spravnosti identifikace analyti v realném vzorku
(napf. v moc€i) lze vyuzit srovnani analyz vzorkt moci s analyzami vzorkit mo¢i obohacenymi roztokem standardu.
Standardy jsou Cisté analyty, komeréné dodavané latky. Urceni koncentrace stanovované latky (analytu) ve vzorku je
analyza kvantitativni. Informace o koncentraci dané latky poskytuje plocha piku, ktera se ziska integraci (urenim
plochy pod kiivkou v chromatogramu). Pfi kvantitativnim hodnoceni se hleda vztah mezi plochou piku analytu v
chromatogramu a mnozstvim eluované (,,vymyté*) latky. Nejjednodussim zpusobem, jak kvantitativné hodnotit
analyzované latky ve vzorku, je metoda kalibra¢ni kiivky. Nejprve je analyzovana fada kalibracnich roztokt. To jsou
roztoky stanovovanych latek — v tomto piipadé kofein a jeho metabolity. Kalibracni roztoky se pfipravi rozpusténim
standardu (Cistych latek). Kalibra¢ni roztoky maji rizné, ale znamé koncentrace. Obvykle se ptipravuje 5-7 kalibracnich
bodu (roztoku standardi s postupné rostouci koncentraci). Tyto roztoky jsou analyzovany pomoci kapalinové
chromatografie. Na Obr. 4 je znazornéna graficka zavislost plochy piku na koncentraci. Je vidét, Zze s rostouci
koncentraci linearné roste odezva detektoru, tedy plocha piku. Tento graf neni nutno konstruovat ru¢né nebo v excelu,
1ze vyuzit ovladaci software Chromeleon. Ten ze ziskané zavislosti stanovi rovnici kalibraéni kiivky a pomoci ni pak

pfimo vypocitava koncentrace latek v roztoku. Pro kazdou analyzovanou latku je vlastni kalibra¢ni pfimka.
Pro kalibra¢ni piimku plati vztah rovnice piimky (linearni rovnice), tedy:
y=k*c+q

Kde yje hodnota odezvy detektoru pro koncentraci c, k je smérnice kalibrani pfimky vyjadfujici citlivost metody, ¢ je
usek na ose y, respektive absorbance. Na zékladé rovnice kalibracni kiivky se pomoci softwaru vypocita koncentrace
analytu v analyzovaném vzorku, tedy v moc¢i. Zaroven plati, ze koncentrace analytu ve vzorku nesmi byt nizsi ani vyssi,

nez je rozsah kalibra¢ni fady.
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Ukol:

V pripade, ze je u iikolu ,, (A) ', je doporuceno, abyste si iekli o pomoc asistentiim. Samoziejmé se ptejte i pokud v vikolu

. (4)“ neni. V pritbéhu plnéni wikolii si vedte zaznamy do pracovnich listii.

1. Uprava vzorkii mo¢i a pfiprava k analyze
2. Analyza vzorki pomoci HPLC
3. Porovnani chromatogramu roztokt standardii a vzorka moci v ¢ase 0 a 2,5 hod

4. Kuvalitativni zhodnoceni vzorka moci

Pristroje, pomicky, laboratorni sklo

e Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se spektrofotometrickou detekci (HPLC)
e Automatické pipety

e Odstredivka

e  Krimpovaci klesté

e Zkumavky, vialky, hlinikova vicka, plastové $picky

Chemikalie a roztoky:

e Smésny standard o koncentraci 80 mg/l (1-methylmocova kyselina, teobromin, paraxantin, teofylin a kofein)
e Kyselina octova (Eistota pro HPLC 100 %)
e Vzorky moci odebrané do plastovych zkumavek v ¢ase 0 a 2,5 hod od vypiti kofeinového napoje

e Destilovana voda
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Postup:

V pritbéhu prace pracujte s rukavicemi Je treba mit na zieteli, Ze se jedna o analyzu biologickych vzorkii. Veskeré vzorky

a pouzité zkumavky nasledné zlikvidujte dle pokynii.

1. Uprava realného vzorku a piiprava k analyze:

e Pomoci automatické pipety (100-1000 ul) odeberte 1 ml moci do fadné oznacené odstied’ovaci zkumavky

(eppendorfky). Odeberte z kazdého vzorku moci (0 hod a 2,5 hod) 2x, tedy celkem budete mit 4

eppendorfky. Pro vzorek 0 hod a 2,5 hod pouzijte novou $picku.

e (A) Vzorky moci odstied’ujte pii 10 000 otackach/min po dobu 10 min. (Dodrzte pravidla spravného

odstired’'ovani — vyvazeni, uzavieni odstiedovacich zkumavek, spravné nasazené viko odstied’ovaci

komory.)

e (A) Dle Tab.! si pripravte 5 vialek do stojanku a oznacte je dle oznaceni v tabulce nize. Vzorek moci po

odstiedéni pfipravte k analyze. Pipetujte pomoci automatické pipety objemy vzorku moci dle Tab.I.

Odebirejte pouze tekutinu nad usazeninou tzv. supernatant. Dale dle tabulky pfidavejte automatickou

pipetou roztok standardi (STD), respektive vodu. Vialky piekryjte hlinikovymi vicky a pomoci

krimpovacich klesti uzaviete. Vialky popiste lihovym fixem.

Tab. 1: Pfiprava vzorkt moci k analyze.

SloZeni vzorku k analyze | V (vzorku) [ul] |V (STD) [pl] | V (H20) [ul] | Celkovy V[ul] | Oznaceni
roztok STD ve vodé 0 300 700 STD

mo¢ 0 hod 700 0 300 0 hod

mo¢ 0 hod + roztok STD | 700 300 0 1000 0 hod + STD
moc¢ 2,5 hod 700 0 300 2,5 hod

mo¢ 2,5 hod + roztok STD | 700 300 0 2,5 hod + STD

2. Analyza vzorkld pomoci kapalinovém chromatografu.

e (A) Provedte kontrolu nastavenych parametrt chromatografické analyzy porovnanim udaju v ovladacim

softwaru Chromeleon s udaji v Tab. 2 a Tab. 3.

e (A) Do zasobniku vzorki vlozte pripravené vialky se vzorky, vypiste nazvy vzorki do sekvence analyz a

proved’te méfeni (analyzu)

Tab. 2: Parametry chromatografické separace.

Chromatograficka kolona

Chromservis C18; 150 x 3 mm; 5 pm

MFA voda + 1 obj.% CH;COOH
Mobilni faze

MFB metanol
Pritok MF [ml/min] 1
Teplota [°C] 35

Objem nastiiku vzorku [ul] | 65

Tab.3 Casovy pribéh gradientové eluce

Cas [min] Pritok MF [ml/min] % MFB
0 6
3 15
5 1 15
5,5 6
11 6
5
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10.5 Ptiloha D — zadéni + pracovni list ,,M¢éteni pH.*

Méreni pH napoju

Uvod:

Pomoci stupnice pH se vyjadiuje kyselost a zasaditost libovolného roztoku. Hodnota pH (potential of hydrogen)
vyjadiuje aktivitu, respektive, koncentraci oxoniovych kationtii. Roztok je neutralni, pokud je pH = 7, kysely, pokud je

pH < 7 a zasadity pii pH > 7.

Vypocet pH:

U velmi zfedénych roztoki se pro vypocet pH Casto pouziva zjednoduseny vztah:
pH = —log[H;0%]

Pro vypocet pH silnych jednosytnych kyselin (HA) plati, ze pH je rovno zapornému pfirozenému logaritmu koncentrace

kyseliny (ca) v roztoku. Dle definice plati:
pH = —logcy

Pro vypocet pH vicesytnych kyselin se pak nasobi koncentrace kyseliny poc¢tem vodiki v kyseliné. Obdobné 1ze

definovat pH silnych zasad. Protoze plati:
pH = 14 + log[OH™],
potom pH silné jednosytné zasady B vypocteme dle vztahu:
pH = 14 + logcp.

Pro vypocet pH slabych kyselin plati tento vztah:
1
pH =7 (pKq —logcy),

kde ca vyjadiuje koncentraci kyseliny a pK, je disociaéni konstanta kyseliny. Je tfeba vzit v potaz, ze disociace

neprobiha u slabych kyselin a zasad zcela, jako je tomu u silnych kyselin a zasad.

Sila kyselin/zasad:

Sila kyselin je dana ochotou odevzdavat a v pfipadé zasad prijimat proton H'. Tento d&j se nazyva disociace a podle
urovné disociace se urcuje sila kyseliny, respektive zasady. Pro kazdou kyselinu a zésadu je tabelovana hodnota
pKa (pro kyselinu) a pKg (pro zasadu) podle miry, kterou dana latka disociuje. Pro kyseliny plati, Ze s klesajici hodnotou
pKa, roste sila kyseliny. Pro zasady pak plati, ze s klesajici hodnotou pKg, roste jejich sila. Miru disociace vyjadiuje
disociacni konstanta latky. K, je disociacni konstanta kyseliny (pKa = - log Ka) a Kz je disocia¢ni konstanta zasady
(pKg = - log Kg). Cim je kyselina/zasada silngjsi, tim je jeji konjugovana zasada/kyselina slabsi. Hodnoty disociaénich

konstant jsou pro vybrané kyseliny uvedeny v Tab. 1.

Pokud nezname konkrétni hodnotu disocia¢ni konstanty, miizeme uplatnit nasledujici pravidla: Organické kyseliny jsou
v porovnani s anorganickymi kyselinami slabsi. Pfi porovnani sily anorganickych kyslikatych kyselin se porovnava
pocet vodika a kyslika, ¢im je tento rozdil vyssi, tim je kyselina silnéjsi. Naptiklad kyselina chlorna (HCIO) je slaba
kyselina a kyselina chlorista (HClO4) silna kyselina. V ptipadé bezkyslikatych halogenvodikovych kyselin, kyselost

stoupd s rostoucim protonovym ¢islem atomu halogenu.
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Tab. 1: Hodnoty K4 a pKa vybranych kyselin.

Kyselina Vzorec Ka pKa
kyselina dusi¢na HNOs 2,00%10' -1,30
kyseliny dusita HNO» 5,10%10 3,30
kyselina chlorovodikova HCI 1,30*%10° -6,10
kyselina mravenci HCOOH 1,77%10* 3,75
kyselina octova CH;COOH 1,75%10° 4,76
kyselina sirova H>SO,4 1,00%10° -3,00
kyselina uhli¢ita H.CO; 4,30%107 6,37
kyselina fosfore¢né H;PO, 7,52%10° 2:12

Méieni pH:

Zatizeni pro méfeni pH by mélo byt citlivé na vodikové ionty H* (H30"), jejichz koncentrace v roztoku udava hodnotu
pH. Pro tato méfeni se v praxi pouziva sklenéna kombinovana elektroda (Obr. 1). Tenkosténna sklenénd membrana,
tvotici banicku na konci sklenéné elektrody, je citliva na vodikové ionty. Pii ponofeni elektrody do méteného roztoku
dojde ke vzniku potencialového rozdilu. Pokud bychom sledovali pouze potencial mérné elektrody, nemizeme jeste
urcit pH roztoku. Pro urCeni je potieba dalsi elektroda, tzv. referencni elektroda. Pro stanoveni potfebujeme rozdilny
(diferen¢ni) potencial obou elektrod. Odezva mérné elektrody je zavisla na koncentraci vodikovych iontd H', ¢imz
poskytuje informaci a kyselosti/zasaditosti roztoku. Naopak referencni elektroda tuto informaci neposkytuje. Referencni
elektroda je zdrojem konstantniho potencialu, ke kterému se pak vztahuje potencial mérné elektrody. Potencial mezi

dvéma elektrodami uréuje mnozstvi vodikovych ionti H, ktery pak definuje pH roztoku.

—(——38

/ referenéni elektrolyt

referen¢ni elektroda

pH elektroda (mérna) I

N

roztok elektrolytu
sklenéna
membrana (citliva)

Obr. 1: Schéma kombinované elektrody.
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Extrakce za zvySeného tlaku — ASE:

Pojmem ASE (accelerated solvent extraction) oznacujeme extrakci latek z pevné faze kapalinou za zvysené teploty a
zvySencho tlaku az 10 MPa. V ASE je uveden tlak v jednotkach PSI (pound per square pinch), jez jsou pouzivany
v Severni Americe a plati, ze 1 PSI = 6895 Pa. V prubéhu ASE dosahuje tlak hodnot okolo 1500 PSI. Teplota v pribéhu
ASE miuze dosahovat az 200 °C. Oproti tradi¢nim extrakénim metoddm (Soxhletova extrakce, sonikace) je tato metoda
méné Casoveé narofnd, ma nizsi provozni naklady a spotieba rozpoustédla je vyrazné nizsi. Lze provadét postupné
extrakei latek z jednoho vzorku do rozpoustédel riznych vlastnosti. Navic jde o automatizovanou, a tudiz i snadno
opakovatelnou metodu. V praxi se ASE vyuziva zejména ve farmaceutickém pramyslu a pfi extrakei vzorkua zivotniho

prostiedi. Zapojeni ASE je vidét na obrazku (Obr. 2).

ventil cerpadla

extrakéni cela
rozpoustédlo statické cerpadlo
l sbérna nadoba
proplachovy
ventil ® (

smer extrakce

Obr. 2: Schéma zapojeni ASE.
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e Piiprava vzorku kavy extrakci pomoci ASE a vzorkl kavy ptipravené filtraci (extrakci) pii atmosférickém tlaku
e Kalibrace pH metru

e Mefeni pH slazeného népoje a horkého napoje (kavy/caje)

e Méfeni pH vzorkt kavy pfipravenych extrakci ASE a extrakci za atmosférického tlaku

e Okyselovani vyluhu z ¢erveného zeli

Piistroje, pomucky, laboratorni sklo:

e ASE extraktor

e pH metr

e kadinky, sklenéné nadoby na métfeni pH, odmérna banka
e filtracni nalevka

e kruh na filtraci

e laboratorni stojan

e kfizova svorka

e filtracni papir

e sklenéna tycinka

e stficka s destilovanou vodou
e bunicina

e kuchynska Izicka

Chemikalie:

e kalibrac¢ni roztoky pH (pH = 4; pH = 7)
e nasyceny roztok NaCl

e vyluh z Cerveného zeli

e pitna voda

e napoje

e kava, Caj

o Jed



Postup:

V pripadé, ze je u iitkolu ,,(A) ', je doporuceno, abyste si Fekli o pomoc asistentiim. Samoziejmé se ptejte i pokud v vikolu

.. (A) “ neni. V pritbehu plnéni vikolii si ved'te zaznamy do pracovnich listit.

Ukol &. 1: Priprava vzorkii kavy extrakci v ASE a extrakei pfi atmosférickém tlaku.

e (A) Priprava vzorku kdvy v ASE

o

Na analytickych vahach navazte do 25ml kadinky 2 1zicky mleté kavy. Navazku si zapiste do
pracovniho listu.

Rozsroubujte kovovou celu a postavte ji tak, aby napis Thermo byl dole. Pomoci pinzety vlozte na
dno cely filtr a celu zasroubujte. Dbejte na to, aby filtr nepfisel do kontaktu s ni¢im jinym nez
s pinzetou, doslo by tak ke kontaminaci.

Na dno (na filtr) nasypte pomoci trychtyie navazku kavy, upéchujte pomoci tlou¢ku a zasypte
sklenénymi kulickami tak, aby jejich hladina dosahovala témét pod okraj cely.

Celu zasroubujte a umistéte do zasobniku cel v horni ¢asti extraktoru na pozici 1.

Do zasobniku vialek umistéte 4 vialky a popiste je v horni ¢asti Cisly 1 — 4 podle pofadi extrakce.
S pomoci lektora spust’te extrakci a z displeje si opiste jeji parametry — tlak, teplota.

Ziskané extrakty prelijte do oznaCenych uzaviratelnych sklenénych nadobek, nechte vychladnout.

Nasledné pouzijete pro méfeni pH.

e Priprava vzorku kavy extrakci za atmosférického tlaku

[e]

[e]

Na analytickych vahach navazte do 25ml kadinky 2 1zicky mleté kavy. Navazku si zapiste.

Z filtra¢niho papiru si vytvorte hladky filtr a umistéte ho do filtra¢ni nalevky tak, aby jeho okraj
byl cca 1,5 cm pod okrajem nalevky.

Pripravte si Ctyfi sklenéné uzaviratelné nadobky pro jimani extraktu. Nadobky popiste v horni ¢asti
Cisly 1 — 4, podle poradi zalévani.

Pod nalevku umistéte kadinku a poté navlhéete filtracni papir destilovanou vodou ve stficce.
Kadinku s piebytecnou vodou vymeéite za suchou sklenénou nadobku pro jimani prvniho extraktu.
Do nalevky opatrné nasypte navazenou kavu (nejlépe do stiedu).

Proved’te extrakei, postupné jimejte 4 rizné frakce. Podle odmérky na sklenéné nadobcee zalijte
kavu horkou vodou. Pfi prvnim zaliti pouzijte Cervenou rysku. Nasledné¢ vyméite nadobku na
extrakt a opét zalijte vodou z odmérky, tentokrate mensim objemem — pouzijte cernou rysku. Takto
opakujte jeste 2x.

Vzorky nechte vychladnout na pokojovou teplotu a az poté méite pH.
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Ukol &.

2: Kalibrace pH metru

Pred vlastnim méfenim pH je potfeba provést kalibraci pH metru. Kalibraci proved'te kalibra¢nimi roztoky o pH =7 a

pH =4.

Ukol &.

Ukol &.

Ukol &.

Vyjméte elektrodu z neutralniho roztoku NaCl, oplachnéte ji destilovanou vodou, osuste buni¢inou a vlozte do
neutralniho kalibra¢niho roztoku. Pokud displej neukazuje pH rovno 7, pomoci pfilozeného klice hodnotu
upravte. Srovnéani proved’te tocenim Sroubku v dolni ¢asti pH metru u pismene N.

Vlozte elektrodu do kyselého kalibracniho roztoku (opét nezapomente omyt destilovanou vodu a osusit
bunic¢inou). Pokud neni pH rovno 4, srovnejte opét pomoci Sroubku, tentokrat u pismene S.

Elektrodu opét oplachnéte a osuste bunicinou.

Po kalibraci vlozte elektrodu zpét do neutralniho roztoku NaCl nebo pokracujte méfenim pH napoju.
3: Méfeni pH slazenych napoju a ¢aje/kavy pripravované pro HPLC analyzu.

Nalijte do cca ¥ uzaviratelné sklenéné nadoby slazeny napoj podle své karti¢ky. Do dalsi sklenéné nadoby
odeberte stejné mnozstvi i z pfipravovaného napoje (kavy, ¢aje).

Pfi méfeni nezapominejte na peclivé omyti a osuseni elektrody mezi kazdym méfenim. Vyjméte elektrodu
z neutralniho roztoku a vlozte ji do prvniho napoje. Zapiste si hodnotu pH a pokracujte méfenim vSech dalsich

napoju. Veskeré naméfené hodnoty pH si zapiste do pracovniho listu.
4: Méteni pH extraktu kdvy z ASE a méfeni pH extraktu vzniklého filtraci pfi atmosférickém tlaku.

Meteni pH vzorki kavy z ASE
o Pred méfenim pH vizualné zhodnot'te jednotlivé vzorky a své pozorovani si zapiste do pracovniho listu.
o Vzorky protfepanim zamichejte.
o Postupné zméeite pH viech ¢tyfech vzorki. Pred kazdym méfenim oplachnéte elektrodu destilovanou
vodou a osuste bunicinou.
Meteni pH vzorku kavy z filtrace za atmosférického tlaku
o Pred méfenim pH vizualné zhodnotte jednotlivé vzorky a své pozorovani si zapiste do pracovniho listu.
o Vzorky protiepanim zamichejte.
o Postupné zméite pH vSech ¢tyfech vzorkl. Pred kazdym méfenim oplachnéte elektrodu destilovanou

vodou a osuste bunicinou.
5: Urceni druhu kyselin v roztoku dle hodnoty pH

Zméite pH neznamych roztoku A, B a C a zapiste do pracovniho listu.

Podle ziskanych hodnot pH a hodnot pK, (naleznete v tabulce v teoretickém Gvodu) urcete, o roztok, jaké
kyseliny se jedna. Objemova koncentrace kyselin je ve vSech roztocich stejnd. Vyberte z téchto moznosti:
roztok H>SO4, CH;COOH a HCOOH.

Do pracovniho listu zapiste vaSe feSeni.
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Ukol &. 7: Okyselovani vyluhu z Eerveného zeli.

e Do vyluhu z ¢ervencho zeli ponoite elektrodu a zapiste hodnotu pH.
e Na mobilnim telefonu si pfipravte casovac nebo stopky.
e Jeden z dvojice stopuje 90 sekund, druhy po tuto dobu vdechuje do vyluhu pomoci bréka vzduch. Ten, kdo

stopuje ¢as, pozoruje zménu zbarveni a pH a po uplynuti 90 sekund zapise hodnotu pH.
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10.5 Ptiloha E — karticky napoja

¢.1 &2
Napoje Nescafé (-)* Big shock Niapoje Nescafé (+)* Kofola
Redéni 10x 100x Redéni 150x 10x
Objem roztoku 25 ml 100 ml Objem roztoku 250 ml 5ml

* (-) bezkofeinova kava

Nescafé (-): navazte dve 1zicky do 250ml kadinky
a zalijte 200 ml horké vody, nechte vychladnout,
nated’te a poté odstred’te

Big shock: nafed’te a poté odstfed’te

* (+) kofeinova kava

Nescafé¢ (+): navazte dvé lzicky do 250ml
kadinky, =zalijte 200 ml horké vody, nechte
vychladnout, nated’te a poté odstied’te

Kofola: nated’te a poté odstred’te

&3
Niapoje Jacobs 3v1 Pepsi
Redéni 150x 10x
Objem roztoku 25 ml 50 ml

Jacobs 3vl: navazte obsah sacku do 250ml
kadinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte
vychladnout, nated’te a poté odstied’te

Pepsi: natfed’te a poté odstred'te

¢4
Napoje Mokaté Coca-cola
Redéni 150x 10x
Objem roztoku 50 ml 25 ml

Mokaté: navazte pét 1zicek do 250ml kadinky,
zalijte 200 ml horké vody, nechte vychladnout,
nated’te a poté odstred’te

Coca-cola: nafed’te a poté odstied'te

&5
Ledovy ¢aj
Napoje Jihlavanka (+) (Cerny)
Redéni 10x 10x
Objem roztoku 100 ml 10 ml

* Jihlavanka (+) kofeinova kava

Jihlavanka (+): navazte dv¢ 1zicky do 250ml
kadinky, zalijte 200 ml horké vody, 3 minuty
louhujte, sced’te, nechte vychladnout, natedte a
poté odstiedte

¢.6

Ledovy caj
Napoje Jihlavanka (-) | (zeleny)
Redéni 10x 10x
Objem roztoku 25 ml 10 ml

* Jihlavanka (-) bezkofeinova kava

Jihlavanka (-): navazte 2 1zicky do 250ml kédinky,
zalijte 200 ml horké vody, 3 minuty louhujte,
sced’te, nechte vychladnout, nafedte a poté
odstied’te

Ledovy ¢aj (zeleny): nated’te a poté odstied’te
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¢.8

&7
Cerny ¢aj
Napoje AHMED RedBull
Redéni 70x 50x
Objem roztoku 25 ml 100 ml

Napoje Cerny ¢aj PIGI | RedBull
Redéni 30x 50x
Objem roztoku Sml 100 ml

Cerna ¢aj AHMED: navazte 2 1zi¢ky do 250ml
kadinky zalijte 200 ml, horké vody, louhujte 3
minuty, sced’te, nechte vychladnout, nated’te a

poté odstied’te.

* (+) kofeinova kava

Nescafé (+): navazte obsah sacku do 250ml
kadinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte
vychladnout, nated’te a poté odstred’te.

Kofola: nafed’te a odstred’te

¢9
Niapoje Zeleny ¢aj BIO | Coca-cola
Redéni 30x 10x
Objem roztoku 25 ml 25 ml

Jacobs 3v1: navazte obsah sa¢ku do 250ml
kadinky, zalijte 200 ml horké vody, nechte

vychladnout, odstfed’te a nated’te.

Pepsi: nated’te a odstied’te
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10.6 Ptiloha F — Zpétna vazba pedagog + zak

Jméno a pfijmeni:

Datum:

DOTAZNIK

Tento dotaznik slouzi jako zpétna vazba k workshopu, tvodni piednasce a webu
Prirodovéda.cz. Odpovidejte, prosim, stru¢né a konkrétné. Dékuji.

1. Jak hodnotite organizaci workshopu?

2. Jaké zmény byste uvitala?

3. Je podle Vas dulezité praktické seznameni s modernimi analytickymi metodami, jako

kapalinové chromatografie, dtlezité i pro studenty v§eobecného gymnazia?

4. Pokud byste méli moznost pfijit se svymi zaky na workshop znova, pfisli byste?
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5. Jenéco, co byste urcité vynechala z programu workshopu?

6. Co se Vam na workshopu libilo?

7. Jak bylo podle Vas zpracovano zadani? Navrhujete néjaké zmény?

8. Doplioval a navazoval vhodn¢ pracovni list na zadani? Navrhujete néjaké zmény.
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9. Meéli zaci dostatek prostoru a prilezitosti se ptat?

10. Byly vSechny otazky zaki dostatecné odpovézeny?

11. Mate pocit, ze zaky workshop zaujal? Pokud ne, navrhujete v tomto sméru néjaké zmeény?

12. PiiSel Vam workshop svou narocnosti adekvatni studentim chemického seminate ve 3.
ro¢niku vSeobecného gymnazia? Pokud ne, co by mélo byt 1épe vysvétleno nebo zcela

vynechano?
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13. Jak hodnotite uvodni piednasku, ktera pfedchazela workshopu? Dopliovala vhodné

workshop?

14. Jak hodnotite informace na webu Pfirodovéda.cz? Dopliiuje vhodné workshop?

15. Navrhujete néjaké zmény (pfednaska, web i workshop)?
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Roc¢nik studia:

Datum:

DOTAZNIK
Tento dotaznik slouzi jako zpétna vazba k workshopu, uvodni pfednasce a webu
Prirodovéda.cz. Odpovidej, prosim, struéné a konkrétné. Déekuji.
1. Zakrouzkuj, jaky typ tloh/y jsi vypracovaval/a:
Stanoveni metabolitii v moci, Stanoveni kofeinu v ndapojich, Méreni pH napojii.

2. Dozvédél/a jsi se béhem workshopu néco nového? Pokud ano, uved’ konkrétni piiklad/y.

3. Co bylo pro Tebe opakovani? Piislo Ti opakovani uzite¢né nebo zbytecna ztrata ¢asu?

4. Ptipadal Tinavod k uloham dostate¢né srozumitelny? Pokud ne, uved’ konkrétni piiklady,

kde Ti nebylo néco jasné.

5. Jaky obor panujes studovat na VS?
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6. Uvital/a bys néjaké zmény (organizacni, vybéry tloh, Groven obtiznosti)? Uved’ konkrétni

ptiklady.

7. Mas pocit, ze jsi porozumél/a, jak funguje kapalinovy chromatograf?

8. Setkal/a jsi se béhem svého dosavadniho studia (vcetné mimoskolnich aktivit — SOC,
chemické olympiady apod.) s kapalinovou chromatografii? Pokud ano, uved’, kdy a pfi

jaké prilezitosti, zda jen teoreticky nebo i prakticky.

9. Uyvital/a bys, aby se podobné praktické aktivity zafazovaly vice do vyuky?

10. Dozvédél/a jsi se na teoretické prednasce, ktera predchazela workshopu, co od ného

ocekavat a jaké bude jeho hlavni zaméteni?
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11. Mél/a jsi dostatek ¢asu na ulohy, které jsi chtél/a stihnout?

12. Bylo rozlozeni ¢asu mezi teorii, praktickou ¢ast v laboratofi, vyhodnoceni vysledki a

vyvozeni zaveéru vyhovujici? Kde bys pfipadné udélal/a zménu?

13. Co T¢ v priibéhu workshopu nejvice bavilo?

14. Co Ti v prub&éhu workshopu pfislo spiSe nudné ¢i zbytecné?

15. Navstivil jsi pied zacatkem workshopu webovou stranku Piirodovéda.cz, kde jsou
rozsifujici informace vztahujici se k workshopu? Pokud ano, uved, jaky mas ze stranek

dojem, co bys vylepsil/a?
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10.8 Piiloha G — teoreticka prednaska pro studenty SS

Kofein + gye

Bc.*Katerina Laviékova

1,3,7-trimethylxantin
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Kde vSude ho najdeme?
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IFCAFFEINE IS ADRUG

* Kofein je celosvétové nejpouzivané;jsi
psychoaktivni drogou.
* Doporucend denni ddvka by neméla

prekrocit 400 mg. =
DOES THAT MEAN STARBUCKS |
IS A DRUG DEALER?
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Biotransformace ch)‘\ﬁ"} Iy
S -
CHy

Dt

1-methylmocova kyselina I cHy

HCy

p
{
Aot

I Paraxantin |

| Teofylin (1,3-dimethylxantin) | A Teobromin (3,7-dimethylxantin) |

1-methylmocova kyselina

AAML

Kofein (1,3,7-trimethylxantin) |
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" | NEED COFFEE LOOK'WHAT CAFFEINE

DID TO ME

Experimentalni Cast

* Stanoveni kofeinu a jeho metabolitl ve vzorku moci — kvalitativni
hodnoceni
* Stanoveni kofeinu v napojich - kvantitativni hodnoceni

* Méreni pH napojl
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Kapalinova chromatografie = HPLC

Zasobniky mobilni faze  Cerpadlo mobilni faze Detektor Odpad

Cerpadla MF

Kapalinovy chromatograf

Davkovaci zafizeni

UV/VIS detektor
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Vyhodnoceni dat

1. Kvalitativni hodnoceni — retencni ¢asy (moc)

2. Kvantitativni hodnoceni —

metoda kalibracni kfivky (napoje)

Odezva detektoru [mAU]

Metoda retencnich ¢asu

(kvalitativni)

UV_VIS_3 WVL:270 nm
UV_VIS_3 WVL:270 nm

3000 U

2000 ‘

1000

N\._/f AM J \

0 10 20 3,0

7,0

80 90 10 1M
Retenéni ¢as [min]
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2. Metoda kalibracni krivky
(kvantitativni)

18

14

Odezva detektoru [mAU]

0 10 20 30 40 50 60

70 80 90

100 110 120
koncentrace [mg/l]

Sklenéna elektroda

CH,COOH + H,0 CH,CO0 + H,0"

—~——

H.COO 1.0 ]
[CH.COOH |

pH elektroda (mérnd)

N

K (CH.COOH )= lc

roztok elektrolytu

/ referenéni elektrolyt
/ referen¢ni elektroda

sklenéna

membrana (citliva)
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Acid Neutral Alkali

The University of Waikato Te Whare Wananga o Waikato | www.sciencelearn.org.nz

Bezpelnost prace

Metanol Q/

V laboratofi pracuji jen se svymi pristroii, roztoky, latkami Q/

Kazdé (i drobné) zranéni nahlasim
Presto, Ze pracuji s potravinovymi vzorky, z kadinek nepiju Q/
* P¥i praci s biologickymi vzorky pouzivam rukavice J
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Program workshopu

* Sraz 24.5./26.5. v 8:00 pred budovou C PiF JCU (Brani$ovska 1760, Ceské
Budéjovice)
* Prace v laboratofi (8:00-12:00)
o Stanoveni kofeinu a jeho metabolitl ve vzorku moci — kvalitativni hodnoceni
o Stanoveni kofeinu v napojich - kvantitativni hodnoceni
o Méreni pH napoju

* Vyhodnoceni (12:15-13:15)

Co si nezapomenout vzit do laboratore?

* Laboratorni plast

* Prezlivky

* Kalkulacku

* Psaci potreby

* Dvojice, ktera bude analyzovat moc — vzorek moci 0 hod a 2,5 hod; popsat!

¢ Svadina ©

http://www.prirodoveda.cz/
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10.8 Ptiloha H — prezentace vysledkl analyz extrakt kavy jednotlivych frakci

ASE

= accelerated solvent extraction

ASE = accelerated solvent extraction

Zasobniky rozpoustédel ‘

Cela se vzorkem |

Ovladaci displej

Sbérné nadoby

95




Odezva detektoru [mAU]

3500

Mnoizstvi vyextrahovanych latek v pribéhu extrakce

Analyt ¢islo 1

3000

2500

2000

1500

1000

500

Plocha piku [mAU*min]
w
8

, . =
2 3

Pofadi extrakce

4

"ATM

0,0

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0

Retenéni ¢as [min]

Odezva detektoru [mAU]

3500

MnoZstvi vyextrahovanych latek v pribéhu extrakce

Analyt &islo 2

3000

2500

2000

1500

1000

500

Plocha piku [mAU*min

16

14

12

10

8

6

4

N In

o [

1

2 3 4
Poradi extrakce

BATM

0,0

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0

Retencni ¢as [min]

96




Mnozstvi vyextrahovanych latek v pribéhu extrakce
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10.9 Ptiloha I — fotografie z workshopu
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