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1. UVOD



1.1. Metilksantini

Ksantini su razli€iti spojevi proizvedeni od biljaka i zivotinja te nisu proucavani tako
cesto kao druge tvari metabolizma, kao ATP ili GTP. Zanimljivo je da ti spojevi pripadaju
obitelji purina i sve ih ljudske stanice proizvode. Zapravo, ksantin i njegovi derivati su
meduprodukti u proizvodnji GMP-a, GDP-a i GTP-a u stanicama koje ovise o putu
spaSavanja koji reciklira meduprodukte degradacije natrag u GTP i nukleinske kiseline. Osim
toga, ksantin ima ulogu u katabolizmu nukleotida 1 nukleinskih kiselina, jer je to preteca
mokraéne kiseline, §to je konac¢ni proizvod katabolizma purina (Slika 1A). Zanimljivo je da
prednosti ksantina u kakau uopée nisu povezane s anabolickim ili katabolickim
metabolizmom purina kod ¢ovjeka. Aktivni spojevi u kakau koji su strukturno sli¢ni ksantinu
su metilksantini (Slika 1B), viSestruko su istrazivani te su fizioloski ucinkoviti na zdravlje
covjeka. Vecina potroSaca nece biti svjesna da psihoaktivni uc¢inci uzrokovani konzumiranjem

kakaa, kave ili ¢aja proizlaze iz blokade adenozinskih receptora. (1)
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Slika 1. (A) Ksantin kao intermedijer GTP-u te anabolizam 1 katabolizam nukleinske kiseline.

Pravokutnik u spojevima isti¢e ksantinsku jedinicu (1); (B) Strukture metilksantina. (2)

Flavonoli 1 metilksantini su najprepoznatljivi aktivni sastojci kakaa. Flavonoli su
polifenolne strukture koje u kakau ukljucuju katehin 1 derivate, te B2, B3 1 C1 procijanidine.
Nedavni interes za ove spojeve proizlazi iz njihovih antioksidativnih svojstava. Zapravo,
flavonoli inhibiraju peroksidaciju lipida i utjecu na proizvodnju lipida ili derivata lipida koji

reguliraju imunoloski odgovor, a nedavno se pokazalo kako prehrambeni kakao ublazava



upalu povezanu s pretilo§¢u u mieva s visokim udjelom masti. (3) Cini se da su te molekule
kljucni igra¢i u povecanju korisnih crijevnih mikroba (npr. Lactobacilli) i smanjenju manje
korisnih (npr. Clostridia).(4,5) Nabil Hayek (6) je pregledao podatke koji pokazuju da kakao i
/ ili ¢okolada mijenjaju crijevnu floru na isti nacin kao i prebiotici i probiotici. Budu¢i da se
funkcionalna interakcija izmedu crijevne mikroflore i metabolizma domacina doista pokazala
u nekoliko studija, primjerice kod studije Tremaroli i sur. (7), te rezultiraju odrzavanjem

zdravlja, neke od prednosti kakaa mogu biti posljedica ovog neizravnog mehanizma.

Metilksantini, djeluju¢i na adenozinske receptore u srediSnjem ziv€anom sustavu,
povecavaju razinu uzbudenja, raspolozenja i koncentracije. (8) Mnogi od lijekova uklju¢eni u
ljudsku "prehranu" imaju za cilj neurone u srediSnjem ziv€anom sustavu i proizvode razlicite
psihoaktivne, psihomotorne i neuroplasticne ucinke. Istrazivanje Schiffmana 1 sur. (9)
pokazalo je da prilagodba ljudskog jezika prema metilksantinima jac¢a okus. Koncentracije
spojeva upotrijebljenih u istrazivanju bile su dovoljne da blokiraju adenozinske receptore,
osobito podtip Al, a ne utjeCu na aktivnost fosfodiesteraze. Rezultati su bili vazni za

identifikaciju adenozinskih receptora kao modulatora percepcije okusa.

1.1.1. Kofein

Kofein (1,3,7-trimetilksantin) 1 teobromin (3,7-dimetilksantin) dolaze u pi¢ima kao §to
su kava, €ajevi i kole. (10) Teofilin (1,3-dimetilksantin) dolazi u raznim listovima ¢ajeva. (11)
Metabolizam kofeina u ljudskom sustavu ukljuc¢uje formiranje i teobromina i teofilina.
Kofein, teobromin i teofilin posjeduju svojstva blagih stimulansa srediSnjeg Ziv€anog sustava.
Kofein takoder djeluje kao diuretik 1 moZe prouzrociti miokardijalnu 1 respiratornu
stimulaciju. U¢inci teobromina i teofilina su manje izraZzeni od kofeina. (12) Objavljene su
studije o koncentracijama dostupnih kofeina u uzorcima specijalnih napitaka dobivenih na
prodajnim mjestima. (13,14) Ova su izvje$ca, koja se odnose na uzorke kave s i bez kofeina,
koristila ekstrakciju tekuce - tekuce, koju je slijedila plinska kromatografija 1 detekcija duSik-

fosfor (GC-NPD) u analizi. Odredivanje ksantina u oba pic¢a i iz bioloskih uzoraka takoder je



opisano koriStenjem tankoslojne kromatografije (15), teku¢inskom kromatografijom (LC) (16)

1 masenom spektrometrijom (MS) (17).

1.1.2. Teobromin

Teobromin je metilksantin prisutan u velikim koli¢inama u ¢okoladi i kakau. Manje je
proucavan od ostalih prirodnih metilksantina jer stimulira srediSnji Ziv€ani sustav u manjoj
mjeri. Ipak, potrosnja teobromina ima zdravstvene koristi, uklju¢ujuéi zastitu povrsine cakline
1 suzbijanje kaslja. Nadalje, pokazalo se da teobromin povecava koncentraciju HDL
kolesterola 1 smanjuje koncentraciju LDL kolesterola u plazmi, dajué¢i kardiovaskularnu
zaStitu 1 smanjujuci rizik od koronarne bolesti srca. Primarni metaboliti teobromina su 3-
metilksantin, 7-metilksantin, 7-metilna kiselina i 3,7-dimetilna kiselina, a 18-21% ostalo je

nepromijenjeno. (18)

Farmakoloska ispitivanja potvrduju da je teobromin manje aktivan od kofeina.
Teobromin ima dva do tri puta nizi afinitet od kofeina za A1 i A2 adenozinske receptore i
o€ito je manje ucinkovit kao inhibitor fosfodiesteraze. Nadalje, njihova se farmakokinetika
znacajno razlikuje. Kofein je visoko topljiv u vodi, vrSne koncentracije u krvi postize 30-40
minuta nakon ingestije 1 ima poluvijek eliminacije 2,5-5 sati, a teobromin je topiv u mastima,
postize vrSnu koncentraciju u krvi 2-3 sata nakon ingestije i procjenjuje se poluvijek
eliminacije 7 do 12 sati. Kofein lakSe prodire u krvno-mozdanu barijeru od teobromina.
Teobromin, s druge strane, je snazniji stimulator srca od kofeina 1 bio je ranije koristen kao

dilatator koronarnih arterija u dnevnim dozama od 300 do 600 mg. (19)

1.1.3. Proizvodi koji sadrze metilksantine

Danas se metilksantini smatraju glavnim aktivnim sastojcima u kakau, kavi 1 Caju.
Osim polifenola, kakao je bogat metilksantinima, kofeinom, teobrominom 1 teofilinom. (20)

Teobromin je glavni metilksantin prisutan u kakau, dok je sadrzaj kofeina oko 0,2 %. (21)



U tamnoj cokoladi nalazi se visoki udio teobromina i kofeina, pri ¢emu je veéi udio
teobromina. (20) Udio kofeina u kakau je mali u usporedbi s udjelom kofeina u kavi i Caju.

(22)

1.1.3.1. Cokolada

Jedna od najsladih svjetskih poslastica, ¢okolada je hrana napravljena od zrna kakao
stabla. Kakao stabla potjecu iz praSuma Juzne i Srednje Amerike. Prvi su je kultivirali
Mezoamerikanaci. Koristili su kakao zrna za stvaranje pjenuSavog cokoladnog pica sa
zac¢inima. Kad su Europljani otkrili tajnu kakao stabla, cokolada je postala vazna roba. Danas,
dva glavna ¢okoladna proizvoda su kakao za pripravu napitka te ¢okolada kao slatkis, iako se
cokolada moze koristiti kao dodatak brojnim desertima kao $to su keksi, torte i brownies.
Takoder je otkriveno kako je ¢okolada koristan dodatak pojedinim lijekovima. Kakao maslac
koristi se u kozmeti¢kim preparatima, uljima te kao premaz (coating) za pilule. Cesto se
povezuje s brojnim religioznim i nacionalnim praznicima i slavljima, kada se tradicionalno
daruje kao poklon voljenima i prijateljima. Cokolada je i simbol ljubavi i predanosti pa se

poklanja voljenoj osobi za Valentinovo (23).

Slika 2. Kakao u razli¢itim oblicima: kakao prah, kakao zrnca, kakao maslac i cokolada (24)



Kakao stabla uzgajali su Azteci mnogo prije dolaska Europljana. Kakao zrna koristila
su se kao valuta te za pripremu zalinjenog napitka ,,Chocolatl“. Cokolada se pripremala
otapanjem kakao zrna u keramickim loncima prije mljevenja kamenjem. Takvoj smjesi bi se
dodala hladna voda, uz dodatke ljutih zacina ili meda i mjeSalo se do pjenuSave konzistencije.
(25) Prva kakao zrna u Europu je donio Kolumbo iz znatizelje, a kasnije ju je Don Cortez
komercijalno iskoristio kao novo piée. (26) Spanjolci su preferirali slatko pice i kao takvo se
prosiliro srednjom i sjevernom Europom. MjeSavina kakao zrna i Secera jest tvrda supstanca
koja nije ugodna jezicnim pupoljcima, a za postizanje lakoce topljenja, bio je potreban
dodatak masti. To se moze dobiti pritiskom kakao zrna i uklanjanjem dijela masnog sadrzaja,
poznatog kao kakao maslac. Moguénost ekstrahiranja navedenih masnoca razvijena je 1828.
godine, a razvio ju je Nizozemac Van Houten. Izdvojena masnoca koristila se za izradu ¢vrste
cokoladice (chocolate bar), dok se preostali kakao prah s niskim udjelom masnoca moze
iskoristiti za pripremu pi¢a. Ovakva ,.Cokolada za pi¢e” zapravo se viSe preferirala od

originalne mjeSavine zbog manje masnoca. (27).

1.1.3.2. Povijest proizvodnje ¢okolade

Godine 1847., u Bristolu u Engleskoj, Fry je koristio tada razvijene parne strojeve
kako bi pokrenuo prvu tvornicu ¢okoladica te je zasluZzan za izum prve Cokoladice koja je

sadrzala kakao zrna, Secer 1 kakao maslac. (28)

Izum &vrstog oblika mlije¢ne Eokolade pripisuje se Danielu Peteru. U Svicarskoj 1875.
godine strojevi na vodu radili su u dugim vremenskim intervalima po povoljnoj cijeni §to je
omogucilo da se bez velikih dodatnih troskova iz ¢okolade odstrani viSak vode iz mlijeka.
Cokolade sa sadrzajem vlage malo iznad 2% su neprihvatljive zbog siromasne teksture i loge
kvalitete Cuvanja (27). Kao $to vlaznost od 2 % proizvoda moze skratiti njegov rok trajanja, to
takoder moze 1 neravnomjerna tekstura. To zna¢i da je Peter morao pronaci nain suSenja
bogate opskrbe tekuceg mlijeka koje je pronasao u svojoj drzavi. U tome mu je pomoglo
nedavno otkri¢e formule kondenziranog mlijeka, a patentirao ga je Henri Nestlé. Bilo je
potrebno evaporirati manje vode, a ostatak se je mogao ukloniti koriStenjem relativno jeftinog

stroja na vodu. U to vrijeme, ve¢ina se mlije¢nih ¢okolada koristila za izradu pica. (29)



Kako bi ¢okolada bila mekana dok se topi u ustima, ¢vrste, nemasne cestice moraju
biti manje od 30 pm. Cokolade koje su proizvodili Fry i Peter napravljene su kori§tenjem
granitnih valjaka, ali i dalje su imale krutu teksturu. Ovo je posljedica prisutnosti vecih ¢estica

te masnoca nije dobro pokrivala Cestice. (29)

Rodolphe Lindt je u svojoj tvornici u Bernu u Svicarskoj 1879. godine izumio stroj
koji je proizvodio meksu ¢okoladu boljeg okusa, a stroj je nazvao «konca» zbog izgleda kao
Skoljka volak (eng. conch). Sastojao se od granitnog kanala s valjkom koji je gurao toplu
tekucu Cokoladu naprijed i natrag nekoliko dana. Ovo bi razbilo nakupine i vece Cestice i

oblozilo ih maséu. Istovremeno, vlaga bi isparila u zrak, stvaraju¢i meksu cokoladu. (30)



Tablica 1. Ostali vazni dogadaji u industriji proizvodnje Cokolade. (28)

Godina Dogadaj
1900 Mlijecna Cokolada postala je hrana za svakoga: potvrdile su Svicarske tvornice
¢okolade Lindt & Spriingli, Tobler Suchard
1905 Cadrbury prodaje ,,Dairy Milk* cokoladu
1907 Herhey u Americi proizvodi ,,Kisses*
1914 U Francuskoj se pojavila Banania: sadrzi kakao prah, Secer i nasjeckanu bananu
1922 Buitoni u Italiji proizvod ,,Kiss*
1923 U SAD-u, Frank Mars proizvodi ,,Milky Way*
1925 Callebaut proizvodi prvi omot za ¢okoladu.
U New Yorku je osnovana Cocoa Exchange za trgovanje sirovinom 1 SAD je
postao jedan od vodecih svjetskih proizvodaca ¢okolade
1943/5 Americke trupe u Europi distribuiraju svoje ¢okoladice
1950-1975 | U Francuskoj Robert Linxe osnovao je Valrhonu i Maison du Chocolat te vratio
Francuzima nadmoc¢ u kvaliteti cokolade
1950. spajanjem ,,Uniona* 1 ,,Bizjaka* osniva se najveca tvornica ¢okolade 1
keksa u jugoistocnoj Europi, ,,Josip Kras*
1951. Otvorena tvornica ,,Zve¢evo*
1956 Proizvedena ,,Mon Cheri®, prva Boerova c¢okolada proizvedena industrijski
1963 Rud Léderach, u laboratoriju Ennetbiihls, izumio je "Suplje" kalupe za praline
1964 Dana 20.travnja u promet je pustena prva teglica Nutelle
1974 Proizvodnja Kinder jaja
1984 Raymond Bonnat i Voiron kreirali su prvu kolekciju tamnog ,,Grands Crus de
Cacao*
1988 Varlhona Guanaja kreirali su c¢okoladicu koju su opisali poput vina,
oznacavajuci je kao ,,grand cru®, jedinstvenog podrijetla
1989 Lindt je u talijanskim supermarketima prodavao ¢okoladice sa 70% kakaa
1993/95 | Prvi Salon ¢okolade u Parizu, prvo izdanje Euroc¢okolade u Perugiji
1998-2000 | Amedei i Domori u Italiji distribuiraju ,,cru“ ¢okoladice




1.1.3.3 Vrste ¢okolade

Tamna cokolada uz intenzivnu i postojanu aromu kakaa, izgleda svijetlo 1 sjajno, topi
se u ustima ostavljaju¢i ugodni gorki okus. Trebala bi biti glatka na dodir - svilena, nikad
zrnata. Postotak kakaa je jedna od glavnih znacajki koje odreduju njenu kvalitetu. Najbolje

cokolade iz ove skupine sadrze barem 70% kakaa. (28)

Mlije¢na ¢okolada sadrzi ne manje od 20-25% kakaa. (28) svjetlosmede boje 1 mekane
konzistencije. Dobivena je od kakaa i Se¢era uz dodatak mlijeka, vrhnja, vrhnja u prahu,
mlijeka u prahu, mlijeCne masti 1 lecitina. Moze sadrzavati i kakao maslac. Mlije¢na ¢okolada

sadrzi oko 25% masti i do 55% Secera. (31)

Gianduja (danduja) jest smeda ¢okolada, a dobiva se spajanjem ljesnjaka, kakaa i
Secera. Ponekad se dodaju mlijeko, bademi ili orasi. Gianduja je prvi put napravljena u Torinu

sredinom 19. stoljeca. (28)

Bijela ¢okolada sadrzi kakao maslac, Secer, mlijeko u prahu 1 vaniliju. Okus je sladak,
pri sobnoj temperaturi ¢okolada je tvrda, dobro se lomi i odlicno topi u ustima. Priblizno 8
grama teska tablica bijele Cokolade sadrzi puno kalcija, fosfora i vitamina B2. (32) Osim
jestivih proizvoda, ¢okolada se moze koristiti 1 za druge namjene, kao §to je kozmetika, zbog

svojstava kakaovog maslaca. (28)

St %

SWISS CLASSIC

COCOA,

A, LINDOR

Slika 3. Tamna, mlije¢na, bijela i gianduja ¢okolada.



1.2. Odredivanje metilksantina u uzorcima

1.2.1. Uzorkovanje u toksikologiji

Uzorak jest svaki materijal koji je nastao u operativnom sustavu za ispitivanje tijekom
analize ili ¢uvanja. Ispitivana tvar je ona tvar koja se analizira dok je usporedna tvar svaka
tvar (standard) koja se koristi za usporedbu s ispitivanom tvari (33). Jedan od najvaznijih
postupaka toksikoloske analize, a koji ima znacajan utjecaj na rezultat analize, jest nacin
uzimanja uzoraka, odnosno uzorkovanje (34). Uzorci za toksikoloSku analizu mogu biti
nebioloski i1 bioloski. U ovom radu nebioloski uzorci su uzorci razlicitih vrsta ¢okolada, a

bioloski uzorci su uzorci mokrace ispitanika.

1.2.2. Nebiolo$ki uzorci

Za razliku od bioloskih uzoraka, nebioloske uzorke karakteriziraju manje molekule,
kao 1 manja kompleksnonst sustava pa su rjede interferencije medu molekulama. Analiza se
najceS¢e koristi za identifikaciju, odredivanje kvantitativnog sastava, stupnja cistoce 1
stabilnosti nekog sustava ili za ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava tvari u sustavu.

Ovakva je analiza jednostavnija i jeftinija (35).

1.2.3. Bioloski uzorci

Uzorci za toksikolosku analizu zivih uzoraka zapravo su bioloSki uzorci te u 98%
slucajeva to su mokraca, krv i zeluCani sadrzaj. Ostatak otpada na kosu, slinu i nokte te se u

posebnim slucajevima mogu koristiti i druge tjelesne tekucine.

Mokraca je svijetlozuta tekuéina koja se izluCuje bubrezima, a sadrzi vodu, soli te
produkte metabolizma. Najprikladniji je uzorak jer je koncentracija tvari i njenih metabolita u

uzorku najveca 1 najlakSa za identifikaciju. Najces¢e se koristi pri analizama na prisutnost
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droga i alkohola. Prikuplja se u plasti¢nu posudu na kojoj moze biti i traka za mjerenje pH 1
temperature mokrace te koncentraciju kreatinina. Vazno je naglasiti kako je manipulacija
mokraéom najjednostavnija, a ona ukljucuje dodavanje raznih sredstava koja kasnije
otezavaju analizu 1 pridonose maskiranju potencijalno prisutnih droga u uzorku. Zbog

navedenog, prikupljanje mokrace potrebno je provoditi u strogo kontroliranim uvjetima (34).

1.3. Priprema uzoraka

Prije instrumentalne analize odgovaraju¢om analitickom metodom potrebno je izolirati
tvari od interesa iz bioloskog i/ili nebioloskog materijala. Bioloski su materijali kompleksni te
njihove endogene komponente mogu interferirati s analitom stoga ih je prije analize potrebno
ukloniti. Takoder, koncetracije trazenih tvari ¢esto su vrlo niske te ih je prije analize potrebno

dodatno koncentrirati (36)

1.3.1. Metode ekstrakcije

Ekstrakcija je analiticka metoda razdvajanja analita iz smjese, a utemeljena je na
razdiobi analita izmedu dva otapala koja se medusobno ne mijeSaju. Ekstrakcija tekuce-tekuce
1 ekstrakcija ¢vrstom fazom najcesce se koriste za ekstrakciju analita iz bioloskih uzoraka.
Ekstrakcijske metode provode se za pripremu uzoraka za kvalitativno 1 kvantitativno

odredivanje analita kromatografskim metodama. (37)

1.3.1.1. Ekstrakcija ¢vrstom fazom (eng. Solid phase extraction, SPE)

Ekstrakcija ¢vrstom fazom jest fizikalni proces koji se odvija izmedu tekuce 1 Cvrste
faze, a koristi se za odjeljivanje organskih spojeva iz biolo§kog materijala na temelju njihovih

razliitih afiniteta za stacionarnu fazu u kolonama. Analit otopljen u otapalu (tekuca faza) ima
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vedi afinitet za ¢vrstu fazu nego samo otapalo. To znaci da kad uzorak prode kroz kruti nosac,
analit se koncentrira na povrsini ¢vrste faze dok ostatak uzorka slobodno prolazi kroz kolonu.

(38)

Postupak SPE odvija se u nekoliko koraka. Prvi korak jest kondicioniranje kolone
organskim otapalom kako bi doslo do oslobadanja vezanih funkcijskih skupina, aktiviranja
ugljikovodikovih lanaca i uklanjanja organskih ostataka s nosaca. NanoSenje uzorka drugi je
korak kojim se uzorak lagano propusta pod laganim vakuumom. Protok normalno iznosi 1,5
ml/min. Slijedi pranje kolone kako bi se uklonili ostaci otapala i ostale necistoce, a zatim se
analit eluira s nosaca otapalom iznimno velike eluacijske mo¢i (39). Vazno je napomenuti
kako se polarni analiti zadrZavaju na polarnim nosacima koji se ispiru vodenim, a eluiraju
organskim otapalima (normalna faza), dok se nepolarni analiti zadrZzavaju na nepolarnim

nosacima koji se ispiru organskim, a eluiraju vodenim otapalima (rezervna faza).

Danas se za nosace koriste razni materijali niske specifi¢nosti (kemijski vezani silikati,
porozni polimeri, nosaci na bazi ugljika) ili visoko specifi¢ni nosaci za odredeni kemijski spoj
(ionski izmjenjivaci, nosafi ogranicenog pristupa, makrociklicki nosaci, imunoafinitetni

nosaci, molekulski tiskani polimeri). (39)

Kendicioniranje Zadriavanje Ispiranje Eluacija
9 -] Lo - 5 =l [=
n;' 'H‘T - i nI:I

e <
5 & &

Slika 4. Priprema uzorka metodom ekstrakcije ¢vrstom fazom (SPE) (40)
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1.3.1.2. Ekstrakcija tekuée-tekuce (eng. Liquid — liquid extraction, LLE)

Ekstrakcija tekuce-tekuce je postupak kojim se otopljena tvar raspodjeljuje izmedu
dviju tekucina koje se medusobno ne mijesaju. Temelji se na razlikama u pH vrijednosti i

topljivosti analita u matrici 1 organskom otapalu pri odredenom pH.

Za uspjesnu ekstrakciju vazan je pravilan odabir organskih otapala, ¢emu pogoduje
poznavanje kemijskih svojstava lijeka ili ispitivane toksi¢ne tvari. Kiseli spojevi su relativno
netopljivi u kiselom mediju i uglavnom se mogu ekstrahirati iz kiselih vodenih otopina u
organsko otapalo pri ¢emu bi pH medija trebao biti dvije pH jedinice ispod pKa analita. Bazni
spojevi su uglavnom netopljivi u alkalnim otopinama i mogu se ekstrahirati iz alkalnih
vodenih otopina u organsko otapalo. Neionizirani spojevi prelaze iz vodenog okruZenja u
organsko otapalo, dok ionizirane komponente poput proteina ostaju u vodenom sloju.
Najcesce koristena otapala su heksan, toluen, dietileter, klorbutan, diklormetan, kloroform 1

njihove smjese (36).

Ovo je jedna od najceS¢e koriStenith metoda pripreme uzorka jer je relativno
jednostavna 1 brza. Najvec¢i nedostaci metode su niska selektivnost, ogranic¢en broj otapala

koji se medusobno ne mijesaju te potrosnja velikih koli¢ina organskih otapala (41).

1.4. Instrumentalna tehnika odredivanja

1.4.1.Plinska kromatografija (eng. Gas chromatography, GC)

Plinska kromatografija jest najceS¢e koriStena metoda za kvalitativnu te kvantitativnu
analizu spojeva koji isparavaju na raznim temperaturama kolone (do 300°C), a da pri tom ne
dode do njihove razgradnje (42). To je tip kolonske kromatografije u kojoj je stacionarna faza
teku¢ina ili krutina imobilizirana na inertnom nosacu stijenke kapilarne kolone, dok je
mobilna faza kemijski inertan plin. Kao mobilna faza koriste se helij, dusik, vodik, argon i

ugljikov dioksid.
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Prvi korak je uparavanje uzorka, a zatim se injektira na pocetku kolone i potiskuje
kroz nju nosen mobilnom fazom pod poviSenim tlakom. Sastojci uzorka se razvajaju na
koloni temeljem razli€itih fizikalno-kemijskih svojstava te se u razli¢itom vremenu detektiraju
na detektoru. Osjetljivost detektora mjeri se odnosom visine pika — S (engl. Signal) i visine
bazne linije — N (engl. Noise) te se oznatava omjerom S/N. Svaki detektor ima odredeno

linearno radno podrucje u kojem je koli¢ina analita proporcionalna dobivenom signalu (43).

1.4.2. Masena spektrometrija (eng. Mass spectrometry, MS)

Masena spektrometrija instrumentalna je metoda identifikacije kemijskih struktura
kroz dva procesa: ionizaciju uzorka i razdvajanje fragmenata djelovanjem magnetskog polja
(44). Uzorak se uvodi u ionizator gdje se molekule i/ili fragmenti molekula ioniziraju. Na
nastale plinovite ionizirane molekule i ionizirane fragmente molekula djeluje se magnetnim ili
elektronskim poljem. Ioni se razdvajaju prema odnosu mase 1 naboja (m/z). Razdvojeni se ioni
detektiraju na detektoru, a nastali elektri¢ni signal se pohranjuje u obliku omjera m/z koji se

zapisuje na pisacu (37).

1.4.3. Plinska kromatografija sa spektormetrijom masa (eng. Gas chromatography—

mass spectrometry, GC-MS)

Plinska kromatografija sa spektrometrom masa (GC-MS) je zlatni standard kod
kvantitativne 1 kvalitativne forenzicne 1 klinicke analize lijekova, sredstava ovisnosti 1
bioloSkih uzoraka. Spektrometar masa pogodan je za kvalitativhu analizu, a plinska
kromatografija za odjeljivanje 1 kvantifikaciju smjesa. Karakteristi¢ni podatci dobiveni
koriStenjem GC-MS su vrijeme zadrzavanja i povrsina ispod pika koja je proporcionalna
koli¢ini sastojka (37). Ova metoda omogucuje najucinkovitije razdvajanje, identifikaciju 1
kvantifikaciju hlapljivih 1 poluhlapljivih metabolita u bioloSkim uzorcima. Takoder je
pogodna za provedbu kemijske derivatizacije uzorka, pri cemu se poboljSava hlapljivost 1

termicka stabilnost komponenti uzorka. Sprega kromatografskih i spektrometrijskih tehnika
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povecava njihovu pojedinacnu specificnost 1 osjetljivost. Zbog niskog limita detekcije

pogodnija je od klasi¢nih kvantifikacijskih biokemijskih metoda (45).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA



Ciljevi ovog rada su:

1. Kvalitativno dokazati prisutnost metilksantina u uzorcima ¢okolade primjenom GC-

MS metode.

2. Dokazati prisutnost metilksantina u bioloskim uzorcima mokrac¢e primjenom GC-

MS metode.

3. Usporediti rezultate analize dobivene nakon pripreme uzoraka cokolade razli¢itim
ekstrakcijskim metodama, (ekstrakcija ¢vrstom fazom i ekstrakcija tekuce-tekuce) te utvrditi

koja je metoda prikladnija za pripremu uzoraka koji sadrze metilksantine.

4. Usporediti rezultate analize dobivene nakon pripreme bioloSkih uzoraka

ekstrakcijom tekuce-tekuce kod razlicitih ispitanika.
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3. MATERIJAL I METODE



3.1. Kemikalije

U ovom radu koristene su sljede¢e kemikalije:
Diklormetan, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Etil acetat, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Kloroform, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka
Metanol, p.a., Merck, Darmstadt, Njemacka

Natrijev volframat, Merck, Darmstadt, Njemacka

Voda, redestilirana, Hrvatski zavod za transfuzijsku medicinu, Zagreb

3.2. Uzorci za analizu

U ovom su istrazivanju koristeni uzorci 11 ¢okolada u obliku ¢okoladnih plocica te

bioloski uzorci mokrade triju ispitanika izuzetih nakon konzumacije ¢okolada. Od 11 uzoraka

cokolada, 3 su ¢okolade bile tamne, a 8§ preostalih mlije¢ne ¢okolade.

Uzorecti:

- Uzorak 1: S — Budget ¢okolada za kuhanje
- Uzorak 2: Kinder Riegel mlije¢na ¢okolada

- Uzorak 3: Schogetten mlije¢na cokolada

- Uzorak 4: Milka Noisette, mlijec¢na ¢okolada

- Uzorak 5: Seka Zvecevo, mlije¢na ¢okolada

- Uzorak 6: Kandi Chocodream Milk, mlije¢na ¢okolada

Uzorak 7: Milka Alpine Milk, mlije¢na ¢okolada
Uzorak 8: Mikado mlijecna ¢okolada

Uzorak 9: Dorina ¢okolada za jelo 1 kuhanje
Uzorak 10: Loacker Dark — Noir, tamna ¢okolada

Uzorak 11: Loacker Milk, mlijecna cokolada
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U istrazivanju su se koristili 1 bioloSki uzorci mokrace. Tri ispitanika konzumirali su
30 g Dorina crne ¢okolade za kuhanje te 30 g Milka Apline Milk mlije¢ne ¢okolade. Prvi dan
ispitanici su konzumirali crnu,a drugi dan mlijecnu cokoladu. Uzorak mokrac¢e uzimao se
nataste, 1 sat nakon ingestije te 2 sata nakon ingestije Cokolade. Kako bi podaci bili $to
mjerodavniji, 12 sati prije davanja prvog uzorka, ispitanici nisu smjeli konzumirati proizvode
koji sadrzavaju metilksantine. Uzorci su analizirani kako bi se odredilo prisustvo

metilksantina.

3.3. Postupci pripreme uzoraka za analizu

Uzorci ¢okolade pripremljeni su na nain da se 1 g uzorka otopi u 10 ml vru¢e vode

nakon ¢ega se svi uzorci profiltriraju.

Slika 4. Priprema uzoraka za analizu

20



3.3.1. Postupak pripreme za analizu SPE metodom

Postupak ekstrakcije ¢vrstom fazom vrSio se pomoc¢u komercijalnih kolona za SPE,
Bond Elut Certify tvrtke Agilent Technologies, SAD Supelci, preko Visiprep vakuum kade za
ekstrakciju (slika 5). Kolone su kondicionirane s 1 ml metanola i 1 ml vode. Uzorak (1 ml) je
propusten kroz kolonu polagano pod niskim tlakom (5 mm Hg). Kolona je zatim isprana s 1
ml vode, te je ostavljena na suSenju 1 minutu. Slijedi eluacija metanolom koji je u struji

duSika isparen do suha, a suha tvar je otopljena u 30 pl kloroforma te smjeStena u staklene

tubice za GC-MS analizu.

Slika 5. Vakuum kada za ekstrakciju.
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3.3.2. Postupak pripreme za analizu LLE metodom

Za analizu bioloskih uzoraka pripremljena je ,,in house* LLE tehnika. U tubice za
ekstrakciju s navojem doda se 0,9 g natrijevog volframata dihidrata 1 3 ml smjese
diklormetan/etilacetat (v/v=3:1). U tubice se zatim doda po 1 ml uzorka. Tako pripremljeni
uzorci ekstrahirani su na rotoru za ekstrakciju 10 min (50 rpm) te centrifugirani 15 min (2600
okretaja/min). U petrijevu zdjelicu se izdvoji 2,5 ml organske faze te evaporirano u digestoru

do suha (slika 6). Uzorci su otopljeni i razrijedeni u kloroformu do kona¢nog volumena od 30

ul te prebaceni u staklene tubice za GC/MS analizu (slika 7).

Slika 7. Tubice uzoraka za GC/MS analizu
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3.4. Instrumenti

U istrazivanju su koristeni sljedec¢i instrumenti:

- Plinski kromatograf s masenim spektrometrom; Shimadzu GCMS-QP2010
(Slika 8)

- Centrifuga Centric; Tehnica
- Digitalna tehnicka vaga; Kern; mjerenje na 3 decimale

- Rotor za ekstrakciju, Vorteks; IKA

3.4.1. Radni uvjeti GC-MS kromatografske kolone

Kromatografska analiza pripremljenih ekstrakata izvedena je na plinskom
kromatografu sa spektrometrom masa metodom koja omogucéava istovremeno snimanje
ukupnog ionskog kromatograma (TIC) u podrucju od 40 — 600 m/z i snimanje samo

odabranih iona (engl. Single ion monitoring, SIM). Optimiran je temperaturni program.

Optimalni radni uvjeti:

. volumen injektiranja: 1 pL (splitless)
o temperatura injektora: 250 °C
o protok plina nosioca: 1,5 mL/min

Ukupno trajanje temperaturnog programa je 29 minuta 1 to:

1) 90 °C izotermno 3 min
2) 20 °C /min do 270 °C
3) 270 °C izotermno 15 min.
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Slika 8. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa; Shimadzu GCMS-QP2010 (46)
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4. REZULTATI



4.1. Analiza uzoraka tamnih ¢okolada

Analizom uzoraka uzetih od 3 razli¢ite tamne cokolade ispitivalo se koja od
uzorkovanih cokolada ima visu koncentraciju metilksantina.
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Slika 9. Usporedba uzoraka tamnih ¢okolada: crna linija - S — Budget ¢okolada za kuhanje,
roza linija - Dorina ¢okolada za jelo i kuhanje, plava linija - Loacker Dark — Noir, tamna
cokolada.

Utvrdeno je kako najbolji odziv 1 najvisi ,,peak* metilksantina teobromina, tj. najvisu
koncentraciju daje Dorina ¢okolada za jelo 1 kuhanje.

4.2. Analiza uzoraka mlije¢nih ¢okolada

Analizom uzoraka 8 razli¢itith mlije¢nih Cokolada ispitivalo se koja od uzorkovanih
cokolada ima viSu koncentraciju metilksantina.
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Slika 10. Usporedba uzoraka mlije¢nih ¢okolada: crna linija - Kinder Riegel, roza linija —
Schogetten mlijecna ¢okolada, plava linija - Milka Noisette, smeda linija - Seka Zvecevo,
zelena linija - Kandi Chocodream Milk, modra linija - Milka Alpine Milk, svijetlo zelena

linija Mikado mlije¢na cokolada.

Utvrdeno je kako najbolji odziv 1 najvisi ,,peak* metilksantina teobromina, tj. najvisu
koncentraciju daje Milka Alpine Milk, mlije¢na cokolada. Uz to, iz kromatograma je

iskljucena Loacker Milk mlije¢na ¢okolada jer analizom nije dala nikakav odziv.

4.3. Usporedba SPE i LLE metode na uzorku tamne ¢okolade

Analizom uzorka Dorina ¢okolade za jelo 1 kuhanje metodama SPE i LLE zeljelo se
pokazati daje li uzorak dobiven LLE metodom jednak ili bolji odziv na aparatu od uzorka
dobivenog SPE metodom. Navedenu analizu se provodilo u svrhu daljnjeg istraZivanja na

bioloskim uzorcima za koje je potrebna priprema uzoraka LLE metodom.
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Slika 11. Usporedba SPE i LLE metode na uzorku tamne ¢okolade. Crna linija — SPE metoda,
roza linija — LLE metoda.

Cma linja -  SPE  metoda; roza  linija - LLE  metoda
Rezultat analize jest da uzorak pripremljen LLE metodom daje dobar odziv i ,peak®
metilksantina na GC-MS uredaju. Najve¢i ,,peak* crne linije predstavlja trimetilsilanol koji

nije bio predmet ovog istrazivanja, stoga se zanemaruje njegov odziv.

4.4. Koncentracije metilksantina u bioloSkim uzorcima mokracée

Tri osobe (u ovom istraZivanju su imenovane ispitanik 1, 2 1 3) dobrovoljno su
pojele odredenu jednaku koli¢inu (30 grama) tamne 1 mlijecne Cokolade te im je izuzeta
mokraca na analizu. Izuzeto je 1 analizirano ukupno osamnaest uzoraka, prvi uzorak prije
konzumacije, drugi uzorak 1 sat nakon konzumacije te tre¢i uzorak 2 sata nakon konzumacije,

posebno za tamnu, odnosno mlijecnu ¢okoladu za svakog ispitanika posebno.
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4.4.1. Koncentracija metilksantina u bioloSkim uzorcima nakon konzumacije Dorina

¢okolade za kuhanje

Na slikama 12 — 14 prikazani su rezultati dobiveni za 3 uzorka mokrace

ispitanika.

Na kromatogramu su vidljivi signali s pripadaju¢im retencijskim vremenima.

Retencijsko vrijeme kafeina je 11,88, a teobromina 12,56. Vidljiv je porast koncentracija

kafeina i teobromina, mjeren visinom — povrSinom signala, ovisno o vremenu uzimanja

bioloskog uzorka. Nakon 1 i 2 sata od konzumacije vidljiv je bolji odziv metilksantina.
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Slika 12. Usporedba signala bioloSkog uzorka ispitanika br. 1. Crna linija — bioloSki uzorak

nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloSki uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Dorina ¢okolade za kuhanje.
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Slika 13. Usporedba signala bioloskog uzorka ispitanika br. 2. Crna linija — bioloski uzorak
nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloski uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Dorina ¢okolade za kuhanje.
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Slika 14. Usporedba signala bioloSkog uzorka ispitanika br. 3. Crna linija — bioloSki uzorak
nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloSki uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Dorina cokolade za kuhanje.

4.4.2. Koncentracija metilksantina u bioloSkim uzorcima nakon konzumacije Milka

Alpine Milk mlije¢ne ¢okolade

Na slikama 15 — 17 prikazani su rezultati dobiveni za 3 uzorka mokrace

ispitanika.
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Na kromatogramu su vidljivi signali s pripadaju¢im retencijskim vremenima.
Retencijsko vrijeme kafeina je 11,88, a teobromina 12,56. Vidljiv je porast koncentracija
kafeina i teobromina, mjeren visinom — povrSinom signala, ovisno o vremenu uzimanja

bioloSkog uzorka. Nakon 1 i 2 sata od konzumacije vidljiv je bolji odziv metilksantina.
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Slika 15. Usporedba signala bioloSkog uzorka ispitanika br. 1. Crna linija — bioloski uzorak
nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloski uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Milka Alpine Milk mlijecne ¢okolade.
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Slika 16. Usporedba signala bioloskog uzorka ispitanika br. 2. Crna linija — bioloski uzorak
nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloSki uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Milka Alpine Milk mlije¢ne ¢okolade.
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Slika 17. Usporedba signala bioloskog uzorka ispitanika br. 3. Crna linija — bioloski uzorak
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nataste, plava linija — bioloski uzorak nakon 1 sata, roza linija — bioloski uzorak nakon 2 sata

od konzumacije Milka Alpine Milk mlijecne ¢okolade.
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5. RASPRAVA



Kvalitativnom analizom uzoraka cokolade primjenom GC-MS metode dokazano je
prisustvo kofeina i teobromina u svim ispitivanim uzorcima. Detektirani metilksantini su
uspjesno identificirani pomoc¢u masenog spektrografa usporedbom dobivenih spektara masa
sa spektrima masa iz baza podataka. Dobivenim rezultatima potvrden je izbor kromatografske
tehnike, GC-MS metode, za identifikaciju i odredivanje metilksantina kao $to su Monteiro i

sur. pokazali svojom studijom. (47)

U ovom istrazivanju se odredivalo koja je metoda od koristenih prikladnija, odnosno
koja daje bolji odziv metilksantina: SPE ili LLE metoda. Za pripremu bioloskih uzoraka bila
je potrebna LLE metoda, stoga se usporedilo daje li LLE metoda isti ili bolji odziv od SPE
metode. 1z usporedenih rezultata vidljivo je kako LLE metoda dalje bolji odziv od SPE
metode te da je manje oneciS¢enja detektirano LLE metodom. Za usporedbu dviju metoda
koristili smo rezultate dobivene analizom Dorina crne ¢okolade za kuhanje obzirom da je

navedena cokolada dala najbolji odziv metilksantina.

Kvalitativno je analizirana koncentracija metilksantina u mokra¢i osoba koje su
prethodno konzumirale preporucenu dnevnu dozu cokolade (30 grama) Iz literature je
pronaden podatak kako je preporuc¢ena dnevna doza teobromina 500 mg/kg tjelesne mase.
(48) Budu¢i da je prosjecna tjelesna masa ispitanika bila u rasponu od 55 do 65 kilograma,
uzet je prosjek od 60 kilograma te temeljem navedenog doSlo se do rezultata od 30 grama.
Prvi dan osobe su konzumirale 30 grama Dorina cokolade za kuhanje, a drugi dan Milka
Alpine milk mlijecne ¢okolade. Posebna napomena je kako osobe nisu konzumirale ¢okoladu,
kavu ili ¢aj naymanje 12 sati prije pokusa-konzumacije testne cokolade prikupljanja bioloskih
uzoraka. Bioloski uzorci prikupljeni su nataSte, 1 sata 1 2 sata nakon konzumiranja ¢okolade.
Koristio se navedeni vremenski razmak zbog literaturnih podataka koji navode da se
metilksantini mogu detektirati u mokraci 2 sata nakon ingestije. (49) Ispitanici su bile Zene

razli¢itih dobnih skupina Uzorci su analizirani LLE metodom te su dobiveni rezultati.

Analizom rezultata ispitanika nakon ingestije Dorina cokolade za kuhanje, moze se
primijetiti slijedece: kod ispitanika 1 vidljiva je razlika u odzivu metilksantina kofeina 1
teobromina, ovisna o vremenu uzimanja uzorka. Naime, u uzorku izuzetom nataste nije
dokazano prisustvo metilksantina, dok je vidljiv porast u uzorcima izuzetim sat i dva sata
nakon ingestije cokolade. Kod ispitanika 3 uocen je rast odziva metilksantina usporeduje li se
rezultat uzorka izuzetog nataSte i uzorka izuzetog 1 sat nakon ingestije. Medutim, ako se

usporeduje rezultat uzorka izuzetog 1 sat nakon ingestije 1 uzorka izuzetog 2 sata nakon
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ingestije dogada se pad odziva metilksantina. Kod ispitanika 3, kao kod ispitanika 1, uocen je
rast odziva metilksantina uz iznimku uzorka izuzetog prije ingestije. Za razliku od rezultata
ispitanika 1, kod ispitanika 3 u uzorku izuzetom nataste dokazano je prisustvo metilksantina.
Navedeni rezultati mogu biti posljedica razliCite grade i tjelesne mase ispitanika, razli¢itih

dobnih skupina te razli¢ite brzine metabolizma.

Analizom rezultata ispitanika 2 1 3, vidljivo je da je kod oba ispitanika prisutan odziv
kofeina u uzorku izuzetom nataste, tj izuzetom prije ingestije cokolade. Navedeno moze biti
posljedica Sto oba ispitanika svakodnevno konzumiraju kavu te se moze pretpostaviti kako se
kofein nije mogao eliminirati iz organizma kroz 12 sati apstinencije proizvoda koji sadrze

metilksantine.

Vazno je naglasiti kako je kod ispitanika 2 prisutno smanjenje odziva u uzorku
izuzetom 1 sat nakon ingestije, a u uzorku nataSte prisutan je odziv i kofeina i teobromina.
Pretpostavlja se da je rije¢ o kontinuiranoj konzumaciji proizvoda koji sadrze metilksantine
(kava, Caj, ¢okolada) te zbog navedenog nije doSlo do nedostatka odziva u uzorku izuzetom
nataste, a smanjenje odziva se pretpostavlja da je posljedica sporijeg metabolizma ispitanika 2
te da sat vremena od ingestije nije bio dovoljan vremenski interval da bi odziv ostao isti ili

porastao nakon ingestije.

Nakon konzumacije 30 grama Milka Alpine Milk mlijecne cokolade, uzorci su, kao i
nakon konzumacije tamne ¢okolade, izuzeti nataste, 1 sat 1 2 sata nakon ingestije. Kod svih
ispitanika je zabiljeZen odziv metilksantina u svim izuzetim uzorcima. Vrijeme
polueliminacije teobromina je 6,2 sata, a kofeina je 4,1 sat (50) Sto znaci da bi se potpuno
trebali izluciti iz organizma kroz 24 sata. Kako su testiranja konzumacije tamne i mlije¢ne
c¢okolade obavljena uzastopno, dan za danom, moze se pretpostaviti kako je zabiljezeni odziv
metilksantina u uzorku mokrace uzetom drugog dana, tj. prije ingestije mlije¢ne ¢okolade,

zapravo posljedica konzumacije tamne cokolade prethodni dan.

Kao i kod tamne cokolade, u rezultatima nakon ingestije mlije¢ne ¢okolade vidljiv je
rast odziva metilksantina kod ispitanika 1 i 2, dok se kod ispitanika 3 dogada prvo rast i zatim
pad odziva. Pretpostavlja se da je 1 ovdje rije¢ o razliCitoj gradi ispitanika, tjelesnoj masi 1

godinama te razli¢itoj brzini metabolic¢kih procesa svakog od ispitanika ponaosob.
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Ovo istrazivanje je polucilo dobre rezultate u postavljanju metode 1 odredivanju
prisustva metilksantina u uzorcima ¢okolade i uzorcima ¢okolade nakon njihove konzumacije.
Dvojbe oko metabolizma i koncentracije metilksantina u bioloskim uzorcima osoba mogle bi
se rasvjetliti nekim budu¢im istrazivanjem koje bi ukljucilo veéi broj ispitanika, razli¢itih

navika i1 zivotne dobi oba spola.

36



6. ZAKLJUCCI



1. Analizom provedenom GC-MS tehnikom uspjeSno je kvalitativno dokazana

prisutnost metilksantina u uzorcima 3 crne i 7 mlijecnih ¢okolada.

2. Analizom provedenom GC-MS tehnikom uspjesno je kvalitativno dokazana

prisutnost metilksantina u bioloskim uzorcima mokrace.

3. LLE metoda pokazala je vecu ucinkovitost u pripremi uzoraka za analizu od SPE

metode. Nakon procesa obrade LLE metodom, detektirani su bolji odzivi uzoraka.

4. Analizom provedenom GC-MS tehnikom usporedeni su rezultati dobiveni nakon
pripreme bioloskih uzoraka ekstrakcijom tekuce-tekuée kod razlicitih ispitanika. Utvrdeno je
kako jedan od ispitanika ima razliite rezultate od preostala dva ispitanika te je potrebno

provesti daljnja ispitivanja usporedbe.
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8. SAZETAK



Ciljevi istrazivanja: Kvalitativno dokazati prisutnost metilksantina u uzorcima
cokolade i bioloskim uzorcima mokraée primjenom GC-MS metode. Usporediti rezultate
analize dobivene nakon pripreme uzoraka cCokolade razli¢itim ekstrakcijskim metodama,
(ekstrakcija ¢vrstom fazom i ekstrakcija tekuce-tekuce) te utvrditi koja je metoda prikladnija
za pripremu uzoraka koji sadrze metilksantine. Usporediti rezultate analize dobivene nakon

pripreme bioloskih uzoraka ekstrakcijom tekuce-tekuce kod razli¢itih ispitanika

Materijali i metode: Koristeni su uzorci 11 ¢okolada (3 tamne 1 8 mlijecnih ¢okolada)
u obliku ¢okoladnih plocica te bioloski uzorci mokrace tri ispitanika. Uzorci cokolada prvotno
su analizirani samostalno kako bi se odredilo prisustvo metilksantina. Nebioloski uzorci
pripremljeni su ekstrakcijom ¢vrstom fazom (SPE metoda), dok su Dorina cokolada za
kuhanje te bioloski uzorci pripremljeni ekstrakcijom tekuce-teku¢e (LLE metoda). Uzorci su
otopljeni u malom volumenu kloroforma i analizirani na GC-MS uredaju metodom koja
omogucava istovremeno snimanje ukupnog ionskog kromatograma (TIC) u podruc¢ju 40-600

m/z 1 snimanje samo odabranih iona (SIM).

Rezultati: U 10 uzoraka cokolade detektirani su teobromin i kofein. Takoder su
detektirani u svim bioloSkim uzorcima. Uzorci pripremljeni za analizu LLE metodom dali su
mnogo izrazenije odzive na kromatogramu od uzoraka pripremljenih za analizu SPE
metodom. Postoje razlike u signalima metilksantina u bioloskim uzorcima razli¢itih

ispitanika.

Zakljucci: Analizom provedenom GC-MS tehnikom uspjesno je kvalitativno dokazana
prisutnost metilksantina u uzorcima 3 crne i1 7 mlije¢nih ¢okolada te u bioloSkim uzorcima
mokrace. LLE metoda pokazala je ve¢u ucinkovitost u pripremi uzoraka za analizu od SPE
metode. Nakon procesa obrade LLE metodom, detektirani su bolji odzivi uzoraka. Analizom
provedenom GC-MS tehnikom usporedeni su rezultati dobiveni nakon pripreme bioloSkih
uzoraka ekstrakcijom tekuce-tekuce kod razli¢itih ispitanika. Utvrdeno je kako jedan od
ispitanika ima razlicite rezultate od preostala dva ispitanika te je potrebno provesti daljnja

ispitivanja usporedbe bioloskih uzoraka.
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9.SUMMARY



Diploma Thesis Title: Determination of methylxanthines in chocolate samples

Objectives:. Qualitatively demonstrate the presence of methylxanthine in chocolate
samples and in biological urine samples using the GC-MS method. Compare the results of the
analyzes obtained after the preparation of chocolate samples by various extraction methods
(solid phase extraction and liquid liquid extraction) and determine which method is most
suitable for the preparation of samples containing methylxanthine. Compare the results of the
analysis obtained after the preparation of biological samples by liquid-liquid extraction at

different subjects.

Material and Methods: In this study were used samples of 11 chocolates (3 dark and 8
milk chocolates) in the form of chocolate bars and biological samples of three subjects.
Chocolate samples were initially analyzed individually to determine the presence of
methylxanthine. Chocolate samples were prepared by solid phase extraction (SPE method),
while Dorina chocolate for cooking and biological samples were prepared by liquid-liquid
extraction (LLE method). Samples were dissolved in a small volume of chloroform and
analyzed on a GC-MS method using mode that simultaneously records total ion
chromatogram (TIC) in the area of 40-600 m / z and single ion monitoring (SIMs) scanning

mode.

Results: In 10 chocolate samples and all biological samples, theobromine and caffeine
were detected. Samples prepared for LLE analysis gave much more pronounced responses to
the chromatogram then samples prepared for SPE analysis. There are differences in the

methylsantine signals in urine samples in different subjects.

Conclusion: The analysis of GC-MS technique has successfully demonstrated the
presence of methylxanthine in chocolate samples of 3 dark and 7 milk chocolates and in

biological samples of urine. The LLE method showed greater efficiency in preparing samples
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for analysis then the SPE method. After the LLE method, better pattern responses were
detected. GC-MS technique analysis compares the results obtained after the preparation of
biological samples by liquid-liquid extraction at different subjects. It was found that one of

the subjects had different results from the remaining two subjects, and further comparison

tests should be carried out.
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