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Кофеїн є найпоширенішою психоактивною речовиною у світі, метаболізм якої дуже різноманітний. Ця варіація може бути потенційно несприятливою або мати корисний вплив на здоров’я. При цьому наявність кофеїну та його метаболітів у біологічних рідинах в певній визначеній кількості є деяким маркером стану організму як дорослої людини, так і немовлят.
Початковий метаболізм за допомогою CYP1A2 починається з 3-деметилювання кофеїну, що приводить до утворення 1,7-диметилксантину (параксантину), який становить близько 84% первинних метаболітів кофеїну. Фермент CYP1A2 також може перетворювати кофеїн на теобромін (~12%). CYP2E1 бере участь у метаболізмі кофеїну, прискорюючи синтез теоброміну та теофіліну (~4%) шляхом 7- та 1-деметилювання. Меншою мірою кофеїн може перетворюватися на 1,3,7-метилсечову кислоту.

Так, наприклад, молярне співвідношення кофеїн/параксантин у плазмі (через 4 години) було підтверджено як фенотипічний показник активності CYP1A2. CYP2E1 також сприяє утворенню теоброміну та теофіліну, а також інших наступних метаболітів. Кофеїн та його основні метаболіти є неселективними рецепторами аденозину та інгібіторами фосфодіестерази, які призводять до стимулюючої дії на кардіореспіраторну та центральну нервову системи. CYP1A2 відіграє важливу роль в активації або пригніченні багатьох препаратів [1]. 
Постає важливе питання розділення та кількісної оцінки кофеїну та його метаболітів для визначення та контролю важливих показників організму. Тому запропоновано методику кількісного визначення кофеїну та його метаболітів: параксантину, теоброміну та теофіліну у біологічних рідинах. 

На основі аналізу масиву літературних даних [2-4] є закономірним застосовувати для розділення суміші кофеїну, параксантину, теофіліну та теоброміну методом обернено-фазової ВЕРХ. Більшість авторів пропонують використовувати як нерухому фазу – прищеплений силікагель з групою С18. Як рухому фазу досить часто використовують суміш ацетонітрил/вода чи метанол/вода з певним модифікатором.

Підібрано оптимальний метод розділення кофеїну, параксантину, теофіліну та теоброміну, що дозволяє провести хроматографічний аналіз зразків біологічних рідин. Як нерухому фазу обрано колонку Zorbax Eclipse Plus C18 4,6×100 мм, 3,5 мкм. Розділення проводилося з градієнтним елююванням у подвійній системі з використанням як рухомої фази розчини 1% мурашиної кислоти в дистильованій воді (розчинник A) та 1% мурашиної кислоти в метанолі (розчинник B) при постійній швидкості потоку 1 мл/хв при 25 °C. Градієнт становив 15-60 для розчинника В.

Метилксантини виявлено при 280 нм в діодно-матричному детекторі (DAD), а їх ідентифікацію проводили шляхом порівняння часу утримування та УФ-спектрів зі стандартами, а також додатково методом добавок. Підготовлено градуювальні залежності та використано метод внутрішнього стандарту (як внутрішній стандарт використовували парацетамол) для кількісного визначення метилксантинів. Межу кількісного визначення аналізованих речовин оцінено за статистичними характеристиками даних градуювального графіка. Розрахунки проведено у програмному забезпеченні Microsoft Excel. Результати наведено в табл.1.
Таблиця 1. Параметри градуювальної залежності та LOQ кофеїну та його метаболітів
	Речовина
	Рівняння градуювальної залежності

S(μAU) = a·C (мкг/мл)
	Коефіцієнт детермінації, R2
	Межа кількісного визначення LOQ,   мкг/мл
	Нормувальний коефіцієнт, k

	Кофеїн
	y = (96±3)x
	0,9999
	0,234
	0,524±0,013

	Параксантин
	y = (114±3)x
	1
	0,260
	0,536±0,016

	Теофілін
	y = (97±3)x
	0,9999
	0,170
	0,445±0,017

	Теобромін
	y = (158±3)x
	0,9999
	0,240
	0,314±0,007

	Парацетамол
	y = (49±3)x
	1
	-
	-


Проведено аналіз двох проб сечі, відібраних у різний проміжок часу після вживання кофеїновмісних продуктів на вміст кофеїну, параксантину, теофіліну та теоброміну. Результати визначення вмісту метаболітів методом внутрішнього стандарту через 2 години та через 12 годин наведено в табл.2. 
Таблиця 2. Результати хроматографічного аналізу проб сечі
	Речовина
	Перша проба відібрана через 2 години, С, мкг/мл
	Друга проба відібрана через 12 годин, С, мкг/мл

	Параксантин
	25,5±0,4
	13,7±0,5

	Теобромін
	20,1±0,5
	9,1±0,6

	Теофілін
	18,4±0,7
	10,0±0,6

	Кофеїн
	4,5±0,5
	3,3±0,4


Таким чином, розроблено методику хроматографічного розділення кофеїну та його метаболітів, а також кількісного визначення їх вмісту у зразках біологічних рідин у різний проміжок часу, що дозволяє визначати метилксантини з мінімальним вмістом в пробі без попереднього концентрування. Показано, що вміст метаболітів майже у двічі більший в пробі, що відібрана через 2 години після вживання кофеїновмісних продуктів, ніж в пробі, що відібрана через 12 годин, імовірно через утворення вторинних метаболітів.
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