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Anotace

This thesis deals with the development, optimization, and validation of an analytical method
for the determination of chicoric acid and other caffeic acid derivates using LC/MS. First, the
development and optimization of the analytical method was conducted. The following
parameters were selected for the optimization: mobile phase composition and flow rate
injection volume capillary temperature, voltage S-lens and F-lens voltage, ion injection time,
product ion selection, and collision energy. Then, the analytical method was successfully
validated and tested for quantitative analysis in a range of Echinacea food matrixes — tea,

tablet, and tincture.
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CILE PRACE

Vypracovat literarni reSersi na dané téma.

Vypracovat analytickou metodu na stanoveni kyseliny chikorové a dalSich derivati
kyseliny kavové pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
(LC/MS) vcetné provedeni zakladni optimalizace této analytické metody.

Provést validaci analytické metody pro pouziti na analyzu modelovych vzorkt
neobsahujici pfirodni matrici.

Provést validaci analytické metody pro pouziti na analyzu redlnych vzorka obsahujici

vybranou pfirodni matrici (napt. extrakt, ¢aj, sirup, tableta, koten rostliny apod.).



2 UVOD

V poslednich desetiletich dochazi k vyraznym zménam ve zplisobu zivota
I v zivotospravé ¢lovéka. Tempo zivota se neustale zrychluje ve vSech oblastech jeho ¢innosti
nebo naopak miize byt siln€ ovlivnéno dlouhotrvajicimi protiepidemickymi opatfenimi, coz
se Casto negativné projevuje zvysenou mirou stresu a soucasné i zhorSenim stravovacich
navykul. Za téchto podminek pak dochéazi v organismu ke zvysené tvorbé volnych radikald,
které jej postupné poskozuji a mohou iniciovat fadu vaznych onemocnéni. Pro minimalizaci
téchto rizik je nezbytné nejen adekvatné upravit Zivotni styl, ale i podpofit obranné funkce
organismu kvalitn&jsi stravou a vhodnymi dopliky stravy obsahujici dostate¢né mnozstvi
sloucenin s antioxidac¢ni aktivitou.

Jednou ze skupin slou€enin s vyznamnymi antioxida¢nimi U€inky jsou fenolické
kyseliny, které se piirozen¢ vyskytuji v rostlinach. Mezi nejznaméjsi zastupce patii rizné
druhy rostlin rodu Echinacea obsahujici pomé&mé vysoka mnozstvi kyseliny chikorové
a dalSich derivata kyseliny kdvové napt. kyselinu chlorogenovou, echinakosid, cynarin aj.
Tyto a dal$i podobné rostlinné zdroje pak clovék vyuziva vétSinou ve formé caju, tinktur,
tablet nebo pastilek pro podporu svého imunitniho systému, at’ uz jako prevenci, nebo za
ucelem rychlejsi rekonvalescence po prodélaném onemocnéni. V naprosté vétsSing pripadi se
ale jedna o potraviny nebo dopliikky stravy, takze u nich nemohou byt garantovany lécebné
nebo preventivni vlastnosti, neprochdzi posuzovanim a schvalovanim Statniho ustavu pro
kontrolu 1é¢iv (SUKL), v jehoz ramci jsou ditkladné a objektivné hodnoceny mj. i jakost
a slozeni. Vzhledem k pomérné¢ vysoké cené potravnich doplnkl a nakladnéjsich potravin pak
Castéji dochazi k jejich nejriiznéj§imu falSovani nebo k pouzivani ekonomicky vyhodnéjsich
technologii, které vSak mohou negativné ovliviiovat jakost vyrobku. Z téchto divoda je
Zadouci disponovat vhodnymi analytickymi metodami, které jsou schopny spolehlivé prokéazat
Analytické metody mohou byt rovnéz vyuzity k vyvoji a optimalizaci technologii
pouzivanych pfi zpracovani vychozich surovin a ndsledné vyrobé kone¢nych produkti.

Mezi nejvhodnéjsi analytické techniky pro kvalitativni i1 kvantitativni stanoveni
organickych sloucenin patii kapalinova chromatografie, ktera v kombinaci s hmotnostni
detekci patii k nejefektivnéjSim ndstrojiim. Cilena kvantitativni analyza je sice doménou
zejména trojitych kvadrupoli, ale v neékterych ptipadech mize byt zajimavych analytickych
parametr dosazeno i dudlni linedrni iontovou pasti, coz bylo zvoleno jako téma této

bakalarské prace.



3  TEORETICKA CAST

3.1 Echinacea a jeji vyuziti

Echinacea je latinsky nazev popularni 1é¢ivé byliny z rodu Echinacea, ktera pochazi
ze Severni Ameriky a je také znama pod nazvem trapatkovka. Rod Echinacea byl oddélen
od rodu Rudbeckia a n&jaky ¢as se oba rody nazyvaly stejnym ¢eskym jménem tiapatka. Tato
znama bylina patii do ¢eledi hvézdnicovité (Asteraceae, téz Compositae), ktera se fadi mezi
¢eled’ vyssich dvoudé€loznych rostlin z fadu hvézdnicotvaré.

Doposud bylo popsano devét druhti této rostliny. V bylinnych ptipravcich se vyskytu;ji
pouze tfi: Echinacea purpurea (Obr. 1), Echinacea angustifolia, a Echinacea pallida. Dalsimi
méné znamymi druhy, které 1éC¢ivé ucinky nemaji jsou: E. atrorubens, E. laevigata,

E. paradoxa, E. sanguinea, E. simulate a E. tennesseensis [1,2].

W

Obr. 1: Echinacea purpurea [3].

Echinacea byla poprvé zpracovavana a vyuZzivana domorodymi obyvateli Severni
Ameriky k1é¢bé ruznych nemoci. Ve 20. letech 20. stoleti byla zkoumana v Némecku
a od té doby se stala popularni rostlinou uzivanou piedevsim k 1é¢bé respira¢nich infekci [4,5].
Mnohé studie v§ak imunomodulaéni ucinky této rostliny nepotvrdily. Ve vétsiné piipada nebyl
prokdzan vyznamny vliv na pritbéh nachlazeni, doslo pouze ke zmirnéni zavaznosti a zkraceni
doby trvani bézného nachlazeni [4,6].

Imunomodulacéni ucinky jsou zptsobené aktivaci fagocytdzy, stimulaci fibroblast,
zvySenim respiracni aktivity a zvySenim pohyblivosti leukocyti [7]. Kromé téchto ti¢inkt maji
extrakty z Echinacea také antioxidac¢ni, antibakterialni, antivirové a antifungalni u¢inky. Tyto
vlastnosti jsou pfipisovany nejaktivnéjSim slouceninam rostliny, piedevsim fenolovym
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kyselinam. Fenolové kyseliny obsazené v rostlin€ jsou zejména derivaty kyseliny kavové:
kyselina chikorova, kyselina kaftarova, kyselina chlorogenova, cynarin a echinakosid. Dale se
v rostliné vyskytuji alkyl amidy (alkamidy), polysacharidy, flavonoidy, polyacetyleny,
glykoproteiny a éterické oleje [7,8,9].

Echinacea je dlouha 1éta vyuzivana napt. pii bolesti dasni, zubd, hlavy, respira¢nich
a mocovych problémech, stfevnich potizich nebo je také vyuzivana pii hadim nebo komaiim
kousnuti. V posledni dobé se diky svym farmakologickym ucinkiim stala potencialnim
kandidatem na 1é¢bu nemoci COVID-19 [2,9].

V dnesni dob¢ je mnoho piipravki obsahujici Echinacea vyuzivano pro prevenci a 1écbu
pfiznakli nachlazeni, chfipky a zanétlivych stavii spojenych s infekcemi. Tyto pfipravky
se konzumuji pfevazné oralné ve form¢ vodnych nebo ethanolovych extrakti a tinktur — tablet,
kapic¢ek, masticek nebo ¢aji [10]. Naptiklad uzivanim 90 kapek/den vodné-etanolické
tinktury z kotent E. purpurea a E. pallida doslo u bakterialnich a virovych infekci ke zkraceni
doby jejich trvani o 3,2-3,9 dne [11,12].

3.1.1 Distribuce fenolickych sloucenin v Echinacea
V riznych ¢astech rostlin je pfitomno riizné mnozstvi bioaktivnich latek vykazujici
znac¢nou variabilitu na zakladé mnoha faktori, véetné genotypu, druhu, pocasi a podnebi, ¢asti
rostliny vyuzitych pii extrakei, extrakéniho zptisobu a roli hraje také doba sklizné, zpracovani
a podminky skladovani [2]. Pfehled vyznamnych fenolickych slouéenin, které jsou ptitomny

Vv rizném mnozstvi a riznych ¢astech rostlin je uveden v Tab. 1.

Tab. 1: Orienta¢ni piehled mnozstvi [mg/100 g] vybranych fenolickych latek v Echinacea

purpurea.
Slou¢eniny Kofen Stonek  List Kvét Cela rostlina  Zdroj
[mg/100 g]
Kyselina kavova 0,1 - - - - [12]
Kyselina chikorova ~ 254,56 92,56 390,68 159,62 242,28 [13]
Kyselina kaftarova 4,69 4,71 - 9,84 448 [13]

Naptiklad E. purpurea ma podobné slozeni kyseliny chikorové, kyseliny kaftarové
akyseliny chlorogenové v kofenech a nadzemnich ¢astech, zatimco cynarin a echinakosid jsou
v E. purpurea ptitomny jen velmi malo nebo zcela chybi. Kofeny E. angustifolia vykazuji

nizké mnozstvi kyseliny chikorové a Cynarinu, zatimco kofeny E. pallida obsahuji jak
4



kyselinu chikorovou, tak cynarin, pficemz echinakosid je hlavni slozkou obou druhu [11].

V lécitelstvi a farmacii se predevsim vyuzivaji kofeny obsahujici esencialni oleje a kvéty.

3.1.2 Charakteristika vyznamnych fenolickych slou¢enin v Echinacea

Vlastnosti kyseliny kavové a jejich derivati jsou dany jejich specifickou strukturou
obsahujici karboxylové a hydroxylové skupiny, které zvySuji rozpustnost ve vodé
a alkoholu a jsou také zodpovédné za fadu biologickych a farmakologickych ucinkd, z nichz
jsou pro clovéka nejvyznamnéjsi antioxidaéni ucinky. Volné fenolové hydroxyly
(o-dihydroxylové), stejné jako jejich pocet a poloha na fenylovém kruhu, snizuji entalpii
disociace vazby hydroxylové skupiny a zvysuji rychlost pfenosu atomi vodiku pro peroxidové
radikaly. Antioxida¢ni G¢inek je také podpofen ptitomnosti dvojné vazby v nenasyceném
uhlikovém fetézci, zvysujici stabilitu fenolického radikalu [14]. Tyto chemické faktory jsou
pfipisovany primarnim antioxidantim (terminatory), které maji schopnost eliminovat volné
radikaly propagujici fetézové reakce, jako peroxy-, alkoxy- a hydroxylové radikaly.
Mechanismus puasobeni téchto antioxidantd funguje na principu poskytnuti atomu vodiku
radikallim a jejich nasledném pievedeni na stabilni molekuly (alkohol a vodu). Béhem tohoto
procesu vznikaji z antioxidantl relativné stabilni radikaly nebo oxidované produkty reakce.

Mechanismus eliminace peroxidovych radikalt je uveden na Obr. 2 [15,16].

OH o o
ROO  ROOH

N A - -

Obr.2: Mechanismus radikalové reakce. Obrazek pievzat z publikace [16].

Fenolové antioxidanty se rozd€luji do dvou skupin podle poctu uhlikil v fetézci dané
kyseliny. V pripadé€, ze se sloucenina sklada z Cs — Cy, tak se jedna o kyselinu benzoovou
a jeji derivaty. Do druhé skupiny patii kyseliny, které maji fetézce s Cs — Ca, tyto fetézce jsou
typické pro kyselinu skoficovou a jeji derivaty [15], mezi néz patii i kyselina kavova a dalsi

slouc¢eniny studované v ramci této prace.



3.1.2.1 Kyselina kavova
Kyselina kavova, resp. kyselina 3,4-dihydroxyskoficova (Obr. 3), se pfirozené vyskytuje
v mnoha potravinach rostlinného ptvodu napi. v kave, olivach, vinu a ¢aji. Vyznamnym
zdrojem jsou i nékteré byliny napi. Salvéj Eervenokofenna (Salvia miltiorrhiza), nebo pravé
Trapatkovka nachova (Echinacea purpurea). Bohatym ptirodnim zdrojem je také propolis
[14,17].
O

X OH

HO
OH

Obr. 3: Struktura kyseliny kavové.

3.1.2.2 Derivaty kyseliny kavové

Kyselina kavova se Vv ptirodé vyskytuje nejen ve své pavodni formé, ale i ve formé
riznych derivatd, mezi které se tadi kyselina kaftarova, kyselina chikorova (Eekanova),
kyselina chlorogenova a dale pak cynarin, coz je ester vznikly z kyseliny chinové a dvou
molekul kyseliny kavové a echinakosid, pfirodni glykosid kyseliny kavové. Tyto slouceniny

se bézné vyskytuji v zeleniné, ovoci, obilovinach a piedevsim v E. purpurea [18].

Kyselina chikorova (Obr. 4), znama také jako kyselina ¢ekanova, cichorova nebo
kyselina dikaffeoylvinna je v E. purpurea nejrozsifenéjsim derivatem kyseliny kavové. Jeji
molekula se sklada z esteru kyseliny vinné se dvéma kyselinami kavovymi [19].

Poprvé byla identifikovana v roce 1958. Popularni se vSak stala aZ o n€kolik let pozdéji,
kdyz byly prokézané jeji vlastnosti prospésné pro lidské zdravi zptisobené konzumaci potravin
a doplnku stravy obsahujicich tuto slou¢eninu [19].

Slouceniny kyseliny chikorové byly dosud nalezeny v nejméné 13 fadech, 25 ¢eledich
a 63 druzich rostlin. Jeji vyskyt se nejcastéji uvadi v celedi Asteraceae a Drypteridaceae. Byla
ale také prokazana napf. v mofskych fasach, preslickach, kapradinach, salatu a v bazalce.
[19,20]. Kyselina chikorova pomaha rostlinam chranit se pfed rtiznymi onemocnénimi

zpusobenymi viry, houbami, bakteriemi, hlisticemi a také chrani rostlinu pted hmyzem [19].
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Obr. 4: Struktura kyseliny chikorové.

Kyselina kaftarova (Obr. 5) neboli kyselina kofeoylvinna je jedna z mnoha fenolickych
latek identifikovanych v bilém viné. Kyselina kaftarovd je hlavnim substratem oxidace
V hroznovém mostu, dzusu a viné. Oxidaci se snadno ptevadi na reaktivnéjsi elektrofilni druhy
0-chinony, které mohou dale reagovat s nukleofilnimi slou¢eninami, které vedou k tvorbé

polymernich sloucenin se sirnymi nukleofily [21].

O OH

HO Ho/lj/lerH

HO 0 ©
o

Obr. 5: Struktura kyseliny kaftarové.

Kyselina chlorogenova (Obr. 6), pfitomna zejména v kavovych zrnech a ¢aji, je
povazovana za slouéeninu, ktera se podili na odolnosti vii¢i hmyzu a patogeniim a ma ptiznivé
ucinky na lidské zdravi. Jejim plsobenim dochézi pravdépodobné ke snizeni traveni Skrobu
a potlaceni aktivity travicich enzymu. Tento proces je zpusoben inhibici aktivity a-amylazy

zménou jeji sekundarni struktury, nebo vytvafenim komplexti nekovalentnimi silami [22,23].

@)
OH
OH
OH OH

Obr. 6: Struktura kyseliny chlorogenové.



Cynarin, (Obr.7) nazyvany také kyselina 1,3-0-dikaffeoylchionova, je povazovan
za fytoslouceninu z rostlin rodu Cynary, do které patii znama plodina arty¢ok, coZz je maly rod
pochazejici ze sttedomoiské oblasti. Je znamy pro své farmakologické ucinky, jako jsou
antioxidacni, antibakterialni, anticholinergni, antisklerotické a schopnost snizovat hladinu
cholesterolu v krvi [18,24].

HO.__O OH
HO E h OH
@WO OH @E
OH
@)

0]

Obr. 7: Struktura cynarinu.
Echinakosid, (Obr. 8) je fenylethanoidovy glykosid rostlinné tise. Tento derivat
kyseliny kavové chrani kolagen pted degradaci zpusobenou volnymi radikaly a vykazuje
ochranny t¢inek proti onemocnéni jater [25,26,27]. Udaje o prvni izolaci z rostlin se zna¢né

1i8i, jedna studie [25] uvadi kotfeny Pinecrymose sinensis a druha [27] Penstemon barbatus. Je

také jednou z vyznamnych ucinnych slozek Cistanche z ¢eledi Orobanchaceae [25].

HO
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Obr. 8: Struktura Echinakosidu.



3.2 Kvantitativni analyza fenolickych slou¢enin v rostlinnych

matricich

Extrakce piirodnich latek mize byt provedena mnoha zptsoby s ohledem na fyzikalné
chemické vlastnosti analytu ¢i analyti a charakter vzorku. Nize popsané metody jsou
pro piehlednost shrnuty v Tab. 2. Vzajemné porovnani riznych analytickych technik uréenych
pro stanoveni jakékoliv latky je nezbytnou soucasti kazdého vyzkumu, protoze volba vhodné
analytické metody muze usetfit ¢as, penize a/nebo poskytnout spolehlivéjsi vysledky analyz.

Pti vybéru analytické metody je také dulezité brat ohled na ptipravu vzorku, ktera byva
velice ¢asto nejvEétsim zdrojem nejistoty vysledkii. Nejcastéjsi extrakei analytu z matrice byva
extrakce do kapaliny nebo extrakce na tuhou fazi. Pti extrakci se pro podporu uvolnéni analytu

Z matrice nej€astéji vyuziva ultrazvuk. Je vhodné volit takové postupy piipravy vzorku, které

jsou jednoduché, rychlé a skladaji se z co nejméné krokii, aby doslo k minimalizaci moznych

Svwvr



Tab. 2: Pfehled mezi detekce a mezi stavitelnosti kyseliny chikorové a dalSich derivatt kyseliny kavové pro rizné analytické techniky.

Analyticka Matrice Navazka Extrakéni Analyt(y) Kalibraéni Spravnost Pi'esnost Mez Mez Zdroj
technika technika rozsah detekce stanovitelnosti
- - [g] - - [ng/ml] [%0] [%0] [ng/ml] [ng/ml] -
o . K. chlorogenova 84-8400 97,36 1,7 0,0013 0,0043
LC-MS/MS  Artemisia argyi 0,1 SPE [28]
K. kdvova 49-4900 101,5 2,8 0,0051 0,0169
. 2 K. chlorogenova 0,005-50 106 4,32 0,008 -
LC-ESI-MS  Zelenina SPE [29]
K. kavova 0,005-50 71 6,98 0,009 -
K. kaftarova 12,89-386,60 99,49-102,78 1,31 3,14 9,51
K. chlorogenova 15,64-391,00 98,95-102,82 1,84 4,09 12,4
. K. kdvova 12,85-358,40 96,59-103,83 2,81 3,72 11,27
LC-UV Echinacea purpurea 05 - ) [30]
Cynarin 15,99-399,78 99,78-102,81 1,22 5,28 15,99
Echinakosid 19,64-392,80 98,20-102,35 1,71 3,78 11,46
K. chikorova 8,86-354,20 98,71-102,23 1,45 1,69 5,13
N - K. kaftarova 0,55-17,5 91,8-104,5 0,29 0,09 0,1
LC-DAD Cervené vino SPE [31]
K. kdvova 0,55-17,5 91,8-104,5 0,23 0,1 0,12
Nadzemni ¢asti Soxhlet extrakce . .
LC-UV Echinacea - v metanolu s SPE Fenolické kyseliny - 98,5 - - - [32]
Echinacea kofeny a UAE metanol:voda o A
LC-MS/MS farmakologické produkty - (60:40). 30 minut Derivaty k. kdvové 2-100 95,6-101,2 - 0,1 0,2 [32]
LC-DAD Echinacea purpurea 1 Metanol K. kavova - - - 0,47 1,58 [33]
K. kaftarova 3,07-153,4 97,9 11 0,9 3,07
Echinacea pallida K. kdvova 2,52-167,82 100,4 0,3 0,75 2,52
LC-UV/DAD 600 Metanol + 0,1% HCOOH . . [34]
(koten) Echinakosid 9,06-906 101,7 0,1 2,72 9,06
K. chikorova 2,72-136,2 101,3 0,5 0,82 2,72
K. kaftarova 0-100 - 8,3 0,00064 0,0003
. K. chlorogenova 0-100 - - 000485 0,00024
LC-PB/EIMS Echinacea - - o [35]
K. kdvova 0-100 - 8,3 0,00097 0,00005
K. chikorova 0-100 - 11,0 0,00194 0,0001
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V praci [30] byly stanoveny vSechny stanovované kyseliny v této praci tedy kyselina
kavova, kaftarova, chikorova, chlorogenova, cynarin a echinakosid z extraktu kotene
Echinacea purpurea. Navazka 0,5 g mletych susenych kofeni byla extrahovana 10 ml
rozpoustédla pomoci magnetického michadla po dobu 15 minut pii pokojové teploté. Nasledné
byl vzorek 10 minut centrifugovan a poté prefiltrovan. Poté byla provedena i druhé extrakce
a kone¢ny objem ¢inil 25 ml. Extrakt byl zfiltrovan ptes PTEF filtr do HPLC vialky.
Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ C18, jako MFA byl pouzit 0,1% vodny
roztok kyseliny fosfore¢né a jako MFB acetonitril. Rychlost prutoku byla nastavena na
1,5 ml/min, teplota kolony na 26 °C a objem vzorku byl nastaven na 5 pl.

Nejnizsi hodnoty meze detekce bylo dosazeno v praci [35], kde bylo vyuzito kapalinové
chromatografie ve spojeni s PB/EIMS. Druhé nejnizsi detekce bylo dosazeno Vv praci [28],
V niz bylo pii piipravé vzorku k analyze pouzito SPE extrakce za podpory ultrazvuku a jako
analyticka technika byla vyuzita metoda kapalinové chromatografie
ve spojeni s hmotnostnim detektorem vyuZzivajici principu trojitého kvadrupdlu s ionizaci
elektrosprejem.

Naopak nejvyssich hodnot mezi detekce metody bylo dosazeno v publikaci [30], v niz
byla vyuzita metoda kapalinové chromatografie s UV detektorem, pii které byly stanoveny
vSechny kyseliny stanovované v této bakalarské praci. V kazdé praci bylo vyuzito rtizného
mnozstvi vzorku. S nejvétsim mnozstvim vzorku bylo pracovano v praci [34] - 600 g kofene
Echinacea.

Nejniz§tho mnozstvi bylo pouzito v praci [28], kde se pouzilo pouze 0,1 g vzorku
Artemisia argyi. LC-UV metoda [30] ma ve srovnani s LC-MS metodou [29] poskytuje dle
o¢ekavani priblizné 1000x vyssi meze detekce i stavitelnosti. Nejnizsi hodnoty meze
stavitelnosti bylo dosazeno taktéz v praci [28], [29] a [35].

Hodnoty spravnosti jsou ve vSech pracich srovnatelné (71-106 %), kdezto hodnoty
piesnosti se V zavislosti na rozsahu koncentrace 1i§i. Nejnizsi ptesnosti (0,23-0,29 %) je
kalibra¢niho rozsahu (12,85-358,40 pug/ml) bylo dosazeno v praci [30].

Zameérem této bakalaiské prace bylo nalezeni takovych podminek, aby bylo dosazeno
co nejnizS§ich mezi stavitelnosti pii pfijatelné piesnosti a spravnosti. Na zaklad€é vySe
uvedeného piehledu i obecnych skutecnosti lze konstatovat, ze zamyslena LC-MS/MS

technika svymi moznostmi tomuto zaméru odpovida nejvice.
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4

MATERIAL A METODY

4.1

Pouzité chemikalie a Cinidla

Tab. 3: Standardy a vnitini standard.

Sloucenina Kategorie CAS dislo Mr Cistota
[g/mol] [90]
Kyselina kavova Standard 331-39-5 180,16 98
Kyselina chikorova Standard 6537-80-0 474,37 95
Kyselina kaftarova Standard 67879-58-7 312,23 98
Kyselina chlorogenova Standard 327-97-9 354,31 95
Cynarin Standard 30964-13-7 515,45 98
Echinakosid Standard 82854-37-3 786,73 98
ey s

Acetonitril — ¢istota pro LC-MS > 99,9 % (Merck)

Metanol — ¢istota pro LC-MS > 99,9 % (Sigma-Aldrich)

Kyselina mravenci — €istota pro LC-MS ~ 98 % (Sigma-Aldrich)

Helium — ¢istota 99,99 % obj. (Linde)

Dusik — ¢istota 99,99 % obj. (Linde)

Dusik generovany ptistrojem Genius 1022 — ¢istota > 99,5 % (Peak Scientific)

Deionizovana voda vyrobena piistrojem Water purification systém Smart2Pure

(Thermo)

Instrumentalni vybaveni a spotiebni material

Kapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 (Thermo)

Chromatograficka kolona: Kinetex EVO C18 (150x3.0 mm; 2,6 um) (Phemonenex)
Chromatograficka piedkolona: Kinetex EVO C18 (3.0 mm) (Phemonenex)
Hmotnostni spektrometr: VelosPro vybaveny vyhtivanym elektrosprejem (Thermo)
Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo)

Generator dusiku: Genius 1022 (Peak Scientific)

Vyrobnik deionizované vody: Water purification systém Smart2Pure (Thermo)
Ultrazvukova vodni lazen USC600THD (VWR)

Analogovy vortexovy mixér 945304 (VWR)
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e  Magneticka michacka: BIG SQUID (IKA)

e Odstfedivka: 3-30 K (Sigma)

e Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 100-1000 pl (Labnet)

e Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 10-100 pl (Labnet)

e Automaticka davkovaci pipeta BioPette Plus o objemu 20-200 pl (Labnet)

e Automaticka davkovaci pipeta Transferpette®S o objemu 1-10 ml (Brand)

e Sklenéné davkovaci stiika¢ky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul (Hamilton)

e Sklenéné ned¢€lena pipeta o objemu 100 ml s ptesnosti + 0,08 ml (Qualicolor)

e  Odmérné sklo, tiida piesnosti A (Fisherbrand)

e Spotiebni material: plastové $pic¢ky, krimpovaci vialky z ¢irého skla s hlinikovym
uzavérem a septem pryZ/teflon, hlinikova folie

e Trteci miska s tlouckem

e Plastové centrifugacni nesterilni zkumavky o objemu 15 ml

e  Zpracovani vysledkt bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2016 (Microsoft)
a Effivalidation 4.0 (EffiChem).

4.3 Priprava roztoki standardu a realnych vzorku

4.3.1 Priprava mobilnich fazi
Mobilni faze A (MF-A) byla piipravena odpipetovanim 250 ul kyseliny mravenci
automatickou pipetou (100-1000 ul) do 250 ml odmérné bariky a doplnénim deionizovanou
vodou po rysku. Mobilni faze A byla pro kazdé méfeni pfipravovana vzdy Cerstva.
Mobilni faze B (MF-B) byla pfipravena odpipetovanim 250 pl kyseliny mravenci
automatickou pipetou (100-1000 ul) do 250 ml odmérné baiky a doplnénim acetonitrilem

po rysku. Mobilni faze B byla uchovavana pti laboratorni teploté po dobu max. 7 dni.

4.3.2 Priprava zasobnich roztoki standardi a vnitiniho standardu
Zasobni roztok kazdého standardu o koncentraci piesné asi 200 mg/l (ST-A) byl
pfipraven navazenim piesné€ asi 5 mg dané slouceniny, navazka byla kvantitativné pfevedena
do odmérné banky (25 ml) a rozpusténa v 70 % vodném roztoku methanolu. Roztok byl poté
rozpipetovan po 0,6 ml do sklenénych Sroubovacich HPLC vialek (1,8 ml), vialky byly
uzavieny a uskladnény v hlubokomrazicim boxu pii teploté -75 °C az -80 °C po dobu max.

2 roky.
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Zasobni roztok vnitiniho standardu o koncentraci piesné asi 1000 mg/l (VS-A) byl
pfipraven navazenim asi 10 mg dané slouceniny, navazka byla kvantitativné pfevedena do
odmérné banky (10 ml) a rozpusténa v 70 % vodném roztoku methanolu. Roztok byl poté

uskladnén v chladnicce pfi teploté +7 °C po dobu max. 1 tyden.

4.3.3 Priprava smésnych pracovnich roztokiu standardi

Smésny pracovni roztok 4 standardi o koncentraci 4000 ug/l (ST-B) byl piipraven
odpipetovanim roztoku ST-A podle Tab. 4. Roztok ST-B byl pfipravovan vzdy ¢erstvy a nebyl

uchovavan déle nez 24 hodin.

Tab. 4: Piiprava roztoku ST-B.

Sloucenina Objem ST-A Celk. obj. Rozpoustédlo Konc.
[nl] [ml] [ng/]
K. chlorogenova 91,4
K. kavova 104,6
] ) 5 voda 4000
Echinakosid 112,9
Cynarin 101,6

Smésny pracovni roztok 6 standardi o koncentracich 40 pg/l a 10 000 pg/l (ST-C) byl
pfipraven obdobnym zptisobem jako roztok ST-B dle Tab. 5. Roztok ST-C byl ptipravovan

vzdy Cerstvy a nebyl uchovavan déle nez 24 hodin.

Tab. 5: Pfiprava roztoku ST-C.
Slou¢enina  Objem ST-A Objem ST-B  Celk. obj. Rozpoustédlo  Konc.

[p1] [d] [mi] [ng/]
K. kaftarova 255,1 - 10 000
K. chikorova 261,6 - 5 voda 10 000
Roztok ST-B - 50 40
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4.3.4 Priprava pracovniho roztoku vnitiniho standardu
Pracovni roztok vnitiniho standardu o koncentraci 100 mg/l (VS-B) byl pfipraven
odpipetovanim 1 ml roztoku VS-A do odmérmné baiiky (10 ml) a doplnén deionizovanou vodou

po rysku. Roztok VS-B byl piipravovan vzdy Cerstvy a nebyl uchovavan déle nez 24 hodin.

4.3.5 Priprava kalibrac¢nich roztoku
Piiprava kalibra¢nich roztokd je shrnuta v Tab. 6. Celkem bylo pfipraveno
7 koncentracnich trovni, kazda troven ve 3 opakovanich. Do HPLC vialek (1,8 ml) byla
odpipetovana automatickou pipetou (100-1000 pl) voda, poté byl pod hladinu ptidan
sklenénou stiikackou Hamilton (5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul) roztok ST-C a nakonec bylo
nad hladinu ptfiddno automatickou pipetou (1-100 pl) 100 pl roztoku VS-B.

Tab. 6: Ptiprava kalibra¢nich roztokd.

Konc. Ozn. Konc. Konc. Konc. Objem Objem Objem Objem
urovenn roztoku Skup.12 Skup.2® VS ST-C  VS-B  vody celk.

[ng/l] [ng/l]  [ng]  [M] [ul] [ul] [ul]

Kla

1 K1b 0,200 50 10 000 5 100 895 1000
Klc

K?2a

2 K2b 0,400 100 10 000 10 100 890 1000
K2c

K3a

3 K3b 1,000 250 10 000 25 100 875 1000
K3c

K4a
4 K4b 2,000 500 10 000 50 100 850 1000
K4c

K5a
5 K5b 4,000 1000 10 000 100 100 800 1000
K5c¢

Kb6a
6 K6b 10,000 2500 10 000 250 100 650 1000
Ké6c

K7a
7 K7b 20,000 5000 10 000 500 100 400 1000
K7c

2 Skupina 1: kyselina chlorogenova, kyselina kavova, echinakosid a cynarin.
b Skupina 2: kyselina kaftarova a kyselina chikorova.
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4.3.6 Priprava kontrolnich roztoku
Pro provedeni kontroly pfistroje, mobilni faze, roztoki standardl i vnitiniho standardu
a vzorkt kvuli pfipadné kontaminaci, kterd by mohla nastat pfi ptipravé a/nebo pii méfent,

byly piipraveny tii roztoKy, jejichZ ptiprava je shrnuta v Tab. 7.

Tab. 7: Piiprava kontrolnich roztok.

Oznaceni  Objem ST-C Objem VS-B Objem vody Objem celk.
roztoku [nd] [u] (] [nd]
MF 0 0 1000 1000
ST 0 100 900 1000
VS 100 0 900 1000

4.3.7 Priprava realnych vzorki

4371 Caj

Ptiprava nalevu ¢aje (nazev: Chiipka a nachlazeni; vyrobce: MEDIATE, s.r.o0.)
k analyze byla provedena podle CSN ISO 3103. Do suché a &isté kadinky (250 ml) byly
navazeny presné asi 2 g Caje a navazka byla zalita 100 ml vrouci deionizované vody. Kadinka
byla zakryta hlinikovou f6lii a po dobu 6 min byla michana pomoci magnetické michacky.
Poté bylo do plastové centrifugani zkumavky (15 ml) ptelito 10 ml nélevu a zkumavka byla
centrifugovdna 10 min pfi odstfedivé sile 10 000 x g. Pro ucely chemické analyzy byla
provedena piiprava riizn€ koncentrovanych roztokt nalevu ¢aje (véetné slepého pokusu), ktera

je shrnuta v Tab. 8.

Ptiprava jednotlivych fedéni byla provedena nasledujicim zptisobem:
- Roztok C-I: odstiedény vzorek
- Roztok C-1I: 1 ml odsttedéného vzorku do 10 ml odmérné baiiky; fedici roztok — voda

- Roztok C-111: 1 ml roztoku C-11 do 10 ml odmérné baiiky; fedici roztok — voda
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Tab. 8: Shrnuti pfipravy rizné koncentrovanych roztokd nalevu Caje.

Konc. Oznaleni Odebrano Objem Objem Objem Objem Objem
urovein  roztoku z vzorku  VS-B ST-C vody  celkovy

(1] [ud] [ud] [ud] [ud]

Cla

: Clb ol 800 100 i 100 1000
Clc

Cid
Cle
. NR Clf foX 800 100 100 ; 1000
spike Clg

Clh

C2a
(;2b C-l 100 100 - 800 1000
C2c

Cad

10x

C3e

10x C3f
+ spike C3g
C4h

C-l 100 100 100 700 1000

Cda

C4b C-1 100 100 ; 800 1000
C4c

Cad

100x

C5e

100x C5f
+ spike Csg
C5h

C-II 100 100 100 700 1000

Céa
Cé6b
Céc
Ce6d

1000x C-lI 100 100 - 800 1000

Cee
1000x Cof
+ spike Cég

Cé6h

C-11l 100 100 100 700 1000

Sl. pokus C-0 C-SP 800 100 - 100 1000
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4.3.7.2 Tinktura

Priprava vzorku tinktury z Echinacea (nazev: Echinaceové kapky, vyrobce: Dr. Max
Pharma s.r.o0.) k analyze byla provedena fedénim. Do odmérné banky (10 ml) byl odpipetovan
1 ml vzorku tinktury a zfedén vodou. Poté bylo do plastové centrifugacni zkumavky (15 ml)
prelito 10 ml extraktu a zkumavka byla centrifugovana 10 min pii odstiedivé sile 10 000 x g.
Pro ucely chemické analyzy byla provedena ptiprava rizné€ koncentrovanych roztoki extraktu

(v€etné slepého pokusu), ktera je shrnuta v Tab. 9.

Ptiprava jednotlivych fedéni byla provedena nasledujicim zpiisobem:
- Roztok Tin-I: odsttedény vzorek
- Roztok Tin-I1: 1 ml roztoku Tin-I do 10 ml odmérné banky; fedici roztok — voda
- Roztok Tin-11I: 1 ml roztoku Tin-IT do 10 ml odmérné banky; fedici roztok — voda

Tab. 9: Shrnuti pfipravy rizné koncentrovanych roztoku tinktury.

Konc. Oznaleni Odebrano Objem Objem Objem Objem Celkovy

uroven  roztoku z vzorku VS-B ST-C vody objem
[] [d] [d] [d] (]
Tinla
Nk b 200 100 - 800 1000
Tinlc
Tinld
Tinle
NR Tinlf .
+ spike Tinlg Tin-1 100 100 100 700 1000
Tinlh
Tin2a
ox 12D g 100 100 . 800 1000
Tin2c
Tin2d
Tin3e
10x Tin3f .
+ spike Ting Tin-ll 100 100 100 700 1000
Tin4h
Tinda
oox 1D gy 100 100 - 800 1000
Tindc
Tin4d
Tin5e
100x Tin5f .
+ spike Tinsg Tin-111 100 100 100 700 1000
Tin5h
Sl. pokus Tin-0 Tin-SP 800 100 - 100 1000
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4.3.7.3 Tableta

Piprava vzorku tablety (nazev: Echinacea, vyrobce MedPharma, spol. s r.0.) kK analyze
byla provedena jejim nadrcenim tlouckem v tfeci misce do naprostého prasku. Bylo navazeno
pfesné asi 0,50 g prasku z tablety, ktery byl nasledné kvantitativné pieveden do odmérné
banky (50 ml) a rozpustén ve vod€. Pro podporu extrakce analytti do rozpoustédla byla
odmérna baiika se vzorkem vloZzena na 5 minut do ultrazvukové 1azné. Poté bylo do plastové
centrifugacni zkumavky (15 ml) pfelito 10 ml extraktu a zkumavka byla centrifugovana
10 min pfi odstiedivé sile 10 000 x g. Pro ucely chemické analyzy byla provedena piiprava

rizné koncentrovanych roztokl extraktu (vcetné slepého pokusu), ktera je shrnuta v Tab. 10.

Piiprava jednotlivych fedéni byla provedena nasledujicim zptusobem:
- Roztok T-I: odstfedény vzorek

- Roztok T-II: 1 ml odstfedéného vzorku do 10 ml odmérné banky; fedici roztok — voda

Tab. 10: Shrnuti ptipravy rizné koncentrovanych roztoki tablety.

Konc. Oznaceni Odebrano Objem Objem Objem Objem Objem
uroven roztoku z vzorku  VS-B ST-C vody celkovy

[pd] (] (] [nl] [nl]

Tla
NR Tib T-I 800 100 - 100 1000
Tlc
T1d
Tle
NR Tif
+ spike Tig
Tlh
T2a
10x T2b T-1 100 100 - 800 1000
T2c
T2d
T3e
10x T3f
+ spike T3g
T4h
T4a
100x 14D T 100 100 : 800 1000
T4c
T4d
Toe
100x T5f
+ spike T5g
T5h
Sl. pokus T-0 T-SP 800 100 - 100 1000
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Prima infuze a testovaci LC-MS/MS analyza

Experimentalni ¢ast byla v prvni fazi zaméfena na zjiSténi zékladnich analytickych
podminek. Nejprve byla provedena piima infuze smésného roztoku standardd i vnitiniho
standardu do hmotnostniho spektrometru, aby bylo ovéfeno, Ze studované slouceniny
poskytuji vyssi odezvu pii negativni ionizaci neZ pfi pozitivni ionizaci. V ramci tohoto méfeni
byly soucasné zjistény hodnoty specifickych hmotnosti deprotonovanych molekul vsech
7 sloucenin. Poté byla provedena fragmentace kazdého z téchto prekurzorovych ionti za
pouziti kolizn¢ indukované disociace o relativni kolizni energii 35 (standardni hodnota
doporucena vyrobcem). Pro kazdou slouceninu bylo ziskdno hmotnostni MS/MS spektrum
a pro kazdy z téchto prekurzorti byly vybrany 2 nejintenzivnéjs$i produktové ionty. Vychozi
podminky chromatografické separace i hmotnostni detekce (Tab. 11) a volba vnitfniho
standardu byly vybrany s ohledem na nékteré jiz publikované vysledky uvedené v kap. 3.2

ana doporuceni $kolitele. Jako kriticky analyt byla zvolena kyselina chikorova, protoze je

vvvvvv

Svwr

piku.

Vychozi podminky separace:
e Chromatograficka kolona: Kinetex EVO C18 (150x3.0 mm; 2,6 um)
e MF-A: 0,1 % obj. kyseliny mravenci ve vod¢
e MF-B: 0,1 % obj. kyseliny mravenci v acetonitrilu
e Gradientovy program: 0 — 15 minut (5 — 95 % MF-B), poté 10 min kondicionace
e Pritok mobilni faze: 0,5 ml/min
o Koncentrace kazdé slouc¢eniny: 50 mg/I
e Objem nastiiku: 1 pl
e Teplota kolonového prostoru: 30 °C
e Polarita a potencial HESI kapilary: -3 kV
e Pritok hlavniho, resp. pomocného zmlZzujiciho plynu: 60 arb. resp. 20 arb.
e Teplota zmlzujiciho plynu, resp. transferové trubice: 350 °C resp. 350 °C
e Potencial vlozeny na S-Cocky, resp. na F-¢ocky: 60 % resp. -9 V
e Doba plnéni iontové pasti pro MS sken, resp. pro MS/MS sken: 10 ms resp. 50 ms

e Relativni kolizni energie: 35
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Tab.11: Zakladni charakteristiky analytti a vnitiniho standardu za vychozich podminek.

Retencni Sloucenina Molekulova Prekurzorovy Produktovy
cas hmotnost iont iont
[min] [g/mol] [m/z] [m/z]
3,7 Kyselina kaftarova 312,23 311,1 148,9; 178,9
4,0 Kyselina chlorogenova 354,31 353,0 179,0; 191,0
4.4 Echinakosid 786,73 785,3 623,3
4.4 Kyselina kavova 180,16 179,0 1349
4,6 Cynarin 515,45 515,1 335,1; 353,1
6,1 Kyselina chikorova 474,37 473,1 293,0; 3111
9,6 Vnitini standard 194,23 193,1 135,9; 136,9

5.2 Optimalizace podminek chromatografické separace

5.2.1 SloZeni mobilni faze
Optimalizace slozeni mobilnich fazi byla provadéna za 1celem co nejlepsi
chromatografické separace pii souc¢asné co nejlepsi odezvé detektoru. Jednim ze zakladnich
parametrl je kapacitni pomér (rov. 1), ktery charakterizuje miru retence analytu na koloné
[36].

Jo = Etm (rov. 1)
tm

Kde k je kapacitni pomér, tr je retenéni ¢as slouceniny, tm je mrtvy retenéni Cas.

Hodnota kapacitniho poméru by méla byt vyssi nez 2, idedlné v rozsahu ptiblizné 2—6.
Niz$i kapacitni pomér znaci, Ze retence analytli na koloné neni dostatecna a nemohlo proto
dojit k dostatecné separaci od oblasti mrtvého objemu. Dale je nutné brat v ivahu 1 dalsi
chromatografické parametry (symetrie piku, rozliSeni, doba analyzy) nebo vliv na ionizacni

procesy v ptipad¢ hmotnostni detekce. Pouzit¢ mobilni faze jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab. 12: Optimalizace sloZeni mobilnich fazi.

Metoda MF-A MF-B

Aditivum Rozp. Aditivum Rozp.
1 0,1% K. mravenc¢i Voda 0,1% K. mravenci Acetonitril
2 0,1% K. mraven¢i v5mM  Voda 0,1% K. mravenci Acetonitril

mravenéanu amonném

3 0,2% K. mravenci Voda 0,2% K. mravenci Acetonitril
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V piipadé vychozich podminek (Tab. 12. metoda 1) bylo dosazeno kapacitniho poméru
2,8 pro nejmén¢ zadrzovany analyt (k. kaftarovd) za soucasného uspokojivého tvaru
chromatografickych pikd i distribuce jejich reten¢nich ¢asi v pribéhu analyzy. Pridavkem
aditiva v podobé 5 mM mravenc¢anu amonného (Tab. 12, metoda 2) vSak doslo ke snizeni
kapacitniho poméru na hodnotu 1,8 a zaroven byl patrny negativni vliv iontové suprese (pokles
odezvy detektoru) u kyseliny chikorové, kdy doslo ke sniZeni odezvy detektoru z 2.10° na
1.10%. Poté byla jesté vyzkousena metoda 3 (Tab. 12, metoda 3), pii které opét doslo ke sniZeni
kapacitniho poméru na hodnotu 2,5 i k iontové supresi, ktera se vSak tentokrat projevila
Vv piipadé vnitfniho standardu — pokles signalu téméf o 1 ¥ad, a to z 2.10° na 6.10% Za
nejvhodnéjsi slozeni mobilnich fazi bylo proto zvoleno slozeni mobilni faze uvedené
u metody 1. Nejvyssi hodnota kapacitniho poméru navic otevira vEétsi prostor pro pouZiti
vys$$iho obsahu organické slozky v mobilni fazi, pfi némz by mohlo byt diky vyssi elu¢ni sile
mobilni faze dosazeno uzSich a vysSich pikti a pfiznivéjSich podminek ionizace. DalSimi
vyhodami jsou mens$i ndrocnost pii pfipravé mobilni faze, kdy odpada relativné Casoveé

naro¢né navazovani mravencanu amonného a nejnizsi ndklady na analyzu.

5.2.2 Gradientovy program

Cilem tohoto optimalizaéniho kroku bylo zkratit dobu analyzy, chromatograficky
rozdélit co nejvice analytl a zaZzit a zvysSit chromatografické piky. Pro dosaZeni téchto cili
bylo provadéno zvySovani obsahu organické slozky v pocate¢ni fazi gradientového programu,
zkracovani doby trvani Givodni izokratické Casti a zvySovani strmosti ndsledné gradientové
¢asti. Testovani bylo provedeno pii poc¢ate¢nim obsahu 5 % MF-B a 10 % MF-B, pfi¢emz pti
kazdém z obou slozZeni byly testovany 3 doby trvani izokratické casti, a to 0 min, 1 min
a 3 min. Pti hodnoceni byly brany v tvahu zakladni parametry, jako napt. doba analyzy, pomér
vysky piku analytu k vySce Sumu zdkladni linie (S/N) a tlak v kapalinovém chromatografu.
Nejlepsi separace bylo dosazeno pii 10 % MF-B a 3 min doby pocatecni izokratické Casti
gradientového programu, kdy bylo dosaZeno retencniho ¢asu posledni eluované slouceniny
(vnitini standard) 10,3 min, pomér S/N pro analyty s nejnizsi odezvou (k. kaftarova a kyselina
chikorova) dosahoval hodnoty 56 resp. 51 a tlak v chromatografu ¢inil 270 bar. Dale byla
provedena Uprava strmosti gradientového programu (3. — 5. min nartist 10 — 25 % MF-B
a5.— 9. min narast 25 — 100 % MF-B), coz se projevilo sniZenim reten¢niho ¢asu vnitiniho
standardu na 8,8 min a mirnym zvySenim poméru S/N pro k. kaftarovou a kyselinu chikorovou

na hodnoty 59 resp. 55. Posledni tpravou bylo testovani zvySeni pratoku mobilni faze
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z 0,5 ml/min na 0,75 ml/min (s odpovidajicim pfepoctem gradientového programu), po niz
doslo k dal$imu snizeni retencniho ¢asu vnitiniho standardu az na hodnotu 6,4 min, pficemz
tlak v chromatografu ¢inil jesté akceptovatelnych 402 bar z maximalné¢ moznych 600 bar,

které bylo mozno na tuto chromatografickou kolonu aplikovat.

5.2.3 Objem nastiiku
Optimalizace objemu nastiiku je provadéna za uCelem dosaZeni co nejnizSi meze
kvantifikace analytu pii souCasné dostatecné kvalit¢ chromatografické separace, ktera je
hodnocena faktorem symetrie piku (rov. 2). Idedlni hodnota symetrie piku je 1,0 coz znaci

uplnou symetrii piku a akceptovatelné rozmezi ¢ini 0,8—1,5 [37].

— Wo,05
As = 0 (rov. 2)

Kde As je faktor symetrie, wo,0s znaci Sitku piku v jedné dvaceting jeho vysky, d je vzdalenost

mezi kolmici spuSténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting jeho vysky.

Pfi maximalnim mozném néstiiku 25 pl dosahovaném na daném chromatografu
a maximalni koncentraci kalibra¢niho standardu byla pro pik vykazujici nejhorsi symetrii piku
(k. chikorova) zjisténa hodnota faktoru symetrie piku 6,5. Pfi nastiiku téhoz roztoku v objemu
1 ul v8ak bylo dosazeno hodnoty 6,0. Na zakladé¢ téchto vysledki, charakteru zmény a tvaru
pikd je vSak patrné, ze asymetrie piku neni zptisobena pfetizenim kolony, ale smésnym
interakénim mechanismem, pii némz se pii separaci uplatiiuje dva a/nebo vice interakénich
mechanismt. Vzhledem K tomu, Ze ani pfi maximalnim objemu nastiiku 25 pl nedoslo

K ptetizeni chromatografické kolony, byla jako optimalni zvolena tato hodnota.

5.3 Optimalizace hmotnostni detekce
Cilem optimalizace hmotnostni detekce je nalézt takové podminky, aby bylo dosazeno
stabilniho spreje v iontovém zdroji poskytujici bohaty a stabilni proud iontli, maximalni
transmise iontll iontovou optikou, pfiméfené fragmentace prekurzorovych iontl na produktové
ionty atd. Vzhledem k tomu, Ze specifické hmotnosti analytl nejsou vyrazné odlisné (vSechny
< 800 m/z), byla provedena tato ¢ast optimalizace (kromé energie pro kolizné indukovanou
disociaci) pouze pro kyselinu chikorovou a jako vychozi podminky byly zvoleny hodnoty

doporucené v dokumentaci vyrobce pfistroje.
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5.3.1 Vyhrivany elektrosprej
Optimalizace podminek vyhiivaného elektrospreje (HESI) se provadi za ucelem ziskani
CO nejvyssi a co nejstabilné;jsi odezvy detektoru vhodnou kombinaci podminek HESI kapilary
(polarita napéti, hodnota napéti, teplota a prutoky zmlzujicich plynti) a transferové trubice
(teplota). Nejlepsich vysledki, hodnocenych na zakladé piiloh A a B, bylo dosazeno v ptipadé
pouziti teploty 350 °C a napéti -3,0 kV. Rozsah optimalizace téchto parametrii je uveden
v Tab. 13.

Tab. 13: Optimalizace podminek HESI.

Parametr Hodnota Piiloha
Teplota zmlzujicich plynt [°C] 300 350 400 A
Napéti na HESI kapilate [kV] -2,0 -2,5 -3,0 -35 -4,0 B

Dale byla provedena optimalizace prutoku zmlzujicich plynt pfi pritoku mobilni faze
0,75 ml/min. Jako vychozi byly zvoleny podminky vychazejici z doporuceni vyrobce -
maximalni pratok hlavniho zmlzujiciho plynu (70 arb) a maximalni prutok vedlejsiho
zmlzujiciho plynu (20 arb). Poté byl snizen pritok hlavniho zmlZzujiciho plynu (60 arb). Pti
snizeném pratoku hlavniho zmlzujiciho plynu vsak zacal sprej mirné kondenzovat, proto
musely byt pouzity vychozi podminky (tj. 70/20), pfi kterych bylo dosazeno akceptovatelné
hodnoty stability spreje (< 15 %), ktera ¢inila 5,86 % (Piiloha C).

5.3.2 Iontova optika (S-¢oc¢ky a F-¢ocky)

Cilem optimalizace parametrli iontové optiky je dosaZeni co nejvétsi efektivity pfi
transferu iontd z iontové optiky do iontové pasti. Pro tyto ucely byly vybrany dva zakladni
parametry, a to napéti na S-coc¢kach v rozmezi 0 az 70 V a napéti na F-Cockach v rozmezi
0 az -30 V. Na zaklad¢ provedenych experimentd bylo zjisténo (Ptiloha D a E), Ze nejvyssi
odezva detektoru na ion deprotonované molekuly kyseliny chikorové byla nameétena

u S-cocek pii 60 V a u F-Cocek pii -7,25 V, které byly nésledné zvoleny jako optimalni.

5.3.3 Kolizni energie
Cilem optimalizace kolizni energie je nalezeni vhodné hodnoty energie kolizné

indukované disociace k optimalni fragmentaci iontu prekurzoru na jeho produktové ionty.
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Kolizni energie je v pfipadé tohoto hmotnostniho spektrometru uvadéna v relativnich
jednotkach % jako tzv. normalizovana kolizni energie [38]. Produktové ionty vSech analytl
I vnitiniho standardu byly zvoleny na zaklad¢ nejvyssi intenzity odezvy detektoru po aplikaci
standardni hodnoty 35 % (Pfilohy F-J). Optimalni hodnota normalizované kolizni energie pro
kazdy vybrany produktovy ion kazdého prekurzoru (Tab. 14) byla ziskana na zéklad¢ aplikace

této energie v rozsahu 0—100 %.

Tab. 14: Vysledky optimalizace kolizni energie.

Sloucenina Normalizovana kolizni energie MRM piechod
[%0] [m/z]

. 3 40 311,1 — 1489
Kyselina kaftarova 26 3111 — 178.9
Kvselina chl , 22 353,0 —» 1782

yselina chlorogenova 34 353.0 — 191.0
Echinakosid 30 785,3 — 623,3
Kyselina kavova 26 179,0 — 134,9
Cynarin 32 515,1 — 3350

y 26 515,1 — 353,0

. ) , 19 473,1 — 293,0
Kyselina chikorova 21 4731 — 3111

s 30 193,1 — 135,9
Vnitini standard 34 193,1 — 136,9

Pii fragmentaci poskytl pouze 1 produktovy iont echinakosid a kyselina kavova.
Nejvyssi kolizni energii (40 %) vykazoval prechod 311,1 — 148,9 kyseliny kaftarové, naopak
nejnizsi kolizni energii (19 %) vykazoval piechod 473,1 — 293,0 kyseliny chikorové.

5.4 Validace analytické metody
Validace analytické metody slouzi k objektivnimu posouzeni jeji spolehlivosti
a vhodnosti pro zamysleny tcel. Je provadéna vzdy az po provedeni kompletni optimalizace
chromatografické separace 1 pouzité detekce, kdy jsou vSechny podminky analyzy
zhodnoceny, uzavieny a dale neni predpoklad, ze by mély byt ménény. Validace musi byt
provedena v adekvatnim rozsahu, a to nejen pro vzorky ¢istych analyti v ¢istém rozpoustédle,
ale i pro vzorky obsahujici pfirodni matrici (napft. ¢aj, tableta a tinktura), aby bylo prokazéano,

Ze matrice vzorku vyznamné neovliviiuje spolehlivost vysledkl analyzy.
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5.4.1 Linearita

Linearita vyjadiuje ptijatelnou linedrni korelaci mezi odezvou detektoru na dany analyt
a mnozstvim analytu. Ke kvantitativni analyze slouzi v naprosté¢ vétSiné pripadii metod
vyuzivajicich techniku hmotnostni detekce rovnice kalibra¢ni kiivky ve tvaruy =Kk - X + q,
kde y je pomér plochy piku analytu ku plose piku vnitiniho standardu, k je smérnice kalibra¢ni
pfimky, X je pomér mnozstvi analytu ku mnozstvi vnitiniho standardu a g je tsek na ose
y rovnice kalibra¢ni kiivky v bod¢ x = 0. Linearita kalibracni kfivky mtze byt hodnocena
nekolika zplisoby. V tomto ptipad¢ byla hodnocena na zakladé splnéni 2 kritérii pfijatelnosti
— koeficient determinace > 0,9900 a QC koeficient < 5,00 % [37]. Vyhodnoceni bylo
provedeno pomoci programu Effivalidation 4.0 a vysledky jsou zobrazeny (Ptiloha K—P).
Na zakladé vyhodnoceni bylo zjisténo, ze vSechna kritéria byla splnéna a ze vSechny

kalibra¢ni kiivky vykazuji v danych koncentracnich rozsazich dostate¢nou linearitu.

Tab. 15: Vysledky hodnoceni linearity kalibra¢nich kiivek.

Analyt Konc. rozsah  Korelaé¢ni koeficient QC koeficient
[ng/] [%] [%0]
Echinakosid 0,2-20 0,9993 4,81
Cynarin 0,2-20 0,9993 4,60
Kyselina kavova 0,5-20 0,9992 453
Kyselina chlorogenova 0,5-20 0,9998 2,30
Kyselina kaftarova 100-5000 0,9996 3,27
Kyselina chikorova 100-5000 0,9998 2,14

5.4.2 Presnost a spravnost

Dal$imi nezbytnymi charakteristikami hodnocenymi v rdmci procesu validace jsou
spravnost a presnost. Spravnost byla vyjadiena jako vytéznost, ktera pifedstavuje t€snost shody
mezi experimentalnimi a referenénimi vysledky koncentrace analytu. Pfesnost byla vyjadiena
jako opakovatelnost, kterd ptedstavuje tésnost vysledki koncentrace analytu z né€kolika
nezavislych analyz. Kritéria pfijatelnosti pro hodnoceni téchto charakteristik byla pfevzata
z [37,39]. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu Microsoft Excel.

Na zaklad¢ vysledkti uvedenych v Tab. 16 a 17 je zfejmé, ze dané spravnosti a presnosti
vSech analytll v kazdé koncentra¢ni tirovni jsou akceptovatelné, avSak kyselina chikorova je
v koncentraci 100 a 250 pg/l na hranici akceptovatelnosti 110 %. K hranici ptijatelnosti

spravnosti se také blizi kyselina kaftarova v koncentraci 100 pg/l (109 %) a echinakosid
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v koncentraci 0,2 pg/l (118 %). Vysledky piesnosti by mély v idealnim ptipadé limitovat

k hodnoté 0 %, ale obecné je dostate¢né, pokud na dané koncentra¢ni urovni nepiesahnou

kritérium pfiijatelnosti, coz bylo v tomto piipadé dodrzeno. Nejhorsi piesnosti bylo dosazeno

u cynarinu pii koncentraci 0,5 pg/l resp. 0,2 pg/l (30 % resp. 26 %) a u zbyvajicich 3 analyt

pii koncentraci 0,5 pg/l (17-22 %). V piipadé kyseliny kaftarové a kyseliny chikorové se

pfesnost pohybovala ve v§ech piipadech v rozsahu 0,7-6,0 %.

Tab. 16: Vysledky hodnoceni spravnosti.

Konc. Spravnost [%]

drovenn Kritérium Echinakosid Cynarin  Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
[ng/l] Prijatelnosti kavova chlorogenova  Kkaftarova  chikorova
0,2 118 69,1 - - - -
0,5 94,8 87,4 101 94,5 - -
2,0 40-120 101 109 99,5 101 - -
50 93,9 97,6 102 100 - -
10 60-115 98,6 99,4 97,7 98,8 - -
20 100 100 100 100 - -
100 - - - - 109 110
250 80-110 - - - - 92,5 110
500 - - - - 95,4 100
1000 - - - - 100 97,9
2500 80-110 - - - - 102 98,1
5000 - - - - 99,5 101

Tab. 17: Vysledky hodnoceni pfesnosti.

Konc. Piesnost [%)]

aroven Kritérium Echinakosid  Cynarin Kyselina Kyselina Kyselina Kyselina
[ng/] prijatelnosti kavova  chlorogenova kaftarova chikorova
0,2 8,3 26 - - - -
0,5 22 30 17 21 - -
1,0 30 8,2 1,7 8,8 1,6 - -
2,0 1,7 3,7 2,3 2,7 - -
50 3,3 4.6 2,5 15 - -
10 1 4,0 3,6 53 2,5 - -
20 2,7 3,0 2,7 1,3 - -
100 - - - - 3,3 1,1
250 15 - - - - 6,0 31
500 - - - - 19 51
1000 - - - - 14 3,0
2500 11 - - - - 1,8 11
5000 - - - - 2,2 0,7
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5.4.3 Rozsah

Rozsah analytické metody predstavuje interval mezi nejvyssi a nejnizsi koncentraci
analytu, pro ktery bylo dosazené akceptovatelné linearity, spravnosti i pfesnosti. Z vysledka
uvedenych v Tab. 16 a 17 je zfejmé, Ze rozsah pro echinakosid a cynarin je akceptovatelny
v rozmezi 0,2-20 pg/l. Pro kyselinu kavovou a chlorogenovou v rozmezi 0,5-20 pg/l Pro
kyselinu kaftarovou a kyselinu chikorovou je akceptovatelny v rozmezi 100-5000 pg/1.

V porovnani s publikaci [29], V niz bylo pouzito rovnéz MS detekce s ESI ionizaci, bylo
Vv této bakalarské praci sice dosazeno uzsiho koncentra¢niho rozsahu, ale na druhou stranu Ize
kyselinu chlorogenovou a kyselinu kavovou kvantifikovat jiz od koncentra¢ni tirovné 0,5 pg/1
coz je 10x nizsi koncentrace nez v uvedené publikaci.

V tisickrat vySSich koncentra¢nich urovnich, nez vtéto praci bylo v pfipadé
echinakosidu, cynarinu, kyseliny kavové a kyseliny chlorogenové pracovano v publikaci [32],
kde byla provedena extrakce kotent Echinacea a farmakologickych produktu.

Z 7adné uvedené publikace v kapitole 3.2.2 nebylo pracovano ve stejnych
koncentra¢nich urovnich jako v této bakalaiské praci. V této praci se oproti zminénym

publikacim pracovalo v nizsich koncentra¢nich trovnich, ale témét vzdy v uzsich rozsazich.

5.4.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti
Na zavér validace analytické metody byly hodnoceny 2 zékladni zbyvajici parametry, a to mez
detekce (DL) a mez stanovitelnosti (QL). Obé meze byly ur€eny méfenim odezvy detektoru
na dany analyt a odezvy Sumu detektoru za postupného snizovani koncentrace analytu
v roztoku az do okamziku, kdy bylo dosazeno pfiméfeného poméru signalu k Sumu (S/N)
Vv rozsahu pfiblizn€ 5-20. Za piijatelny odhad DL a QL je povaZovan pomér signalu k Sumu
odpovidajici hodnoté 3 pro DL a hodnoté 10 pro QL [40].Vzhledem ke skuteCnosti, Ze
pouzitymi roztoky analyti byly roztoky standardii v ¢istém rozpoustédle bez jakychkoliv
uprav (fedéni, zakoncentrovani apod.) a bez vlivu matrice redlného vzorku, tak se v tomto
ptipadé¢ jednd o instrumentalni mez detekce (IDL) a instrumentalni mez kvantifikace (IQL).

Vysledky téchto parametrt jsou uvedené v Tab. 18.
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Tab. 18: Hodnoty pro vypocet IDL a IQL.

Koncentrace S/IN IDL 1IQL
Analyt
[ng/l] [1] [ng/l] [ng/]
K. kaftarova 50 12 13 42
K. chlorogenova 0,50 19 0,078 0,26
K. kavova 0,50 14 0,011 0,36
Echinakosid 0,20 27 0,022 0,074
Cynarin 0,20 20 0,034 0,10
K. chikorova 50 16 11 32

V piipadé implementace jakéhokoliv postupu ptipravy vzorku pied analyzou je pak

nutné zohlednit nejen vliv téchto operaci, ale 1 vliv dané matrice vzorku, mnozstvi vzorku

k analyze a po zohlednéni vSech téchto vlivu se pak jedna o mez detekce metody (MDL) a mez

kvantifikace metody (MQL). Tyto meze jsou uvedeny dale v kapitolach vénovanych

hodnoceni metody pro rizné matrice.

5.5 Konecné podminky LC separace a LC detekce

Chromatograficka kolona: Kinetex EVO C18 (150x3.0 mm; 2,6 um)

MF-A: 0,1 % obj. kyseliny mravenci ve vodé

MF-B: 0,1 % obj. kyseliny mraven¢i v acetonitrilu

Gradientovy program: 0-2,25. min (10 % MF-B), 2,25-3,75 min (10 — 25 % MF-B),
3,75-6,75 min (25 — 100 % MFB), doba kondicionace 4 min.

Priitok mobilni faze: 0,75 ml/min

Koncentrace analytt: echinakosid a cynarin v rozsahu 0,2-20,0 pg/l, kyselina kavova

a kyselina chlorogenova v rozsahu 0,5-20 pg/l. Kyselina kaftarova a kyselina chikorova

v rozsahu 100-5000 pg/1.

Objem nastiiku: 25 pl

Teplota kolonového prostoru: 30 °C

Polarita a potencial HESI kapilary: -3 kV

Pratok hlavniho, resp. pomocného zmlzujiciho plynu: 70 arb. resp. 20 arb.

Teplota zmlzujiciho plynu: 350 °C

Potencial vlozeny na S-Cocky, resp. na F-¢ocky: 60 V resp. -7,25 V

Doba plnéni iontové pasti pro MS sken, resp. pro MS/MS sken: 10 ms resp. 50 ms

Optimalni kolizni energie: viz. Tab. 19
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Tab. 19: Optimalni kolizni energie.

Sloucenina Optimalni kolizni energie [%0]
Kyselina kaftarova 40
Kyselina chlorogenova 35
Echinakosid 30
Kyselina kavova 26
Cynarin 24
Kyselina chikorova 20
Vnitini standard 34
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l 3
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J\ 5
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50E ]L 7

Time (min)

Obr. 9: Chromatogram standardi pfi pouziti finalnich podminek. (1 — kyselina
kaftarova. 2 — kyselina chlorogenova, 3 — kyselina kavova, 4 — echinakosid, 5 — cynarin,

6 — kyselina chikorova, 7 — vnitini standard)
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5.6 Validace metody pro vzorky s prirodni matrici

Vzorky obsahujici pfirodni matrici Casto vyzaduji né&jakou upravu pied vlastni
chromatografickou analyzou. V rdmci tohoto kroku se nejcastéji provadi extrakéni postupy,
preciStovani, zakoncentrovani nebo naopak fedéni vzorku aj., coz téméi vzdy ma véEtsi
¢1 mensi negativni efekt na vysledek analyzy. Matrice vzorku totiz Casto obsahuje velké
mnozstvi organickych 1 anorganickych doprovodnych sloucenin, které mohou mit vyznamny
vliv na extrakci analyt, chromatografickou separaci, detekci nebo procesy pfi ionizaci
¢1 fragmentaci. Aby byla prokazéana spolehlivost analytické metody pro danou matrici, musi
byt na této matrici provedeno minimalné hodnoceni pfesnosti a spravnosti zmétenim vzorku
pted ptidavkem znamého objemu standardu o znamé koncentraci a po tomto piidavku. V této
praci byla metoda hodnocena pro pouziti na analyzu caje, tinktury a tablety. Kyselina
kaftarova a kyselina chikorova byly hodnoceny po obohaceni vzorku o 1000 pg/l s kritérii
pfijatelnosti spravnosti 80-110 % a piesnosti < 11 %. Kyseliny chlorogenova, kavova,
echinakosid a cynarin byly hodnoceny po obohaceni vzorku o 4 pg/l s kritérii piijatelnosti
spravnosti 40—120 % a ptesnosti < 30 %.

5.6.1 Caj
Piiprava vzorku ¢aje byla provedena podle kapitoly 4.3.7.1. Hodnoty meze kvantifikace

metody (MQL), spravnosti a piesnosti jsou uvedeny v Tab. 20.

Tab. 20: Hodnoty meze kvantifikace, spravnosti a ptesnosti — vzorek ¢aj.

Analyt Mez kvantifikace Spravnost Pi‘esnost
[ng/1] [%0] [%0]
K. kaftarova 63 109 2,3
K. chlorogenova 0,63 84,0 3,6
K. kavova 0,63 97,4 3,0
Echinakosid 0,25 106 3,5
Cynarin 0,25 93,8 2,8
K. chikorova 63 98,7 3,3

V piipadé matrice ¢aje bylo dosazeno vSech kritérii pfijatelnosti pro vSechny analyty.
Nejlepsi spravnosti bylo dosazeno u kyseliny chikorové (98,7 %) a nejlepsi ptesnosti bylo
dosazeno u kyseliny kaftarové (2,3 %). Naopak nejhorsi spravnosti bylo dosazeno u kyseliny
kaftarové (109 %) a nejhorsi presnosti u kyseliny chlorogenové (3,6 %). Metoda je tedy

zpusobild pro kvantitativni analyzu vSech studovanych analyti v ¢aji.
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5.6.2 Tinktura

Piiprava vzorku tinktury byla provedena podle kapitoly 4.3.7.2. Hodnoty meze
kvantifikace metody (MQL), spravnosti a piesnosti jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21: Hodnoty meze kvantifikace, spravnosti a presnosti — vzorek tinktura.

Analyt Mez kvantifikace Spravnost Pi‘esnost
[ng/1] [%6] [%0]
K. kaftarova 5000 104 3,0
K. chlorogenova 50 99,6 5,0
K. kavova 50 88,0 2,9
Echinakosid 20 110 2,9
Cynarin 20 192 2,4
K. chikorova 5000 94,4 15

V ptipad€ matrice tinktury uz bohuzel doslo k nesplnéni jednoho kritéria ptijatelnosti
u jednoho analytu, kdy vysledek spravnosti 192 % pro cynarin byl mimo povolené rozmezi
40-120 %. Hodnoty ptesnosti jsou vSak pro vSechny koncentracni urovné v akceptaénim
limitu < 11 %, resp. < 30 %. Metoda je zpusobila pouze pro kvantitativni analyzu Kyseliny
kaftarové, kyseliny chlorogenové, kyseliny kévové, echinakosidu a kyseliny chikorové

Vv tinktufe.

5.6.3 Tableta

Piiprava vzorku tablety byla provedena podle kapitoly 4.3.7.3. Hodnoty meze
kvantifikace metody (MQL), spravnosti a piesnosti jsou uvedeny v Tab. 22.

Tab. 22: Hodnoty meze kvantifikace, spravnosti a ptesnosti — vzorek tableta.

Analyt Mez kvantifikace Spravnost Pi'esnost
[ng/g] [%0] [%6]
K. kaftarova 6,3 155 2,7
K. chlorogenova 0,063 98,0 48
K. kavova 0,063 103 1,4
Echinakosid 0,025 118 2,3
Cynarin 0,025 191 2,4
K. chikorova 6,3 82,9 1,8
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V piipadé analyzy tablety bylo u 4 standardd (kyseliny chlorogenové, kavové,
echinakosidu a kyseliny chikorové) dosazeno akceptovatelnych hodnot spravnosti i pfesnosti.
V piipad¢ kyseliny kaftarové a cynarinu byla pifekro¢ena hodnota spravnosti (155 % a 191 %).
Pro kyselinu kaftarovou ¢ini povoleny rozsah spravnosti 40-120 % a pro cynarin 80-110 %.
Metoda je zpiisobild pouze pro kvantitativni analyzu kyseliny chlorogenové, kyseliny kavové,
echinakosidu a kyseliny chikorové Vv tableté.

Stanoveni 29 analytd (mj. i kyseliny chlorogenové a kavové) pomoci LC/MS/MS
Vv tableté obsahujici 6 bylin (Lonicera japonica, Cyrtomium fortunei, Melicope pteleifolia,
Vitex negundo var. cannabifolia, Tadehagi triquetrum, and Mussaenda pubescens var. alba)
je popsano v publikaci [41]. Vzorky tablet byly skladovany pii 4 °C a pied analyzou rozemlety
na jemny prasek. Navazka 0,20 g byla extrahovana 100 ml 70 % metanolu ve vodé
Vv ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Extrahovany roztok byl centrifugovan pfi
150 000 ot./min po dobu 10 minut a poté odebran supernatant. K roztoku vzorku (500 pl) byl
pfidan roztok vnitiniho standardu (500 pl), vSe bylo promichano pomoci vortexu, zfiltrovano
pfes mikroporézni membranu (0,22 um) a analyzovano pomoci UPLC-MS/MS systému
pracujiciho na principu trojitého kvadrupolu. Mez kvantifikace vyjadiena jako IQL pro
kyselinu chlorogenovou ¢ini 1,49 ug/l a pro kyselinu kavovou c¢ini 8,71 ug/l, coz po
zohlednéni ptipravy vzorku pfedstavuje mez kvantifikace vyjaddienou jako MQL pro kyselinu
chlorogenovou 2,98 pg/g a pro kyselinu kavovou 17,4 pg/g. Pfi hodnoceni spravnosti
a presnosti bylo provedeno obohaceni vzorku vzdy na tfech koncentra¢nich trovnich na
urovni desitek az stovek pg. V pfipad¢ kyseliny chlorogenové bylo dosazeno spravnosti
99,79-100,50 % a piesnosti 2,14-3,40 % a v ptipadé kyseliny kavové bylo dosazeno
spravnosti 96,86-102,69 % a piesnosti 2,86-3,66 %. Pfi vzajemném porovnani obou metod
vyplyva, ze vramci této bakalaiské prace bylo dosazeno zhruba o 2-3 tady nizSi meze
stanovitelnosti pii srovnatelné ptesnosti, ale za cenu horsi spravnosti, pfi¢emz U 2 analytl
dokonce nebylo dosazeno akceptovatelného rozmezi. Jednim zmoznych vysvétleni
neuspéchu muze byt snaha o aplikaci této metody ve vyrazné niZz$i oblasti koncentraci
a vyznamny Vliv matrice z divodu pouziti vy$si navazky a niz§iho mnozstvi extrakéniho

¢inidla.
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5.7 Analyza realnych vzorki
Pro vzijemné porovnani vyznamnosti zdroji sledovanych analytl ve vyzivé cloveka
(Tab. 23) byly provedeny ptislusné analyzy, ale vzdy byly hodnoceny pouze ty analyty v téch
matricich, pfi nichz bylo dosazeno pozadovanych kritérii piijatelnosti. Poté byly vysledky
prepocteny na bézné davky, které jsou clovékem obvykle denné konzumovany — 250 ml Caje,

2,3 ml tinktury (2x20 kapek) popt. 1 tableta (0,87201 g) (Tab. 24).

Tab. 23: Mnozstvi* danych analytt v hodnocenych vzorcich.

Analyt Caj Tinktura Tableta
[ng/1] [ng/l] [ng/kg]
K. kaftarova 42 200 + 5 400 646 000 =+ 39 000 nelze hodnotit
K. chlorogenova 2710+ 130 2190 + 220 1 550 + 250
K. kavova 1760 + 250 29 400 + 2 900 3880+ 540
Echinakosid 89+1,0 69,5+ 9,0 <25
Cynarin 6,54 + 0,27 nelze hodnotit nelze hodnotit
K. chikorova 47 400 + 1 600 392 000 + 89 000 113 000 + 2 200

* Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky praimér ze 4 opakovani &+ dvojnasobek vybérové smérodatné odchylky.

Z kapalnych forem je nejbohatSim zdrojem téméf vyhradné podle ocekdvani tinktura,
kterd obsahuje pfiblizné 10x vyS$i koncentrace sledovanych sloucenin nez caj. Jedinou
vyjimkou je kyselina chlorogenova, kterd je v obou téchto matricich pfitomna v ptiblizné
stejné koncentraci (2 710 £ 130 pg/l v ¢aji, resp. 2 190 + 220 pg/l v tinktufe). Ve vsech tiech
vzorcich jsou vZdy dominantni kyselina chikorové a kyselina kaftarova, a to v Sirokém rozpéti
(6,54 + 0,27 pg/l). Ve zbyvajicich 2 matricich v8ak nemohla byt tato slou¢enina
kvantifikovana z divodu nevyhovujicich vysledkli spravnosti pii validaci metody. Druhou
nejméné zastoupenou slouceninou byl echinakosid, ktery byl obsazen v mnozstvi
8,9+ 1,0 ug/l v ¢aji, 69,5 +9,0 ug/l v tinktute a v tableté byl dokonce jeho obsah pod mezi
stanovitelnosti (< 25 pg/kg).

Velice zajimavé informace vSak nabizi porovnani obsahu sledovanych sloucenin
v obvyklych mnozstvich konzumovanych c¢lovékem (Tab. 24), které pifinasi mnohem
praktictéjsi a realistictéjs$i pohled na miru bohatosti zdroje. V této perspektivé je ve vSech
pfipadech nejbohat$im zdrojem pomérné piekvapivé Caj, a to dokonce o 1-3 fady, nez
Vv ptipad¢ tinktury nebo tablety. Je ovSem samoziejmé nutné brat v ivahu skuteCnost, ze
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slozeni rtiznych c¢aja, tinktur a tablet se muze mezi vyrobci znacné liSit a Ze se jedna
ohodnoceni vzdy jen jednoho zéstupce pro kazdou matrici, takze vySe uvedené zavéry nelze

nijak generalizovat.

Tab. 24: Mnozstvi* danych analyti v obvykle konzumované davce hodnocenych vzorkd.

Analyt Caj Tinktura Tableta
[ng/250 ml] [ng/2,3 ml] [ng/ks]
K. kaftarova 10 600 + 1300 1486 + 89 nelze hodnotit
K. chlorogenova 677 + 32 5,04 £ 0,51 1,35+0,22
K. kavova 441 £ 64 67,6 £6,8 3,38 + 0,47
Echinakosid 2,24 + 0,26 0,160 = 0,021 < 0,022
Cynarin 1,634 + 0,068 nelze hodnotit nelze hodnotit
K. chikorova 11 9850 + 390 900 £ 210 98,54 +1,92

* Vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky prumér ze 4 opakovani + dvojnasobek vybérové smérodatné odchylky.
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6 ZAVER

Tato bakalaiska je zaméfena na vyvoj, optimalizaci a validaci analytické metody
vyuzivajici techniky vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
detekci na kvantitativni stanoveni 6 vybranych sloucenin (kyselina kaftarova, kyselina
chlorogenova, kyselina kavova, echinakosid, cynarin a kyselina chikorova) obsazenych
Vv rostliné rodu Echinacea ve formé 3 rtiznych potravnich matric — ¢aj, tinktura a tableta.

V experimentalni ¢asti prace byla nejdiive provedena zakladni optimalizace
chromatografické separace, ktera zahrnovala optimalizaci slozeni mobilni faze, gradientového
programu, prutoku mobilni faze a objemu nastfiku. Nasledné byla provedena optimalizace
hmotnostni detekce Vv ramci, niz byly hodnoceny nésledujici parametry: polarita a potencial
HESI kapilary, prutok i teplota hlavniho i pomocného zmlzujiciho plynu, napéti ¢asti iontové
optiky, doba pInéni iontové pasti a optimalni hodnota kolizni energie pro kazdy analyt.
V ramci optimalizacnich procesti bylo dosazeno hodnot v ptedpokladanych intervalech.

Néslednou validaci metody bylo potvrzeno, ze metoda poskytuje spolehlivé vysledky
v téchto koncentra¢nich rozsazich: 0,2-20 ug/l pro echinakosid a cynarin, 0,5-20 pg/l pro
kyselinu chlorogenovou a kyselinu kavovou a 100-5000 pg/l pro kyselinu kaftarovou
a kyselinu chikorovou. Poté byla analyticka metoda dale validovana pro pouziti na vzorky
obsahujici redlnou piirodni matrici. V piipad€ caje byla spolehlivost metody prokazéna
splnénim vSech pozadovanych kritérii pfijatelnosti pro v§echny analyty. V ptipadé¢ zbyvajicich
2 matric v§ak nebyla splnéna kritéria pfijatelnosti pro spravnost pro cynarin (tinktura, tableta)
a pro kyselinu kaftarovou (tableta). Bohuzel vzhledem k Casové tisni zplsobené
nepiedvidatelnymi a neustdle se ménicimi protiepidemickymi opatienimi nebyl jiz dostatecny
prostor pro dal§i experimentalni praci na vysvétleni pfiiny a na nalezeni takovych podminek,
aby byla splnéna kritéria pfijatelnosti i pro tyto problematické analyty.

Na zavér bylo provedeno hodnoceni jednotlivych typid vzorkti z hlediska obsahu
sledovanych sloucenin. Bylo zjisténo, Ze tinktura obsahuje pfiblizné¢ 10x vyssi koncentrace
sledovanych sloucenin nez ¢aj, s vyjimkou kyseliny chlorogenové, kterd je v obou téchto
matricich pfitomna v pfiblizné stejné koncentraci. Ve vSech tfech vzorcich jsou vzdy
Vv ptipad¢ cynarinu a echinakosidu. Pti porovnani obsahu sledovanych slou¢enin v obvyklych
mnozstvich konzumovanych ¢lovékem je vsak nejbohatsim zdrojem pomérné prekvapive ¢aj
(0o 1-3 tady), ale zaroven je nutné brat v tivahu, ze sloZeni riznych potravin ¢i potravnich
doplikl se miiZze mezi vyrobcei znacné lisit.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Arb
CAS
Celk.
DL

E.

ESI
HESI
HPLC
IDL

IQL

Konc.
LC-CAD
LC-DAD
LC-MS
LC-UV

m/z
MDL
MF
MQL

Mr
MRM
ot./min
PB/MS
PTFE
QC

QL

resp.
Roztok C
Roztok T
Roztok Tin

relativni veliCina ur¢ena referen¢nim méfenim
Chemical Abstract Service

celkovy

mez detekce

Echinacea

ionizace elektrosprejem

ionizace vyhtivanym elektrosprejem
vysokouéinna kapalinova chromatografie
instrumentalni mez detekce
instrumentalni mez kvantifikace
kalibra¢ni roztok

koncentrace

spojeni kapalinové chromatografie s aerosolovym detektorem
spojeni kapalinové chromatografie s detektorem s diodovym polem

spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci

spojeni kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci

v UV oblasti

pomér hmotnosti a naboje iontu
mez detekce metody
mobilni faze

mez kvantifikace metody
molarni hmotnost
monitorovani vice reakci
otacek za minutu

particle beam
polytetrafluorethylen
koeficient kvality

mez stanovitelnosti
respektive

roztok Caj

roztok tableta

roztok tinktura
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SIN

Sl

SP

SPE

ST

SUKL
UPLC-MS/MS

VS

pomer signalu k Sumu
slepy

slepy pokus

extrakce na tuhé fazi
standard

statni ustav pro kontrolu 1é¢iv

ultraa¢inna kapalinova chromatografie standemovou hmotnostni

detekcei

vnitini standard
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Obr. 10: Graf zavislosti odezvy detektoru na teploté zmlzujicich plynt v HESI kapilaie (300,

350 a 400 °C) pii kontinualnim ptidavku standardu kyseliny chikorové do proudu mobilni

faze.
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Obr. 11: Graf zavislosti odezvy detektoru na napéti HESI kapilary (-2, -2,5, -3, -3,5 a -4 kV)

pfi kontinuélnim pfidavku standardu kyseliny chikorové do proudu mobilni faze.

46

8000



% RSD

9.3 Priloha C
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Obr. 12: Graf zavislosti odezvy detektoru na Case pii konstantnich podminkach pfii
kontinualnim pfidavku standardu kyseliny chikorové do proudu mobilni faze. Stabilita

iontového zdroje se pohybuje v piijatelném rozsahu 1,4-7,0 %.
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9.4 Priloha D

Adjusting S-LENS RF Amplitude
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Obr. 13: Graf zavislost odezvy detektoru na potencialu S-¢oc¢ek (0—70 V) pfi kontinudlnim

pfidavku standardu kyseliny chikorové do proudu mobilni faze.
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9.5 PrilohaE

Adjusting Front Lens
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Obr. 14: Graf zavislosti odezvy detektoru na potencialu F-¢ocek (5-30 V) pti kontinualnim

pfidavku standardu kyseliny chikorové do proudu mobilni faze.
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9.6 Priloha F

#18408 IT:0.109 ST:0.12 uS:1 CS:1 AMW:149.93 NL:1.07E7
F: ITMS - p HESI Full ms2 311.10@cid35.00 [85.00-500.00]
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Obr. 15: MS/MS spektrum kyseliny kaftarové.
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9.7 Priloha G

#27057 1T:0.204 ST:0.12 uS:1 CS:1 AMW: 192.01 NL: 4.80E6
F: ITMS - p HESI Full ms2 353.10@cid35.00 [95.00-500.00]
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Obr. 16: MS/MS spektrum kyseliny chlorogenové.
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9.8 Priloha H

#30422 IT:10.679 ST:0.15 uS:1 CS:1 AMW: 624.27 NL: 1.78E5
F: ITMS - p HESI Full ms2 785.30@cid35.00 [215.00-1000.00]
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Obr. 17: MS/MS spektrum echinakosidu.
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9.9 Priloha CH

#402971 IT:100.000 ST:0.21 uS:1 CS:1 AMW: 135.93 NL:4.48E3
F: ITMS - p HESI Full ms2 179.00@cid35.00 [50.00-200.00]
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Obr. 18: MS/MS spektrum kyseliny kavové.
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9.10 Priloha |

#23915 IT: 0913 ST:0.14 uS:1 NL:1.78E6
F: ITMS - p HESI Full ms2 515.10@cid35.00 [140.00-1000.00]
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Obr. 19: MS/MS spektrum cynarinu.
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9.11 PrilohaJ

#379644 1T:0.016 ST.0.12 uS:1 NL:4.78E7
F: ITMS - p HESI Full ms2 473.10@cid35.00 [130.00-500.00]
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Obr. 20: MS/MS spektrum kyseliny chikorové.
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9.12 Priloha K

O E -Fﬁc h em koeficien':_ I rl‘gj:r:ilrﬁZC-eI;(jré?figiii gc(i:d IE%}?:VI%T;&%/ 127
Vstupni data
Popis Val. vlastnost Méreni
[ne/1] [1]

ST _100ugL_c 100 0,021094402511442
ST_100ugL_c 100 0,01958618846409
ST_100ugL_c 100 0,019516035662174
ST _250ugL_a 250 0,054187390449579
ST _250ugL_b 250 0,048032162004286
ST_250ugL_c 250 0,048392784164253
ST _500ugL_a 500 0,113527124917153
ST _500ugL_b 500 0,109348305684091
ST _500ugL_c 500 0,109868284089547
ST _1000ugL _a 1000 0,244494334119815
ST_1000ugL_b 1000 0,240578987366801
ST_1000ugL_c 1000 0,237744413392871
ST _2500ugL_a 2500 0,61191534236045
ST _2500ugL_b 2500 0,631873746995881
ST _2500ugL_c 2500 0,630175383663184
ST_5000ugL _a 5000 1,22575967090454
ST_5000ugL_b 5000 1,24899158374938
ST _5000ugL_c 5000 1,19515305274094

Vyhodnoceni

Vypocéteny R k Vypocéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9996 0,99 3,2666 5 20 -0,007 Pfijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zaklad¢ hodnot korelacniho a QC koeficientu. Vypoctena
hodnota tseku pro danou ptimku vyhovuje kritériu piijatelnosti pro usek. Rovnice piimky:

y=-0,007+0,0002*x.

Podpiirna statistika: Usek (odhad) = -0,006998

Smeérnice (odhad) = 0,000247

Smérodatna odchylka tseku (odhad) = 0,004156

Smérodatna odchylka smérnice (odhad) = 2E-06

Interval spolehlivosti pro usek = (-0,015809) - (0,001813)
Interval spolehlivosti pro smérnici = (0,000244) - (0,000251)
Rezidualni rozptyl (odhad) = 0,000162

Smérodatna odchylka rezidui (odhad) = 0,012739

Korela¢ni koeficient = 0,999607

QC Koeficient = 3,26659 %
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9.13 Priloha L

O E fﬁc I'l aem koeficienlt_ I-nlgifl;li;aacgo-rg zlc: :0231% glflfrllg/?ﬁ%n\jasgég/ 127
acid Brno
Vstupni data
Popis Val. vlastnost Méreni
[ng/] [1]
ST _0,500ugL_a 0,5 0,002999088205254
ST _0,500ugL_b 0,5 0,004707633569198
ST _0,500ugL _c 0,5 0,004601397022537
ST lugL_a 1 0,00961493240597
ST lugL b 1 0,009634379436358
ST lugL ¢ 1 0,009899177579342
ST 2ugL ¢ 2 0,018747164210406
ST 2ugL ¢ 2 0,018380085920425
ST 2ugL ¢ 2 0,019409671821675
ST 5ugL_a 5 0,048036136407128
ST 5ugL b 5 0,046789179906086
ST 5ugL ¢ 5 0,046735695799981
ST 10ugL_a 10 0,096128762739702
ST 10ugL b 10 0,091852581128775
ST 10ugL ¢ 10 0,092284875347426
ST 20ugL_a 20 0,191904359603652
ST 20ugL_b 20 0,191108900452616
ST 20ugL_c 20 0,18735216487604
Vyhodnoceni
Vypocéteny R k Vypocéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9998 0,99 2,2976 5 20 -0,0004 Pfijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zakladé hodnot korela¢niho a QC koeficientu. Vypoctena
hodnota tseku pro danou piimku vyhovuje kritériu piijatelnosti pro usek. Rovnice pfimky:

y=-0,0004+0,0095*x.

Podptirna statistika: Usek (odhad)=-0,000388

Smérnice (odhad)=0,009499

Smérodatna odchylka tseku (odhad)= 0,000476

Smérodatna odchylka smérnice (odhad)=4,9E-05

Interval spolehlivosti pro usek= (-0,001397) - (0,000622)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,009395) - (0,009604)
Rezidualni rozptyl (odhad)= 2E-06

Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,001434

Korelac¢ni koeficient= 0,999785

QC Koeficient= 2,297617 %
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9.14 Priloha M

: : . EffiChem s.r.o.
O EffiChem Linearita - Korelatni a QC Purkyfova 649/127

koeficient - Echinacea - Echinacoside
Brno

Vstupni data

Popis Val. vlastnost Méreni
[ng/] [1]
ST _0,200ugL_a 0,2 0,00292270781039656
ST_0,200ugL_b 0,2 0,00262513104856227
ST_0,200ugL_c 0,2 0,0029855332744115
ST _0,500ugL_a 0,5 0,004394493508203
ST _0,500ugL b 0,5 0,006803519876493
ST_0,500ugL_c 0,5 0,00666524165417
ST lugL_a 1 0,013164219122644
ST lugL b 1 0,012285672810505
ST lugL ¢ 1 0,014511011946214
ST 2ugL ¢ 2 0,026356464908044
ST 2ugL_c 2 0,025961760806415
ST 2ugL_c 2 0,02688275983955
ST 5ugL_a 5 0,059121832155122
ST 5ugL b 5 0,0608434643222204
ST 5ugL ¢ 5 0,062656541214611
ST _10ugL_a 10 0,135093662791152
ST _10ugL_b 10 0,12843386788989
ST 10ugL _c 10 0,1247835103998
Vyhodnoceni
Vypocéteny R k Vypocéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9993 0,99 4,8081 5 20 -0,001 Pfijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zakladé hodnot korela¢niho a QC koeficientu. Vypoctena
hodnota useku pro danou pfimku vyhovuje kritériu piijatelnosti pro tsek. Rovnice ptimky:

y=-0,001+0,0132*x.

Podptirna statistika: Usek (odhad)=-0,001

Smérnice (odhad)=0,013169

Smérodatna odchylka tseku (odhad)= 0,001026
Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 0,000115
Interval spolehlivosti pro usek= (-0,003147) - (0,001146)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,012929) - (0,01341)
Rezidualni rozptyl (odhad)= 1,3E-05

Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,003542
Korelac¢ni koeficient= 0,999277

QC Kaoeficient= 4,808082 %
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9.15 Priloha N

O EffiChem

Linearita - Korela¢ni a QC

koeficient - Echinacea - Caffeic acid

EffiChem s.r.o.
Purkynova 649/127
Brno

Vstupni data

Popis Val. vlastnost Méreni
[ng/] [1]
ST _0,500ugL_a 0,5 0,005215090823263
ST_0,500ugL_b 0,5 0,007415797850703
ST_0,500ugL_c 0,5 0,006968505387567
ST lugL_a 1 0,012295735348779
ST lugL b 1 0,014249326646367
ST lugL _c 1 0,014558073039874
ST 2ugL_c 2 0,025608445641272
ST 2ugL_c 2 0,02649135986641
ST 2ugL ¢ 2 0,026751538766015
ST 5ugL_a 5 0,069350526900874
ST 5ugL_b 5 0,065969992855943
ST 5ugL_c 5 0,067762194174714
ST 10ugL_a 10 0,137702580449776
ST 10ugL b 10 0,127311652066233
ST 10ugL ¢ 10 0,124604693271883
ST _20ugL_a 20 0,27221361511435
ST _20ugL_b 20 0,270579911859695
ST 20ugL_c 20 0,258825226397711
Vyhodnoceni
Vypocéteny R k Vypocéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9992 0,99 4,5258 5 20 -0,0002 Pfijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zakladé hodnot korelacniho a QC koeficientu. Vypoctena

hodnota tseku pro danou piimku vyhovuje kritériu piijatelnosti pro usek. Rovnice ptimky:

y=-0,0002+0,0133*x.

Podptirna statistika: Usek (odhad)=-0,000204

Smérnice (odhad)=0,013312

Smérodatna odchylka tiseku (odhad)=0,001319
Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 0,000136

Interval spolehlivosti pro usek= (-0,003) - (0,002593)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,013023) - (0,013601)
Rezidualni rozptyl (odhad)= 1,6E-05

Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,003975

Korela¢ni koeficient= 0,999161

QC Koeficient= 4,525841 %
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9.16 Priloha O

: : . EffiChem s.r.o.
O EffiChem Linearita - Korelatni a QC Purkyfova 649/127

koeficient - Echinacea - Cynarin
Brno

Vstupni data

Popis Val. vlastnost Méreni
[ng/] [1]
ST _0,200ugL_a 0,2 0,004189770793714
ST_0,200ugL_b 0,2 0,003825632177335
ST_0,200ugL_c 0,2 0,0031812126498
ST _0,500ugL_a 0,5 0,005788385124752
ST _0,500ugL b 0,5 0,008843062576092
ST_0,500ugL_c 0,5 0,009131743524901
ST lugL_a 1 0,016640038288639
ST lugL b 1 0,016947148776155
ST lugL ¢ 1 0,017139744067423
ST 2ugL ¢ 2 0,033496242947762
ST 2ugL_c 2 0,031216973126544
ST 2ugL_c 2 0,03257197976348
ST 5ugL_a 5 0,07175645979657
ST 5ugL b 5 0,066594425829078
ST 5ugL ¢ 5 0,072322024446682
ST _10ugL_a 10 0,146665161057577
ST _10ugL_b 10 0,140129047732453
ST 10ugL _c 10 0,136800991705747
Vyhodnoceni
Vypocéteny R k Vypocéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9993 0,99 4,6015 5 20 0,0018 Pfijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zaklad¢ hodnot korelacniho a QC koeficientu. Vypoctena
hodnota tseku pro danou ptimku vyhovuje kritériu ptijatelnosti pro usek. Rovnice piimky:

y=0,0018+0,014*x.

Podpiirna statistika: Usek (odhad)= 0,001794

Smérnice (odhad)= 0,01402

Smérodatna odchylka tseku (odhad)= 0,001084

Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 0,000122

Interval spolehlivosti pro usek= (-0,000474) - (0,004063)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,013766) - (0,014275)
Rezidualni rozptyl (odhad)= 1,4E-05

Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,003744

Korela¢ni koeficient= 0,999287

QC Koeficient=4,601482 %
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9.17 Priloha P

O EffiChem

Linearita - Korelaéni a QC
koeficient - Echinacea - Chicoric acid

EffiChem s.r.o.

Brno

Purkyniova 649/127

Vstupni data

Popis Val. Vlastnost Méreni
[ng/] [1]

ST_100ugL_c 100 0,208581840623511
ST 100ugL_c 100 0,20437537395859
ST_100ugL_c 100 0,204226184522972
ST_250ugL_a 250 0,546639132893527
ST_250ugL_b 250 0,537182104423427
ST_250ugL_c 250 0,513771469584638
ST_500ugL_a 500 1,04195863243105
ST_500ugL_b 500 0,973172408222464
ST_500ugL_c 500 0,941923621105458
ST_1000ugL_a 1000 1,97408355031179
ST_1000ugL_b 1000 1,95714413053784
ST_1000ugL_c 1000 1,86571491975118
ST_2500ugL_a 2500 4,79980131498647
ST_2500ugL_b 2500 4,90157643538865
ST_2500ugL_c 2500 4,84051577749288
ST_5000ugL_a 5000 9,9131710330347
ST_5000ugL_b 5000 10,0247172744445
ST_5000ugL_c 5000 9,89141077495525

Vyhodnoceni

Vypocéteny R k Vypoéteny QCk Max. Vypoétena  Hypotéza
R testovani QC testovani hodnota hodnota
pro usek useku
(absolutni)
[1] [1] [%] [%] [1] [1]
0,9998 0,99 2,1505 5 20 -0,0013 Piijata
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Zavér: Linearita byla prokézana na zaklad¢ hodnot korela¢niho a QC koeficientu. Vypoctena
hodnota useku pro danou piimku vyhovuje kritériu ptijatelnosti pro tsek. Rovnice ptimky:

y=-0,013+0,002*x.

Podpiirna statistika: Usek (odhad)=-0,013

Smérnice (odhad)= 0,001981

Smérodatna odchylka tseku (odhad)= 0,022233

Smérodatna odchylka smérnice (odhad)= 9E-06

Interval spolehlivosti pro usek= (-0,060135) - (0,034135)
Interval spolehlivosti pro smérnici= (0,001962) - (0,002001)

Rezidualni rozptyl (odhad)= 0,004644
Smérodatna odchylka rezidui (odhad)= 0,06815
Korelac¢ni koeficient= 0,999825

QC Koeficient=2,150475 %
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