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Anotace

This bachelor thesis deals with description of caffeine metabolism in human body and the
development, optimization and validation of the analytical method for the determination of
selected caffeine metabolites in urine using HPLC. The first part was devoted to the
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designed to be used by grammar student’s laboratory. The work includes laboratory manual.
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1 CILE PRACE

e Zhodnoceni zdroju kofeinu, popis osudu kofeinu v lidském organismu s dirazem na
shrnuti soucasnych poznatkli o biotransformaci kofeinu

e Teoretické a praktické seznameni se s analyzou vzorkli pomoci kapalinové
chromatografie

e Popis moznosti stanoveni kofeinu a jeho metabolitii v biologickém materialu metodou
HPLC

e Zavedeni a validace analytické metody pro kofein a vybrané metabolity kofeinu

e Pfiprava navodu pro laboratorni tlohu s tématem: Stanoveni kofeinu a jeho metaboliti

vV moci pomoci HPLC



2 TEORETICKA CAST
2.1 Uvod

Kofein je celosvétove nejvice konzumovany psychoaktivni stimulant, ktery |ze najit ve
vice nez 60 druzich rostlin. NejcastéjsSim zdrojem kofeinu jsou kava a caj. Pokud neni
prekro¢ena doporucena denni davka, kofein pozitivné ovliviiuje celkovy fyzicky stav
organismu, bd¢lost a soustfedéni a také potlacuje tinavu. Potencialné negativni vliv ma kofein

u t¢hotnych zen a déti.

2.2 Kofein

2.2.1 Historie konzumace

Kofein sviij nazev ziskal spojenim némeckého slova Kaffee a francouzského slova
café, pricemz ob¢ slova znamenaji kava (Heckman et al. 2010). Kofein je lidmi konzumovan
vodu s listky kefe, coz se povazuje za prvni vypity Salek ¢aje (Blumberg 2013). Konzumace
kavovych plodu pfisla az v 9. stol. n. 1., kdy si arabsky chovatel koz v8iml, ze kozy maji vice
energie po konzumaci plodu kavovniku. Nasledné sam okusil jejich ucinky na télo (Coffee
Research Institute 2006). Ve 14. stoleti doslo k prvnimu prazeni kavy, které se brzy rozsitilo
VvV celém Arabském svété. O dveé stoleti pozd€ji zacaly v Konstantinopoli vznikat prvni
kavarny. V Evropé se prokazatelné kava poprvé podavala v roce 1615 ve Vidni, a s kon¢icim
17. stoletim se uz piti kavy stalo béZznou soucasti lidského zivota (Fredholm 2011).

Prvni izolaci kofeinu provedl v roce 1819 némecky chemik Friedlieb Ferdinand Runge
(Tilling 2001). Na konci 19. stoleti pak, opét némecky chemik, Emil Fischer syntetizoval
kofein z kyseliny mocové, za coz nasledné v roce 1912 ziskal Nobelovu cenu (Gonzalez-
Calderodn et al. 2015).

V roce 1885 v Texasu byl na trh uveden prvni kolovy napoj — Dr. Pepper. Své jméno
ziskal po pfriteli 1ékarnika, ktery jako prvni tento napoj prodaval (Dr. Pepper Snapple Group
2021). O rok pozdé¢ji v Atlanté vznikl dalsi kolovy napoj — Coca-Cola. Nejprve byl prodavan
jako sirup, nasledné byl fedén vodou a syceny oxidem uhli¢itym (The Coca-Cola Company
2021). V roce 1898 chtél 1ékarnik ze Severni Karoliny napodobit tspéch Coca-Coly a ptisel
se sycenym napojem Pepsi (Heckman et al. 2010). Na ptelomu 20. a 21. stoleti vstoupily na
trh tzv. energetické napoje, jejichz popularita stale stoupa (Willson 2018).



Dnes je kofein svétoveé nejvice konzumovany psychoaktivni stimulant a podle odhadii

ho kazdy den konzumuje az 80 % lidské populace (Heckman et al. 2010).

2.2.2 Zdroje a ptijem

Kofein se, jakozto alkaloid rostlin, vyskytuje zejména v bobech, listech a plodech vice
nez 60 druhti rostlin. Nejcastéji je clovekem konzumovan skrze prazenou kavu nebo cajové
listy (Nehlig 2018; Barone a Roberts 1996). Dale Ize kofein nalézt v kolovych ofesich,
kakaovych bobech, v listech cesminy paraguayské (llex paraguariensis), komeréné znamé
jako yerba maté nebo v plodech guarany. Kofein je také obsazen ve slazenych a energetickych
napojich ¢i ¢okoladé. Umeéle se pridava do 1ékt tlumicich bolest, dopliikil stravy uré¢enych ke
sniZzeni télesné hmotnosti, podporujicich fyzickou aktivitu a do kosmetickych ptipravkl

(Nehlig 2018; Soskova 2017).

Tab. 1: Mnozstvi kofeinu ve vybranych napojich (Caffeine informer 2021).

L - . Mnozstvi kofeinu | Velikost porce | MnozZstvi kofeinu na porci
Napoje — zdroje kofeinu

[mg/ml] [mi] [mg]

bezkofeinova 0,02 236 47

, instantni 0,24 236 56

Kava

prekapavana 0,73 354 258

espresso 1,75 44 77

zeleny 0,11 236 26

Caj erny 0,18 236 43
yerba maté 0,17 236 40

Nealkoholické Coca-Cola Classic 0,10 354 35
napoje Pepsi-Cola 0,08 354 28
Red-Bull 0,32 250 80

Energetické napoje | Monster Energy Drink 0,34 473 161
Rockstar Energy Drink 0,34 473 161

Doporucend jednorazova davka kofeinu u dospélého cloveéka by neméla piekrocit
200 mg (Willson 2018). Urovei piijmu kofeinu, ktera je povazovana za bezpeénou, respektive
bez vyznamnych rizik vdznych nezadoucich uc¢inki, u zdravych dospélych €ini dle doporuceni
Evropského utadu pro bezpecnost potravin (EFSA) 400 mg. Maximalni doporucend davka u
déti a dospivajicich je dle EFSA 3 mg/kg/den (EFSA 2015). Primérny celosvétovy denni
ptijem kofeinu dospé€lého ¢loveka ¢ini 70 mg. Dospély lovek piijima kofein nejcastéji v kave
(70 %), v kolovych napojich (16 %) a ¢aji (12 %), u déti a dospivajicich naopak dominuji
slazené napoje a Caje (Frary et al. 2005). Energetické napoje zaujimaji asi 10 % z celkového
pfijmu kofeinu vSech vé&kovych skupin (Heckman et al. 2010). V Tab. 1 jsou uvedeny
pramérné hodnoty obsahu kofeinu pro rizné napoje, obvykla velikost porce a mnozstvi

kofeinu v této porci. V ptipadé kavy se mnozstvi kofeinu lisi podle pouzitych zrn i zptisobu



ptipravy kavy. Nejvétsimi konzumenty kofeinu jsou obyvatelé¢ Danska, kde se primérny denni
déti (6-11 let) ¢ini obvykla denni davka kofeinu okolo 32 mg, u starSich déti (12-16 let) 68 mg
a u adolescenti (17-18 let) se denni piisun pohybuje okolo 110 mg. Nejvice déti a adolescenti

pfijimaji kofein v ¢ajich a sycenych napojich (Branum et al. 2014).

2.2.3 Osud kofeinu v lidském organismu

Biochemické procesy i1 enzymatické reakce lze obvykle matematicky popsat
kinetickymi rovnicemi pro reakce nultého nebo prvniho fadu. Reakce prvniho fadu je dana
rovnici: dc/dt = - kc, kde dc/dt je zména koncentrace latky v ¢ase t a K je tzv. rychlostni
konstanta. Této situaci odpovida tzv. jednokompartmentovy model. Tento model fika, ze
organismus tvoii jeden systém, do kterého pfitéka veskery kofein urcitou rychlosti, rychle a
rovnomérné se distribuuje po téle a rychlosti ptimo imérnou koncentraci v plazmé se vylucuje
z téla ven. (Nehlig 2018; Linhart 2014).

Aby cizoroda latka mohla piisobit na lidsky organismus, musi se dostat k cilovému
organu. Osud cizorodych latek v organismu se tradicné déli do Ctyf stadii — vstfebavani,

distribuce, biotransformace a vyluc¢ovani (Linhart 2014).

Vstrebavani

Biologicka dostupnost (bioavailability) je dana pomérem mezi absorbovanou a
celkovou davkou pro dany zptisob podani. Mira biologické dostupnosti pfi peroralnim podani,
a chemické vlastnosti dané podané latky, aktudlni stav organismu, pfijimana potrava, pitny
rezim a genetické rozdily v populaci (Vranikova a Gajdziok 2015). Vstiebavani a biologicka
2001). Nejvyssi koncentrace kofeinu v plazmé po jednorazovém poziti davky 4 mg/kg, bylo
dosazeno po 1-2 hodinach (Nehlig 2018).

Distribuce

Kofein je ke tkanim, a nasledn¢ k samotnym organtim, distribuovan pomoci télnich
tekutin, kterymi jsou krevni plasma, pupecnikova krev, mozkomisni mok, sliny, Zlu¢, sperma
nebo mateiské mléko. Kofein ma i dostateéné velké lipofilni vlastnosti, aby mohl piekonat
bunécné membrany, véetné¢ hematoencefalické a hematoplacentarni bariéry, diky ¢emuz se

muze dostat z krve matky do krve plodu (Tomaszewski et al. 2016).



Biotransformace

Pojmem biotransformace oznacujeme chemické piemény cizorodych latek v zivém
organismu. Zpravidla se jednd o enzymaticky katalyzované reakce. Kofein je primarné
metabolizovan v jatrech. Cely proces lze v pripad€ nepfilis vysokého mnozstvi absorbované
latky popsat jednokompartmentovym modelem a kinetickou rovnici 1. fadu (Nehlig 2018).

Metabolismus kofeinu je komplexni proces, v jehoz pribéhu vznikd vice nez dvé
desitky metaboliti. Je znazornén na Obr. 1 a zjednodusen¢ ho 1ze popsat nasledovné. V jatrech
je kofein primarné (cca z 80 %) metabolizovan na 1,7-dimethylxantin (paraxantin; 17X) za
katalyzy CYP1A2. Kromé& polohy 3- muze demethylace molekuly kofeinu také probihat
v poloze 1- a 7- za vzniku 3,7-dimethylxantinu (teobrominu; 37X) a 1,3-dimethylxantinu
(teofylinu; 13X), které tvoti 11, respektive 5 % metaboliti kofeinu. Katalyzatory téchto reakci
jsou CYP1A2 a CYP2EIL. Vzniklé xantiny mohou déle reagovat na monomethylxantiny
demethyla¢ni reakci za katalyzy CYP1A2, jak je vidét na Obr. 1. Z 1-methylxantinu (1X)
vznika dal$i reakci 1-methylmocova kyselina (1U). Tato reakce je katalyzovany enzymy
CYP1A2 a xantinoxidazou (XO). Dalsimi z probihajicich reakci jsou acetylace za katalyzy
enzymu N-acetyltransferazy (NAT2), hydroxylace a oxidace (komplex enzymu cytochromu
P450). Vznikaji tak dalsi ptislusné mocové kyseliny, které jsou z téla vylucovany moci.
Piimou reakci z kofeinu pak vznika 1,3,7-trimethylmocova kyselina (137U). Tato reakce je
opét katalyzovana komplexem enzymu cytochromu P450 (Caubet et al. 2002).

Vzhledem k rychlé absorpci, nizké vazb& kofeinu na proteiny krevni plazmy,
kvantitativni biotransformaci kofeinu v jatrech a zanedbatelnému mnozstvi kofeinu, které je
vylu¢ovano moci, je kofein vhodnou latkou k méfeni aktivity enzymu CYP1A2. Tato aktivita
se stanovuje na zakladé molarnich poméra riznych metaboliti kofeinu v moci (Caubet et al.

2002; Furge a Fletke 2007; Nehlig 2018; Willson 2018).

Vylucovani

Clovek vétsinu piijatého kofeinu vylouéi moéi (70 %), ale pouze 0,5 — 2 % z celkového
mnozstvi se vylouc¢i v nezménéné podobé. Takto nizké mnozstvi kofeinu je zptsobeno jednak
zpétnou reabsorpci z nefronu, a jednak metabolickou upravu kofeinu v jatrech. Kofein,
respektive zejména jeho metabolity, jsou vyluCovany i stolici. Samotny kofein se i1 tady

vylucuje pouze v malém mnozstvi, konkrétné ve 2 % z pavodné podané davky (Nehlig 2018).
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Obr. 1: Schéma biotransformace kofeinu.

NAT2 = N-acetyltransferaza; XO =xantinoxidaza. 137X = 1,3,7-trimethylxantin (kofein), 13X = 1,3-
dimethylxantin (teofylin), 17X = 1,7-dimethylxantin (paraxantin), 37X = 3,7-dimethylxantin
(teobromin), 1X = 1-methylxantin, 3X = 3-methylxantin, 7X = 7-methylxantin, 137U = 1,3,7-
trimethylmocova kyselina, 13U = 1,3-dimethylmocové kyselina, 17U = 1,7-dimethylmoc¢ova kyselina,
37U = 3,7-dimethylmocova kyselina, 1U = 1-methylmocova kyselina, 3U = 3- methylmocova kyselina,
7U = 7- methylmocova kyselina, AFMU = 5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil, AAMU =

5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil. Pfevzato a upraveno z (Caubet et al. 2002).



2.2.4 Faktory ovliviiujici biotransformaci kofeinu
Vek

Novorozenci odbouravaji kofein zna¢né pomaleji diky nevyzralosti jejich jaternich
enzymu. V pribéhu prenatalniho vyvoje plodu linearné klesa poloCas rozpadu kofeinu, po
narozeni klesd hodnota exponencialn¢ (Pons et al. 1988). U dospélych uz k vyraznym
rozdilim v biotransformaci kofeinu danych vékem nedochazi. Naptiklad farmakokinetika a

biologicka dostupnost je srovnatelna mezi 20letym a 70letym muzem (Blanchard a Sawers
1983).

Pohlavi a hormony

Na zaklad¢ stanovovani metaboliti kofeinu v moci bylo zjiSténo, Ze mezi pohlavimi
nejsou rozdily, a to i pfesto, ze u muzi je aktivita enzymu CYP1A2 vétsi nez u zen (Arnaud
2011). Béhem teéhotenstvi roste produkce 1-methylxantinu a kyseliny 1-methylmocové, coz je
dano rostoucim podilem hydroxylace (Scott et al. 1986). Polocas rozpadu kofeinu je nejvice
zvySen béhem tietiho trimestru t€hotenstvi, a to az na dobu 11,5-18 hodin, pfi¢emz obvykle
dosahuje 2,5-5 hodin. Casta konzumace kofeinu v téhotenstvi vede k jeho akumulaci
v placenté a Vv téle plodu. K akumulaci dochazi z divodu propustnosti hematoplacentarni
bariéry pro kofein, plod ani placenta nedokazi kofein efektivné transformovat (Grosso a
Bracken 2005). Peroralné podavana antikoncepce prodluzuje u Zen béhem druhé poloviny

cyklu polocas rozpadu kofeinu az na 10,7 hodin (Bruguerolle et al. 1990).

Nemoci jater

Onemocnéni jater, jako je cirh6za nebo Zloutenka typu B nebo C, vede ke znaéné
redukci hodnoty clearance pro kofein (Park et al. 2003). U alkoholiki s cirhozou jater se
polocas rozpadu kofeinu v plazmé vyznamné zvysuje (Scott et al. 1988). Hodnota clearance
udava pomyslny objem krevni plazmy, ktery se za jednotku ¢asu ,,vy¢isti* od kofeinu (Linhart

2014).

Koureni

Koufeni stimuluje clearance kofeinu, a to az dvojnasobné. Je to vysledkem pfitomnosti
polycyklickych aromatickych uhlovodikii v cigaretovém kouii, které zvysuji aktivitu jaternich

enzymu (Arnaud 2011).



Strava, alkohol, energetické napoje

Dalsim faktorem ovliviiujicim metabolismus kofeinu je slozeni stravy. U obyvatel jizni
Asie je v porovnani s ostatni populaci nizsi aktivita CYP1A2. Je to dané zejména slozenim
stravy, ve které je bohat¢ zastoupena kurkuma a zazvor, které snizuji aktivitu CYP1A2 (Chen
et al. 2010).

Rovnéz konzumace alkoholu a energetickych népoji ovliviiuje farmakokinetiku,
respektive toxikokinetiku kofeinu. UZ podani 50 g alkoholu/den vyrazné zvySuje polocas
rozpadu kofeinu (az o 72 %) a snizuje clearance o 36 % (George et al. 1986). Konzumace
alkoholu ve spojeni s energetickymi napoji je velky fenomén mezi mladymi lidmi. Na rozdil
od alkoholu, jehoz poziti vyvolava u ¢lovéka unavu, spolec¢na konzumace alkoholu a
energetickych népojii vzbuzuje u cloveka pocit, jako by vibec opily nebyl. V angli¢tin€ se pro

tento stav vzilo oznaceni ,,wide drunk awake* (Fritz et al. 2014).

rrrrrr

Farmakokinetika kofeinu mtze byt ovlivnéna Iéky, které ovliviuji aktivitu enzymu
CYP1A2. Naopak kofein muze ovliviiovat farmakokinetiku podaného 1éku. Nektera 1é¢iva
kofein uz sami o sob¢& obsahuji, coz také muze vést k interakci s CYP1A2 (Nehlig 2018).

AZ 0 50 % mohou snizit odbouravani kofeinu 1éky uzivané pti 1é¢be poruch srde¢niho
rytmu a l1éky blokujici kalciovy kanal, které se pouzivaji k 1€cb¢€ anginy pectoris a hypertenze
(Joeres et al. 1987; Spac a Vyskogilova 2018). Fluvoxamin, latka inhibujici zp&tné
vychytavani serotoninu, se vyskytuje v lécich pouzivanych proti depresi a panické uzkosti
(Kim et al. 2017). Ve spojeni s kofeinem dochazi ke snizeni clearance kofeinu ze 107 na
21 ml/min a zaroven se zvysuje i jeho polocas rozpadu z 5 na 31 hodin (Jeppesen et al. 1996).
Stimulanty jako methylfenidat a dextroamfetamin, pouzivané k 1é¢bé ADHD a narkolepsie,
byvaji zneuzivany studenty k podpofte soustfedéni. Studenti tyto 1éky casto kombinuji s kavou,
coZ muize mit negativni vliv na kardiovaskularni systém a centralni nervovou soustavu
(Entringer 2020; Cerner Multum 2020; Vanattou-Saifoudine et al. 2012). Pacientim 1é¢icim
se sepilepsii se nedoporucuje nadmérné uzivani kofeinu z divodu mozZného vyvolani
zachvatu. Zaroven muze kofein snizovat u¢innost 1ékt ptedchazejicim vzniku epileptického
zachvatu, tzv. antikonvulzia (Chro$cinska-Krawczyk et al. 2011).

Mezi I€ky, jejichz farmakokinetiku kofein ovliviiuje, patii naptiklad antipsychotika

obsahujici fenothiazin, ktera se vyuzivaji k 1é¢bé halucinaci a klamt vyskytujicich se pfi



psychoze. Spojeni s kofeinem snizuje jejich hydrofobni vlastnosti, ¢imz se také snizuje jejich

absorpce ve stfevech (Drugs.com 2021; Khalil et al. 1983).

2.2.5 Vliv kofeinu na lidsky organismus

Kofein je povazovéan za svétové nejvice konzumovanou drogu. Uginky kofeinu jsou
zavislé na davce a interindividudlni rozdily jsou zna¢né. Pokud je konzumovan pravidelné
behem dne, t€lo si na né¢j vytvori toleranci v priméru béhem 13 dnl. Mira adaptace zalezi na
konzumovaném objemu, Cetnosti konzumace a na individudlnim vylu¢ovani kofeinu z téla
(Benowitz 1990). Pokud nedojde k piekro¢eni doporucené denni davky kofeinu (400 mg), ma
jeho konzumace viceméné neutralni nebo mirné pozitivni vliv na lidské t¢lo.

Mezi pozitivni U€inky kofeinu na lidsky organismus patii zvySeni bdé€losti a
pozornosti, zlepSeni nalady a soustfedéni, mensi potieba spanku. Dale snizuje riziko vzniku
Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby, ma pozitivni vliv na funkci ledvin a mozny vliv na
hubnuti, protoze zvysuje rychlost metabolismu, vydej energie a oxidaci lipidd. Snizuje také
riziko vzniku rakoviny dé€lohy, prostaty, tlustého stieva, kone¢niku a jater (Cano-Marquina et
al. 2013; O’Keefe et al. 2013).

Mezi negativni vlivy kofeinu patii fidnuti kosti, zvySeni krevni tlaku, u t€hotnych Zen
muze dojit k potratu pii piekroceni denni davky 300 mg/kg. Pii konzumaci ve velkych
davkach mulzZe zplsobit bolest hlavy, uzkost, vysoky krevni tlak a rozt€kanost. Nadmérné
konzumaci kofeinu by se mély vyhnout Zeny, které chtéji ote¢hotnét. Denni davka kofeinu u
téchto Zen by neméla prekrocit 300 mg/den. PtiliSné konzumaci by se také mély vyvarovat
0soby s vysokym krevnim tlakem nebo nepravidelnym srde¢nim rytmem. Piti pfekapavané a
filtrované kavy by se méli vyhnout lidé trpici dyslipidemii, onemocnénim, pii kterém dochéazi
ke zvySeni mnozstvi cholesterolu v krvi, zejména tzv. Spatného, LDL-cholesterolu. Takto
pfipravené kavy obsahuji cafestol a kahweol, coZ jsou latky zvySujici mnozstvi cholesterolu
v krvi (de Mejia a Ramirez-Mares 2014; Soska 2015). Lidé, kteti trpi srde¢nimi chorobami,
by si méli dat pozor na spole¢nou konzumaci kavy a alkoholu, protoze oba tyto napoje zvySuji
tepovou frekvenci.

Negativni vlivy na détsky organismus nejsou tak podrobné prostudovany jako u
dospélych, ale ptedpoklada se, Ze budou obdobné. U novorozenci se kofein vyuziva pfi
dychacich problémech, stimuluje dychaci centrum v prodlouzené mise, zvySuje citlivost na
oxid uhli¢ity a zptisobuje dilataci dychacich svalli, zejména branice (Natarajan et al. 2007).

U adolescentt stoupa konzumace kofeinu z divodu piijmu energetickych napoju, které

Casto kombinuji s alkoholem. Riziko spociva v tom, Ze energetické napoje maskuji inavu



zpusobenou alkoholem, coz vede k jeho vétsimu piijmu (de Mejia a Ramirez-Mares 2014).
Ve Velké Britanii nékteré supermarkety zakéazaly prodej energetickych napojti obsahujicich
vice nez 150 mg kofeinu détem mladsim 16 let. Obdobné restrikce zavedlo naptiklad Dansko,
Turecko, Norsko, Uruguay, Island nebo Francie. Uplny zékaz prodeje energetickych napoji
osobam mladsim 18 let plati v Loty$sku a Litvé. V Ceské republice zadné podobné restrikce

neplati (Heller 2018).

2.2.6 Fyzikalni a chemické vlastnosti analytl a vnitiniho standardu
1-methylmocova kyselina (MUA)

1-methylmocova kyselina je hlavnim metabolitem kofeinu a teofylinu. Ma antioxidacni

uc¢inky, ¢imz chrani lipoproteiny pied oxidativnimi zménami (Merck 2021a).
Teobromin (THBM)

Teobromin je produktem katabolismu kofeinu, méa antioxidacni ucCinky, je inhibitorem
fosfodiesterazy a antagonista adenosinu. Jsou prokazany jeho 0U¢inky proti suchému a

drazdivému kasli (Merck 2021f).
Paraxantin, 1,7-dimethylxantin (DMX)

Paraxantin je hlavni metabolit kofeinu, ktery ma, stejné jako kofein, ergogenni G€inky na

lidsky organismus (Merck 2021b).
Teofylin (THEO)

Teofylin je alkaloid v ¢aji, ktery uvoliuje kiece priadusek u astmatikd. Stejné jako teobromin

je inhibitorem enzymu fosfodiesterazy (Merck 2021g).
Etofylin (ETF)

Etofylin neni metabolitem kofeinu, byl zvolen jako vnitini standard (Caubet et al. 2002).

vvvvvv

vnitiniho standardu.
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Tab. 2: Fyzikalni a chemické vlastnosti stanovovanych analytt.

&y 1

CHs

Citace

(Chemical Book 2017f;
Merck 20219)

(Chemical Book 2017c;
Merck 2021c)

Tab. 3: Fyzikalni a chemické vlastnosti vnitiniho standardu.

Analyt MUA THBM DMX
Sumarni vzorec CeHeN4O3 C7HsN402 C7HsN4O2
Systematicky nazev | 1-methyl-2,6,8-trihydroxypurin | 2,6-dihydroxy-3,7-dimethylpurin | 2,6-dihydroxy-1,7-dimethylpurin
M [g/mol] 182,14 180,16 180,16
Vzhled svétle zluty prasek pevna bila latka pevna bil4 latka
Rozpustnost v H20 1,585 g/l 0,59/ 19/l
Stabilita (skladovani) laboratorni teplota 5°C -18 °C
pKa 5,6 7,89 8,5
0 Q  GHs D o
P H3c‘NJj,_E H‘Njﬁﬁ HGC‘NJ):N>
Strukturni vzorec A= e L AN
HoA CHs H
Citace (Chemical Book 2017g; (Chemical Book 2017e; (Chemical Book 2017b;
Merck 2021a) Merck 2021f) Merck 2021b)
Analyt THEO CAFF
Sumarni vzorec C7HsN4O2 CsH10N402
Systematicky nazev | 2,6-dihydroxy-1,3-dimethylpurin 1,3,7-trimethylxantin
M [g/mol] 180,16 194,19
Vzhled bily prasek bily prasek
Rozpustnost v H.0 8,3¢g/l 18,7 g/l
Stabilita (skladovani) 5°C laboratorni teplota
pKa 8,77 14
2 0 CHy
. HJC‘NJj\—N H3C\r«.|Jk/N‘x
Strukturni vzorec Py PN

Vnitini standard

ETF

Sumarni vzorec

CoH12N403

Systematicky nazev

1,3-dimethyl-7-(2-hydroxyethyl)xantin

M [g/mol] 224,22
Vzhled pevna bila latka
Rozpustnost v H20 2,991 g/l
Stabilita (skladovani) 5°C
pKa 14,48
o)
Strukturni vzorec HSC\N)iN/)/\/ ”
o)\|}| N
CHg

Citace

(Chemical Book 2017d; Merck 2021d)
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2.3 Analytické metody pro stanoveni analytii vV moci

Podle vlastnosti zkoumané latky je zvolena vhodna analyticka metoda (Zaruba 2013).
Pro stanoveni koncentrace metabolitii kofeinu v biologickém vzorku se nejcastéji voli
vysokou¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) ¢i1  vysokou¢innd kapalinova
chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) (Kim et al.
2019).

Chromatografie je separacni analyticka metoda zaloZena na rozdéleni analytt mezi
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Stacionarni faze muze byt pevna nebo
kapalna a mobilni faze je kapalina nebo plyn. Termin chromatografie byl poprvé pouzit na
pocatku 20. stoleti v souvislosti s rozdélenim rostlinnych barviv (Klouda 2016).

Slozky zkoumaného vzorku jsou unaSeny mobilni fazi pies stacionarni fazi, se kterou
riznou mérou interaguji. Pfi interakci slozky se stacionarni fazi dojde k adsorpci nebo
rozpuSténi slozky ve stacionarni fazi. Interakce jsou zaloZzeny na mezimolekuldrnich
nevazebnych interakcich. Béhem separace dochazi k neustdlému piesunu slozek mezi
stacionarni a mobilni fazi. Systém se neustale bliZi rovnovaze, ve které by se rovnal pocet
¢astic nové navazanych a poctu €astic uvolnénych do mobilni faze. Této rovnovahy vSak
systém nikdy nedosahne. Na Obr. 2 je schematicky naznacen prubéh chromatografické

separarace vzorku obsahujiciho dva analyty (Novakova a Dousa 2013a).

mobilni
faze 7 stacionarni faze

e vzorek chromatogram

#
- £8

g 4

Obr. 2: Chromatograficka separace vzorku s dvéma analyty (Novakova a Dousa 2013a).
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2.3.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovéa chromatografie je analyticka separa¢ni metoda, u které je mobilni faze
vzdy kapalna a staciondrni faze mlze byt pevna latka nebo kapalina ukotvend na pevném
nosici (Novakova a Dousa 2013a). Analyzovany vzorek je kapalny roztok. Mobilni fazi tvoii
¢isté rozpoustédlo ¢i smés misitelnych rozpoustédel. Smes rozpoustédel se voli tak, aby kazdé
z rozpoustédel mélo jinou polaritu napt.: methanol + voda. Stacionarni faze je siln¢ polarni a
obvykle je tvofena silikagelem (Zaruba 2013).Vyslednou separaci a eluci slozek smési
(analytl) ovliviyji jak vlastnosti stacionarni faze, tak slozeni mobilni faze. Nejcastéj$im
typem kapalinové chromatografie je vysokoté¢inna kapalinova chromatografie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography). V tomto typu kapalinové chromatografie je mobilni
faze privadéna do systému pod vysokym tlakem. V posledni dobé se nejvice pouziva
vysokouéinna kapalinova chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC), kde
mobilni faze je tvofena polarnimi rozpoustédly (napi.voda, acetonitril, methanol) a
stacionarni faze je nepolarni (Novakova a Dousa 2013a).

Na Obr. 3 je upravené schéma kapalinového chromatografu. Jeho zakladni ¢asti jsou:
zasobniky mobilni faze, erpadlo, stiikacka ¢i autosampler, kolona, detektor, pocita¢ a nddoba

na odpad.

I

Obr. 3: Schéma kapalinového chromatografu. (1) zasobniky mobilni faze, (2) odplynovac, (3)
sméSovac, (4) vysokotlaké Cerpadlo, (5) davkovac vzorku, (6) chromatograficka kolona, (7)

detektor, (8) sbérac frakci, (9) pocitac. Obrazek byl ptevzat z (Novakova a Dousa 2013a).
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Cerpadlo mobilni fize Gerpa kapalinu mobilni faze smérem na kolonu. Cerpadlo mize
byt pistové nebo membranové. Nesmi nijak interagovat s mobilni fazi a nejcastéji se vyrabi
z nerezové oceli, keramiky nebo plastu (Klouda 2016) .

Smésovaci zarizeni umoziuje pomoci zasobniki pfipravit pfesné¢ danou smes
mobilnich fazi. Pokud ztistava sloZzeni mobilni faze béhem separace stejné, nazyva se takova
eluce jako izokraticka, pokud dochazi ke zménam ve slozeni mobilni faze béhem analyzy, tak
se nazyva gradientova (Klouda 2016).

Davkovaci zarizeni (manualni strikacka nebo autosampler) piidava vzorek, pred
vstupem na kolonu, do mobilni faze. Od ddvkovani manuélni stfikackou se dnes jiz Upousti.
Nevyhodami manualniho davkovani jsou nedostatecna tésnost, stalost tlaku a prenos materialu
ze stiikacky do vzorku. Pouzivané stiikacky musi byt tedy vyrobeny z inertniho materialu,
napt. z nerezové oceli (Klouda 2016). V soucasné dobé& se nejvice vyuzivaji autosamplery,
automatické smyckové davkovace. Velkou vyhodou je automatizace tohoto procesu, zejména
v laboratotich zpracovavajicich velké mnozstvi vzorku. Autosampler je spojen se zasobnikem
vzorku, kde jsou umisténé sklenéné nebo plastové vialky. Hrdlo vialky je ptekryto pryZzovym
septem, skrz které nabere jehla vzorek (Novakova a Dousa 2013a).

Kolona je misto, kde probiha separace. Plast chromatografické kolony se vyrabi
Z nerezové oceli, vnitiek kolony musi byt schopen odolat vysokym tlakiim, musi byt inertni
vuci sloZzeni mobilni faze a vnitini povrch by mél byt zcela hladky (Novakova a Dousa 2013a).
Kolony jsou rovné o délce nejcastéji 10-20 cm, s vnitinim primérem 0,2-2 cm. Mozné je 1
fazeni vice kolon za sebou, a to zejména v piipad¢ dlouhych a slozitych separacich. V ptipade
separace prirodnich vzorkd, které obsahuji velké mnozstvi latek, se pred samotnou kolonou
pouziva predkolonka, kterd chrani kolonu pted znehodnocenim. Sorbent uvniti kolony ma
velikost zrn obvykle mezi 5-10 um (Kfizek a Sima 2015). Nejvice pouzivanym sorbentem je
silikagel. Ocenuje se predevsim jeho vlastnost odoldvat vysokym tlakiim a odolnost vici
organickym rozpoustédlim. Dale se jako stacionarni fize mohou pouzZivat sorbenty s
kovovymi oxidy. Kovové oxidy jsou vyuzivany pro jejich vétsi chemickou odolnost, nez
kterou ma silikagel. Pro HPLC se nejvice pouziva oxid zirkonicity a oxid hlinity. Vyhodou
pouziti kolon s kovovymi oxidy je moznost prace v celém rozsahu pH a pii teplotich
dosahujicich az 200 °C (Novakova a Dousa 2013a). Jako sorbenty se vyuzivaji i nepolarni
latky, navazané uhlovodikové fetézce na stacionarni fazi, nejcastéji jde o oktyl (C-8) nebo

oktadecyl (C-18) (Opekar 2002).
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Termostat umoziuje udrzovat stalou teplotu pfi separaci. VétSina separaci sice probiha
pfi laboratorni teploté, ale pokud se teplota zvysi, mize to vyrazné zlepsit kvalitu provadéné
separace (Klouda 2016).

Detektor by mél byt citlivy pro analyty a zaroven malo citlivy vi¢i mobilni fazi.
Fotometricky detektor je nejvice pouzivany detektor v kapalinové chromatografii. Principem
je méfeni absorbance eluatu vychazejiciho z chromatografické kolony. Jednodussi detektory
délek nebo meéfeni celého absorpéniho spektra. Hojné vyuzivany je 1 refraktometricky
detektor, ktery pracuje na principu méfeni indexu lomu ¢isté mobilni faze a eluatu. DalSim
pouzivanym detektorem je fluorescen¢ni detektor, ktery pracuje na principu fluorescence,
neboli schopnosti absorbovat ultrafialové zafeni a nasledné vysilat zafeni o vyssi vinové délce.
Hlavni vyhodou je jeho vysoka selektivita a moznost méfeni az do koncentrace 10712 mgl/l.
Pokud jsou detekovany ionty, Ize pouzit elektrochemické detektory (Klouda 2016). Na zakladé
identifikace poméru naboje a hmotnosti ¢astic funguje hmotnostné spektrometricky detektor
(Novakova a Dousa 2013a).

Chromatogram je casovy zaznam signalu detektoru. Chromatogram ma tvar
chromatografickych pikt (elucni kfivky), pficemz idedlni pik by mél byt symetricky a melo

by byt mozné jej popsat Gaussovou kiivkou normalniho rozdéleni (Kahoun 2020).

2.3.2 Kvantitativni analyza kofeinu a jeho metabolit

Pro vyvoj metody bylo potieba shrnout dosud pouzivané metody stanoveni.
V publikacich byl bran zietel zejména na parametry chromatografické separace, piipravu
roztoku standarda a tpravu realného vzorku.

Publikace od Caubeta uvadi metodu pro stanoveni kofeinu a jeho vice nez deseti
metabolitd véetné MUA, THBM, DMX a THEO v moc¢i. Pro chromatografickou separaci byla
zvolena kolona Eclipse XDB C18 s délkou 250 mm, vnitinim pramérem 4,6 mm a velikosti
castic 5 um. Mobilni faze A (MFA) byla tvofena 0,1 0bj.% kyselinou octovou ve vodé
s pridavkem tetrahydrofuranu (0,25 0bj.%) a mobilni faze B (MFB) byla tvotena acetonitrilem
(ACN), byla pouzita gradientova eluce, délka analyzy byla 35 min pfi pritoku MF 1 ml/min
a teploté v kolonovém prostoru 23 °C. Velikost nastiiku byla 5 um. Detekce s diodovym
polem (DAD) probihala pfi vinovych délkach 270 nm a 290 nm. Zasobni roztoky standardt
byly pfipravovany o koncentraci 1 mg/ml v roztoku voda/methanol v poméru 70/30. Pii
ptipravé roztoku MUA byla provedena Uprava pH pomoci 1M roztoku hydroxidu sodného a

nasledné¢ zpétna uprava na neutrdlni pH pomoci 1M kyseliny chlorovodikové. Realné vzorky
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byly nejprve prefiltrovany, obohaceny o vnitini standard ETF, nésledn¢ okyseleny 1M
kyselinou chlorovodikovou (Caubet et al. 2002).

Chromatografickd separace DMX a CAFF probihala s pouzitim kolony Symmetry
C18, délky 150 mm, vnitinim prumérem 3,9 mm a velikosti ¢astic 5 um. MF byla tvoiena
vodnym roztokem octanu amonného (0,01M, 2,5 0bj.% ledové kyseliny octové) a ACN
v poméru 90/10. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min a velikost nastiiku 20 pl. Roztoky standarda
byly pfipravovany do 5ml odmérnych ban¢k, rozpusténim 2,5 mg DMX a dvojnésobného
mnozstvi CAFF v roztoku voda/ethanol (1/1). Realné vzorky moci byly pomoci ledové
kyseliny octové upraveny na pH 3,1, centrifugovany (3 800 otacek/min; 10 min) a filtrovany
(0,45um filtr.) (Furge a Fletke 2007).

Pro chromatografickou separaci CAFF a jeho hlavnich tfech metaboliti — THBM,
DMX a THEOQO v krevni plasmé byla pouzita kolona Zorbax® C18, délky 100 mm, vnitini
pramér 2,1 mm a velikost ¢astic 3,5 um. MFA byla tvoien 10mM fosfatovym pufrem a MFB
byla 100% ACN. Byla pouzita gradientova eluce pii 40 °C, prutoku MF 0,7 ml/min. Délka
analyzy byla 15 min a velikost nasttiku vzorku 5 pl. Zasobni vodné roztoky standardi DMX,
THEO a CAFF byly pfipravovany o koncentraci 0,4 mg/l, roztok THBM byl piipraven, kvili
jeho horsi rozpustnosti ve vodé€, v poloviéni koncentraci (Lopez-Sanchez et al. 2018).

LC-MS/MS analyza CAFF a jeho tfinacti vybranych metabolitli v moci byla provadéna
za pouziti kolony Kinetex C18 délky 100 mm s vnitinim primérem 3 mm a velikosti ¢astic
2,6 um. Chromatograficka separace probihala 7 min pfi gradientové eluci mobilni faze tvorené
vodou, respektive ACN s obsahem 0,1 obj.% kyseliny octové pii pratoku MF 0,2 ml/min,
nastiiku vzorku 5 pl a teploté v kolonovém prostoru 40 °C. Zasobni roztoky standardu
(1 mg/ml) byly ptipraveny rozpusténim v methanolu (Kim et al. 2019).

Metoda pro separaci osmi metabolitt kofeinu, véetné MUA, THBM, DMX a THEO
byla vyvinuta s pouzitim kolony Discovery C18 o délce 150 mm, vnitinim primérem 4,6 mm
a velikosti ¢astic 5 um. MFA byla tvofena 1 0bj.% kyselinou octovou ve vodé a MFB
methanolem v poméru 92/8 (MFA/MFB). Prutok MF byl 1 ml/min a teplota v kolonovém
prostoru 35 °C (Merck 2021e).
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Pouzité chemikalie

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

Standard: Etofylin — ¢istota: 100 % (Sigma Aldrich)

Octan amonny pro HPLC — ¢istota pro LC-MS > 99 % (Sigma Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny MS > 99 % (Sigma Aldrich)

Kyselina octova - 100 % (Merck)

Methanol pro HPLC (Merck)

Hydroxid amonny — vodny roztok 28-30 % (Merck)

Kyselina fosfore¢na — 85 % (Merck)

Acetonitril — ¢istota pro HPLC > 99 % (Merck)

Deionizovana voda generovana pfistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)
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3.2 Instrumentalni vybaveni a spotiebni material

Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo) slozeny ze zdsobniku mobilni
faze SR-3000, cerpadla mobilni faze LPG-3400SD, néstfikového modulu
S chlazenym zasobnikem vialek WPS-3000TSL, vyhfivanym kolonovym
prostorem  TCC-3000SD,  fluorescencnim  detektorem  FLD-3400RS
spektrofotometrickym  detektorem s diodovym polem DAD-3000RS a
elektrochemickym detektorem ECD-3000RS. Ovladani pfistroje a vyhodnoceni
dat bylo provadéno pomoci programu Chromelon 7.2.

Chromatograficka kolona: KinetexEvo C18; délka 30 mm; vnitini pramér 2,1 nm;
velikost ¢astic 2,6 um (Kinetex)

Chromatograficka kolona: KinetexEvo C18; délka 50 mm; vnitini primér 3,0 mm;
velikost ¢astic 5 um (Kinetex)

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

Vyrobnik deionizované vody: Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo)

Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo ™)

Automaticka davkovaci pipeta: Eppendorf Research Plus o objemu 2-20 pnl
(Eppendorf ®)

Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 10-100 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 100-1000 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: Transferette ® o objemu 1-10 ml (Brand)
Odmérné sklo: ttida presnosti A (FischerBrand)

Sklenéné davkovaci stfikacka o objemu: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ul (Hamilton)
Spottebni material: plastové Spicky, krimpovaci vialky z ¢irého skla s hlinikovym
uzavérem s pryzovym septem, centrifugacni zkumavky

Zpracovani vysledki bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2008
(Microsoft).
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3.3 Ptiprava roztoku

3.3.1 Ptiprava roztokii mobilni faze

Mobilni faze 1
MFA byla pfipravena pfesnym navazenim 0,1927 g octanu amonného a

odpipetovanim 6,25 ml, respektive 7,5 ml 100% kyseliny octové pomoci automatickou
pipetou (1-10 ml). Octan amonny byl kvantitativné pfeveden do 250ml odmérné bariky a
roztok spolu s kyselinou octovou byl doplnén deionizovanou vodou po rysku. Jako MFB
byl pouzit ¢isty ACN.
Mobilni faze 2

MFA byla ptipravena navazenim 0,3548 g hydrogenfosfore¢nanu sodného, ktery byl
kvantitativné preveden do 250ml odmérné banky. Automatickou pipetou (10-100 ul) bylo
pridano 65 ul 85% kyseliny fosforeéné a roztok byl doplnén deionizovanou vodou po
rysku. Nasledné byla zmétena hodnota pH a v ptipad¢€ potieby upravena na pozadovanou
hodnotu pH 6,8. B&hem testovacich analyz byla rovnéz ptipravena MFA s pH 6,0 a 4,1.
MFB byla ptipravena odméienim 90 ml ACN v odmérném valci, pfevedenim do 100ml
odmérné banky a doplnénim objemu deionizovanou vodou po rysku.
Mobilni faze 3

MFA byla pfipravena odpipetovanim 250 ul 100% kyseliny octové pomoci
automatické pipety (100-1000 upl) do 250ml odmérné banky ¢asteéné naplnéné
deionizovanou vodou, nasledné byl objem doplnén po rysku. MFB byla pfipravena
odpipetovanim 100 pl 100% kyseliny octové do 100ml odmérné barnky ¢astecné naplnéné
ACN, nasledné byl objem doplnén po rysku.
Mobilni faze 4

MFA byla ptipravena odpipetovanim 1 ml 100% kyseliny octové pomoci automatické
pipety (100-1000 pl) do 100ml odmérné banky a roztok byl doplnén deionizovanou vodou
po rysku. MFB byla tvotena methanolem.
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3.3.2 Ptiprava zasobnich roztokt standardt

Zasobni roztok kyseliny MUA byl pfipraven navazenim piesné asi 1 mg. Po
kvantitativnim pievedeni navazeného mnozstvi latky do Sml odmérné banky za pouziti asi
4 ml deionizované vody bylo do roztoku pomoci automatické pipety (10-100 ul) odpipetovano
25 pl 28-30% hydroxidu amonného. Po dokonalém rozpusténi bylo do roztoku pomoci
automatické pipety (2-20 ul) odpipetovano 10 pl 100% kyseliny octové. Nasledné byl roztok
doplnén deionizovanou vodou po rysku. Zdasobni roztok THBM byl piipraven navazenim
pfesné¢ asi 2 mg, kvantitativnim pfevedenim do 10ml odmérné baiky, rozpuSténim a
doplnénim deionizovanou vodou po rysku. Zdsobni roztok DMX byl ptipraven navazenim
pfesné asi 5 mg, kvantitativnim pfevedenim do 5ml odmémé banky a doplnénim
deionizovanou vodou po rysku. Zdsobni roztok THEO byl pfipraven navazenim piesné asi
5 mg, kvantitativnim pfevedenim do Sml odmérné barnky a doplnénim deionizovanou vodou
po rysku. Zasobni roztok CAFF byl piipraven navazenim piesné asi 5 mg, kvantitativnim
pfevedenim do 5Sml odmérné baiiky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku. Zdsobni
roztok vnitiniho standardu ETF byl pfipraven navazenim piesné asi 1 mg, kvantitativnim
prevedenim do 5ml odmérné banky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku. Piiprava
vSech standardu je shrnuta v Tab. 4. Pfipravené roztoky standardii byly s vyjimkou roztoku
MUA rozpipetovany do vialek a uchovavany v hlubokomrazicim boxu pii teploté -85 °C.
Zasobni roztok MUA byl z dGivodu nestability roztoku latky pfipravovan vzdy Cerstvy (viz.
Kap. 4.4).

Tab. 4: Piiprava roztokt standardu.

Analyt o /I\n/1lol] Cistota [%] | m [mg] V [ml] Rozpoustédlo ¢ [mg/l]
MUA | 182,14 | neuvedena 1,18 5 Hz0 (25 ul NH4OH + 10 ul CHsCOOH) |  236,0
THBM 180,16 99 2,03 10 H20 201,0
DMX 180,16 98 6,00 5 H20 1176
THEO | 180,16 100 5,80 5 H20 1160
CAFF 194,19 100 5,89 5 H20 1178
ETF 224,22 100 1,03 5 H20 206,0
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3.3.3 Piiprava smésného pracovniho roztoku pro kalibraci

Pro kalibraci byl pfipraven smésny pracovni roztok standardi o koncentraci 80 mg/I.
Do 10ml odmérné banky byly odpipetovany vypocitané objemy roztoki jednotlivych
standardii uvedené v Tab. 5 a roztok byl doplnén deionizovanou vodou po rysku. Pro

pipetovani byly pouzivany automatické pipety (100-1000 pl a 1-10 ml).

Tab. 5: Ptiprava smésného pracovniho roztoku pro kalibraci.

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

3.3.4 Priprava kalibrac¢nich roztokt

Piiprava kalibra¢nich roztokd je shrnuta v Tab. 6. Celkem bylo pfipraveno 0osm
kalibra¢nich urovni ve tfech na sobé nezavislych opakovanich. Kalibra¢ni roztoky byly o
celkovém objemu 1 ml pfipraveny do 1,8ml ¢irych vialek. Nejprve byl do vialek podle
kalibra¢niho stupné napipetovan automatickou pipetou (100-1000 pl) objem deionizované
vody (VH20), do které byl nasledné ptidavan smésny kalibracni roztok pomoci stiikacky

Hamilton (5, 10, 20, 50, 100, 250 a 500 pl) (Vrk).
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Tab. 6: Ptiprava kalibra¢nich roztokd.

Koncentraéni uroven

Oznaceni

¢ [mg/l]

V2o [pl]

Vrk ]

Celkovy objem [ml]

Kla

K1b

Klc

0,2

997,5

2,5

K2a

K2b

K2c

04

995

K3a

K3b

K3c

0,8

990

10

K4a

K4b

K4c

975

25

Kb5a

K5b

K5¢

900

100

K6a

Kéb

Kéc

20

750

250

K7a

K7b

K7c

40

500

500

K8a

K8b

K8c

80

1000

1000

3.3.5 Piiprava smésného roztoku standarddl pro méteni stability

Pro méfeni stability roztoku standardt byl pfipraven smésny roztok o koncentraci
jednotlivych standardi v rozmezi 34-45 mg/l. V Tab. 7 je shrnuta jeho ptiprava. Celkovy
objem roztoku byl 10 ml, k pfipravé byly pouzity zasobni roztoky individualnich standarda
(Tab. 4).

Tab. 7: Priprava smésného roztoku standard pro méteni stability.

Analyt MUA THBM DMX THEO CAFF
¢ [mg/l] 42 34 45 40 41
V [ul] 1780 1692 383 345 348




3.4 Uprava realnych vzorki

Vzorek moci byl odebran pfiblizné¢ po 2-3 hodinach od vypiti kavy, vzdy den pied
analyzou. Vzorek byl do druhého dne uchovavan v lednici pii 5 °C. V den analyzy bylo
pomoci automatické pipety (1-10 ml) odebrano 20 ml vzorku do odstied’ovacich zkumavek,
okyseleno 700 ul 100% kyseliny octové. Po peclivém promichani byl vzorek odstied’ovan pii
10 000 otackach/min po dobu 10 min. Pomoci automatické pipety byl odebran supernatant,

ktery byl nasledné pouzivan k analyzam.
3.4.1 Piiprava pracovniho roztoku standardii pro obohaceny vzorek

Pracovni roztok standardti (STD) pro obohaceny vzorek (spike) byl pfipraven pomoci
zasobnich roztokt jednotlivych standardd. Roztok byl pfipraven odpipetovanim vypocitanych
objemt jednotlivych roztokl standardl na zéklad¢ predbézné analyzy realného vzorku do 5ml

odmérné banky a doplnén deionizovanou vodu po rysku. Piiprava je shrnuta v Tab. 8.

Tab. 8: Ptiprava pracovniho roztoku standardti pro obohaceny vzorek.

Analyt V [ul])/ 5 ml ¢ [mg/]
MUA 254 12,00
THBM 17 0,683
DMX 32 7,530
THEO 2 0,464
CAFF 35 8,250

3.4.2 Ptiprava obohacenych vzork

Byly ptipraveny 2 sady roztokid v osmi opakovanich. Neobohacené vzorky byly
pfipraveny smichanim 500 pl upraveného realného vzorku (VZ) a 500 ul rozpoustédla (vody),
obohacené vzorky vznikly smichanim 500 pul upraveného redlného vzorku a 500 pl

pracovniho roztoku standardii pro obohaceny vzorek (STD). Priprava je shrnuta v Tab. 9.

Tab. 9: Ptiprava obohacenych vzorki.

Neobohaceny Obohaceny
V [ul] H20 500 STD 500
vz 500 A4 500
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Nasledujici ¢ast predlozené bakalatské prace obsahuje popis a zhodnoceni prabéhu
vyvoje analytické metody ke stanoveni kofeinu a jeho metaboliti pomoci HPLC/DAD. Cilem
bylo nalezeni takovych podminek, které umozni dostate¢né rozdéleni separovanych slozek
V pfijatelném Case.

Prvni ¢ast kapitoly Vysledky a diskuze je vénovana optimalizaci chromatografické
separace pro kofeinu, jeho ctyii metabolity a zvoleny vnitini standardu. Pozornost byla
zaméfena na vybér chromatografické kolony, na volbu a optimalizaci slozeni mobilni faze a
urceni optimalni teploty kolonového prostoru. Rovnéz byla pro kazdy analyt optimalizovana
vlnova délka spektrofotometrické detekce. Bylo nutné vénovat zvySenou pozornost piipraveé a
stabilité roztoku standardu MUA (Kap. 4.3) a smésného roztoku standardii. Nasledné byla
provedena validace analytické metody. Zakladnimi validaénimi parametry byly linearita,
spravnost, presnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti. Vzhledem k vysledkiim
analyzy realného vzorku byla dodateéné optimalizovana i velikost nastfiku vzorku.

Cela experimentalni ¢ast byla vedena s ohledem na budouci vyuziti zavadéné metody
studenty stfednich Skol pripadné studenty nasi fakulty v prubéhu volitelného praktika
k pfedmétu Zaklady toxikologie.

4.1. Optimalizace chromatografické separace

Na zakladé literarni reSerSe byla k vyvoji analytické metody pro analyzu roztoku
standardii kofeinu (CAFF), nékterych produktii jeho metabolismu (MUA, THBM, DMX,
THEO) a zvoleného vnitiniho standardu (ETF), vybrana kolona KinetexEvo C18 s rozméry
150x3 mm a pramérem castic 2,6 um, respektive 5 um (Kim et al. 2019; Martinez-Lopez et
al. 2014a; Coso et al. 2020). Zkusebni analyzy byly provadény celkem se Ctyimi riznymi
mobilnimi fazemi oznacenymi Mobilni faze 1 —4 S pouzitim kolony s 2,6um casticemi a

nasledné s Mobilni fazi 4 s pouzitim kolony s Sum ¢asticemi.
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Prvni pouzité slozeni mobilni faze (Mobilni faze 1) byl 0,01M roztok octanu amonného
ve vodé s obsahem 2,5 0bj.%, respektive 3,0 obj.% ledové kyseliny octové (MFA) a Cisty
acetonitril (MFB). Obdobné sloZeni mobilni faze s pomérem 90/10 (MFA/MFB) bylo dfive
pouzito k analyze CAFF a DMX ve vzorcich mo¢i (Furge a Fletke 2007). Postupné byly
provadény analyzy roztokt jednotlivych standardii za pouziti izokratické i gradientové eluce
s obsahem MFB v rozsahu 0-90 % pfi teploté kolonového prostoru 30 °C a pritoku mobilni
faze 0,5 ml/min. Zménou poméru MFA a MFB nebylo dosazeno dostateéného kapacitniho
poméru (pomér redukovaného reten¢niho ¢asu k mrtvému retenénimu ¢asu, kde redukovany
retencni Cas je rozdil reten¢niho Casu analytu a mrtvého retenc¢niho casu) analytu MUA, rovnéz
rozliseni pikt jednotlivych analyti nebylo uspokojujici (DMX, THEO, ETF). Snizeni pH
MFA vedlo ke zlepSeni kapacitniho poméru pro MUA. Problémem byla Spatna separace
analyti DMX a THEO a vysoky faktor asymetrie piku (definovan v (Kahoun 2020)), ktery u
vSech analytli presahoval hodnotu 1,5.

Mobilni faze 2 byla zvolena na zékladé publikovanych vysledkt analyz obsahu CAFF,
DMX, THEO a THBM v krevni plazmé byla 10mM hydrogenfosofrecnanovy pufr ve vodé
(pH 6,8, resp. 6,0, resp. 4,1) (MFA) a 90 obj.% roztok acetonitrilu ve vodé (MFB) (Lopez-
Sanchez et al. 2018). Byly provadény analyzy roztokt jednotlivych standardi a smésného
standardu za pouziti izokratické i gradientové eluce s obsahem MFB v rozsahu 1,5-8 % pfti
teploté kolonového prostoru 30 °C a pritoku mobilni faze 0,5 ml/min. Nejlepsi separace pikl
jednotlivych analytl byla dosazena pii pH MFA 6,0, ale kapacitni pomér byl pro MUA pouze
0,4, doporucena hodnota pro jednoduché separace je v rozmezi 1-5 (Kahoun 2020). Faktor
asymetrie pikd neptesahoval doporucenou hodnotu 1,5, ale separace jednotlivych analyti byla
relativné dlouhd, nejvyssi retencni €as byl 17,6 min pro CAFF. Vzhledem ke kyselym
vlastnostem analytu MUA byla pouzita i MFA s hodnotou pH 4,1. Snizenim pH MFA na
hodnotu 4,1 byl docilen pfijatelny kapacitni pomér pro MUA 1,25. Zména pH MFA vedla k
chvostovani pikl ostatnich analytid (DMX, THEO a CAFF) a ke zhorSeni separace DMX a
THEO. Nejvétsim problémem byla $patné reprodukovatelnost vysledka. I piesto, ze po kazdé
ptipravé nové MFA, byla peclivé upravena hodnota pH mobilni faze na poZadovanou hodnotu,
reprodukovatelnost analyz nebyla dosazena. Pii n¢kterych analyzach nasledné dochézelo ke
koeluci pikli nebo vyrazné asymetrii a chvostovani. Vzhledem k tomu, Ze metoda je vyvijena
pro pouziti studenty stfednich Skol, nezdd se byt vhodné zvolit metodu obtizné

reprodukovatelnou a snadno ovlivnitelnou lidskym faktorem.

25



Mobilni faze 3 byla tvoiena roztokem 0,1 obj. % ledové kyseliny octové ve vodé
(MFA) a 0,1 0bj.% ledové kyseliny octové v acetonitrilu (MFB), diive pouzita k analyze
kofeinu a jeho tfinacti metaboliti ve vzorcich moc¢i metodou LC-MS/MS (Kim et al. 2019).
Byly provadény analyzy roztoku smésného standardu za pouziti izokratické 1 gradientové
eluce s obsahem MFB v rozsahu 0-12 % pii teploté kolonového prostoru 30-40 °C a pritoku
mobilni faze 0,3-0,5 ml/min. V pribéhu optimalizace se pifi pouziti této mobilni faze
nepodafilo dosahnout dobré separace DMX a THEO, piky analyti byly nesymetrické
s chvosty a hodnota reten¢niho ¢asu CAFF, coby nejvice zadrZzovaného analytu na stacionarni
fazi, byla vysoka. Délka separace se vyrazné nezlepsila ani zvySenim teploty na 35 a na 40 °C,
ani zvySenim pratoku MF na 0,5 ml/min.

Mobilni faze 4 byla tvofena roztokem 1 obj.% ledové kyseliny octové ve vodé (MFA)
a methanolem (MFB), publikovana firmou MERCK k analyze osmi metabolitd kofeinu
(Merck 2021e). Nejprve byla provedena separace analytd smésného roztoku standardl
(c =20 mg/l) s pouzitim kolony KinetexEvo C18 s rozméry 150x3 mm a pramérem castic
2,6 um, kde bylo dosaZeno dobrého retencniho ¢asu MUA vzhledem k mrtvému objemu,
separace nebyla dlouhd, posledni analyt CAFF m¢l reten¢ni ¢as 11,9 min. Problémem bylo
chvostovani pikt. Separace probihala pii 35 °C, pritok MF byl 0,5 ml/min a pomér MFA/MFB
roven 92/8. Pii zmé&né kolony na kolonu s men$im povrchem sorbentu KinetexEvo C18
s rozméry 150x3 mm a primérem castic 5 um a pii obsahu MFB 8 % byla separace analyt
vyhovujici. Symetrie pikd jednotlivych analytt se pii nastiiku 10 pl pohybovala v rozmezi
0,87-0,96 a tedy splitovala pozadovana kritéria. Nejnizsi retencni Cas byl pro MUA (2,6 min)
anejvyssi pro CAFF (12,8 min). S rostoucim retenénim ¢asem rostla Sitka pikt a snizovala se
vyska piki. Pii zvyseni pratoku MF na 1 ml/min doslo pouze ke zkraceni separace, ale nedoslo
k apravé tvaru piku CAFF, ktery byl stale Siroky. Pti nasledném pouziti gradientu a jeho
postupné uprave bylo dosazeno optimalnich podminek separace. Priibeh gradientu je uveden
v Tab. 10. Nejprve prvni tfi minuty analyzy postupné rostl obsah MFB z 6 % na 15 %,
nasledné 2 min byl obsah MFB 15 %, poté byl obsah MFB snizen zpét na 6 % a po dobu
5,5 min byla kolona stabilizovana, ¢imz se pfipravovala na dalsi analyzu. Teplota separace
¢inila 35 °C, priatok MF byl 1 ml/min a nastiik vzorku na kolonu byl 10 pl. Za uvedenych
podminek se reten¢ni Casy jednotlivych analytd pohybuji v rozmezi 1,6-5,1 min. Hodnoty
rozliSeni jednotlivych pikd i mira symetrie splituji podminky optimalni separace. Typicky
chromatogram analyzy roztoku standardi o koncentraci 20 mg/l, za vyse zminénych

podminek, je uveden v piiloze.
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Povedlo se vyvinout a optimalizovat analytickou metodu pro analyzu kofeinu a jeho
metaboliti s kratkou dobou analyzy. Vyvoj a optimalizace metody byly provedeny pro kofein,
Ctyfi z jeho metaboliti a pro etofylin, vybrany na zakladé literatury jako vhodny vnitini
standard (Caubet et al. 2002). Dalsi ¢ast této prace byla zpracovavana bez vnitiniho standardu
s ohledem na zjednoduseni vzhledem k planovanému vyuziti optimalizované a validované
metody studenty stfednich skol. Vnitini standard byl zahrnut do vyvoje metody pro piipad
pozdéjsiho vyuziti. Pokud by byla vyZzadovana slozitéjsi uprava vzorku pied vlastni analyzou,
bylo by vhodné zpracovavat vzorek s vnitinim standardem. Vysledné optimalizované

parametry jsou shrnuty v nasledujici kapitole.

4.2 Souhrn optimalizovanych podminek chromatografické separace

e Chromatograficka kolona: KinetexEvo C18
(délka 150 mm; vnitini praimér 3 mm; velikost ¢astic 5 pm)

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

e Objem nastiiku: 10 pl

e Teplota v kolonovém prostoru: 35 °C

e Pouzita mobilni faze: MFA — deionizovana voda + 1 obj. % CH3COOH

MFB — methanol
e Slozeni mobilni faze: gradient (Tab. 10)
e Pritok mobilni faze: 1 ml/min

e Celkova doba analyzy: 11 min

Tab. 10: Casovy priibéh gradientové eluce Vv pouzité metodé.

Cas [min] | Prittok MF [ml/min] % MFB
0 6
3 15
5 1 15
55
11
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4.3 Volba podminek spektrofotometrické detekce

Vhodna vinova délka pro stanoveni jednotlivych analyti byla zvolena na zakladé

analyzy smésného roztoku standardi o koncentraci kazdého standardu 0,2 mg/l pii Etyfech

ruznych vinovych délkach. Méteni bylo provadéno ve tfech na sobé nezavislych opakovanich.

Rovnéz bylo zaznamenavano celé absorpcni spektrum. Na zaklad€ méteni absorpcnich spekter

jednotlivych analyti a hodnot S/N (pom¢ér velikosti signalu a Sumu) V rozmezi 270-285 nm

byla pro analyzu MUA zvolena vinova délka 285 nm a pro ostatni analyty 270 nm. Hodnoty

S/N pfi jednotlivych vinovych délkach jsou uvedeny v Tab. 11. Tmavé vyznacené hodnoty

byly vyhodnoceny jako nejlepsi pro detekci, protoze pro tyto vinové délky byl pomér S/N

nejvyssi.

Tab. 11: Hodnoty poméru velikosti signalu ku velikosti sumu (S/N) analytli v rozmezi
vinovych délek 270-285 nm (koncentrace 0,2 mg/l) .

Analyt | Vinova délka [nm] S/N (opak. 1) S/N (opak. 2) S/N (opak.3) S/N (primér)
270 11 7,9 12 10
275 16 11 17 15
MUA 280 18 11 19 16
285 23 15 26 21
270 17 11 18 15
275 14 8,3 14 12
THBM 280 12 9,4 12 11
285 11 6,6 11 9,5
270 15 9,1 16 13
275 11 8,8 11 10
DMX 280 8,5 5,0 8,9 7,5
285 7,0 5,0 6,6 6,2
270 15 10 16 14
275 13 8,2 14 12
THEO 280 9,8 6,4 9,9 8,7
285 7,2 4,0 7,2 6,1
270 7,7 4,9 8,4 7,0
275 7,1 4,2 7,6 6,3
CAFF 280 4,9 3,8 6,7 5,1
285 4,1 3,5 4,7 4,1
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4.4 Rozpustnost a stabilita standardu 1-methylmocové kyseliny

Pti pfipravé roztoku analytu MUA bylo zjisténo, ze se nerozpousti ve vod¢ ani
v roztoku methanolu. Nalezené informace o rozpustnosti a nasledné stabilit¢ MUA v roztoku
se pomérné lisi. Nékteti autofi uvadi, ze je latka rozpustna ve vod¢, a néasledné takto vznikly
roztok uchovavaji pii teploté 4 °C po dobu 1 mésice (Bendriss et al. 2000). Martinez-Lopez
uvadi, ze k rozpusténi MUA je vhodné pouzit 10% roztok methanolu ve vodé (Martinez-Lopez
et al. 2014b). Dle Weimanna lze pii rozpusténi MUA ve vodé piidat malé mnozstvi hydroxidu
amonného, ktery pomulze rozpusténi. Vznikly roztok Ize nasledné¢ uchovavat
v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C (Martinez-Lopez et al. 2014a). Caubet uvadi, Ze
K rozpusténi standardu MUA ve vodg¢ je tieba upravit pH pomoci roztoku hydroxidu sodného
(1 mol/l) a nasledné upravit pH zpé&t na neutralni pomoci roztoku kyseliny chlorovodikové
(1 mol/l), v zasaditém prostiedi neni MUA stabilni (Caubet et al. 2002).

Na zaklad¢ predchazejicich informaci a vlastnich experimentti byl roztok MUA
pfipravovan ve vod¢. K rozpusténi doSlo pfi zméné pH pomoci hydroxidu amonného
(25 pl/5 ml roztoku). Z divodu stability roztoku MUA bylo pH ihned po rozpusténi zpétné
upraveno na piiblizné neutralni pomoci ledové kyseliny octové (10 ul/5 ml roztoku). Stabilita
zasobniho roztoku MUA byla sledovana pfi laboratorni teploté (tiab), teploté v lednici (5 °C),
teploté v mrazaku (-18 °C) a v hlubokomrazicim boxu (-85 °C) po dobu 60 min. Pti nasledné
analyze roztoku uchovdvaném pii laboratorni teplot€¢ byl zjist€én ubytek rozpusSténé
stanovované latky MUA, ziejm¢ dochazelo k rozkladu. Pti uchovavani v lednici ¢i mrazaku
se pokazdé vytvoril bily zdkal. Néasledné bylo mozné opétovnou tpravou pH ziskat ¢iry roztok,
ale koncentrace MUA byla opét niz§i nez v ptivodnim roztoku pied vlozenim do lednice,
respektive mrazaku. Zasobni roztok standardu MUA je tieba pfipravovat vzdy Cerstvy, jinak
dochazi pravdépodobné K jejimu rozkladu. MUA se nerozkladala pouze pfi uchovavani ve

smésném roztoku standardu, tedy pii celkové nizsi koncentraci v roztoku (Kap. 4.5).
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4.5 Stabilita smésného zasobniho roztoku

Nejen pro ucely pouziti metody pii studentskych praktikach je vyhodné, aby bylo
mozno pripravit zasobni roztok standardi doptedu a mohl byt po urcitou dobu uchovavan.
Stabilita byla méfena pro smésny roztok standardii o koncentraci jednotlivych standardi
v rozmezi 30-45 mg/l. Roztok byl uchovavan v temnu pii tiay po dobu 168 hod (Tab. 12) a po
dobu tfech mésici v hlubokomrazicim boxu (-85 °C) (Tab. 13). Na zakladé ziskanych dat Ize
konstatovat, Ze standardy THBM, DMX, THEO a CAFF jsou Vv roztoku stabilni, je mozné je
uchovavat po dobu 168 hod pfi tian nebo 3 mésict pii teploté dosahujicich -85 °C. Delsi casovy
interval nebyl provéfovan. V ptipadé standardu MUA doslo k urc¢itému poklesu v koncentraci
této latky v roztoku smésného standardu, pii tian 0 4,5 % za 168 hod a v piipadé¢ zmrazeni o
4,7 % po tfech mésicich. Na zéklad¢€ ziskanych vysledkli analyzy roztoku standardi béhem
prvnich 15 hod lze konstatovat, ze pti méfeni v prub&hu jednoho dne se koncentrace zadného

Z analytl v roztoku neméni.

Tab. 12: Zména koncentrace analytt Vv roztoku v priabéhu ¢asu pii laboratorni teploté (tia).

Analyt MUA THBM DMX THEO CAFF

¢ (0 hod; tian) [Mg/1] 41,67 33,64 45,33 40,57 41,89
¢ (3 hod; tian) [mg/1] 41,38 33,69 45,38 40,61 41,69
¢ (11 hod; tian) [mg/1] 41,44 33,34 45,26 45,39 41,77
¢ (15 hod; tian) [mg/1] 41,43 33,45 45,32 40,43 41,72
¢ (168 hod; tias) [mg/l] 39,80 33,57 45,32 40,59 41,83
% rozdil po 168 hod 45 0,21 0,02 -0,05 0,14

Tab. 13: Zména koncentrace analytti v roztoku pfi uchovavani pfi teploté -85 °C.

Analyt MUA THBM DMX THEO CAFF

¢ (0 hod; tiap ) [mg/1] 41,67 33,64 45,33 40,57 41,89

¢ (3 mésice, -85 °C) [mg/I] 39,72 33,69 45,31 40,63 41,98
% rozdil 47 -0,2 0 -0,2 -0,2




4.6 Validace metody

Po optimalizaci chromatografické separace, objasnéni rozpustnosti a stability analyta
byla provedena validace vyvinuté analytické metody, aby se na zéklad¢ validacnich parametrt
prokazala jeji vhodnost pro vyuziti k analyze redlného vzorku. Zékladnimi validacnimi

parametry byly: linearita, spravnost, piesnost, rozsah, mez detekce a mez stanovitelnosti.

4.6.1 Linearita

Nejprve byla hodnocena linearita analytické metody. Cilem bylo prokazat, Ze odezva
detektoru je pfimo iimérna koncentraci analytu ve vzorku. Hodnoceni linearity bylo provedeno
na zakladé kritérii piijatelnosti korelaéni koeficient R >0,9900 a QC koeficient <5,00 %
(Novakova a Dousa 2013b). V Tab. 14 jsou shrnuty parametry linearity pro jednotlivé analyty
Vv koncentraénich rozsahu 0,2 mg/1-80 mg/l. Rovnice kalibraénich kiivek pro vSech 5 analytl
byla ve tvaru: y = k.c + g, kde k je smérnice kalibra¢ni kiivky, g tsek na ose y (intercept), c je
koncentrace analytu a y je odezva detektoru. Pro sestrojeni kalibraéni kiivky bylo pouzito osm
koncentra¢nich Urovni, kazdd koncentracni uroven byla proméfena ve tfech na sobé
nezavislych opakovanich. U vSech analytti korela¢ni koeficient i mira t€snosti zavislosti mezi
odezvou detektoru a koncentraci analytu (QC koeficient) splnovali pozadovana kritéria

ptijatelnosti.

Tab. 14: Valida¢ni parametry - linearita.

Parametr Kritérium pfijatelnosti MUA THBM DMX THEO CAFF

Smérnice [I/mg] - 0,4533 0,3551 0,3473 0,3527 0,3141

Intercept [1] - 0,001093 | 0,02849 | 0,01997 | 0,02764 | 0,02297
Korelaéni koeficient [1] >0,9900 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
QC koeficient [%0] <5,00 0,742 1,22 1,08 1,23 1,27

4.6.2 Spravnost a presnost

Spravnost metody, vyjadiena jako vytéznost, je t€snost shody mezi experimentalné
zjisténou hodnotou koncentrace analytu a referen¢ni hodnotou. Ptesnost, vyjadiend jako
opakovatelnost, ptredstavuje tésnost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky analyz
referen¢niho vzorku, které byly provedeny za podminek opakovatelnosti (Kahoun 2020).
K zjisténi spravnosti metody byly analyzovany dvé sady vzorkli — neobohacené vzorky

(VZ + H20) a obohacené referenc¢ni vzorky (VZ + STD), kazda sada provadéna v osmi
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opakovanich (viz Tab. 9). Z priméru koncentra¢nich hodnot téchto roztok byla nasledné
vypoctena vytéznost, respektive spravnost méfeni. Pfesnost byla zjisténa pomoci relativni
smérodatné odchylky stanovenych koncentraci, jak obohacenych, tak neobohacenych vzorkd.
Primarni data pro vypocet spravnosti a piesnosti jsou k nahlédnuti v ptilohach, stejné tak jako
typicky chromatogram analyzy realného vzorku.

Hodnoceni spravnosti a piesnosti bylo provedeno pro kazdy analyt pouze na jedné z
koncentra¢nich urovni. Vypoétené hodnoty spravnosti (Re) a piesnosti (RSD), véetné
koncentra¢nich urovni a kritérii pfijatelnosti dle (Association of Analytical Communities.
Official Methods of Analysis. 2016), jsou uvedeny v Tab. 15. V ptipadé RSD je u kazdého
analytu uvedena vypocitand hodnota pro neobohaceny vzorek a hodnota pro obohaceny
vzorek. Pro vSechny analyty byla splnéna kritéria pfijatelnosti. Vzhledem k nizké koncentraci
THEO u pouzitého redlného vzorku moci byla jedna ze stanovovanych hodnot koncentraci
(neobohaceny vzorek) pod urovni koncentra¢niho rozsahu kalibrace. Z toho divodu byla
dodate¢né optimalizovana velikost nastiiku (Kap. 4.7). Moznost vétsiho nastiiku vzorku by

umoznovala analyzu vzorku i v pfipad¢ nizsich koncentraci jednotlivych metabolita.

Tab. 15: Valida¢ni parametry — spravnost Re a ptesnost RSD.

Spravnost Re
K011’centrfléni Kritérium piijatelnosti MUA THBM | DMX THEO CAFFE
uroven [%0]
106 80-110 86 108 101
107 80-110 89 88
Presnost RSD
Kon’centrvaéni Kritérium piijatelnosti MUA THBM | DMX | THEO CAFF
uroven [%0]
10° <11 25% [ 1,77 2512 43086
107 <15 15[8,2 83]55

* neobohaceny vzorek
** obohaceny vzorek

4.6.3 Rozsah metody

Na zéklad¢ splnéni kritérii linearity, piesnosti a spravnosti, byl pro vSechny analyty
stanoven rozsah méfeni 0,2-80 mg/I.
4.6.4 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Poslednimi hodnocenymi valida¢nimi parametry byly mez detekce (LOD) a mez
stanovitelnosti (LOQ). Kritéria pro hodnoceni byla pievzata z (Novakova a Dousa 2013b) pro
LOD hodnota S/N > 3 a pro LOQ hodnota S/N > 10. Potiebné hodnoty S/N k vypoctu téchto

parametri byly ziskany postupnym snizovanim koncentra¢ni urovné (0,2; 0,1 a 0,05 mg/l) a
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jsou uvedeny v ptiloze. Hodnota LOD pro CAFF vysla 0,24 mg/l, tedy vyssi nez je zvolena

nejniz§i koncentracni troven v kalibraéni fad¢é. Vzhledem k tomu, ze ostatni validacni

cvwr

ponechana na hodnot¢ 0,2 mg/1.

Tab. 16: Hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé analyty.

Analyt LOD [mgl/l] LOQ [mg/1]
MUA 0,022 0,072
THBM 0,025 0,071
DMX 0,027 0,077
THEO 0,027 0,077
CAFF 0,060 0,24

4.7 Optimalizace objemu nastiiku

Vzhledem k vysledku analyzy realného vzorku, kde byla koncentrace THEO pod
hodnotou LOQ, byla dodateéné provedena optimalizace objemu nastiiku pro ziskani co
nejniz§ich hodnot LOD a LOQ analytu. Souc¢asné je nutné, aby piky analytti v chromatogramu
byly symetrické. Jako hodnotici kritérium byl pouzit faktor asymetrie (As). Hodnota As by se
meéla pohybovat v rozmezi 0,8 az 1,5 (Novakova a Dousa 2013b), k analyze byl pouzit smésny
roztok standardli pouzivany pfi sledovani stability standardd (Kap. 4.5). Velikost nastiiku byla
optimalizovana v rozsahu objemut 10-100 pul. Na zaklad¢ vysledku (Tab. 17) hodnot As pro
jednotlivé analyty byl ur¢en jako vhodny objem nastiiku 25 pl. Pfipadné lze zvazit moznost
provadét analyzu vzorku pii néstfiku 25 pl pro stanoveni koncentrace MUA a 100 pl pro

stanoveni koncentrace ostatnich analyti.

Tab. 17: Optimalizace objemu nastfiku vzorku

. L e Faktor asymetrie (As) [1
Objem nastfiku 1] =G 1y éMX (TI)—|[E]O CAFF
10 1,23 0,93 0,02 0,89 0,9
25 1,48 0,96 0,94 0,94 0,96
50 1,91 1,04 1,01 1,03 1,06
75 2,24 1,11 1,07 1,1 1,18
100 2,51 1,16 1,14 1,16 1,3
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5 ZAVER

V teoretické Casti prace byly shrnuty zékladni informace o kofeinu. Diraz byl kladen
na biotransformaci kofeinu v lidském organismu a na faktory, které tento proces ovliviuji.
Soucasti teoretické Casti je prehled fyzikalnich a chemickych vlastnosti kofeinu a jeho Ctyf
metaboliti, pro néz byla metoda vyvijena. Pozornost byla rovnéz vénovana popisu kapalinové
chromatografie a resersi HPLC/DAD metod pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitl v
biologickych vzorcich.

Prakticka ¢ast byla vénovana vyvoji HPLC/DAD metody pro stanoveni kofeinu a ¢tyf
vybranych metabolitt (MUA, THMBM, DMX, THEO) s pouzitim vnitiniho standardu (ETF).
Nejprve prob¢hla optimalizace metody, kterd zahrnovala vybér vhodné stacionarni a mobilni
faze, zvoleni vhodného pritoku mobilni faze a teploty v kolonovém prostoru. Jako vhodna
kombinace mobilnich fazi se ukazala 1 0bj.% kyselina octova ve vodé (MFA) s methanolem
(MFB). Nejlepsi separace bylo dosazeno pii pouziti gradientové eluce. Optimalizaci se
podarilo zkratit dobu analyzy na 11 minut, coz je pro pouziti ve studentskych praktikach
idealni. Dale se podafila vyfesit rozpustnost a zhodnotit stabilita roztoka standardu kyseliny
1-methylmocové (MUA). Navzdory odbornym ¢lankim se jako nejlepsi jevilo rozpousténi
s upravou pH pomoci hydroxidu amonného a naslednym zpétnym vracenim na neutralni pH
pomoci kyseliny octové. Byla Gspésné provedena validace vyvinuté analytické metody a na
zakladé valida¢nich parametrti prokazana jeji vhodnost pro vyuziti k analyze realného vzorku.
Zakladnimi valida¢nimi parametry byly: linearita, spravnost, presnost, rozsah, mez detekce a
mez stanovitelnosti. Metoda je vhodna k analyze realného vzorku v koncentraénim rozsahu
0,2-80 mg/l. Rovnéz bylo ukéazano, ze je mozné dosahnout niz$i hodnoty meze stanovitelnosti
zvySenim nastiiku z 10 pl, pro které byla metoda validovana na 25 pl. Pfed vlastnim pribéhem
laboratornich cviceni se studenty je planovano provést analyzu kalibra¢nich roztokt v rozsahu
0,02-80 mg/l pti nastiiku 25 ul a 100 ul, provést analyzu vétsiho mnozstvi realnych vzorkd,
vyhodnotit zékladni valida¢ni parametry a vhodné& upiesnit podminky analyzy realnych vzorka
(velikost nastiiku, fedéni napoji — zdroju kofeinu atd.).

Jelikoz bylo cilem vyvinout metodu pro ucely laboratorniho praktika pro studenty
sttednich Skol a studenty nizsich ro¢nik nasi fakulty, je soucasti prace piiloha s navodem pro
laboratorni cvic¢eni. Studenti budou sami méfit obsah kofeinu v moci a porovnavat stanoveny
obsah s obsahem kofeinu v napoji, ktery vypili. Primarnim cilem dané ulohy je, prakticky si

vyzkouSet praci srealnym vzorkem a srovndni teoretickych a praktickych poznatki o
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biotransformaci kofeinu. SpiSe okrajové jde o seznameni s kapalinovou chromatografii jako

analytickou metodou.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1U

1X

13U

13X

17U

17X
137U
137X

3U

3X

37U

37X

7U

7X

As
AAMU
AFMU
CAFF
CYP1A2
CYP2A6
CYP2E1
CYP3A4
CYP3A5
DMX
ETF
HPLC
HPLC/DAD
LC-MS/MS
LOD
LOQ

MF
MFA
MFB
MUA
NAT2
QC koeficient
Re

Rk

RSD

SD

SIN

STD

tiab
THBM
THEO
vZ
X0

1-methylmocova kyselina
1-methylxantin

1,3-dimethylmocova kyselina
1,3-dimethylxantin

1,7-dimethylmocova kyselina
1,7-dimethylxantin
1,3,7-trimethylmocova kyselina
1,3,7-trimethylxantin

3-methylmocova kyselina
3-methylxantin

3,7-dimethylmocova kyselina
3,7-dimethylxantin

7-methylmocova kyselina
7-methylxantin

faktor asymetrie
5-acetylamino-6-amino-3-methyluracil
5-acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil
kofein

¢len nadrodiny enzymi cytochrom P450
¢len nadrodiny enzymi cytochrom P451
¢len nadrodiny enzymt cytochrom P452
¢len nadrodiny enzymt cytochrom P453
¢len nadrodiny enzymu cytochrom P450
1,7-dimetylxantin

etofylin

vysokoué¢inna kapalinova chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie s diodovym polem
kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
mez detekce

mez stanovitelnosti

mobilni faze

mobilni faze A

mobilni faze B

1-methylmocova kyselina
N-acetyltransferaza

koeficient kvality linearni regrese
spravnost

kalibra¢ni roztok

presnost

smérodatna odchylka

pomér signalu a Sumu

pracovni roztok standardi

laboratorni teplota

teobromin

teofylin

vzorek

xantinoxidaza
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8 PRILOHY

Primarni data pro vypocet SD, RSD a Re - MUA

Neobohaceny (unspiked)

¢ [mg/l]

Primér ¢ [mg/l]

SD

RSD

Re

5,7296

6,0043

5,6864

5,5477

5,6942

5,8417

5,8842

5,6574

5,756

0,1454

2,5

Obohaceny (spiked)

¢ [mg/l]

Prumér ¢ [mg/1]

SD

RSD

11,3607

10,8142

10,8679

10,8967

10,9373

10,8027

10,9419

10,8026

10,93

0,1838

1,7

86

Primérni data pro vypocet SD, RSD a Re - THBM

Neobohaceny (unspiked)

¢ [mg/1]

Pramér ¢ [mg/1]

SD

RSD

Re

0,9892

1,1198

0,9626

1,2213

1,2034

1,2785

1,4261

1,4614

1,208

0,1824

15

Obohaceny (spiked)

¢ [mg/l]

Pramér ¢ [mg/1]

SD

RSD

1,6448

1,5464

1,4856

1,6398

1,3257

1,3329

1,5555

1,5777

1,514

0,1247

8,2

89
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Priméarni data pro vypocet SD, RSD a Re - DMX

Neobohaceny (unspiked)

c [mg/l]

Pramér ¢ [mg/1]

SD

RSD

Re

3,7732

3,7898

3,8796

3,7076

3,8960

3,7967

4,0148

3,8682

3,841

0,09444

2,5

Obohaceny (spiked)

c [mg/l]

Priamér ¢ [mg/l]

SD

RSD

7,7565

7,9442

7,7907

7,9958

7,9304

8,0296

7,9665

7,8555

7,909

0,09798

1,2

108

Primérni data pro vypocet SD, RSD a Re — THEO

Neobohaceny (unspiked)

¢ [mg/l]

Praumér ¢ [mg/1]

SD

RSD

Re

0,0526

0,0599

0,0568

0,0449

0,0554

0,0567

0,0518

0,0553

0,05418 0,004519

Obohaceny (spiked)

¢ [mg/l]

Pramér ¢ [mg/1]

SD

RSD

0,2412

0,2684

0,2481

0,2842

0,2606

0,2659

0,245

0,2558

0,2587

0,01422

55

88
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Primarni data pro vypocet SD, RSD a Re - CAFF

Neobohaceny (unspiked)
¢ [mg/l] Priamér ¢ [mg/l] SD RSD

Re

2,0547
2,2549
2,3409
2,2135
2,1854
2,2694
2,3538
2,2046

2,235 0,09506 4,3

Obohaceny (spiked)
c [mg/l] Pramér ¢ [mg/1] SD RSD
6,4335
6,3602
6,3849
6,3151
6,3698
6,4539
6,4550
6,4672

101

6,405 0,05517 0,86

Data pro zjisténi LOD a LOQ.

Analyt MUA
Koncentracni Grovei [mg/1] 0,2 0,1 0,05
SIN [1] 26 16 6,9
Analyt THBM
Koncentracni iroveti [mg/1] 0,2 0,1 0,05
SIN [1] 18 14 59
Analyt DMX
Koncentracni aroven [mg/1] 0,2 0,1 0,05
SIN [1] 16 13 5,6
Analyt THEO
Koncentracni iroveti [mg/1] 0,2 0,1 0,05
SIN [1] 16 13 5,6
Analyt CAFF
Koncentracni Groven [mg/l] 0,2 0,1 0,05
SIN [1] 8,4 6,5 25




175y

=)
é 150 MUA THBM DMX THEO
£
=
2
2 ETF CAFF
§ 100
=3
o
50
5
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Retencni ¢as [min]

Chromatogram analyzy smésného standardu v¢etné vnitiniho standardu o ¢ = 20 mg/I.

300

250

200

150

100

Odezva detektoru [mAU]

50

-25
1,26 2,00 3,00 4,00 5,00 6,22

Retenéni ¢as [min]

Chromatogram analyza realného vzorku (¢erna - neobohaceny, modra - obohaceny).
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Laboratorni uloha pro studenty stfednich Skol

Stanoveni kofeinu a jeho metabolitti v mo¢i metodou HPLC

Teorie:

Analyticka chemie je védni obor, jehoz cilem je ziskat informace o sloZeni a podstaté hmoty.
Za timto ucelem se vyviji a aplikuji rGzné metody, pfistroje a strategie. Kapalinova
chromatografie je analyticka separa¢ni metoda, kterou lze vyuzit k ziskani informaci o slozeni
kapalného vzorku, napt. vody z feky, moci, krve ¢i extraktu z n&jaké rostliny. Analyzovany
vzorek je tedy kapalny roztok. Jednotlivé sloZky analyzovaného vzorku jsou pii analyze od
sebe odd¢leny pomoci mobilni a stacionarni faze. Mobilni (pohyblivd) faze je vzdy kapalna a
stacionarni (nepohyblivd) faze je v tzv. kolon¢ a mlze to byt pevna latka nebo kapalina
ukotvena na pevném nosi¢i (Novakova a Dousa 2013a). Mobilni fazi tvoii ¢isté rozpoustédlo
¢i smes misitelnych rozpoustédel. NejCastéjSim typem kapalinové chromatografie je
vysokoué¢inna  kapalinova  chromatografie =~ (HPLC, High  Performance  Liquid

Chromatography). Na Obr. 1 je znazornéno schéma zapojeni kapalinového chromatografu.

Obr. 1: Schéma zapojeni kapalinového chromatografu. (1) zasobniky mobilni faze, (2)
odplynova¢, (3) smeéSovac, (4) vysokotlaké cerpadlo, (5) davkoval vzorku, (6)
chromatograficka kolona, (7) detektor, (8) sbérac frakei, (9) datova jednotka. Obrazek byl

pfevzat z (Novakova a Dousa 2013a).
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Mobilni faze je Cerpana ze zasobniku pod vysokym tlakem. Do proudu mobilni faze je
nastiiknut maly objem (v fadu mikrolitri) vzorku, ktery je poté spole¢né s mobilni fazi unasen
na kolonu. Kolona je umisténa v termostatu. Slozky vzorku jsou unaseny tokem mobilni faze
a interaguji se staciondrni fazi. Na kolon¢ dochazi k zadrzeni a postupnému rozdéleni
stanovovanych slozek vzorku (analytil). Kazdy analyt interaguje se stacionarni fazi ,,jinak
intenzivné®, proto se slozky vzorku rozdé€li. Doba, za kterou jsou eluovany (,,vymyty*)
z kolony, se nazyva reten¢ni ¢as. Na zaklad¢ reten¢nich ¢ast nasledné uréujeme, 0 jakou latku
se jedna. Za kolonou je umistén detektor. Detektor (v nasem piipadé UV/VIS) vysila signal
do pocitate. Casovy zaznam signalu detektoru se nazyva chromatogram. Ten nasledné
vyhodnocujeme na PC. Spektrofotometricky detektor pracuje na principu méfeni absorbance
eluatu. Pokud pracujeme s detektorem s diodovym polem (jako my), miizeme méfit v celém
spektru vinovych délek (190 az 780 nm) v jeden okamzik. Ukazka chromatogramu a princip
reten¢nich ¢ast je vidét na Obr. 2. Zplsob vyhodnoceni namétenych dat a ziskani informaci

o slozeni analyzovanych vzorkl bude ndzorné¢ vysvétlen v prubéhu laboratorniho cviceni.

mobilni |

faze stacionarni faze

g vzorek chromatogram

i
T
g4

Obr. ¢. 2: Princip chromatografické separace, prevzato z [1]

Kofein (1,3,7-trimethylxantin) je celosvétove nejvice konzumovanou drogou, kterou lze najit
jako alkaloid v plodech kavovniku, v plodech kakaovniku, listech ¢ajovniku ¢i guarany.
Biotransformace v lidském organismu je komplexni a slozity proces, jehoz vysledkem je
témet 25 metaboliti. Biotransformacni reakce probihaji pfevazn€ v jatrech a jsou
katalyzovany skupinou enzymi cytochromu P450. Vétsina pfijatého kofeinu je pomoci téchto
reakci pfeménéno na xantiny a nasledné na mocové kyseliny, pouze méné nez 5 % kofeinu
zustane v moc¢i V nezménéné podobé. Strukturni vzorce stanovovanych metabolitii a kofeinu

jsou uvedeny v Tab. 1.
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Tab. 1:

Strukturni vzorce stanovovanych analytli. Vzorce ptevzaty z [2-6].

1-methylmocova kyselina ~ Teobromin Paraxantin Teofylin Kofein

0 0 o) (0]
H CH & ¢oH
HsC. N HSC\ ﬂ HsC. ;e HSC\N N H3C. [
N o N N N | N N
oéJ\NE N/E A N>:0 A2 A A L2
H o H N H ooNT N L, H o7NT N

H
CHs CHs

Ukol:.

Upravte vzorky moci a napoje a piipravte je k analyze.

Proved’te analyzu vzorkt pomoci HPLC.

Proved’te identifikaci pikii vSech péti analytd (I1-methylmocova kyselina - MUA,
teobromin — THBM, 1,7-dimytehylxantin —- DMX, teofylin — THEO a kofein — CAFF)
na zéklad€ hodnot jejich retenénich casi.

Urcete a porovnejte mnozstvi kofeinu a jeho metabolitd v mo¢i.

Provedte stanoveni mnozstvi kofeinu ve vami vypitém népoji a porovnejte jeho

mnozstvi s mnozstvim v moci.

Pristroje, pomucky, laboratorni sklo:

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se spektrofotometrickou detekci
Automaticka pipety (1-100 pul) a (100-1000 pl)

Odstredivka

Zkumavky, vialky, hlinikové vicka, krympovaci klesté

Plastové Spicky
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Chemikalie a roztoky:

e Smésny standard o koncentraci 80 mg/l. (1-methylmocova kyselina, teobromin,
teofylin, 1,7-dimethylhylxantin a kofein)

e Mobilni faze A (MFA) — deionizovana voda + 1 obj.% kyseliny octové
Mobilni faze B (MFB) - methanol

e Kyselina octova (Cistota pro HPLC, 100 %)

e Vzorky moci odebrané v ¢ase 0 hod, 2 hod a 4 hod po vypiti napoje obsahujiciho
kofein (odebrané do plastovych zkumavek)

e Vzorek vypitého napoje obsahujiciho kofein (odebrany do eppendorfky)

e Destilovana voda

Postup:

V priubéhu prace kazdy student pracuje pouze se svymi vzorky. Je treba mit na zreteli, Ze se
Jjedna o analyzu biologickych vzorkii. VeSkeré vzorky a pouzité zkumavky nasledné zlikvidujte

dle pokynai.
1. Uprava realného vzorku:

e Do stojanku si pfipravte odstfed’'ovaci zkumavky (eppendorfky) a onacte si je
vasim piidélenym ¢islem a ¢asovym tidajem (napi. 1/0 hod, 1/2 hod a 1/4 hod)

e Pomoci automatické pipety (100-1000 ul) odeberte 1 ml moé¢i do tfadné
oznacené odstied’ovaci zkumavky (eppendorfky) a pomoci automatické pipety
(1-100 ul) ptidejte 35 pl kyseliny octové. Promichejte pomoci vortexu.
Proved'te pro vSechny vzorky moci. Pro kazdy vzorek pouZijte novou $picku.

e Okyselené vzorky moci a vzorek napoje odstied’ujte pii 10 000 otackach/min
po dobu 10 min (dodrzte pravidla spravného odstted’ovani).

e Pripravte si vialky do stojanku, oznacte (napf. pro vzorky moci 1/0 hod,
1/2 hod a 1/4 hod a pro vzorek napoje 1/vz)

e Zodstiedovacich zkumavek odeberte automatickou pipetou 0,7 ml
supernatantu (tekutiny nad sedlinou) vzdy do shodné¢ oznacené sklenéné vialky
a zakrympujte. Pro kazdy vzorek pouzijte novou $picku.

2. Mg¢teni pomoci kapalinovém chromatografu

e Provedte kontrolu nastavenych parametri chromatografick¢é analyzy
porovnanim s udaji v Tab. 2 av Tab. 3.

e Do zésobniku vzorkl vlozte pfipravené vialky se vzorky a proved’te méfeni
(analyzu).
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Tab. 2: Parametry chromatografické separace

Chromatograficka kolona KinetexEvo C18; 150x3 mm; 5 um
MFA voda + 1 0bj.% kyseliny octové
Mobilni faze
MFB methanol
Pritok MF [ml/min] 1
Teplota [°C] 30
Objem nastiiku vzorku [pl] 10

Tab. 3: Casovy pribéh gradientové eluce.

Cas [min] | Pritok MF [ml/min] % MFB
0 6
3 15
5 1 15
55
11

3. Provedte integraci piki v chromatogramech, kvantitativné a kvalitativné zhodnot'te
analyzy, véetn€ porovnani mnozstvi (koncentraci) kofeinu v napoji a v moci.

4. Vysledky méteni zpracujte v protokol.
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