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Anotace

Caffeine is probably the most frequently ingested drug in the world. A lot of people
consume caffeine every day in beverages like coffee, tea and soft drinks. In human body
caffeine is enzymatically transformed to a lot of metabolites and the first metabolic reactions
lead to theophylline, theobromine and 1,7-dimethylxanthine. Consequently, caffeine and its

metabolites can be found in human urine or plasma.

This thesis deals with the development, optimization and validation of an analytical
method for the determination of caffeine ant its metabolites by HPLC/MS. The composition
of the mobile phase and settings of mass spectrometry detector were optimized. These steps
led to the separation of analytes and to the achievement of stable and intense signal of the
detector. An appropriate concentration range for each analyte according to the FDA rules
was found. The method was used for the quantification of urinary content of caffeine, and

its three metabolites.
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Seznam zkratek
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1X
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CAFF
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CYP2E1

CYP3A4

CYP3AS

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
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7-methylxantin
S-acetylamino-6-amino-3-methyluracil
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kofein

¢len nadrodiny enzymu cytochrom P450
¢len nadrodiny enzymu cytochrom P451
¢len nadrodiny enzymu cytochrom P452
¢len nadrodiny enzymu cytochrom P453

¢len nadrodiny enzymu cytochrom P450



DMX 1,7-dimetylxantin

ETF etofylin

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
MF mobilni faze

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze B

MS hmotnostni detekce

NAT2 N-acetyltransferaza

SR smesny roztok

S/N pomeér signalu a Sumu
ST-A pracovni roztok standardi A
ST-B pracovni roztok standardi B
ST-C pracovni roztok standardt C
THBM theobromin

THEO theophylin

VZ vzorek



1 Cile prace

e ReserSe moznosti kvantitativniho stanoveni kofeinu a jeho metabolit v biologickém
vzorku pomoci kapalinové chromatografie
e Vyvoj aoptimalizace metody stanoveni kofeinu ajeho metabolith pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci



2 Teoreticka cast

2.1 Kofein a jeho metabolity

Kofein patti mezi alkaloidy stimulujici centralni nervovou soustavu a srdecni ¢innost,
konkrétné¢ jde o purinovy, methylovany derivat xantinu. Jednd se o jeden
z nejrozsifenéjSich stimulantl a miZe byt ozna¢ovan za drogu. V Cisté formé je kofein bila
krystalicka latka s hotkou chuti (Barone & Roberts, 1996; Cappelletti et al., 2015; Nawrot
et al., 2003; de Mejia & Ramirez-Mares, 2014).

V ptirodé se kofein nachazi v listech a plodech nékterych rostlin, kde slouzi jako
ptirozeny pesticid. Mezi tyto rostliny patti naptiklad Kavovnik arabsky, Kakaovnik pravy,
Cajovnik &insky, Koka leskla nebo Cesmina paraguyajska (Barone & Roberts, 1996;
Nehlig, 2018). U hmyzu, ktery pozije Cast rostliny obsahujici kofein, se dostavi paralyza

celého t€la a nasledné€ dochazi ke smrti (Nathanson, 1984).

Kofein se vyskytuje se v fadé farmaceutickych pripravka a 1éCiv diky svym G¢inkim
na lidsky organismus. Hlavni ufinkem kofeinu na lidsky organismus je stimulace
centralniho nervového systému, coz vede ke zmirnéni unavy, zbystfeni mysleni a zlepSeni
koncentrace. Dale kofein indukuje sekreci zaludeCnich stav a zrychluje srdecni tep

(McGachy, 2021; Nawrot et al., 2003).

2.1.1 Metabolismus kofeinu v lidském organismu
Kofein se v lidském organismu velmi rychle vstiebava skrz travici a vyluCovaci
trakt, a to pfiblizné po 45 minutach od poziti. Nasledna biotransformace kofeinu probiha
témet uplné a k rozkladu dochazi béhem 1,5 — 9,5 hodiny po poziti. Lidé kofein nejCastéji
pfijimaji v podobé kavy, Caje nebo sycenych napoji (Committee on Military Nutrition

Research., 2001).

Metabolismus kofeinu v lidském organismu povazujeme za komplexni proces, béhem
kterého vznika velké mnozstvi metaboliti. Biotranformace kofeinu zacina v jatrech, kde
je kofein primarné metabolizovan na 1,7-dimethylxantin (17X) za katalyzy Cytochromu
P450 1A2 (CYP1A2). Demethylace molekuly kofeinu probiha také v polohach /- coz
vede ke vzniku 3,7-dimethylxantinu (37X), jinak znamého jako theobromin. V poloze
7-vznika 1,3-dimethylxantin (13X), ktery se nazyva theophylin. Kazdy ze vzniklych

xantini muze nadale reagovat demethylacni reakci na monomethylxaniny za katalyzy



CYPIA2. Touto reakci  vznikaji ~ l-methylxantin  (1X), 3-methylxantin
(3X) a 7- methylxantin (7X). Nasledn¢ dochazi k hydroxylaci kofeinu a xantinti za vzniku
pfislusnych mocovych kyselin, konkrétné se jedna o 1,3,7-trimethylmocovou kyselinu
(1370), 1,3-dimethylmocovou kyselinu (13U), 1,7-dimethylmocvou kyselinu (17U),
3,7- dimethylmoconou  kyselinu ~ (37U), 1- methylmoConou  kyselinu  (1U),
3- methylmocovou kyselinu (3U) a 7- methylmocovou kyselinu (7U). Vznikajici mocové
kyseliny jsou z organismu odvadény moci. N-acetyltransferaza (NAT2) katalyzuje
acetylaci 1,7-dimethylxantinu za vzniku 5- acetylamino-6-formylamino-3-methyluracilu
(AFMU), ktery se nasledné samovolné méni na 5- acetylamino-6-lamino-3-methyluracil
(AAMU). Xantinoxidaza (XO) zodpovidda za preménu 1-methyxantinu (1X) na
1- methylmocCovou kyselinu (1U) (Caubet et al., 2002). Cely proces biotransformace

kofeinu v lidském organismu je zobrazen na Obr.1.
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Obr. 1 Schéma biotransformace kofeinu

137X = 1,3,7-trimethylxantin (kofein), 13X = 1,3- dimethylxantin (theophylin), 17X = 1,7-dimethylxantin,
37X = 3,7-dimethylxantin (theobromin), 1X = 1-methylxantin, 3X = 3-methylxantin, 7X = 7-methylxantin,
137U = 1,3,7- trimethylmoc¢ova kyselina, 13U = 1,3-dimethylmocova kyselina, 17U = 1,7-dimethylmocova
kyselina, 37U = 3,7-dimethylmocCova kyselina, 1U = 1-methylmocova kyselina, 3U = 3- methylmocCova
kyselina, 7U = 7- methylmocova kyselina, AFMU = 5- acetylamino-6-formylamino-3-methyluracil,
AAMU = 5- acetylamino-6-amino-3-methyluracil, CYP1A2 = ¢len nadrodiny enzymi cytochrom P450,
CYP2AG6 = ¢len nadrodiny enzymi cytochrom P45, CYP2E1 = ¢len nadrodiny enzymi cytochrom P452,
CYP3 A4 = ¢len nadrodiny enzymii cytochrom P453, CYP3AS = ¢len nadrodiny enzymu cytochrom P450,
NAT?2 = N-acetyltransferdza; XO =xantinoxid4za. Pievzato a upraveno z (Caubet et al., 2002).



2.1.2 Prehled stanovovanych latek a vnitiniho standardu

Souhmny piehled stanovovanych latek vcetné strukturnich vzorca a chemickych

vlastnosti Tab.1.

shrnuje

Stanovovanymi  latkami

jsou kofein, theophylin,
theobromin a 1,7- dimethylxantin. Jako vnitini standard byl dle publikaci (Caubet et al.,
2002) zvolen etofylin, jehoz vzorec a chemické vlastnosti jsou uvedeny v Tab.2.

Strukturni vzorce v Tab. 1 a Tab. 2 byly pfevzaty a upraveny z (PubChem, 2022).

Tab.1: Pfehled chemickych vlastnosti stanovovanych latek

Analyt Kofein Theophylin Theobromin 1,7-dimethylxantin
Sumarni
CsH10N1O2 C7HsN4O2 C7HsN4O2 C7HsN4O2
vzorec
Zkratka CAFF THEO THBM DMX
Systematicky 1,3,7-
Y Y 1,3-dimethylxantin 3,7-dimethylxantin 1,7-dimethylxantin
nizev trimethylxantin
M [g/mol] 194,19 180,16 180,16 180,16
o o) CH, o)
o 1 7w o L e T
K 3 3
— Ji> T Yy
vzorec O%KN N/ o ﬁLN N J o }\N N o )\N N/
| | ' |
CHy CH; M (l:H3 NH;




Tab.2: Chemické vlastnosti vnitiniho standardu

Vnitini standard Etfylin
Sumirni vzorec CoH12N40;
Zkratka ETF
Systematicky nizev 1,3 -dimethyl-7-(2-hydroxyethyl)xantin
M [g/mol] 224,22
Hjc\\N | N/\/OH
Strukturni vzorec k ‘ />
07 N N
eH,

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je analyticka separacni metoda, ve které je mobilni
faze v kapalném skupenstvi a stacionarni faze muze byt pevna latka nebo piipadné
kapalina ukotvena na pevném nosiCi. Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
muzeme zafadit mezi nejCastéjsi usporadani kapalinové chromatografie (Novakova &

Dousa, 2021a; Zaruba, 2016)

Mobilni faze je tvofena Cistym rozpoustédlem nebo smési misitelnych rozpoustédel.
K separaci se vyuzivda smési polarn€j§itho a méne polarniho rozpoustédla (napfi.
metanol a voda). Rovnovaha mezi analytem a stacionarni fazi a také retencni vlastnosti

analytu jsou ovlivnény polaritou mobilni faze (Zaruba, 2016).

Kapalna mobilni faze je pfivadéna do systému pomoci Cerpadla za vysokého tlaku.
Separace probihd na chromatografické koloné, ktera obsahuje sférické Castice o malé
velikosti. Separaci i eluci jednotlivych slozek ovliviiuje povaha stacionarni i mobilni faze.
Eluce je provadéna dvéma zpusoby, bud mobilni fazi s konstantni elucni silou nebo
mobilni fazi se zvySujici se elu¢ni silou. V prvnim pfipadé dochazi k isokratické eluci,
ktera je vhodna, pokud maji stanovované latky podobné fyzikalni a chemické vlastnosti.
V druhém priipade se jedna o eluci gradientovou. Béhem gradientové eluce se zvySuje
eluni sila. Tento druh eluce se uplatiiuje, pokud maji slozky ve smeési ruzné
fyzikalni a chemické vlastnosti. Dale se pouziva pii analyze slozitych smési, které

obsahuji velké mnozstvi komponenti(Novakova & Dousa, 2021a).
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Z kolony vychazeji separované zoOny analytd, které jsou zaznamenany
detektorem a signal je preveden na chromatogram. Jde o Casovou zavislost intenzity
veli¢iny, kterou sleduje detektor (napf. intenzita absorbance, intenzita fluorescence nebo
intenzita iontt). Pro chromatogram jsou typické kiivky ve tvaru Gaussovy kiivky, které se

nazyvaji piky nebo elucni zony (Novakova & Dousa, 2021a).

mobilni -
faze stacionarni faze
chromatogram

AU

Ul

v s o . I
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Obr. 2: Schéma separace smési tii latek v chromatografickém systém se znazornénim priibéhu separacniho

d¢je. Pievzato a upraveno z (Novakova & Dousa, 2021a).

2.2.1 Schéma kapalinového chromatografu
Kapalinovy chromatograf se sklada z péti zakladnich celkd, z nichz kazdy ma svou
specifickou funkci:
e Zasobniky mobilni faze a vysokotlaké cCerpadlo — uchovavani a transport
mobilni faze
e Automaticky davkovac / manualni davkovaci ventil — davkovani vzorku
¢ Chromatograficka kolona a termostat kolony — separace latek
e Detektor

e Pocitac a software — zaznam dat pro nasledné vyhodnoceni
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Obr. 3: Schéma HPLC
(1) zasobniky mobilnich fazi, (2) degaser, (3) vysokotlaké ¢erpadlo, (4) sméSovac, (5) automaticky davkovac
vzorku, (6) chromatografickd kolona v termostatu, (7) detektor, (8) datova stanice, (9) nadoba na sbér odpadu.

Pfevzato a upraveno z (Novakova & Dousa, 2021a)

Jako zasobniky mobilni faze slouzi sklenéné lahve, které je nutné udrzovat v Cistoteé
rezimu pro HPLC. Diky tomu se zamezi kontaminaci zasobnich lahvi a tim padem také
kontaminaci celého systému. Na zacatku kazdé fluidické cesty je umisténa specialni

frita s porozitou 10-20 pm (Novakova & Dousa, 2021a).

Odplynovac¢ mobilni faze slouzi k odstranéni plynti z mobilni faze, ¢imz se predchazi
zavzdusnéni Cerpadla. K odplynéni mobilni faze se pouziva prakticky vyhradné vakuovy

degaser (Novakova & Dousa, 2021a).



Vysokotlaké Cerpadlo zajistuje konstantni prutok mobilni faze v chromatografickém
systému. RozliSujeme dva typy cCerpadel, CcCerpadla pracujici pii konstantnim
tlaku a pracujici pfi konstantnim objemovém prutoku. Pro HPLC se vyuzivaji
Cerpadla s konstantnim objemovym prutokem. Mobilni faze je vytlaCovana pistem nebo

membranou. (Novakova & DouSa, 2021a; Zaruba, 2016).

Hlavnim ukolem davkovace vzorku je vpraveni malého mnozstvi kapalného
vzorku z prostoru s atmosférickym tlakem do prostoru s vysokym tlakem (Novakova &
Dousa, 2021a). Vzorek musi byt rozpustny v mobilni fazi a nesmi se nevratn¢€ vazat na
fazi stacionarni (Zaruba, 2016). Vzorky je mozné davkovat dvéma zplsoby, pomoci
vicecestného prepinaciho ventilu nebo pomoci automatického davkovace (Novakova &
Dousa, 2021a).

Chromatograficka kolona je slozena ze dvou casti, z téla kolony a koncovky kolony.
Télo kolony je rovna trubice s hladkym vnitfnim povrchem naplnéna stacionarni fazi.
Koncovka kolony zaji§tuje té€snost systému, distribuuje mobilni fazi a analyt rovhomérné
celym prufezem kolony a zadrzuje naplii kolony uvnitt (Zaruba, 2016). Kolony se lisi
druhem sorbentu, velikosti Castic a délkou a primérem kolony. Plast kolony je nejCastéji

vytvoren z nerezoveé oceli, méné Casto ze skla. (Novakova & Dousa, 2021a; Zaruba, 2016).

Obr. 4: Konstrukce chromatografické kolony

(1) vstup pro kapildru se Sroubem, (2) kovova hlavice, (3) tésnéni vstupniho Sroubu, (4) frita, (5) ochranny

krouzek, (6) t€snéni koncové hlavice, (7) naplii kolony = stacionarni faze, (8) plast kolony. Pievzato a

upraveno z (Novakova & Dousa, 2021a)

V systému HPLC je detektor umistén za chromatografickou kolonou a zaznamenava
rozdil v signalu mezi prichodem Cisté mobilni faze a mobilni faze s analytem. Mezi
nejCastéji  pouzivané zpusoby detekce patii UV  detekce, fluorimetricka

detekce a hmotnostni detekce (Novakova & Dousa, 2021a).



Spojeni HPLC a hmotnostnim spektrometrem (LC-MS)

Tento systém se vyuziva pro analyzu slozit€jSich vzorkd jako napfiklad stanoveni
latek z biologické tkané a tekutiny nebo environmentalni matrice. Vyuziti LC-MS je
vyhodné vyuzit k analyze komplexnich vzorkt a vzorkl, které jsou tvoreny velkym
mnozstvim komponentd. Hmotnostni spektrometr jako jediny umoziuje identifikaci
analytu na zakladé molekulové hmotnosti a strukturné specifickych fragment (Novakova

& Dousa, 2021a).

Mobilni faze se pfimo ucastni ionizacniho procesu, proto je vhodné pouzit t€kava
rozpoustédla (napf. metanol a acetonitril) nebo je mozné pouzit piidavek t€kavého aditiva
(napf. kys. mravenci, kys. octova a pufry octanu a mravencanu amonného). Koncentrace

aditiva musi byt velmi nizka (< 1 % nebo < 10 mmol/l) (Novakova & Dousa, 2021a).

2.3 Hmotnostni spektrometrie

Principem hmotnostni spektrometrie je rozdé€leni iontt v plynné fazi podle poméru m/z
(pomér hmotnosti a naboje) a rovné€z je analyzovana Cetnost iontt. Tento druh detekce
poskytuje informace o analytu pro kvantitativni i kvalitativni analyzu, a to i pro analyty,
které jsou zastoupeny ve stopovém a ultrastopovém mnozstvi (Zaruba, 2016). V prvnim
kroku jsou molekuly analytd dodanim energie pfevedeny na ionty. Nasledné se ionty
rozdéli podle poméru hmotnosti a naboje (m/z). Dalsim krokem je detekce iont a zesileni

signalu v detektoru (Zaruba, 2016).

Iont prekurzoru je iont, ktery umoziiuje vznik konkrétnich produktovych iontu.
Produktovy iont wvznika pfi reakci jednotlivych iontd prekurzoru. Disociaci
prekurzorového iontu vznika ion fragmentovy. V tandemové hmotnostni spektrometrii
(MS/MS) je vybrany iont podroben excitaci a nasledné je méfeno hmotnostni spektrum

fragmentovych ionti (Holcapek, 2022).
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2.3.1 Schéma hmotnostniho spektrometru
Hmotnostni spektrometr je zarizeni, které méfi m/z hodnoty a zaznamenava jejich

intenzitu. Sklada ze tfi zakladnich ¢asti:

e Jontovy zdroj
e Hmotnostni analyzator

e Detektor

Vzorky jsou vpravovany do hmotnostniho spektrometru pomoci davkovaciho systému,
davkovany mohou byt pevné, kapalné nebo plynné latky. Davkovaci systém dopravi malé
mnozstvi vzorku do iontového zdroje. V této fazi je vzorek ionizovan a preveden do
plynného stavu. Poté jsou ionty urychleny a vedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou
rozdéleny podle m/z. Spektrometr je ovladam pocitaCem, ktery shromazduje

data a nasledné je vyhodnocuje (Zaruba, 2016).

atmosfericky tlak/vakuum vysoké vakuum

vstup iontovy hmotnostni

vzorku [7|  zdroj analyzator [7] detektor

!

zpracovani
signalu

l

vystup

Obr. 5: Schéma hmotnostniho spektrometru. Pievzato a upraveno z (HolCapek, 2022)

2.3.1.1 Iontovy zdroj
Pomoci iontového zdroje dochazi k prevedeni neutralnich molekul analytu na ionty.
Kionizaci muze dochazet za snizeného nebo atmosférického tlaku. Pfi spojeni se

systémem HPLC se nej¢asté]i vyuziva ionizace elektrosprejem (HolCapek, 2022).

Ionizace elektrosprejem se uplatiiuje pii analyze stfedné polarnich az iontovych latek.

Vznikaji vicenasobné nabité ionty, ¢ehoz se vyuziva pfi ionizaci biomakromolekul a pfi
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proteomické analyze. Analyt je v proudu mobilni faze ptivadén kovovou kapilarou, na
kterou je vlozeno vysoké napéti. Na vystupu z kapilary vznikaji za pomoci zmlzujiciho
plynu kapicky, které nesou na svém povrchu velké mnozstvi naboji. Postupné
dochazi k odpatovani rozpoustédla (mobilni faze) a tim se zvySuje hustota povrchového
naboje. Tento proces probiha az do dosazeni kritické hodnoty, kdy doje k rozpadu na
mensi nabité kapiCky. Cely proces se opakuje, dokud nedojde k uvolnéni iontd (HolCapek,

2022).

Odpafovani s1s s mss®» Uvolnéniiontu

@
7
LEn e
-9,

Obr. 6: Prib¢h ionizace elektrosprejem
(1) zmlzujici plyn, (2) aerosol, (3) ionty, (4) susici plyn, (5) kapilara. Pfevzato a upraveno z (HolCapek, 2022)

2.3.1.2 Hmotnostni analyzator
Hmotnostni analyzator slouzi k rozdéleni iontd v plynné fazi ve vakuu podle poméru
jejich  hmotnosti a naboje. Idealné by meél rozli§it malé rozdily v hmotnosti
iontl a soucasné by mél propoustét velké mnozstvi té€chto iontd, aby byl na detektoru
vyvolan dostateCné velky meéfitelny signal. Analyzator je umistény mezi iontovym
zdrojem a detektorem. Analyzatory rozdélujeme podle zptsobu dé€leni iontt na skenujici,

pruletovy a iontovou past (Holcapek, 2022).

Linearni iontova past je analyzator podobny kvadrupolovému analyzatoru. Lisi se tim,
ze na koncich iontové pasti jsou umistény elektrody. Na tyto elektrody je vlozen potencial,
ktery umoziuje uchovani iontti. Pro linearni iontovou past je typicka vysoka kapacita, diky

které je analyzator méné nachylny ke vzniku prostorového naboje a ma vyssi dynamicky
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rozsah. Mezi dal§i vyhody linearni iontové pasti patii vyssi ucinnost plnéni a detekce

iontd. Vypuzovani iontt je mozné v radialnim i axialnim sméru (HolCapek, 2022).

stejnosmérné
napéti

<

stejnosmeérné
napeéti

2, f f f}

vysokofrekvencni stfidavé napéti

Obr. 7: Schéma linearni iontové pasti. Pfevzato a upraveno z (HolCapek, 2022)

2.3.1.3 Detektor iontu
V detektoru ionti dochazi k pfeméné energie iontd na elektricky signal, ktery je
digitalizovan a poté zpracovavan pocitacem. NejCasteji se pouziva elektronovy nasobic,

Faradayuv detektor nebo scintilacni detektor.

Elektronovy nasobi¢ se sklada ze série elektrod, mezi elektrodami postupné narista
elektrostaticky potencial. Po dopadu iontu na prvni elektrodu doje k emisi elektronu, pocet
elektroni odpovida energii dopadajicich iontd. Elektrony jsou poté urychleny
elektrostatickym polem a dopadaji na druhou elektrodu a dochazi ke vzniku dalSich
elektrond. Tento jev vede ke vzniku dostatecné velkého mnozstvi elektronli a je mozné

méfit elektricky proud (Zaruba, 2016).

2.4 Stanoveni kofeinu a jeho metaboliti pomoci HPLC

Pred vlastnim vyvojem metody byla provedena literarni reSerSe metod stanoveni
kofeinu a jeho metabolitd v biologickych vzorcich se zaméfenim na kapalinovou
chromatografii. Pozornost byla smeérovana zejména na zékladni parametry
chromatografické separace, zptsob pripravy roztokt standardi a tpravy realného vzorku,
na parametry detekce a na dosazené vysledky, které zahrnuji linearitu, mez detekce a mez

stanovitelnosti.
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Pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitt je vyuzivana kapalinova chromatografie s UV
detekci nebo s MS detekci. Jednotlivé metody se li§i pouzitou stacionarni a mobilni fazi,
druhem eluce, koncentracnim rozsahem a mezi detekce a stanovitelnosti. Pro vétsi
prehlednost jsou tyto parametry shrnuty v Tab. 3, konkrétné se jednaotyp
chromatografické kolony, slozeni mobilni faze A aB, druh eluce, typ

detekce a koncentracni rozsah.

V citovanych publikacich jsou nejCastéji analyzovany vzorky moci a v nekterych
ptipadech také krevni plasmy. VétSina publikaci se zabyva detekci az Ctrnacti kofeinovych
metabolitt (Bendriss et al., 2000; Caubet et al., 2002; Kim et al., 2019; Rybak et al., 2014;
Schneider et al., 2003; Weimann et al., 2005), v dal§ich publikacich je stanovovan
kofein a jeho tfi vyznamné metabolity (theophylin, theobromin a 1,7- dimethylxantin)
(Chen et al., 2017; Lopez-Sanchez et al., 2018)a v nékterych pftipadech jde
pouze o stanoveni kofeinu samotného nebo v kombinaci s theobrominem (Abu-Qare &
Abou-Donia, 2001). Nejc¢astéji byla pouzita stacionarni faze typu Cis (Abu-Qare & Abou-
Donia, 2001; Bendriss et al., 2000; Caubet et al., 2002; Chen et al., 2017; Kim et al., 2019;
Lopez-Sanchez et al., 2018; Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003), mimo to byl také
pouzit typ Cs3o (Weimann et al., 2005). Teplota v kolonovém prostoru se pohybovala

v rozmezi 23 — 60 °C.

Jako polarni mobilni faze (MFA) byla pouzita voda okyselena kyselinou octovou nebo
mravenci (Abu-Qare & Abou-Donia, 2001; M. S. Caubet et al., 2002; Chen et al., 2017,
Kim et al., 2019; Weimann et al., 2005), jednotlivé mobilni faze se liSily mnozstvim
pfidané kyseliny. Ne¢které publikace uvadéji jako mobilni fazi A vodny
roztok s metanolem okyseleny kyselinou mravenci nebo octovou (Bendriss et al., 2000;
Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003). Nejcastéji zvolenou mobilni fazi B byl
acetonitril (Abu-Qare & Abou-Donia, 2001; Caubet et al., 2002; Lopez-Sanchez et al.,
2018; Weimann et al., 2005) nebo acetonitril s pfidavkem kyseliny octové (Kim et al.,
2019), v nékterych publikacich byl zvolen metanol s pfidavkem kyseliny mravenci nebo
octové (Bendriss et al., 2000; Chen et al., 2017; Rybak et al., 2014), poptipadé byl zvolen
pouze metanol (Schneider et al., 2003). Byl sledovan vliv obsahu kyseliny v mobilni fazi
na intenzitu signalu (Chen et al., 2017). Ve vétsiné publikaci byla pouzita gradientova
eluce (Abu-Qare & Abou-Donia, 2001; Caubet et al., 2002; Chen et al., 2017; Kim et al.,
2019; Lopez-Sanchez et al., 2018; Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003; Weimann et
al., 2005). Pouze v jedné publikaci byla vyuzita eluce izokraticka (Bendriss et al., 2000).
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Ke stanoveni kofeinuajeho metabolitt bylo vyuzito  hmotnostniho
spektrometru s trojitym kvadrupolem (Chen et al., 2017; Kim et al., 2019; Rybak et al.,
2014; Schneider et al., 2003; Weimann et al., 2005). Druhym zptsobem detekce bylo
pouziti UV detektoru v rozmezi vinovych délek 270 — 385 mm (Bendriss et al., 2000;
Caubet et al., 2002; Lopez-Sanchez et al., 2018).

Pii pouziti UV detekce kofeinu a jeho metaboliti byl koncentracni rozsah
publikovanych metod desetiny az desitky mg/l. Pouziti hmotnostni detekce s trojitym
kvadrupdlem umoznuje dosazeni vyrazné niz§i meze stanovitelnosti, az o dva fady.
Hmotnostni detekce umoziuje §irsi rozsah metod az pres Ctyfi fady (Chen et al., 2017;

Rybak et al., 2014; Weimann et al., 2005).
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Tab.3: Prehled podminek analyzy z publikaci 1. ¢ast

Eluce, %

Koncentraéni

ve vode (3,3)

Kolona MFA (pH MF) MFB MFB Typ detekce rozsah [mg/l] Citace
. . . 0,1% kyselina . .
Kinetex C18 0,1% kyselina octova ’ , gradientova, .., , _ .
(100 <3 2.6 um) ve vods aé);t(;);etlr\iflu 15%-90% MS (trojity kvadrupdl) 0,01 -0,17 (Kim et al., 2019)
Zorbax C,IS 10 fosfatovy pufr acetonitril gradientova, UV (272 — 385 nm) 0,1-40 (Lopez-Sanchez et al., 2018)
(2.1 x 100 mm; 3,5 pum) (6,8) 3% - 8%
25 mM roztok
25 mM rozrok . . ,
Waters Symmetry C18 (75 mm . o kyseliny gradientova, o , _
< 4.6 3.5 um) kysehnyvr(r)](rizévena ve mravendi v 5% - 40% MS (trojity kvadrupdl) 0,004 - 3,0 (Chen et al., 2017)
metanolu
. CAFF 0,002 - 10
R 0,05% kyselina 0,05% kyselina . . ’
Synergi Fusion-RP C18 (100 x A o o gradientova, o , THEO 0,002 - 3,6
3,0-mm: 2.5 ) mravetncnlf 5% ml'aVCIthI V190A> 0% - 60% MS (trojity kvadrupdl) THBM 0,002 — 45 (Rybak et al., 2014)
metanolu metanolu DMX 0,002 — 36
0,05% kyselina
Ultrasphere ODS mravenci a 1,5% 2- gradientova, ..., , ) .
(250 x 34.6 5 um) propanol v 3% metanol 47% - 90% MS (trojity kvadrupdl) 0,02 -0,45 (Schneider et al., 2003)
metanolu
. 0,1% kyselina octova a . ,
Eclipse XDB-CI18 0,25% tetrahydrofuran | acetonitril gradieniovd. | 15y (970 _290 nm) 1,0 - 40 (Caubet et al., 2002)
y
(250 x 4,6 mm; 5 pm) 35%-12%
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Tab.3: Prehled podminek analyzy z publikaci II. ¢ast

Koncentraéni

Kolona MFA (pH MF) MFB Eluce, % MFB Typ detekce rozsah [mg/l] Citace
Supelc;)mC[:SS (irfl;n x40 voda (3) acetonitril Uuv 0,1-1,0 (Abu-Qare & Abou-Donia, 2001)
. . | 0,05% kyselina
0,05% kyselina octova | .
Rexchrom SS_IOQ_ODS 25 v methanolu v poméru octovav izokraticka UV (280 nm) 0,5-175 (Bendriss et al., 2000)
cm x 34,6 mm; 5 pm) 92575 methanolu v
= pomeru 60:40
YMC-Pack C30 (50x 2,1 o . , . gradientova, ..., , ) .
mm; 3 pm) 0,5% kyselina octova acetonitril 1.5% - 100% MS (trojity kvadrupol) 0,001 -9,7 (Weimann et al., 2005)
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

V prabéhu experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici zakladni latky, modifikatory
MF a rozpoustédla

e Standard: Kofein — Cistota ~ 100 % (Sigma Aldrich)

e Standard: Theophylin — ¢istota pro HPLC ~ 100 % (Sigma Aldrich)

e Standard: Theobromin — Cistota pro HPLC ~ 99 % (Sigma Aldrich)

e Standard: 1,7-dimethylxantin — ¢istota pro HPLC ~ 98 % (Sigma Aldrich)

e Standard: Etofylin — Ccistota ~ 100 % (European Pharmacopoeia Reference
Standard)

e Kyselina mravenci — 100 % (Fisher chemical)

e Kyselina octova — 100 % (Sigma Aldrich)

e Metanol pro LC-MS (J.T. Baker)

e Deionizovand voda generovana pristrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo

Scientific)

3.2 Instrumentalni vybaveni a spotFebni material

V této kapitole je shrnuto veSkeré instrumentalni vybaveni a spotfebni material

pouzity v prubéhu experimentalni ¢asti a vyhodnocovani dat.

e Kapalinovy chromatograf Thermo UltiMatete 3000 s UV detektorem DAD-
3000RS

e Hmotnostni detektor Velos Pro (ionizace vyhiivanym elektrosprejem, linearni
iontova past)

e Chromatograficka kolona: KinetexEvo Cis (150 x 3,0 mm, 5 pm) (Phenomenex)

e Vyrobnik deionizované vody: Smaet2Pure 6 UV/UF (Thermo Scientific)

e Analytické vahy: MS105DU (Meter Toledo™)

e Automaticka pipeta: Eppendorf Research Plus o objemu 10 — 100, 100 — 1000 pl,
1 — 10 ml (Eppendorf ®)

e Odmérné sklo: tfida presnosti A (FisherBrand)

e Laboratorni sklo

e Sklenéna davkovaci stiikacka: o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ul (Hamilton)
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e Spotiebni material: krimpovaci vialky z ¢irého skla s hlinikovymuzavérem
s pryzovym septem, plastové Spicky, centrifugacni zkumavky
e Krimpovaci klesté
e Ovladaci software a zpracovani vysledkt: Thermo Scientific Xcalibur, LTQTune,

Microsoft Excel 365

3.3 Priprava roztoki

3.3.1 Mobilni faze
V prabéhu experimentalni Casti bylo pouzito celkem pét rdznych mobilnich fazi
li§icich se pouzitou organickou kyselinou ajeji koncentracii MFA byla vodna
taze s kyselinou octovou ¢i mravenci, MFB c¢isty metanol nebo metanol s kyselinou

mravenci. Volba slouzeni mobilni faze vychazela z literarni reSerse.

Mobilni faze 1

MFA; byla piipravena odpipetovanim 1000 ul 100 % kyseliny octové pomoci
automatické pipety do 100ml odmérné banky, ktera byla CcCasteCné naplnéna
deionizovanou vodou. V dalsim kroku byl objem doplnén po rysku. MFB; tvoril 100 %
metanol.
Mobilni faze 2

MFA: byla pfipravena odpipetovanim 100 pul 100 % kyseliny mravenci pomoci
automatické pipety do 100ml odmémé baiky, ktera byla castecné naplnéna
deionizovanou vodou. Poté byl objem odmérné baiky doplnén po rysku. MFB; tvofil
100 % metanol.
Mobilni faze 3

MFA; byla pfipravena odpipetovanim 200 pul 100 % kyseliny mravenéi pomoci
automatické pipety do 100ml odmémé banky, ktera byla Ccastené naplnéna
deionizovanou vodou. Poté byl objem odmérné baiky doplnén po rysku. MFB3; tvofil
100 % metanol.
Mobilni faze 4

MFA, byla piipravena odpipetovanim 500 pl 100 % kyseliny octové pomoci
automatické pipety do 100ml odmérné baiky, ktera byla c¢asteCné naplnéna
deionizovanou vodou. Poté byl objem odmérné baiky doplnén po rysku. MFBy4 tvofil

100 % metanol.

19



Mobilni faze 5

MFAs byla ptipravena odpipetovanim 100 pul 100 % kyseliny mravenéi pomoci
automatické pipety do 100ml odmémé banky, ktera byla Ccastené naplnéna
deionizovanou vodou. Poté byl objem odmérné bariky doplnén po rysku. MFBs byla
pfipravena odpipetovanim 100 pl 100 % kyseliny mravenci pomoci automatické pipety
do 100ml odmémé barky, kterda byla c¢astecné naplnéna 100 % methanolem.

V nasledujicim kroku byla odmérna barika doplnéna metanolem po rysku.

3.3.2 Zasobni roztoky standardia

Zasobni roztok kofeinu (CAFF) byl piipraven pfesnym navazenim asi 8 mg, navazka
byla nésledné kvantitativné pfevedena do Sml odmérné baiky a barika byla doplnéna po
rysku deionizovanou vodou. Zdsobni roztok theophylinu (THEO) byl ptipraven pifesnym
navazenim asi 5 mg, navazka byla nasledné kvantitativné prevedena do 5ml odmérné
barky a baiika byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Zasobni roztok thebrominu
(THBM) byl pfipraven pifesnym navazenim asi 3 mg, navazka byla nasledné kvantitativné
pfevedena do 10ml odmérné banky, automatickou pipetou bylo pfidano 100 pl
amoniaku a baitkka byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Zdsobni roztok
1,7- dimethylxantinu (DMX) byl pfipraven pfesnym navazenim asi 5 mg, navazka byla
nasledné kvantitativné pfevedena do Sml odmérmné bariky a batika byla doplnéna po rysku
deionizovanou vodou. Zdsobni roztok vnitiniho standardu etofylinu (ETF) byl pfipraven
pfesnym navazenim asi 2,5 mg, navazka byla nasledné kvantitativné prevedena do Sml
odmémé banky a barika byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Vsechny
piipravené roztoky standardi byly rozpipetovany do vialek, zakrimpovany hlinikovym
vickem s pryzovym septem a umistény do hlubokomraziciho boxu s teplotou — 85 °C. Ze
zasobnich roztok(i standardd byly fedénim pfipraveny individualni roztoky
standardi o koncentraci 100 mg/l pro pfimou infuzi do detektoru a infuzi do proudu

mobilni faze. Pripravu standardu shrnuje Tab. 4.

Tab.4: Piiprava roztokt standardt

Analyt M [g/mol] Cistota [%] m [mg] V [ml] Rozpoustédlo ¢ [mg/1]
CAFF 194,19 100 7,69 5 H20 1538
THEO 180,16 100 5,39 5 H20 1078
THBM 180,16 99 3,08 10 H20 + NH3 308
DMX 180,16 98 5,71 5 H20 1142
ETF 224,22 100 2,42 5 H20 484

20



3.3.3 Smésné roztoky standardu

Pro kalibraci bylo tfeba pfipravit smésné pracovni roztoky standardi. Nejprve byl
vytvoren smésny pracovni roztok standardi A (ST — A, ¢ = 20 mg/1) a z ného byl nasledné
pfipraven smésny pracovni roztok standardi B (ST — B, ¢ =2 mg/1) a z tohoto roztoku byl
vytvofen smésny pracovni roztok standard C (ST — C, ¢ = 0,05 mg/l). Smésny pracovni
roztok standardi A byl pfipraven odpipetovanim vypocteného objemu roztokt
jednotlivych standardi do 25ml odmémé banky dle Tab.5 a poté byla odmérna barika
doplnéna po rysku deionizovanou vodou. ST — B, ktery byl nasledné pouzit pro piipravu
vlastnich kalibra¢nich roztokt, byl vytvoten odpipetovanim 1 ml roztoku ST — A do 10ml
odmeérmé bainky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku deinizovanou vodou. ST — C, ktery
byl pouzit pfi hledani meze detekce, byl vytvoren odpipetovanim 0,125 ml roztoku ST — B

do 5ml odmémé bariky, ktera byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou.

Tab.5: Piiprava smésného pracovniho roztoku standarda A (¢ =20 mg/1)

Analyt ¢ [mg/] V [ml]
CAFF 1538 0,3251
THEO 5016 0,0997
THBM 619,74 0,8068
DMX 1003,5 0,4983

3.3.4 Priprava kalibrac¢nich roztoku

Pro kalibraci bylo pfipraveno dvanact kalibra¢nich urovni ve tfech na sobé nezavislych
opakovanich. Kalibra¢ni roztoky byly pfipravovany ve vialkach z ¢irého skla v objemu
I ml. Pro pfipravu kalibracnich roztokii byl pfipraven pracovni roztok vnitiniho
standardu o koncentraci 1 mg/l ze zasobniho roztoku vnitiniho standardu (c = 484 mg/l).
Podle kalibra¢niho stupné byl do vialek napipetovan pfislusny objem deionizované vody
(Vm20) pomoci automatické pipety. Poté byl sklenénou stiikackou Hamilton ptfidan smésny
pracovni roztok standardi (ST- B). Poslednim krokem bylo pfidani pracovniho roztoku
vnitiniho standardu (c = 1 mg/l) (Vvs) pomoci sklenéné stfikacky Hamilton. Vialky byly
zakrimpovany hlinikovymi vi€ky s pryzovym septem a nasledn€¢ byl roztok dobte

promichan. Piipravu kalibracnich roztokd shrnuje Tab.6.
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Tab.6: Priprava kalibracnich roztoku

Koncentratni | v v | Vys[ull | Viewlul] | c[mg/] | Celkov§ objem [mi]
roztok
1 5 100 895 0,01
2 7,5 100 8935 0,015
3 10 100 890 0,02
4 25 100 875 0,05
5 50 100 850 0,1
6 100 100 800 02 1000
7 175 100 725 0,35
8 250 100 650 0,5
9 375 100 525 0,75
10 500 100 400 1
11 625 100 275 1,25
12 750 100 150 1,5

3.4 Uprava realnych vzorki

Vzorky moci byly odebirany vzdy po 2 hodinach od wvypiti kavy. Vzorek byl
uchovavan v lednici pfi 4 °C. Pomoci automatické pipety bylo odebrano 20 ml do
odstfed’'ovacich zkumavek a vzorky byly odstfedény pfi 20 000 otackach/min po dobu
10 minut. Realné vzorky odebrané po 2 hodinach byly fedény 10x a 100x. Mén¢ fedény
vzorek byl pfipraven odpipetovanim 1 ml supernatantu pomoci automatické pipety do
10ml odmérmé barky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku deionizovanou
vodou a dikladné promichana. Druhy fedény vzorek byl pfipraven odpipetovanim 1 ml
10x fedéného vzorku pomoci automatické pipety do 10ml odmérné baiky, ktera byla poté
doplnéna po rysku deionizoavnou vodou a dikladn€ promichana. Z vysledku analyzy byla
urcena koncentrace jednotlivych analytd ve spikovacim roztoku (Tab.7). Spikovaci roztok
slouzi k obohaceni realného vzorku o pfesné zndmé mnozstvi stanovovanych
latek a k naslednému vypoctu vytéznosti analytické metody. Spikovaci roztok byl
piipraven dale popsanym zpusobem. Pfislusné objemy jednotlivych zasobnich roztokt
standardi byly napipetovany pomoci automatické pipety dle Tab.7 do 5 ml odmémé
banky, ktera byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Podle vysledku analyzy
10x a 100x fedéného vzorku byl jako vhodny vzorek zvolen 10x fedény roztok, ze kterého
byly pfipraveny dvé odli§né sady po osmi vzorcich k dalsi analyze. Prvni sada byla
vytvofena odpipetovanim 800 ul 10x fedéného vzorku pomoci automatické pipety do
sklenénych vialek. Poté bylo pfidano 100 pl spikovaciho roztoku a nasledné 100 pl
roztoku vnitiniho standardu, oba roztoky byly pfidany pomoci sklenénych stiikacek
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Hamilton. Prvnim krokem pfipravy druhé sady bylo napipetovani 100 ul deionizované
vody do sklenénych vialek, nasledné bylo pfidano 800 ul tfedéného vzorku pomoci
automatické pipety a 100 pul roztoku vnitfniho standardu pomoci sklenéné strikacky

Hamilton.

Tab.7: Priprava spikovaciho roztoku standardti

Analyt V [ul] ¢ [mg/]
CAFF 33 10
THEO 46 2
THBM 81 10
DMX 50 10
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4 Vysledky a diskuze

Nasledujici kapitola je vé€novana popisu a zhodnoceni prubéhu vyvoje a validace
analytické metody pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitd v mo¢i pomoci HPLC/MS.
Cilem optimalizace chromatografické metody bylo nalezeni idedlnich podminek, které
umoziuji rozdé€leni separovanych slozek v pfijatelném case. Nasledné byla provedena
optimalizace nastaveni parametrii detektoru tak, aby v pribéhu analyzy vzorku byl signal
detektoru intenzivni a stabilni. Pfi vybéru optimalnich parametri bylo pfihlizeno
zejména k vysledkiim dosazenym pro kriticky analyt (THEO), ktery je v realném vzorku
moci obsazen v nejnizsi koncentraci ze vSech analyti (Lavickova, 2021). Vysledna metoda

byla validovana a pouzita k analyze redlného vzorku moci.

4.1 Prima infuze jednotlivych stanovovanych latek

V prvnim kroku byla provadéna ptima infuze individualnich standardti o koncentraci
100 mg/1. Cilem tohoto kroku bylo urceni pozitivni nebo negativni ionizace podle velikosti
odezvy. Jako vhodngjsi byla zvolena pro vSechny analyty pozitivni ionizace, coz
korelovalo s citovanymi publikacemi (Kim et al., 2019; Rybak et al., 2014; Schneider et
al., 2003). Na zakladeé sledovani fragmentace protonovanych molekul pro kazdy z analytt
byly vybrany produktové ionty, pro které odezva detektoru byla maximalni. Vybér
vhodnych MRM piechodu byl proveden po aplikaci vyrobcem doporucené normalizované
kolizni energie 35 %. Tab. 8 shrnuje molekulové a fragmentové ionty jednotlivych analytd,
fragmentové ionty vybrané pro kvantitativni analyzu jsou tucné vyznaCeny. Vybrané
fragmentové ionty se shoduji s ionty, které byly analyzovany v publikacich (Chen et al.,

2017; Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003).

Tab.8: Molekulové a fragmentové ionty jednotlivych analyta

Analyt Molekulovy iont Fragmentovy iont
CAFF 195 138

THEO 181 163 124

THBM 181 163 138
DMX 181 163 124
ETF 225 181
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4.2 Infuze do proudu mobilni faze

Mobilni faze pro tento krok byla zvolena na zakladé publikace (Lavickova, 2021). Do
proudu mobilni faze byly vpravovany individualni roztoky standardu o koncentraci
100 mg/l. Pratok byl nastaven na 1 ml/min a pomér mobilni faze A a mobilni faze B byl
90:10. Byla provedena prvni optimalizace iontové optiky a také kolizni energie. Vysledky

prvni optimalizace byly pouzity pro vytvoreni prvni metody pro hmotnostni detekci.

4.3 Optimalizace chromatografické separace

Chromatografickd kolona KinetexEvo Cig (150 x 3,0 mm, 5 um) byla zvolena na
zakladg literarni reSerse pro vyvoj analytické metody stanoveni kofeinu a jeho metabolit
(THEO, THBM, DMX) v moc¢i (Abu-Qare & Abou-Donia, 2001; Bendriss et al., 2000;
M.-S. Caubet et al., 2002; Chen et al., 2017; Kim et al., 2019; Lavickova, 2021; Lopez-
Sanchez et al., 2018; Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003). Analyzy byly
provadény s péti riznymi mobilnimi fazemi (MF;— MFs) abyl pouzit smésny roztok

standardd o koncentraci 50 mg/1.

4.3.1 Optimalizace slozeni mobilni faze
Optimalizace slozeni mobilni faze byla provadéna na zakladé porovnani retencnich
Casu a intenzity jednotlivych analyt pro rizna slozeni mobilni faze. Byl sledovan pribéh
chromatografické separace, tvar piku, kapacitni pomér, odezva detektoru a celkova délka
analyzy. Dle literatury lze ocCekavat vliv obsahu kyseliny v mobilni fazi na intenzitu

signalu (Chen et al., 2017).

Béhem optimalizace slozeni mobilni faze bylo porovnavano pét riznych slozeni
mobilnich fazi, které jsou shrnuté v Tab. 9. Gradientovy rozsah MFB se
pohyboval v rozmezi 6 — 30 %. Slozeni mobilni faze nemélo velky vliv na intenzitu pika
analytd. Rovnéz pro vSechna zvolena slozeni mobilni faze bylo mozné docilit dobré
separace analytl, a i ostatni parametry — tvar piku a kapacitni pomér — byly vyhovujici.
Vysledky analyz pro jednotlivé mobilnich faze byly prakticky srovnatelné, proto bylo pfi
vybéru slozeni mobilni faze prihlédnuto také k cené a ke koncentraci aditiva. Na zakladé
vysledkt analyz, reSerse literatury a vyhodnoceni ekologickych a ekonomickych dopada
byla jako MFA zvolena 0,1 % kyselina mravenci v deionizované vod¢ a jako MFB 0,1 %
kyselina mravenci v metanolu. Optimalizace slozeni mobilni faze byla provadéna pii

maximalnim nastfiku roztoku standarda 25 pl. Tento instrumentalné maximalné mozny
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nastfik, ktery nasledné vedl k dosazeni co nejniz§i meze detekce, byl z hlediska symetrie

piku vyhovujici.

Tab.9: Slozeni mobilnich fazi

MFA MFB
1% kyselina octova ve vod¢ metanol
1% kyselina octova ve vod¢ metanol

0,1% kyselina mravenci ve
i metanol

vod¢
0,1% kyselina mravenci ve 0,1% kyselina mravenci v
vod¢ metanolu

0.2% kyselina mraven¢i ve

M metanol
vod¢

4.4 Optimalizace hmotnostni detekce

Optimalizace hmotnostni detekce byla provadéna do proudu mobilni faze (0,1 %
kyselina mravenci ve vodé ¢i metanolu) (88 % MFA:12 % MFB). Parametry detekce byly
optimalizovany pfi infuzi roztoka jednotlivych standardd. V pribéhu optimalizace byla
sledovana stabilita elektrospreje. Koncentrace smésného standardu byla 50 mg/l.
Optimalizace hmotnostni detekce vedla k optimalnimu poctu bodd na pik (15-25 boda)
pii pivodnim doporuceném nastaveni maximalni doby plnéni pasti na 100 ms s poctem

mikroskenu 1, optimalizace téchto parametri neprovadéla.

4.4.1 Optimalizace podminek elektrospreje

Optimalizace podminek elektrospreje méla za cil zvolit vhodnou kombinaci napéti na
HESI kapilate, pratokt hlavniho a vedlejsiho zmlzujiciho plynu a teploty na HESI
kapilare pro zajisténi stabilni a co nejintenzivné)si odezvy detektoru. Rozsah optimalizace
pro jednotlivé parametry popisuje Tab.10, ve které jsou zvolené vysledné parametry tu¢né
vyznaceny. Prvnim optimalizovanym parametrem byla teplota HESI kapilary pro hodnoty
300, 350, resp. 400 °C, jako optimalni byla zvolena teplota 350 °C. Dale bylo
optimalizovano napéti na HESI kapilafe v rozmezi hodnot 2,00 kV - 4,00 kV (po
0,25 kV) ajako optimalni byla zvolena hodnota 2,75 kV. Dale byl upravovan pratok
hlavniho zmlzujiciho plynu a jako optimalni byl zvolen prutok 70 arb. Jako posledni

parametr byl upravovan pratok pomocného zmlzujiciho plynu, byl zvolen pritok 20 arb.
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Tab.10: Optimalizace podminek elektrospreje

Teplota HESI kapilary 300 °C 350 °C 400 °C

Napéti na HESI kapilare 2,00 - 4,00 kV (po 0,25 kV) 2,75 kV

Pritok hlavniho zmlzujiciho 50 arh, 60 arb. 70 arb.
plynu

Prutok vedlejsiho zmlzujiciho 15 arb, 20 arb. 25 arh,.

plynu

4.4.2 Optimalizace parametru iontové optiky

Optimalizace parametri iontové optiky je provadéna za ucelem zajisténi efektivniho
pfenosu iontd z iontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru a je dialezita pro dosazeni
co nejniz§i meze detekce. Optimalizace se provadi upravovanim parametru
S —lens a F —lens. S — lens jsou ploché prstencové elektrody, které jsou umistény piimo
za transferovou trubici, F —lens jsou umistény tésné pred vstupem do linearni iontové
pasti a reguluji rychlost iontu (Kahoun, 2020). Nejprve bylo provadéno méfeni potencialu
na S—lensvrozmezi 0-70 V, poté bylo méfeni provadéno na F —lens v rozmezi
(- 15) = (-5) V. V obou piipadech bylo méfeni provedeno trikrat a nastaveny parametr byl
vypocitan aritmetickym primérem nameéfenych hodnot. Pfi nastaveni parametrd do
vysledné metody bylo ptihlizeno k hodnotam kritického analytu (THEO) a parametry byly
upraveny tak, aby tomuto analytu co nejvice vyhovovaly. Prubéh optimalizace a vysledné

parametry, které jsou tucné vyznaceny, jsou uvedeny v Tab.11.

Tab.11: Optimalizace parametrd iontové optiky

Tont S-lens Prumérna F-lens Primérna
[%] hodnota [ %] [V] hodnota [V]
69 -6,0
I‘;ﬁéi}gﬁ%’ 66 67 75 6,5
66 -6,0
65 -7,0
Tont 195 (CAFF) 64 65 -6,5 -6,5
66 -6,0
68 -6,5
Tont 225 (ETF) 69 67 7.0 6,7
64 -6,5
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4.4.3 Optimalizace kolizni energie

Kolizni energie byla optimalizovana s cilem nalezeni vhodné hodnoty pro optimalni
fragmentaci molekulovych iontd analytu na ionty fragmentové. Pro optimalizaci kolizni
energie byly zvoleny takové fragmentové ionty, pro které byla odezva detektoru nejvyssi.
Hodnota kolizni energie byla urCovana pro kofein a jeho metabolity (CAFF, THEO,
THBM, DMX) a také pro vnitini standard (ETF). Kolizni energie byla méfena pro kazdy
fragment ve tfech opakovanich a vysledna hodnota byla vypocitana jako aritmeticky
prumér, pii vybéru hodnoty kolizni energie do vysledné analytické metody bylo pfihlizeno
zejména k hodnotam kritického analytu (THEO). Prabéh optimalizace a vysledny

parametr, které jsou tucné vyznaceny, jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab.12: Optimalizace kolizni energie

Lo . Prumérna
o,
Fragment Kolizni energie [%] hodnota [%]
28
Fragment 138
(CAFF) 27 28
28
26
Fragment 138
(THBM) 25 26
26
27
Fragment 124
(THEO, DMX) 2 28
28
36
Fragment 181
(ETF) 37 36
35
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4.5 Vysledna analyticka metoda
V nasledujici  kapitole jsou shrnuty vysledné optimalizované podminky
chromatografické separace a hmotnostni detekce.
Souhrn optimalizovanych podminek chromatografické separace
e Chromatograficka kolona: KinetexEvo Cis (150 x 3,0 mm, 5 um)
e Objem nasttiku: 25 pl
e Teplota v kolonovém prostoru: 35 °C
e Mobilni faze: MFA — deionizovana voda + 0,1 obj. % kyseliny mravenci
MFB — metanol + 0,1 obj. % kyseliny mravenci
e Pratok mobilni faze: 1 ml/min

e Celkova doba analyzy: 11 minut

Souhrn optimalizovanych podminek hmotnostni detekce
e Teplota HESI kapilary: 350 °C
e Napéti na HESI kapilate: 2,75 kV
e Pritok hlavniho zmlzujiciho plynu: 70 arb.
e Pritok vedlejsiho zmlzujiciho plynu: 20 arb.
e S-lens: 67 %
e F-lens:-6,5V

e Kolizni energie: 28 %

Fragmentové ionty

e CAFF-138
e THEO-124
e THBM -138
e DMX -124
e ETF-181
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Obr. 8: Chromatogram (nastfik 25 pl smésného roztoku standardii o koncentraci 0,35 mg/l pii vyslednych

optimalizovanych podminkach separace a detekce)

4.6 Validace metody

Validaci analytické metody bylo mozné provést po ukoneni optimalizace
chromatografické separace a hmotnosti detekce. Validace méla za cil nalézt koncentracni
rozsah  metody a prokazat vhodnost metody pro stanoveni kofeinu a jeho
metaboliti v moc¢i. Validacnimi parametry byly mez detekce amez stanovitelnosti,

linearita a rozsah metody, presnost a spravnost.

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou se vyrazné lisi analyticky signal od
Sumu. Mez stanovitelnosti odpovida koncentraci, pii které je mozné kvantitativni

vyhodnoceni diky ptfesnosti a spravnosti (Novakova & Dousa, 2021b).

Linearitu metody lze vyjadrit jako schopnost metody poskytnout v daném rozsahu
korelace mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu ve vzorku. Ke kvantitativni

analyze slouzi rovnice kalibracni kiivky (Rov. 1)
y=k-x+q Rov. 1

kde k je smérnice kalibra¢ni pfimky, y je odezva detektoru, x je koncentrace
analytu a g je usek na ose y. Pro hodnoceni linearity 1ze vyuzit koeficient determinace

(R?), pro ktery plati kritérium piijatelnosti R?> 0,9800 (Novakova & Dousa, 2021b).

Pfi sbéru dat pro hodnoceni linearity a koncentra¢niho rozsahu metody dle pravidel
FDA je tfeba provést analyzu tzv. blanku, tedy rozpoustédla bez analytu a vnitfniho
standardu, dale rozpoustédla s ptfidavkem vnitiniho standardu. Kalibrac¢ni kiivku musi

tvotit alespon Sest koncentracnich urovni, které pokryvaji koncentracni rozsah metody.
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Kritéria pfijatelnosti jsou splnéna, pokud pro jednotlivé koncentracni urovné kalibrace
plati, ze vypoctena hodnota koncentrace analytu je vrozmezi + 15 % teoretické
koncentrace kalibra¢niho roztoku. Pro nejnizsi limit kvantifikace, tedy kalibracni
roztok s nejnizsi koncentraci, musi byt vypoctena hodnota koncentrace v rozsahu + 20 %

teoretické koncentrace kalibra¢niho roztoku (FDA, 2018).

V predlozené bakalaiské prace byla nejprve nalezena mez detekce a mez
stanovitelnosti na zakladé poméru signalu a Sumu (S/N). Nasledn¢ byla na zaklade
ziskanych hodnot meze stanovitelnosti pfipravena tzv. §iroka kalibrace. Rovnéz bylo nutné
nalézt vhodnou koncentraci vnitiniho standardu. Vyhodnoceni Siroké kalibrace umoznilo
volbu koncentracnim rozsahu pro vlastni validaci metody a nalezeni rozsahu metody pro
jednotlivé analyty. Analyza redlného vzorku a readlného vzorku obohaceného o standardy

pomoci spikovaciho roztoku umoznila ureni presnosti a spravnosti metody.

4.6.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro urCeni hodnot meze detekce a meze stanovitelnosti byla postupné snizovana
koncentrace smésného roztoku standardu z hodnoty 0,05 mg/l (ST-C) az na hodnotu
0,005 mg/l a byl sledovan pomér S/N. V prilohach A a B. jsou uvedeny hodnoty S/N
pouzité pro vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti. Na zakladé literatury byla mez
detekce stanovena jako koncentrace, pfi které je S/N rovno 3, a mez stanovitelnosti jako
koncentrace analytu, pii které je S/N rovno 10 (Novakova & Dousa, 2021b). Vysledné
hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab.
13 a 14. Mez detekce se pohybovala v rozmezi 0,00071 — 0,0035 mg/1, roste v fade CAFF,
DMX, THEO a THBM. Mez stanovitelnosti byla nasledné v rozsahu 0,0024 — 0,013 mg/1.
Na zékladé ziskanych hodnot meze stanovitelnosti byla pfipravena Siroka
kalibrace v rozsahu 0,005 — 6,25 mg/l. Vysledky Siroké kalibrace byly zhodnoceny, byl
vybran optimalni koncentracni rozsah pro kazdy analyt, kde 1ze oCekéavat splnéni kritérii

linearity. Definitivni rozsah metody pro vlastni validaci byl stanoven v rozmezi

0,01 — 1,5 mg/l.

31



Tab.13: Mez detekce

Analyt Mez detekce [mg/1]
CAFF 0,00071
THEO 0,0030
THBM 0,0035
DMX 0,0019

Tab.14: Mez stanovitelnosti

Analyt Mez stanovitelnosti [mg/1]
CAFF 0,0024
THEO 0,011
THBM 0,013
DMX 0,0071

4.6.2 Optimalizace koncentrace vnitiniho standardu

Byla provedena optimalizace koncentrace vnitfniho standardu v analyzovaném
vzorku a v kalibracnich roztocich standardi v koncentracnim rozsahu 0,05 — 1,5 mg/I. Byl
sledovan pomér plochy pikd analytd a vnitiniho  standardu. Plochy pika
analytd a vnitiniho standardu by mély byt srovnatelné. Idealné by odezva vnitiniho
standardu meéla byt 1/3-2/3 odezvy analytu (Novakova, 2021). Na zakladé analyz
kalibracnich roztoku s riiznou koncentraci vnitiniho standardu a nasledného porovnani
ploch pikti analytd a vnitiniho standardu byla vybrana koncentrace vnitiniho
standardu v analyzovaném roztoku 0,1 mg/l, Tato koncentrace byla optimalni pro v§echny

analyzované latky v jejich koncentracnich rozsazich.

4.6.3 Linearita a rozsah metody

Pro hodnoceni linearity a rozsahu metody byly pfipraveny kalibracni
roztoky v koncentra¢nim rozsahu 0,01 — 1,5 mg/1 (Tab. 6) ve ¢tyfech na sobé nezavislych
opakovanich. V pfilohach C az F jsou uvedeny vysledky méfeni, které vedly k urCeni
koncentracniho rozsahu metody pro jednotlivé analyty. Pro kazdy kalibracni roztok byla
pomoci softwaru vypoctena diference, tedy procentualné vyjadieny rozdil mezi
naméfenou a teoretickou hodnotou koncentrace pro dany kalibra¢ni bod. Podle pravidel
FDA validace je nejnizsi kalibra¢ni bod shodny s mezi stanovitelnosti, tedy nejnizsi limit
kvantifikace. Pro tento bod nesmi hodnota diference piekrocit 20 % teoretické koncentrace
realného vzorku a pro vSechny ostatni kalibra¢ni body musi byt diference maximalné 15 %

teoretické koncentrace kalibracniho roztoku. V Tab. 15 jsou uvedeny koncentracni rozsahy
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kalibrace pro jednotlivé analyty, stanoveny na zakladé vypoctenych diferenci. U vSech
kalibracnich boda pro jednotlivé analyty byly splnény podminky dle literatury (FDA,
2018) s vyjimkou dvou nejnizSich kalibra¢nich bodd pro analyt THEO. Pro nejnizsi
koncentrace se hodnoty diference uanalytu THBM pohybovaly pro jednotliva
opakovani v rozmezi 2—-6 %,uDMX 6 —14 %,u CAFF 11-20 %. Pro THEO dva
kalibracni roztoky nesplfiovaly pozadovanou hodnotu, byly vyssi nez 20 %. Pro ostatni
kalibra¢ni body pro analyty CAFF, THBM a DMX byly diference vzdy do 10 %, pro
THEO 0 - 16 %. Pii volbé optimalniho koncentracniho rozsahu bylo bran na zfetel, ze

THEO je tzv. kriticky analyt, ktery se v redlném vzorku vyskytuje v nejnizsi koncentraci.

Tab.15: Koncentracni rozsahy jednotlivych analytt

Analyt Koncentracni
rozsah [mg/1]
CAFF 0,05- 1,25
THEO 0,01-0,35
THBM 0,1-15
DMX 0,05- 1,25

Definitivni rozsah metody byl stanoven v rozmezi 0,05-1,25 mg/l pro CAFF,
0,01 - 0,35 mg/l pro THEO, 0,1 —1,5 mg/l pro THBM a 0,05 - 1,25 mg/l pro DMX.
Dosazené meze stanovitelnosti byly srovnatelné s n€kterymi dfive publikovanymi
metodami (Kim et al., 2019; Schneider et al., 2003). Ve vétsiné publikaci, kde je pouzita
hmotnostni detekce byla mez stanovitelnosti vyrazné nizsi (Chen et al., 2017; Kim et al.,
2019; Rybak et al., 2014; Schneider et al., 2003; Weimann et al., 2005). Vzhledem k faktu,
ze ve vSech citovanych publikacich byl pouzit jako hmotnostni analyzator trojity kvadrupol,
je tento vysledek oCekavatelny. V predlozené bakalarské praci byla pouzita linearni iontova
past, coz je viditelné na vyslednych mezich stanovitelnosti, které jsou vyssi

nez v citovanych publikacich.

Hlavni pfinos predlozené bakalarské prace je uspéSné pievedeni jiz zavedené
metody z UV detekce na MS detekci. V porovnani s dfive vyvinutou metodou v nasi
laboratofi pro stanoveni kofeinu a jeho metabolitd pomoci HPLC/UV (Lavickova, 2021)
bylo dosazeno lepsich vysledi v optimalizaci meze stanovitelnosti. Mez stanovitelnosti
predchozi metody (Lavickova, 2021) byla 0,2 mg/l, v nové vyvinuté metodé se meze
stanovitelnosti pro jednotlivé analyty pohybuji o fad nize. Pouziti MS detektoru umoziiuje

v daném retencnim Case vyhodnocovat pouze zadanou hmotu. V pfipadé diive vyvinuté
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metody bylo zpracovani dat obtizné vzhledem k prekryvu pikd stanovovanych latek s

jinymi analyty v matrici redlného vzorku.

V ptilohach C az F jsou pro kazdy analyt rovnéz uvedeny hodnoty fragmentovych
iontt pouzitych pro validaci, rovnice kalibra¢ni kiivky a vypocteny koeficient determinace.
Pro vSechny analyty ve vybraném koncentracnim rozsahu spliioval koeficient determinace
kritérium pfijatelnosti, nejniz§i hodnota 0,9968 byla dosazena pro DMX, nejvyssi 0,9975
pro THBM a CAFF.

4.6.4 Presnost a spravnost

Presnost metody nebo také opakovatelnost je hodnota udavajici miru té€snosti shody
mezi vzajemné nezavislymi vysledky analyzy za predem specifikovanych a pro kazdé
opakovani stejnych podminek. Spravnost metody nebo také vytéznost lze popsat jako
tésnost shody mezi vysledkem méfeni a prijatou referencni hodnotou (Novakova & Dousa,

2021b).

K hodnoceni presnosti a spravnosti byly pfipraveny dvé sady vzorkd v osmi
opakovanich, popis pfipravy je uveden v kapitole 3.4. Zdrojova data pro vypocet
presnosti a spravnosti jsou uvedena v pfiloze G. Dle literatury jsou pro koncentracni
urovné pouzité vtomto experimentu stanovena Kkritéria pfijatelnosti pro presnost
maximalni hodnota 15 % a pro spravnost v rozmezi 80 — 110 % pro CAFF, THBM, DMX.
Pro THEO byla kritéria pfijatelnosti pro presnost maximalni hodnota 21 % a pro
spravnost v rozmezi 60 — 115 % (AOAC, 2016). Dle vysledkli uvedenych v Tab. 16 byla

stanovena kritéria pfijatelnosti pro presnost i spravnost splnéna pro vSechny analyty.

Tab.16: Spravnost a presnost

CAFF THEO THBM DMX
Neobohaceny 3,0 7,0 3,6 4,7
Presnost [%]
Obohaceny 2.5 4.4 4,1 2.4
Spravnost [ %] 93 84 88 89
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r A4
S Zavér
Tématem bakalarské prace je vyvoj a optimalizace metody stanoveni kofeinu a jeho

metabolitd (Theophylin, Theobromin, 1,7-dimethylxantin) pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

V teoretické Casti prace byly shrnuty =zékladni informace o kofeinu a jeho
metabolitech, byl popsan metabolismus kofeinu v lidském organismu. Vlastnimu vyvoji
metody predchazela literarni reSerSe dosud publikovanych metod stanoveni kofeinu a jeho
metabolitd pomoci HPLC. Hlavni zfetel byl bran na metody s hmotnostni detekci. Byl

sledovan vliv slozeni mobilni faze na intenzitu signalu.

V prabéhu experimentalni ¢asti se povedlo optimalizovat podminky chromatografické
separace a hmotnostni detekce pro stanoveni kofeinu, theophylinu,
theobrominu a 1,7- dimetylxantinu s pouzitim etofylinu  jako wvnitfniho standardu.
Validace metody byla Gspésné provedena a na zakladeé vysledku byla potvrzena vhodnost
metody pro stanoveni kofeinu ajeho metaboliti v mo¢i. Mezi zakladni valida¢ni
parametry patfila mez detekce a mez stanovitelnosti, koncentrace vnitiniho standardu,
linearita a rozsah metody a prfesnost a spravnost. Rozsah metody byl stanoven v rozmezi
0,05 -1,25mg/l pro CAFF, 0,01 -0,35mg/l pro THEO, 0,1-1,5mg/l pro
THBM a 0,05 — 1,25 mg/l pro DMX. Metoda byla pouzita k analyze realného vzorku

moci. Bylo dosazeno velmi dobrych vysledkii v posuzovani presnosti a spravnosti.

Hlavni pfinos predlozené bakalarské prace je uspéSné pievedeni jiz zavedené
metody z UV detekce na MS detekci. V porovnani s dfive vyvinutou metodou v nasi
laboratofi pro stanoveni kofeinu a jeho metaboliti pomoci HPLC/UV (Lavickova, 2021)
bylo dosazeno lepSich vysleda v optimalizaci meze stanovitelnosti. Mez stanovitelnosti
pfedchozi metody (Lavickova, 2021) byla 0,2 mg/l, v nové vyvinuté metodé se meze
stanovitelnosti pro jednotlivé analyty pohybuji ofad nize. Pouziti MS detektoru
umoziuje v daném reten¢nim ¢ase vyhodnocovat pouze zadanou hmotu. V pfipadé diive
vyvinuté metody bylo zpracovani dat obtizné vzhledem k prekryvu pikti stanovovanych

latek s jinymi analyty v matrici realného vzorku.

Uvedenou validovanou metodu je mozné rozsifit o dal§i metabolity kofeinu. Na
zakladé necilené analyzy vytipovat dal§i detekovatelné metabolity kofeinu v moci

a pokusit se je pridat do stavajici metody. Moznym predmétem navazujici prace je analyza
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kofeinu a jeho metabolitli z dalSich matric, mezi které patii napiiklad krevni plazma,

vzorky léCiv €i potravin.
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7 Prilohy
7.1 Priloha A

Analyt Koncentrace [mg/1] S/N Prg/ﬁer Mez detekce [mg/1]

27
19

CAFF 195 0,005 s 21 0,00071
21
5
5

THEO 124 0,005 s 5 0,0030
5
4
5

THEM 0,005 43 0.0035
138 5
3
7
8

DMX 124 0,005 . 8 0,0019
9
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7.2 Priloha B

Analyt Koncentrace [mg/1] S/N Prgger Mez stanovitelnosti [mg/1]
27
19
CAFF 195 0,005 s 21 0,0024
21
7
THEO 124 0,01 0 9 0,011
10
7
THEM 0,01 l 8 0,013
138 ’ 8 ’
9
14
11
DMX 124 0,01 s 14 0,0071
16
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7.3 Priloha C

Oznaceni analytu | Fragmentovy ion | Rovnice kalibra¢ni krivky | Koeficient determinace
CAFF 138 Y =0.003509+0.18258*X R72 =0.9975
_ Vypoctena
Kalibra¢ni roztok g&i‘;‘;ﬁ;ﬂ koncentrace | Diference
[mg/1]
0,0429 -14%
0,0420 -16%
4 0,0500
0,0401 -20%
0,0445 -11%
0,0940 -6%
0,0926 1%
5 0,100
0,0967 -3%
0,0919 -8%
0,2089 4%
0,2141 7%
6 0,200
0,2120 6%
0,2094 5%
0,3651 4%
0,3696 6%
7 0,350
0,3481 -1%
0,3527 1%
0,5083 2%
0,5251 5%
8 0,500
0,5294 6%
0,5213 4%
0,7511 0%
0,7242 -3%
9 0,750
0,6793 -9%
0,7357 2%
0,9670 -3%
0,9392 -6%
10 1,000
0,9944 -1%
1,0128 1%
1,1956 -4%
1,2350 -1%
11 1,250
1,2805 2%
1,3765 10%
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7.4 Priloha D

43

Oznaceni analytu | Fragmentovy ion | Rovnice kalibracni kfivky | Koeficient determinace
THEO 124 Y =0.00725140.74625*X R"2 =0.9973
_ Vypoctena
Kalibra¢ni roztok g&i‘;‘;ﬁ;ﬂ koncentrace | Diference
[mg/1]
0,011 -26%
0,010 -30%
2 0,015
0,013 -12%
0,013 -14%
0,017 -16%
0,019 -1%
3 0,020
0,017 -16%
0,018 -10%
0,050 0%
0,053 7%
4 0,050
0,054 8%
0,052 4%
0,095 -5%
0,109 9%
5 0,100
0,102 2%
0,098 2%
0,211 5%
0,210 5%
6 0,200
0,194 -3%
0,211 5%
0,359 3%
0,343 2%
7 0,350
0,347 -1%
0,335 -4%




7.5 Priloha E

44

Oznaceni analytu | Fragmentovy ion | Rovnice kalibracni kiivky | Koeficient determinace
THBM 138 Y =0.003509+0.18258*X R"2 =0.9975
_ Vypoctena
Kalibra¢ni roztok g&i‘;‘;ﬁ;ﬂ koncentrace | Diference
[mg/1]
0,0960 -4%
0,0980 2%
5 0,1000
0,0972 -3%
0,0940 -6%
0,2084 4%
0,2014 1%
6 0,2000
0,2088 4%
0,2064 3%
0,3565 2%
0,3694 6%
7 0,3500
0,3483 0%
0,3402 -3%
0,5147 3%
0,5055 1%
8 0,5000
0,5144 3%
0,5048 1%
0,7443 -1%
0,7651 2%
9 0,7500
0,6813 -9%
0,7360 2%
1,0191 2%
0,9941 -1%
10 1,0000
1,0065 1%
0,9960 0%
1,2496 0%
1,3323 7%
11 1,2500
1,2912 3%
1,2440 0%
1,4445 -4%
1,5204 1%
12 1,5000
1,4963 0%
1,4498 -3%




7.6 Priloha F

45

Oznaceni analytu | Fragmentovy ion | Rovnice kalibraéni krivky | Koeficient determinace
DMX 124 Y = 0.01155+0.810944*X R"2 = 0.9968
- Vypoctena
Kalibra¢ni roztok ﬁKlf:)Iirce:?E;?gc/IH koncentrace | Diference
[mg/1]
0,0428 -14%
0,0472 -6%
4 0,0500
0,0442 -12%
0,0458 -8%
0,0934 1%
0,0979 2%
5 0,1000
0,0978 2%
0,0948 -5%
0,2013 1%
0,2096 5%
6 0,2000
0,2036 2%
0,2030 1%
0,3608 3%
0,3532 1%
7 0,3500
0,3333 -5%
0,3562 2%
0,5117 2%
0,5467 9%
8 0,5000
0,5157 3%
0,5306 6%
0,7327 -2%
0,7748 3%
9 0,7500
0,6720 -10%
0,7224 -4%
0,9500 -5%
0,9747 -3%
10 1,0000
1,0184 2%
1,0226 2%
1,2426 -1%
1,2658 1%
11 1,2500
1,2536 0%
1,2807 2%




7.7 Priloha G

Koncentrace [mg/1]

THBM DMX THEO CAFF

1 0,456 0,284 0,040 0,106

2 0,460 0,262 0,049 0,110

3 0,467 0,275 0,043 0,110

4 0,451 0,264 0,043 0,102

5 0,497 0,297 0,044 0,109

6 0,477 0,278 0,046 0,109
1_spike 1,301 1,217 0,218 1,020
2_spike 1,438 1,138 0,209 1,031
3_spike 1,311 1,170 0,204 1,037
4_spike 1,393 1,182 0,207 1,050
5_spike 1,335 1,160 0,209 1,022
6_spike 1,306 1,149 0,229 1,090
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