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Opracowanie i walidacja metody sluzacej do oznaczania kofeiny w Slinie
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liniowos¢, a takze precyzje w obrgbie i pomigdzy dniami.
Zbadano wydajnos¢ ekstrakeji i trwato$¢ analitu w trakcie
przechowywania ekstraktow w autosamplerze oraz
przeprowadzajac test zamrazania-rozmrazania obcigzonych
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probek sliny. Otrzymane wyniki §wiadcza, iZ opracowana
B metoda jest precyzyjna i dokladna. Dodatkowo metode
A zastosowano do okreslenie stezenia kofeiny w §linie po
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"™ spozyciu napoju zawierajacego z kofeine.

Rysunek 1. Chromatogramy:
A - wzorcow: kofeiny i wzorca wewnetrznego; B - ekstrakt probki

$liny z uzyciem kolumienek ABN (st¢Zenie kofeiny - 8000 ng/mL);
C - ekstraktu probki $liny z uzyciem kolumienek Strata X (stgzenie

Tabela 1. Parametry krzywej kalibracyjnej

Nastepnie opracowang metode zwalidowano, wyznaczajac jej

koj.e‘i-gi;,sooo no/mb) kofeina 2115 () Krzywa kalibracjiy =ax + b (n=4)

1 Zakres (ng/mL) 10-10000

110} Wspdtcezynnik determinacji (R?) 0.995 + 0.0051

| atAa 0.00006 + 0.000004
w “ i b+ Ab -0.006625 + 0.0067
HJ T ————1 |LOQ (ng/mL) 10,0

Rysunek 2. Rozdziat roztworow wzorcowych;

kofeina (2); IS (1)
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Kofeina (1,3,7-trimethylxanthine), pochodna metyloksantyny, jest naturalnym alkaloidem i najbardziej znanym bioaktywnym sktadnikiem kawy. Wystepuje
rowniez w herbacie, kakao, a czgsto mozna jg znalez¢ takze w napojach energetycznych, zywnosci i farmaceutykach dostgpnych zaré6wno na recepte jak i bez niej.

W ramach projektu opracowano metodg oznaczania kofeiny w niewielkiej obj¢tosci $liny ludzkiej. W celu izolacji zwiazku z matrycy biologicznej zastosowano SPE.
Szczegodlng zaleta ekstrakcji do fazy statej jest duza roznorodnos¢ dostepnych sorbentéw. Podczas optymalizacji procesu ekstrakcji modyfikowano zaréwno roztwory uzyte
do rozcienczania probki, jak i poszczegodlne etapy procedury. Badano rowniez wptyw zloza na wydajno$¢ procesu. Ostatecznie, ekstrakcje przeprowadzono uzywajac
kolumienek EVOLUTE® EXPRESS ABN, a analiz¢ ilosciowa prowadzono z uzyciem UHPLC z detekcja DAD w gradiencie.

Tabela 2. Parametry walidacyjne. Trwato$¢ kofeiny w temperaturze 8°C i -21°C

Precyzja Precyzja o Trwatos¢
QC jednego pomigdzy Wydajnois_c (r6znica %)
(ng/mL dni dniami ekstrakcji
g/mL) ia niami %) g°C 21°C
(CV %) (CV %)
30 1,52 8,63 93,86 -3,03 -1,24
4000 3,01 9,79 97,37 -1,99 -0,69
8000 2,83 12,11 90,53 -1,03 -1,09
5.0 1 50 1
2
0 C 2.0
1.0 B 1,0 2

Rysunek 3. Chromatogramy ekstraktow $liny:

A — probka $lepa; B — obciazonej kofeing (2) (stezenie - 800
ng/mL) i IS (1); C - obcigzonej kofeing (2) (stezenie - 6000

ng/mL) i IS (1);

0.0 25 5.0

75 10.0 min

Rysunek 4. Chromatogramy ekstraktu osoby po spozyciu
kawy (oznaczone stezenie kofeiny - 2683 ng/mL)

(1) IS (2) kofeina



