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Anotace:

Tato bakalaiska prace je psana formou literarni reSerSe se zaméfenim na stanoveni
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem. Nejprve je popsana struktura, vlastnosti a déleni
aminokyselin. Poté jsou diskutovany fyziologické ucinky rozvétvenych aminokyselin nejen
ve sportu a je popsan jejich metabolismus. Déle se bakalafskd prace vénuje analytickému
stanoveni aminokyselin pomoci HPLC v systémech s obracenymi fazemi a derivatizaénim
¢inidlim, které si pfi jejich stanoveni pouzivaji. V ramci prace jsou diskutovany jejich

vyhody i nevyhody.

Kli¢ova slova:

aminokyseliny, aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, derivatizace, RP-HPLC

Title:

Physiological effects of branched-chain amino acids and their analytical determination.

Annotation:

This bachelor thesis is written as a literature research with focusing on the determination of
branched-chain amino acids. First, the structure, properties and division of amino acids are
described. Then, the physiological effects of branched-chain amino acids are discussed not
only in sport and their metabolism is described. Further, the bachelor thesis is devoted to the
analytical determination of amino acids by reversed-phase HPLC and to different derivatizing
agents which are frequently used during their determination. Their advantages and

disadvantages are discussed.
Key words:

amino acids, branched-chain amino acids, derivatization, RP-HPLC
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UvVOD

Aminokyseliny jsou zakladnimi stavebnimi slozkami lidského téla, které jsou potiebné
pro zivotn¢ dulezité procesy. Zvlasteé dilezité jsou aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem
(BCAA). Maji mnoho fyziologickych funkci, mimo jiné jsou prekurzory syntézy proteind,
mohou byt ukazateli neurologickych onemocnéni a patfi mezi dulezité nutricni slouceniny.
Z téchto diivodu jsou Casto vyuzivany vrcholovymi sportovci za tcelem zlepSeni fyzického
vykonu. Nemusi ale napomahat pouze fyzicky aktivnim jedincim, napoméhaji také ke snizeni
unavy, hmotnosti nebo hladiny cukru v krvi. Na druhou stranu mutize pfi jejich metabolické
poruse dojit k vaznym onemocnénim.

Aminokyseliny ovliviiuji senzorické vlastnosti potravin, jako je chut, barva a viné.
V poslednich letech stoupa zajem o udavani nutri¢nich hodnot potravin, coz je casto
spojovano S jejich falsovanim. Z toho duvodu se provadi jejich stanoveni, predev§im pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie, hmotnostni spektrometrie ¢i dalSich modernich
analytickych technik. Z dtivodu absence chromoforu ¢i fluoroforu je pro detekci aminokyselin

nutnd nejprve jejich derivatizace, a to pomoci riznych derivatiza¢nich ¢inidel.

10



1 Aminokyseliny

Aminokyseliny (AMK) jsou substituéni derivaty karboxylovych kyselin. Jsou znamé
jako stavebni kameny bilkovin, peptidii a dalsich latek, ve kterych jsou jejich jednotlivé AMK
propojeny peptidovou vazbou [1]. Ze strukturniho hlediska to jsou organické kyseliny,
ve kterych je jeden nebo vice atomu vodiku nahrazen aminoskupinou [2]. Tato skupina
se obvykle nachdzi na a-uhliku bezprostfedné vedle karboxylové skupiny (obrazek 1),
a to zejména u piirozené se vyskytujicich aminokyselin véazanych v proteinech [3,4].
Proteinogennich aminokyselin je v§ak pouze 20 z celkovych 300 [5,6]. Kromé 20 kédovanych
se V lidském organismu vyskytuji i dal§i aminokyseliny, které mohou byt soucasti nékterych
biologicky vyznamnych peptidi nebo vychozimi latkami pro Dbiosyntézu riznych

neproteinovych dusikatych latek, piipadné produkty jejich metabolismu [2].

H

I
HZN—Cli—COOH
CH,

Obrazek 1: Zakladni vzorec aminokyselin

Aminokyseliny s vyjimkou glycinu obsahuji jeden asymetricky uhlik, tudiz mohou mit
dvé rizné prostorové modifikace, D-formu a L-formu viz obrazek 2 [3,4]. Tyto formy jsou
zrcadlovym obrazem, ale zaroven jsou neztotoZnitelné, stejné jako prava a leva ruka.
Lisi se ve sméru, jakym ota¢i rovinu polarizovaného svétla, coz je méfitelné za pomoci
polarimetru [8]. V piirodé¢ se vyskytuji vétSinou pouze L-formy, D-formy se vyskytuji
jen ziidka v né€kterych peptidech [2]. Aminokyselinam odvozenym od D-glyceraldehydu
fikime biogenni D-aminokyseliny a jejichz pfitomnost miva Casto mikrobidlni ptvod.
Vyskytuji se pfevazné v Cerstvych, tepelné neopracovanych potravinach, jako jsou jogurty,
které vznikaji na principu mlécného kvaSeni. Také existuji abiogenni D-aminokyseliny,
které jsou soucasti proteinli, z nichz se uvolni az hydrolyzou a vznikaji neenzymovou
izomeraci L-aminokyselin pfi tepelném zpracovani potravin, pifedev§im izomeraci

Vv zasaditém prostiedi [9].
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H—I‘|~l—C—H H—C—I\ll—H
| |
H-Cxg o0-C"
L-alanin D-alanin

Obriazek 2: L a D forma alaninu

1.1 Fyzikalni vlastnosti

Na pohled jsou aminokyseliny krystalické, bezbarvé latky, které se vétSinou dobie
rozpousti ve vodé [10]. Také maji vysoky bod tani z divodu vysoké energie, jenZ je potieba
vydat, aby mohlo dojit k naruseni iontovych vazeb, které jsou zodpovédné za stabilizaci jejich
krystalové miizky [11]. Dale diky tvorbé vnitinich soli maji AMK i vyssi teplotu rozkladu,
ktera se pohybuje nad hranici 200 °C [12].

Piedevsim diky schopnosti karboxylové skupiny odstépovat ionty nebo naopak
schopnosti aminoskupiny ionty pfijimat, maji aminokyseliny amfoterni charakter. V zavislosti
na pH prostiedi, ve kterém se aminokyselina nachazi, se muze chovat jako kyselina
i jako zasada. Pti uréitém pH dokaze mit aminokyselina neutralni formu, takovému pH
fikame izoelektricky bod. Diky nizké polarit¢ AMK v tomto neutralnim stavu u nich dochazi

ke zvySeni rozpustnosti ve vodé [2,13].

1.2 Organoleptické vlastnosti

Spolecné s peptidy obsahuji nékteré volné aminokyseliny senzoricky aktivni latky,
diky kterym mohou ovlivnit organoleptické vlastnosti potravin. PouZivaji se prevazné
u potravin, u kterych probiha pii vyrob¢ silngjsi proteolyza, napiiklad u ryb nebo nékterych
syri. Podle organoleptickych vlastnosti se rozdéluji na sladké, slané, hotké a indiferentni.
Mezi ty sladké patfi alanin, prolin, threonin, hydroxyprolin a glycin, jehoz nazev je odvozen
od teckého glykys = sladky. Kyselé AMK tvoii kyselina asparagova spole¢né s Kyselinou
glutamovou. Mezi hotké patii AMK s hydrofobnimi postrannimi fetézci, jako je leucin,
izoleucin, fenylalanin, tyrosin nebo tryptofan. Jako indiferentni se oznacuji ostatni
aminokyseliny. Aminokyselinou, ktera svymi organoleptickymi vlastnostmi pfevySuje ostatni
je kyselina glutamova, piesnéji feCeno jeji sodna sul, ktera se diky jeji specifické chuti
pouziva jako aditivum do kofenicich smési [9].

12



1.3 Reakce aminokyselin

Aminokyseliny mohou podléhat riznym biochemickym reakcim. Jednou
ze zakladnich je dekarboxylace, pfi které se uvoliiuje oxid uhli¢ity a z aminokyseliny se stava
amin, jak je znazornéno na obrazku 3. Mnohé aminy maji biologicky vyznam jako slozky
fosfolipidi, koenzymt, hormoni nebo také jako samostatné latky. Naptiklad etanolamin
ze serinu a jeho trimethylderivat cholin jsou slozkami glycerolfosfati, cysteamin je slozkou

koenzymu A a histamin patii spole¢né s tryptaminem mezi tkanové hormony [14].

i i
|

R—(I?—COOH EE— R—?HH + CO,
NH, NH,

Obrazek 3: Schéma dekarboxylace aminokyselin [15]

Dalsi reakci je oxidaéni deaminace aminokyseliny, kde wvznikd jako prvni
iminokyselina, ktera se hydrolyzuje na oxokyselinu a amoniak (obrazek 4). Reakci katalyzuje
oxidaza L-aminokyselin a glutamatdehydrogenaza. Druha zminéna se vyskytuje
Vv mitochondriich v§ech bun¢k. Tento velmi aktivni enzym deaminuje kyselinu glutamatovou

na kyselinu 2-oxoglutaratovou, ktera vstupuje pro procesu transaminace [14].

o

NH, MH
HoO |
R—CH—COCH T R—0C—COOH = [ C—CO0H + MH

Obrazek 4: Schéma deaminace aminokyselin [71]

Pfi transaminaci nastdva vyména funkénich skupin mezi aminokyselinou
a oxokyselinou, pficemz pii vyméné vznika nova aminokyselina a oxokyselina. Reakce
je znazornéna na obrdzku 5. Transaminaci zabezpec€uji aminotransferazy, jejichz koenzymem
je pyridoxalfosfat vyménujici aminoskupiny prostfednictvim tvorby Schiffovy baze,

analogicky jako u aminokyselinové dekarboxylace.
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Ustiedni funkci v reakcich transaminace ma kyselina glutamatova a kyselina
2-oxoglutarova, které zabezpecCuji deaminaci aminokyselin a aminaci oxokyselin, coz ma
vyznam pii biosyntéze aminokyselin. Oxokyseliny vznikajici degradaci aminokyselin jsou
vyuzity pii metabolismu, napiiklad v citratovém cyklu. V ptipad€, ze se amoniak nevyuzije
na aminaci oxokyselin, dochazi kjeho vylouceni v zavislosti na druhu organismu.
U organismu, které ziji ve vodném prostfedi se amoniak rozpusti a ziedi, ¢imz ztrati svou

toxicitu. Naopak u organismu Zzijicich v prostfedi s mensim obsahem vody se amoniak

metabolizuje az na kyselinu mo¢ovou, ktera je malo rozpustna, a proto i malo toxicka [14].

H H
| |

R—(|3——COOH + R'—(l:l——COOH —_— R'—(y)—COOH + R—ﬁ—COOH
NH, o) NH.

Obrazek 5: Schéma transaminace aminokyselin [15]

vvvvvv

ke tvorbé peptidové vazby. Tato vazba vznikda reakci a-aminoskupiny jedné AMK
s a-karboxylovou skupinou druhé AMK za odstépeni molekuly vody (obrazek 6). Aby ke
vzniku peptidové vazby doSlo, musi byt aktivovana karboxylova skupina. Potfadi AMK

Vv polypeptidovém fetézci pak uréuje primarni strukturu proteinu [11].

H H H H

R—(:J—COOH + H2N—(I3—R‘ ~ho R—(:'J—CONH—(|3——R'
NH, COOH NH; COOH
H H H

R—(::%COOH + H2N—é-—-R' o R’ c::—CONH—clz—R
NH; COOH NH; COOH

Obrazek 6: Schéma kondenzace aminokyselin [15]
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Opacnou reakci je hydrolyza peptidu (obrazek 7), kdy ptisobenim roztoki kyselin,

zasad ¢i enzymi dochazi ke §tépeni peptidu na jednotlivé aminokyseliny [15].

H H H H
| | H,0O | |
R—Cli—CONH—C—R' — = R—(ll——COOH + H,N—C—R'

NH; COOH NH, COOH

Obrazek 7: Schéma hydrolyzy dipeptidi [19]

1.4 Tvorba bilkovin

Proteosyntéza je slozity proces, na kterém se podili rizné buitkové organely, enzymy i
dalsi latky. Jeho vysledkem je produkce potfebného mnozstvi proteini pro bunku,
a to z hlediska kvality i mnozstvi.

Proteosyntéza se sklada ze dvou procesu, transkripce a translace. Transkripci
se prepiSe potiebna Cast informaci o slozeni konkrétniho proteinu z archivované kopie DNA
do pracovni kopie, kterou predstavuje RNA. Pii translaci se geneticky kod mRNA pienese
do potadi AMK v polypeptidovém fetézci. Prvni krokem translace je uvoliovani AMK
do aminokyselinového poolu, kde se navazuji na tRNA. Ta je ihned doruc¢i na misto syntézy
polypeptidového fetézce. Dalsi fazi je iniciace, pii které se vytvaii vhodné podminky
pro zacatek polymerace. Nasleduje elongace, pii které se podle ptedlohy pfinesené mRNA
postupné sklada polymer, pfesnéji feceno polypeptidovy fetézec. Posledni etapou, ktera cely
proces ukoncuje je terminace, pii které se uvolnuji latky, které se procesu nezucastnily [14].

Proteosyntézy se ucastni vice nez 20 molekul tRNA, pifi ¢emz kazdd nese jednu
z 20 aminokyselin a je podle ni i ozna¢ovana. Piislusna AMK se pied vstupem do ribozomu
navaze na 3’-konec molekuly tRNA, a to ve form¢ aminoacylu. Také je k navazani potiebna
chemicka energie, ktera je ziskavana §tépenim adenosintrifosfatu (ATP). Aminoacyl vznika
odstépenim hydroxylové skupiny z karboxylové skupiny dané aminokyseliny. Molekula
tRNA spolecné snavazanou molekulou aminokyseliny dale piechazi do sloZzitého
nukleoproteinového utvaru, ktery se skladda zmalé a velké podjednotky, ribozomu.
Podjednotky se pii navazani mRNA k mensi podjednotce pfed zahdjenim translace spojuji,

nasledné¢ dochazi ke kontaktu mRNA StRNA a koneénému piipojeni AMK
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do polypeptidového fetézce. I to je divodem, pro¢ mé ribozom vice vazebnych mist,
ale kazdé s jinou funkci.

Jednim z nich je aminoacylové misto (A-misto), do kterého vstupuje molekula tRNA
spole¢né s navazanou AMK. Antikodon tRNA se pfitom paruje s kodonem mRNA. Peptidové
misto (P-misto) je dalsim vazebnym mistem. Obsahuje predchozi molekulu tRNA, na niz
je navazan jiz vznikly peptidovy fetézec. Poslednim vyznamnym vazebnym mistem je
peptidyltransferdzové misto, kde se nova aminokyselina pfipojuje ke stavajicimu
polypeptidovému fetézci. tRNA, ke které byl pivodné navazan polypeptidovy fetézec a je
nyni ,,prazdnd®, opousti ribozom a mize byt po pfipojeni dalsi aminokyseliny opét vyuzita
k syntéze bilkovin.

Pii translaci mRNA jsou k jejim kodoniim pfifazovany jednotlivé molekuly tRNA
s danymi aminokyselinami a sekvence mRNA je ¢tena po tripletech nukleotidd. Sekvence pak
udava potadi AMK v polypeptidovém fetézci. Vznikly polypeptid déale podléha jesté dalSim,
tzv. posttraslaénim upravam, probihajicim u eukaryot, a to predevSim v endoplazmatickém

retikulu ¢i v Golgiho aparatu [16].

1.5 Déleni

Aminokyseliny miZeme rozdé&lit podle riznych hledisek, jako je charakter postranniho
fetézce, postradatelnost a dalsi.

Podle chemického charakteru postrannich fetézcl proteinogennich aminokyselin, které
se ve velké mife podili na chemickych vlastnostech aminokyseliny, je lze roztfidit
do 7 skupin. Prvni z nich tvofi nepolarni aminokyseliny (glycin, alanin, fenylalanin, leucin,
izoleucin, prolin, valin, a methionin), které peptidu dodavaji hydrofobni vlastnosti, tim
se jednotlivé fetézce shlukuji a tvoii nepolarni mikrokapicky na molekule peptidu, coZ ma za
nasledek schopnost vazat nizkomolekularni nepolarni latky. Dalsi skupinou jsou peolarni
aminokyseliny (serin, aspargam, threonin, tryptofan a glutamin), které maji ve své struktufe
obsazeny polarni funkéni skupiny, zejména vodikové atomy vézajici se na vysoce
elektronegativni atomy. Snadno se tedy vytvareji polarni interakce, piredev§im vodikové
vazby, a to s molekulami vody nebo s jinymi nizkomolekularnimi polarnimi latkami. Jejich
vysoka solvatace zvySuje bilkovinovou rozpustnost ve vod¢ a prostorovym rozlozenim dip6lii
umoznuji specifickou vazbu vétsich polarnich latek. Aromatické aminokyseliny polarni

a nepolarni (alanin, tyrozin a tryptofan) se poji pomoci van der Waalsovych vazeb s jinymi
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aromatickymi slouCeninami. Jejich vyuziti miizeme najit ve stanoveni bilkovin
nedestruktivnimi metodami, zejména u tyrozinu a tryptofanu. Kyselé aminokyseliny jako je
kyselina asparagova a glutamova pii fyziologickém pH obsahuji zaporné nabitou funkéni
skupinu, diky které mohou elektrostaticky vazat kationty. Také mohou kovalentné vazat
i alkoholy, aminy nebo oxid uhli¢ity. Naopak bazické aminokyseliny (lyzin a arginin), které
obsahuji aminové a guanidinové skupiny nesou pfti fyziologickém pH kladny naboj. Jsou také
znamé pro svou schopnost kovalentné vazat karbonylové skupiny, a to formou Schiffovych
bazi [14,17].

Dalsim hlediskem pro dé€leni aminokyselin je jejich postradatelnost. Né&které
aminokyseliny si totiz télo nedokaze syntetizovat samo a jelikoz jsou pro organismus
nepostradatelné, musi je piijmout z potravy [18]. Takovym aminokyselinam fikame
esencialni. Patii mezi né valin, leucin, izoleucin, fenylalanin, tryptofan, methionin, threonin
a lyzin. Ve stravé je vétSina esencialnich aminokyselin zastoupena v dostate¢ném mnoZzstvi,
jak je patrné ztabulky 1, kde jsou uvedeny potravinové zdroje jednotlivych esencialnich
aminokyselin. Aminokyselina, které byva zpravidla nejméné, se oznacuje jako limitujici
aminokyselina. Ne&které potraviny a krmiva se tedy mohou témito limitujicimi
aminokyselinami obohacovat [9]. Naproti tomu neesencialni aminokyseliny jsou organismem
syntetizovany V dostacujicim mnozstvi, pro optimalni rist, vyvoj a zdravi. Jejich uhlikova
kostra vznika z béznych metabolitd, jako je pyruvat, oxalacetat a dalsi. Tyrozin a cystein
se fadi mezi takzvané¢ podminéné postradatelné, ale pouze tehdy, kdyz je dostatek
esencidlnich aminokyselin, Ze kterych se tyto dvé AMK tvofi. Zakladem pro vznik tyrozinu je
fenylalanin a cystein vznikda syntézou z methioninu. Potom existuji zvlastni piipady
poloesencialnich aminokyselin, kdy je aminokyselina postradatelna pouze v détském véku,

v dospélosti uz je esencialni [17,19].
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Tabulka 1: Zdroje esencialnich aminokyselin [9]

Aminokyselina | Zdroj Procentuilni | Zajimavosti
zastoupeni
Valin Maso, obilovina 5-7% Obsahuji az 16% elastinu
MiIéko, vejce 7-8%
Leucin Obiloviny Az 10% Diky ¢innosti bakterii vznik u
zrajicich syri
Izoleucin MIlécné a vajetné 6-7%
bilkoviny
Maso, obiloviny 4-5%
Threonin Maso a pivovarské Limitujici aminokyselina
kvasnice
Zivogisné bilkoviny 5%
Methionin Zivogisné bilkoviny 2-4% Limitujici aminokyselina
Rostlinné bilkoviny 1-2% V lusténinach
Spolecné s cysteinem chybi v
protaminech
Lysin Zivo&igné bilkoviny 7-9% Limitujici aminokyselina
Bilkoviny ryb a korysi | 10-11% Vv cerealnich vyrobcich
Cerealni vyrobky 2-4%
Fenylalanin Bézné bilkoviny 4-5% Jeho ptfitomnost v potrave
potravin mize vyvolat ketonurii
Tryptofan Zivogisné bilkoviny 1-2% Biosyntéza nikotinové
(bez histont a kyseliny
kolageni) Muze zptsobit plicni edém
Obiloviny <1%
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2 Rozvétvené aminokyseliny

Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, jmenovité leucin, izoleucin a valin, patii
mezi esencialni AMK [20]. Primarni rozdil mezi BCAA a ostatnimi aminokyselinami je
v mist¢ rozkladu, protoze BCAA se rozkladaji spiSe ve svalech nez v jatrech. Z tohoto diivodu
se predpoklada, ze hraji roli pii vyrobé energie béhem cviceni a vyuzivaji se Casto ve forme
proteinovych doplikt pro zlepSeni fyzického vykonu [21]. V poslednich letech bylo vSak

zaznamenano mnoho novych funkci téchto tii rozvétvenych aminokyselin [22].

2.1 L-leucin

Mezi hlavni funkce L-leucinu (obrazek 8) patii syntéza proteind a fada metabolickych
funkci. Prispiva také k regulaci hladiny cukru v krvi, ristu a opravé svalové a kostni tkané,
produkci rlstovych hormont a hojeni ran. Také zabranuje rozpadu svalovych proteinil
po traumatu nebo silném stresu. Ugastni se alaninového cyklu, kterym je zajisténa recyklace
glukozy ve svalech. KdyZ svaly obsahuji glukozu, maji energeticky zdroj a k zisku energie
nemusi katabolizovat. Muze byt prospésny i pro osoby s fenylketonurii [23,24]. Ze vSech tii
aminokyselin se nejvétsi ¢asti podili na regulaci mnoha klicovych signaliza¢nich drah, z nichz
jedna z nejdulezitéjsich je aktivace signalni drahy mTOR. Tato signaliza¢ni draha spojuje
nespocet fyziologickych ¢i metabolickych funkei [20,22]. Sice je ze tfi BCAA nejdilezitéjsi
aminokyselinou, ale je dokazano, ze pfi jeho zvySené spotiebé dochazi v krevni plazmé ke
snizeni zbylych dvou BCAA (valinu a izoleucinu), jedna se tedy o synergické fungovani.
To je duvodem, pro¢ se vsuplementech objevuji vSechny tii tyto aminokyseliny
s rozvétvenym fetézcem spolecné. I tak je téméf vzdy leucin zastoupen nejvice [23]. Leucin
muzeme najit v potravinach, jako je tfeba mléko, soja, fazole nebo lusténiny [25]. Vyuziva se
i jako pfisada do nemléénych a mléénych nahrad jidla, sportovnich a izotonickych napoji ¢i
do vod obohacenych na vitaminy. Pfi nadbyteéném piijmu leucinu muze dojit ke
komplikacim a symptomim, které jsou typické pro hypoglykémii. Také muze vést
k nahromadéni ¢pavku v téle, coz zpisobuje nemoc pelagru [24]. Denni spotieba leucinu je ze
vSech tfi aminokyselin nejvyssi a u sportoveu se pohybuje kolem 60 mg/kg/den. Je schopny
nastartovat syntézu bilkovin rychleji nez ostatni aminokyseliny, d4 se aplikovat i jako
samostatny doplnék. Jeho vyuziti zavisi na hladiné inzulinu v krvi, tudiz je nutné jeho

suplementaci doplnit jednoduchymi sacharidy [26].
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Obrazek 8: Leucin [15]
2.2 L-izoleucin

L-izoleucin (obrazek 9) ma také velky vyznam pro lidsky organismus. Napomaha pii
hojeni ran, imunité, regulaci hladiny cukru v krvi a produkci hormonti. Je primarné pfitomen
ve svalové tkani a reguluje energetické hladiny. S pfibyvajicim vékem mohou byt lidé
nachylnéjsi k jeho nedostatku, coz zpusobuje ztratu svali a ties. Diky jeho schopnosti
pfeménit se rychle na glukézu Setti zdsoby svalového glykogenu a mimo to také podporuje
tvorbu hemoglobinu [23,25]. U izoleucinu se diky problematickému méfeni jeho §tépeni
organismem denni potieba odhaduje té¢zko. Odhadovany doporuceny piijem je 20 mg/kg/den
[26].

Obrazek 9: 1zoleucin [15]
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2.3 L-valin

L-valin (obrazek 10) je nezbytny pro duSevni zdravi, svalovou koordinaci
a emocionalni klid. Lidé jeho doplitky mohou vyuzivat pro rast svalii, opravu tkani a energii.
Jeho nedostatek muze zplsobit nespavost a snizenou dusevni funkci. Je jednim z dilezitych
komponentti elastickych vldken zivocichd, ovlivitluje absorpci melaninu, tryptofanu,
fenylalaninu a jinych nervovych pifenaseci [23,25]. Denni spotieba valinu je pro trénujici

jedince 50 mg/kg/den [26].

Obrazek 10: Valin [15]

2.4 Fyziologické ucinky rozvétvenych aminokyselin

Je dokédzano, ze BCAA mohou pomoci zmenSit unavu, kterou sportovci pocituji
béhem cviceni [27]. Doplnénim BCAA ve stravé se da totiz zabranit jejich poklesu v séru,
ke kterému béhem cvic¢eni dochdzi. Sérovy pokles by normalné zptsobil piiliv tryptofanu do
mozku, nasledovany produkci serotoninu, ktery zpusobuje tUnavu [28]. Neékteré studie
dokazaly, ze lidé, kteti dostavali BCAA bé&hem cviceni, pocitovali 0 15 % niz§i tinavu
V porovnani s témi, kterym bylo podavano placebo [29]. V jiné studii zase BCAA napomohly
skupin¢ dosahnout vycerpani az o 17 % casu pozdé&ji ve Srovnani se skupinou s placebem
[30]. Ne vsechny studie vSak ukazaly, ze by sniZzena tinava zpusobila zlepSeni fyzického
vykonu [29]. Kromé toho muize byt snizovani unavy pomoci BCAA ucinngjsi pii cviceni
netrénovanych sportovcl ve srovnani s trénovanymi jedinci [31].

Také bylo dokazano, ze BCAA maji anabolické uc¢inky na metabolismus proteint, a to

zvysenim rychlosti syntézy proteinil a snizenim rychlosti jejich degradace v klidovém lidském
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svalstvu. Je vSak dulezité, aby vSechny esencialnich aminokyseliny i neesencialni
aminokyseliny byly ptitomny v odpovidajicim mnozstvi [32]. Jelikoz se BCAA na rozdil od
nerozvétvenych aminokyselin rozpadaji v jatrech jen minimalné, diky jejich nedostate¢nému
vychytavani z krevniho fecisté mohou dale v pomérné velkém mnozstvi pokracovat az do
svali ¢i mozku. Tam jsou vyuzity jako bezprostiedni palivo, pfedev§im diky schopnosti
aktivovat enzymy zodpovédné za budovani svali [32]. Také bylo zjisténo, Ze pii zotavovani
se z vytrvalostniho cviceni maji BCAA anabolické G¢inky na lidské svalstvo [26,27]. Presnéji
feCeno ve vybrané studii bylo dokdzano, ze 5 g BCAA pted cvicenim miize snizit opozdeény
nastup bolesti a svalovou tinavu az na né€kolik dni po cviceni [21].

Je dokazano, ze hladina glukézy v Krvi je rovnéz ovlivnéna BCAA, protoze BCAA
siln€¢ zvySuji spotfebu a vyuziti glukozy. Predpoklada se, Ze leucin a izoleucin zptisobuji
zvySeni sekrece inzulinu, coZ vede k vétSimu vyuzivani krve svaly, ¢imz se hladina cukru
v krvi snizuje. Pfi ordlnim testu tolerance glukdzy u zvifat izoleucin a leucin zabranily
vzestupu koncentrace glukézy v plazmé. Uginek izoleucinu byl o néco vétsi nez u zbylych
dvou BCAA [33]. Jelikoz byly mnohé studie provedeny na zvifatech nebo burikach, jejich
vysledky nemusi zcela platit i u ¢loveéka. Navic 1 lidi se u€inky mezi testovanymi obcas li$i.
Pfi jedné nedavné studii bylo podavano dobrovolnikim 12,5 g BCAA tiikrat denné.
U 10 z nich byla snizena hladina cukru v krvi na rozdil od dalsich 17 tcastnikti, u kterych
nebyly prokazany zadné ucinky [34].

Dale je prezentovan vliv BCAA na snizeni hmotnosti [35]. Uvadi se, ze lidé, ktefi
konzumuji v priméru 15 g BCAA ve stravé, mohou mit aZ o 30 % niz$i riziko nadvahy nebo
obezity ve srovnani s témi, kteti je konzumuji v mensim mnozstvi [35]. V jiné studii byla
pozorovana ztratu tuku pfi hubnuti v dusledku podavani BCAA [36]. Studie byla provedena
na Konkuren¢nich zapasnicich pfi kaloricky omezené dieté s vysokym obsahem bilkovin po
dobu 19 dni. Dobrovolnici se stravou doplnénou 0 BCAA, ztratili o 3,5 kg vice a ztratili
0 0,6 % vice télesn¢ho tuku nez ti, kterym byl podavan dopln€k séjového proteinu, a to
navzdory tomu, ze kazdy den konzumovali ekvivalentni mnozstvi kalorii a 0 néco méné
celkového proteinu.

BCAA také mohou zlepsit prubéh cirhézy, tedy chronického onemocnéni jater.
Podle odhadt se u poloviny lidi, ktefi cirhdzu maji, vyvine jaterni encefalopie, coz je nemoc,
u které muze dojit ke ztraté mozkové funkce. Dochazi k ni v pfipadé, kdy jatra nejsou
schopna odstranit nezadouci toxiny z krve [37]. Nedavny piehled [38] naznacuje, ze

u pacientll s onemocnénim jater, mohou byt doplitky BCAA vyhodné&j$i nez jiné dopliky

22



stravy pouzivané pfi snizovani zavaznosti tohoto onemocnéni. Pfi uzivani BCAA vSak
nedochazi ke zlepseni celkové miry preziti ani ke snizeni rizika jinych komplikaci, jako jsou
infekce a krvaceni do zaludku. U jedincii s onemocnénim jater v§ak mohou byt u¢inné pii

snizovani unavy a zmirnéni slabosti, zlepSeni kvality spanku a svalovych kie¢i [39].

2.5 Metabolismus rozvétvenych aminokyselin

Vsechny kroky katabolické drahy BCAA se uskutecniuji v mitochondriich. Prvni dva
kroky této degradacni drahy jsou spole¢né pro vSechny tfi BCAA. Prvni reakce, katalyzovana
aminotrasferdzou s rozvétvenym fetézcem (BCAT), je transaminace, pii které probiha pienos
aminoskupiny na a-ketoglutarat za vniku a-ketokyselin srozvétvenym fetézcem (BCKA).
Presnéji feceno leucin se pfeméni na a-ketoisokaproat, valin na a-ketoisovalerat a izoleucin
na o-keto-f-methylvalerat, pii ¢emz jesté¢ dojde k uvolnéni glutamatu. Nasledujici reakce,
ktera je katalyzovana komplexem dehydrogenazy a-ketokyseliny s rozvétvenym fetézcem
(BCKDH), je nevratny d&j oxida¢ni dekarboxylace, kdy se karboxylové skupiny BCKA
dekarboxyluji za vzniku odpovidajicich rozvétvenych acyl-CoA esterd. Nakonec jsou tyto
BCAA metabolity katabolizovany tadou enzymatickych reakci na konecné produkty.
Z leucinu vznika acetyl-CoA, z valinu vznika sukcinyl-CoA a i izoleucinu vznikaji oba,
jak acetyl-CoA, tak sukcinyl-CoA. Tyto produkty pak vstupuji do citratového cyklu (TCA)
[22,40-42]. Celé schéma metabolismu je znazornéno na obrazku 11. Klicovou roli
v metabolismu BCAA hraje piedevsim kosterni sval, jakozto pocateéni misto katabolismu
BCAA. Dale aktivita jaterniho komplexu BCKDH a Vv neposledni fadé¢ je jednou z dileZitych
reakci také aminace BCKA na BCAA [43].
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Obriazek 11: Metabolismus BCAA

2.6 Nemoci zptusobené narusenim metabolismu rozvétvenym aminokyselin

Jelikoz maji aminokyseliny nespocet dilezitych funkei v téle, je za potiebi, aby i jejich
degradace v téle probihala, jak ma. Pokud ale aminokyseliny, zejména ty Srozvétvenym
fetézcem, nejsou spravné metabolizovany, jejich toxické vedlejsi produkty se mohou
nahromadit v krvi ¢i moc¢i a dokazou zpusobit fadu metabolickych poruch vyvolavajicich
rizna dédi¢na onemocnéni [44].

Asi  neznaméjS$im onemocnéni vyvolanym poruchou metabolismu AMK je
onemocnéni javorového sirupu. Je to dédi¢na choroba, ktera je zptisobena naruSenim aktivity
BCKDH, ¢imz dojde k nahromadéni BCAA v plazmé, a-ketokyselin v moc¢i a produkci
markeru patognomonického onemocnéni aloisoleucinu. Pfiznaky nemoci se objevuji kolem
konce prvniho tydnu po narozeni ditéte. Kromé& hlavniho rysu této nemoci, kterym je typicky
zapach moci pfipominajici javorovy sirup ¢i paleny cukr, je u novorozencu zvysena obtiZnost
vyzivy, letargie nebo zvraceni. Jedinym moznym zpusobem diagnézy je enzymova analyza,
a to ke konci prvniho tydne po narozeni ditéte. U ptezivajicich déti se pravdépodobné zacne
postupem cCasu vyvijet extenzivni poSkozeni mozku. Neléeni novorozenci vétSinou
podlehnou nemoci jiz pted svymi prvnimi narozeninami, naopak pii v€asné zahajené 1€cbé se
daji tragické nésledky odvratit. Lécba spociva v omezeni BCAA a v peclivém sledovani
metabolismu. Az kdyz se hladina téchto tfi BCAA Vv plazmé snizi na obvyklou normu,
muZeme je zacCit zafazovat do stravy napiiklad ve formé& mléka, pfipadné jinych potravin

v danych mnozstvich, které by vSak nemély pfesahnout metabolickou potiebu [11,45].
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Dalsim moZznym onemocnénim je isovalericka acidemie, coz je autosomalné recesivni
vrozena chyba metabolismu leucinu zplsobend nedostatkem mitochondridlniho enzymu
isovaleryl-CoA dehydrogenazy, ktery je potiebny krozpadu leucinu. Nahromadény
isovaleryl-CoA se hydrolyzou pieméni na isovalerat, ktery se pak vyloué¢i moci, piipadné
i potem. Tato nemoc, projevujici se syrovitym zapachem dechu a télnich tekutin ¢i zvracenim.
Isovalerickd acidemie je také znamé jako syndrom zpocenych nohou, jelikoz nahromadéna
kyselina isovalerova vydava zapach, ktery smrdi jako pot. U téZce postizenych jedinct je pii
vCasné diagndze a diet€ s omezenym obsahem proteinti spoleéné s doplnénim karnitinu
a glycinu 1é¢ba ucinna a podporuje normalni vyvoj jedince [11,44,46].

Propionova acidemie je zpusobena chyb&jici propionyl-CoA-karboxylazou
a naslednym zvySenim hladiny propionatu v séru. Metabolicka dekompenzace se muze
projevit letargii, zvracenim, bezvédomim, ale bohuzel v nejhorsich ptipadech i smrti, pokud
neni léCba zahijena vcas. K uspéSné 1écbé je zakladem nizkoproteinova dieta s korekci
metabolické acidozy. Déti, které tuto poruchu pfeziji, mohou mit v budoucnu problémy
s ledvinami ¢i srdcem a mohou byt mentalné postizeni.

Typt acidémie je mnohem vic, napiiklad methylmalonova, kterd je uzce spjata
s nedostatkem vitaminu B12 a piiznaky ¢i 1éébou je podobna pravé propionové acidemii

[11,44,47].

3 Stanoveni aminokyselin

Aminokyseliny jsou analyzovany v mnoha odvétvich, jednou z nejdilezitéjSich
je stanoveni nutricni hodnoty potravinaiskych a napojovych vyrobku, které jsou
aminokyselinami obohacovany. Analyza miize byt ndpomocnd i pfi detekci potencidlné
toxickych aminokyselin ¢i peptidi produkovanych novymi technologiemi zpracovani potravin
[48,49]. Moderni metody separace a kvantifikace volnych aminokyselin vyuzivaji pfevazné
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), casto v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii (MS). Dale se daji AMK stanovit iontové vyménnou chromatografii (IEX),
plynovou chromatografii (GC) nebo elektroforézou (CE) s pouzitim polyakrylamidového gelu
[11,42].
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3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysoka ucinnost chromatografického separa¢niho procesu je zplisobena piedevsSim
pouzitim kolon, které jsou vyrobeny z ocelové nebo sklenéné trubice, jejiz vnitini pramér
byva 2-5 mm s délkou 30-300 mm. Kolony jsou naplnény piislusnou stacionarni fazi, obvykle
ji byva chemicky modifikovany silikagel s vhodnou zrnitosti. Typickymi vlastnostmi pro
HPLC kolony je jejich vysoka hustota, homogenita népln¢ staciondrni faze, a tedy i velky
hydrodynamicky odpor. Mobilni faze, obvykle tvoifena smési dvou nebo vice slozek,
je Cerpana vysokotlakym pistovym cerpadlem. Do proudu mobilni faze, se nastiikne vzorek
o piesné definovaném objemu pomoci Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou. Vzorek je
poté unasen mobilni fazi do kolony, kde dochazi k separaci.

Samotna separace probiha na principu distribuce vzorku mezi mobilni a stacionérni
fazi, které jsou vzajemné nemisitelné. Postupné jsou z kolony eluovany vSechny slozky smési,
Vv ¢ase odpovidajici afinit¢ dané latky ke stacionarni fazi. Jednotlivé latky opoustéjici kolonu
jsou detekovany pomoci ruznych detektorti. Nejcastéji se pouziva spektrofotometricky
detektor, ktery je schopen sledovat absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Zakladem
detektoru je prito¢na mérna cela z kiemenného materidlu. Detektor je piredevS§im vyuZzivan
hlavné diky jeho univerzalnosti pii praci v ultrafialové a viditelné oblasti, nizké mezi detekce
a Sirokému linearnimu dynamického rozsahu. Pro fluoreskujici latky se vyuziva
fluorimetricky detektor, kde je zdrojem zafeni miniaturni vysokotlakd xenonova vybojka ¢i
laser. Stale Cast&ji se v HPLC pouziva hmotnostni spektrometr, ktery dokaze jednotlivé latky
vychazejici z kolony na zaklad¢ ziskanych hmotnostnich spekter identifikovat [50-52].

Nejcastéji pouzivanym chromatografickym systémem pro analyzu latek nepolarnich,
polarnich i iontovych je chromatografie v systému s obracenymi fazemi (RP-HPLC).
U tohoto systému se pouzivaji nepolarni stacionarni faze, nejcastéji chemicky modifikovany
tvoii smés vody a organického rozpoustédla, jako je methanol, acetonitril nebo
tetrahydrofuran. Pokud vzorek obsahuje latky s kyselymi nebo bazickymi skupinami jako jsou
aminokyseliny, je nutna uprava pH mobilni faze pomoci kyseliny, zasady nebo pufru.
K separaci latek liSici se polaritou, a tedy afinitou ke staciondrni fazi ve velkém rozsahu je
nutné vyuzit gradientovou eluci, kdy se béhem separace méni slozeni mobilni faze s asem
[48,53].

Hlavnim problémem stanoveni aminokyselin je, Ze neobsahuji ve své molekule

chromofor nebo fluorofor. Pii jejich spektrofotometrické detekci by se proto musela vyuzivat
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absorbance v rozsahu 190-210 nm kde vSak absorbuji slozky mobilni faze i matrice. Proto se
pfi stanoveni aminokyselin provadi derivatizace, tzn. Ze aminokyseliny reaguji s vhodnym
¢inidlem pro zavedeni chromoforni ¢i flouroforni skupiny do molekuly, ¢imz dochazi ke
zvyseni selektivity a citlivosti detekce [55,56].

Pro derivatizaci AMK v RP-HPLC bylo navrzeno nékolik derivatiza¢nich ¢inidel, a to
bud’ v rezimu pted, nebo za kolonou. Derivatizace za kolonou je do zna¢né miry zalozena na
separaci AMK pomoci iontové vyménné chromatografie. Po separaci jsou aminokyseliny
pfevedeny na barevné ninhydrinové derivaty pro kolorimetrickou detekci nebo pomoci
o-ftaldialdehydu (OPA) pro fluorescenéni detekci [54]. Ve srovnani siontové vyménou
chromatografii je rozliSeni AMK na kolonach v systémech s obracenymi fazemi rychlejsi
a lepsiPro stanoveni AMK se vyuziva prevazné predkolonova derivatizace, a to pro svou
jednoduchost, rychlost a finanéni nenaro¢nost [48]. Nejrozsitengj§imi ¢inidly pro
derivatizaci pted kolonou jsou Dabsyl-Cl, o-ftaldialdehyd, fenylisothiokyanat ¢&i
fluorenylmethylchlorformiat. Kazdé ¢inidlo ma své vyhody i nevyhody. Prevladajicimi
kritérii, kterd ovlivni vybér nejvhodnéjsiho typu derivatizace a chromatografického postupu,
je stupeni rozliSeni, citlivost, rychlost a cena [54]. Existuje i moznost stanoveni aminokyselin
bez nutnosti pouziti derivatizace, a to spojenim vice technik, jmenovité spojenim kapalinové
chromatografie a hmotnostni tandemové spektrometrie (LC-MS/MS) s ionizaci
elektrosprejem. LC-MS/MS je i pies svou kratkou dobu analyzy a schopnost stanoveni AMK
jak s derivatizaci ¢i bez vyuzivana méné, a to predevs§im kvuli vysokym ekonomickym
nakladiim. Z tohoto diivodu se vyuZivaji jiné typy detekce, jako je spektrometricka

¢i fluorimetricka [57,58].
Vybrana derivatiza¢ni ¢inidla

Ninhydrin patfi v postkolonové metodé mezi tradiéni derivatizacni ¢inidla.
Dekarboxyluje a deaminuje primarni aminokyseliny a tvofi purpurovy komplex, ktery ma
absorpéni maximum pii 570 nm. Pfi reakci ninhydrinu se sekundarnimi aminokyselinami,
prolinem a hydroxyprolinem, se tvofi zluté zbarveny produkt, ktery Ize sledovat pii 440 nm.
Je ale nevhodny pro vysoce piesné aplikace z davodu nizké citlivosti a reprodukovatelnosti
jeho reakce s AMK. Dalsimi nevyhodami je citlivost vici svétlu, kysliku, teplotnim zménam

¢i pH [54,59,60]. Derivatizace pomoci nynhidrinu je znazornéna na obrazku 12.
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Obrazek 12: Reakce ninhydrinu s AMK

Casto vyhledavanym ¢&inidlem pro stanoveni AMK v tekutych potravinaiskych
matricich je o-ftaldialdehyd (OPA). OPA se nikdy nepouziva samotné, ale Spolecné
s kondenza¢nim cCinidlem, jehoz funkci je ukonceni reakce. Tim je nejCastdji
2-merkaptoethanol (MCE) nebo kyselina 3-merkaptopropionova [61,62]. OPA nema
ptirozenou fluorescenci, ale pfi reakci s primdrnimi aminokyselinami s vyjimkou cysteinu
vytvaii vysoce fluoreskujici produkty, které byvaji nestabilni, proto je nutné derivaty
stabilizovat okyselenim [54]. Pozdé&ji byly OPA-MCE nahrazeny OPA-alkylcysteiny, které se
jevi jako vyhodnéjsi, a to pfedevs§im kombinace OPA-ET (ethanthiol) diky jejim stabiln¢j$im
derivatim a vyss8i odezvé€ pii stejné koncentraci. Mobilni fazi pro separaci OPA derivati byva
smés 0,2M octanu sodného s acetonitrilem nebo methanolem [63]. Derivatizace probiha ve
vodném prostiedi se siln¢ alkalickym pH, pifi pokojové teploté je pln¢ dokoncena béhem
40-80 minut.

OPA derivaty se monitoruji pomoci fluorescenéniho detektoru pfi excitac¢nich a
emisnich vinovych délkach 340 nm a 455 nm s citlivosti v fadech fmol. Muzeme jej vyuzit
jak v ptedkolonové, tak i v postkolonové derivatizaci. Nevyhodou OPA je neschopnost reakce
se sekundarnimi aminokyselinami. Stanoveni prolinu, hydroxyprolinu a dalSich sekundarnich
aminokyselin Ize ale provést jejich oxidaci chlornanem sodnym za alkalickych podminek,
které¢ konvertuji sekundarni aminokyseliny na primarni aminy. Dalsi alternativou je pouziti
OPA sjinym ¢inidlem, které reaguje se sekundarnimi aminokyselinami, napft.

OPA-FMOC-CI [57]. Schéma derivatizace AMK pomoci OPA je ukazano na obrazku 13.
s /\/OH

CHO I|4
+ H,N—C—COO + SH—CH,—CH,—OH ——> =
CHO FL NTR

Obrazek 13: Reakce OPA (vlevo) s AMK za ucasti MCE
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Fenylisothiokyanat (PITC), také =zndmy jako isothiokyanobenzen, reaguje
S primarnimi aminokyselinami za vzniku fenylthiokarbamyl derivatd (PTC, obrazek 14).
Fenylthiokarbamylace probiha vétSinou zhruba 10-20 minut pii pokojové teploté jiz pied
kolonou [54,63], piebytek ¢inidla je mozno odstranit vakuovym suSenim pii 60 °C 30 minut.
Jako mobilni faze se vyuziva 50mM octan amonny (pH 6,8) nebo je mozno pouzit i octan
sodny ¢i 0,05% roztok kyseliny mravenéi [65]. Vyhodou toho ¢inidla je, Ze narozdil od jinych
derivatizacnich c¢inidel, jako je OPA ¢i ninhydrin, PITC reaguje i se sekundarnimi
aminokyselinami hydroxyprolinem a prolinem, a navic jsou jeho derivaty stabilnéj$i nez
derivaty jinych c¢inidel. Vzhledem k tomu, ze PTC derivaty nefluoreskuji, je technika
omezena pouze na spektrofotometrickou detekci v UV oblasti, ktera probiha pfi 254 nm. Také
prozatim nebyla dokazana tvorba derivatu s tyrosinem nebo histidinem. Naproti tomu cystein
je schopny reakce se dvéma molekulami PITC. Derivatizace pomoci PITC ¢inidla je velmi

citliva a derivaty jsou detekovany i pii velmi nizké koncentraci aminokyselin (pod 50 pmol)

[54,63].
| _
N——C——S + HZN—clz—coo' ©7NH_(I: >
NH
R |
|

HC—R
COOH
Obrazek 14: Reakce PITC (vlevo) s AMK

Fluorenylmethylchlorformiat (FMO-CI) je vyuZivan pro pfedkolonovou derivatizaci
a s aminokyselinami poskytuje stabilni produkty, které jsou vysoce fluoreskujici (obrazek 15).
Nevyhodou FMOC-CI je, Ze samotné ¢inidlo a jeho produkty hydrolyzy také fluoreskuji, coz
muze ztéZovat chromatografickou separaci a kvantifikaci. Tato vlastnost vSak nemusi byt
omezujicim faktorem, jelikoz se mize piebytek Cinidla a fluorescencni vedlejSi produkty
eliminovat bez ztraty derivati aminokyselin, a to extrakci kapalina-kapalina, kdy ptebytek
FMOC po derivatizaci reaguje svodou za vzniku 9-fluorenmethanolu (FMOC-OH) [54].
Proces probihd v boratovém pufru (pH 11,4) po dobu 40 minut pifi pokojové teploté.
Reakci lze ukonCit naptiklad pfidanim histidinu. Vysledné produkty se poté separuji
V systémech s obracenymi fazemi na oktadecylsilikagelové kolon€ v rozmezi teplot 25-50 °C.
Jako mobilni faze se vyuzivd smés acetonitrilu a vody, nebo také smeés acetonu a vody

[57,66,67]. Fluorescencni detekce FMOC-CI derivati se provadi pfi excitacnich a emisnich
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vlnovych délkach 340 nm a 455 nm svysokou citlivosti v fddech fmol [68]. Priklad

chromatografické separace FMOC derivati 19 aminokyselin je zndzornén na obrazku 16.

| _
+ NH,—C—COO >

|
CHz=0—— Cl R
o)
() + |
L) W
HzC—O—ﬁ NH c|: CcCoo
o) R

Obrazek 15: Reakce FMOC-CI (vlevo nahote) s AMK
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Obrazek 16: Priklad typické separace aminokyselin pomoci RP-HPLC s derivatizacnim

¢inidlem FMOC-CI [20]
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Dalsimi derivatiza¢nimi ¢inidly pouzivanymi pii stanovovani aminokyselin jsou jiz
zminény 5-N,N-dimethylamino-naftalen-1-sulfonylchlorid (Dns-Cl), ktery tvofi stabilni
derivaty a vyuziva se pfevazn¢ ke stanoveni volnych aminokyselin proteinovych hydrolyzata
[54], 4-dimethylaminoazobenzen-4-sulfonylchlorid (DABS-CIl), jehoz omezeni spociva
Vv piitomnosti nadmérného mnozstvi soli, mocoviny, a dalSich interferujicich latek [59],
1-fluor-2,4-dinitrobenzen (FDNB), ktery se vyuziva pro stanoveni terminalnich aminokyselin
peptidovych fetézcu [54], dietyl-2 propandioat, také znamy jako
diethyl-ecthoxymethylenmalonat (DEEMM), tvofici  dokonale  stabilni  derivaty,
a tudiz 1 moznosti stanoveni 24 AMK a Dbiogennich amini najednou [69]
a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat (AQC), slouzici piedevsim k rychlé
analyze a reagujici s primarnimi i sekundarnimi aminokyselinami, které tvofi vysoce stabilni
fluorescenéni produkty pti 395 nm [54]. Struktury vS§ech zminénych ¢inidel jsou znazornény

na obrazku 17.

Cl D\\ Cl
Dns-Cl1 -
1 o=d—0 DABS-Cl S
0
= N
I %N
_ | P
H.C
N TN
H4C CHs '|
CH,
F o o)
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FDNB DEEMM 0" e,
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/}O
SN NHTOEN
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N o
AQC

Obriazek 17: Struktury dalSich derivatizacnich ¢inidel
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4 ZAVER

Prvni cast bakalaiska prace je vénovana obecnym charakteristikdm aminokyselin. Je
diskutovana struktura, fyzikalni a organoleptické vlastnosti, jejich reakce vcetné
proteosyntézy a déleni na zakladé rtiznych hledisek, jako je charakter postranniho fetézce
aminokyselin ¢i jejich postradatelnost. Dale jsou podrobnéji popsany jednotlivé
aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, a to leucin, izoleucin a valin. Také jsou
prodiskutovany jejich fyziologické Gi¢inky jako sniZzovani Gnavy, ovliviiovani glukozy v Kkrvi,
udrzeni svalové hmoty, lepsi regenerace po vykonu ¢i snizeni hmotnosti. Popsan je i jejich
metabolismus a nemoci spojené s jeho narusenim, jako je nemoc javorového sirupu Ci
isovalericka acidemie.

Druha polovina prace je zaméfena na analytické stanoveni aminokyselin metodou
kapalinové chromatografie se systémem s obracenymi fdzemi, kde je podrobné popsana jak
derivatizace, tak i jednotliva derivatiza¢ni ¢inidla, ktera jsou pfi stanoveni potifebna z diivodu
absence chromoforu v aminokyselinach. U nej¢astéji pouzivanych derivatizaénich ¢inidel jsou
prodiskutovany jejich vyhody a nevyhody. Ninhydrin se vyuziva pouze v postkolonové
derivatizaci a diky jeho nizké citlivosti reakce s aminokyselinami neni vhodny pro naro¢ngjsi
aplikace. Casto vyuzivanym ¢inidlem je OPA, jehoZ nevyhoda spodiva v neschopnosti reakce
se sekundarnimi aminokyselinami. Naopak PITC se sekundarnimi aminokyselinami reaguje,
ale jelikoz PTC derivaty nefluoreskuji, je technika omezena pouze na UV detekci.
Opacny problém ma FMOC-CI, ktery spole¢né s jeho produkty hydrolyzy fluoreskuje, ¢imz
mize ztéZovat separaci. Zadné z ¢inidel tedy jasné nepfevysuje ostatni a jejich pouZiti zavisi

na typu vzorku, ktery je analyzovan.
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