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ANOTACE

Tato disertacni prace je tradi¢né rozdélena na dvé ¢asti — teoretickou a experimentalni.
V teoretické Casti prace je uveden stru¢ny piehled vybranych biologicky aktivnich latek
spole¢né s moznostmi jejich izotachoforetické analyzy ziskanymi z odborné literatury.

Experimentalni ¢ast prace je zamétfena na vyvoj metodik izotachoforetického stanoveni
nékolika riznych skupin latek (aminokyseliny, vitaminy sk. B, ethanolaminy, biguanidova
antidiabetika, formaldehyd) ve vzorcich 1éCivych ptipravki a doplnkl stravy. Dilezitou

soucasti vyvoje je 1 ndsledna validace metod zahrnujici také analyzu redlnych vzorkd.

Klic¢ova slova:
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ANNOTATION

The dissertation is traditionally divided into two parts — theoretical and experimental.
The brief summary of chosen bioactive compounds together with possibillities of their
isotachophoretic analysis obtained from scientific literature are mentioned in theoretical part
of this thesis.

Experimental part is focused on development of isotachophoretic methods, which could
be suitable for analyses of various compounds (amino acids, vitamins of B complex,
ethanolamines, antidiabetics, formaldehyde) in pharmaceuticals and dietary supplements.

Method validation and real sample analyses are very important parts of method development.

Key words:

Isotachophoresis, Analysis, Pharmaceuticals, Dietary Supplements, Biologically Active
Compounds
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UvVoD

Kapilarni izotachoforéza je jednou z elektromigracnich separa¢nich technik, kterou lze
uspésné  vyuzit pro analyzu I€Civych ptipravki a doplnkd stravy. Na rozdil
od chromatografickych technik je izotachoforéza finanéné nenaroc¢na, at’ uz z hlediska
nakladii na instrumentaci, tak na samotny provoz. Je také nenaro¢na na ptipravu a Cistotu
vzorku, Casto se jedna pouze o fedéni v pripadé kapalnych vzorku, o rozpusténi pevnych
vzorki, popf. o jednoduchou derivatizaci neiontovych analyti na slouc¢eniny iontové povahy.
Ve vétsin€ ptipadi neni nutné vzorek nijak precistovat, v pripadé vzorkt obsahujicich pevné
nerozpusténé castice je mozné jej v pribéhu davkovani precistit pres diskovy filtr, ktery
se zatadi mezi injekéni stiikaCku a davkovaci kohout. Dal§i vyhodou izotachoforézy je
absence organickych rozpoustédel, coz zplisobuje mensi zdravotni rizika pro analytika a také
mensi zatizeni pro zivotni prostiedi nez v piipadé chromatografickych technik.

Naopak nevyhodou izotachoforézy je vysSsi detekéni limit a niz$i separacni ucinnost
oproti chromatografickym technikdm. Nicméné v pfipad€ analyzy vzorkdl s pomérné
jednoduchou matrici a zarovent s pomérné vysokou koncentraci analyti, coz praveé I€¢ivé

piipravky a dopliky stravy jsou, se tato nevyhoda stava nevyznamnou.

V této praci jsou uvedeny optimalizované metody ke stanoveni n¢kolika rtiznych analyta
v Iécivych ptipravcich a doplicich stravy pomoci kapilarni izotachoforézy, které byly
vyvinuty v ramci celého doktorského studia. Nékteré z nich bohuzel z ¢asovych divodu

nebyly doposud publikovany.
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1.  TEORETICKA CAST
1.1  Biologicky aktivni latky

Zajem o bioaktivni latky v poslednich letech nesmirné roste v Siroké skéale riznych oborii
a aplikaci, napt. v medicing, botanice, farmakologii, zemédélstvi, kosmetice, potravinarstvi
a dalsich. Z tohoto diivodu je potieba urcit, které latky je mozné do této skupiny zaradit.
Definice se od sebe pomérné¢ dost lisi. Termin ,,bioaktivni® je sloZzenina dvou slov — bio-
(pochazejici z feckého bios, tj. zivot) a -aktivni (pochazejici z latinského activus, tj. G¢inny,
1€civy). Ve védeckém smyslu se bioaktivni latkou rozumi latka, ktera ma urcitou biologickou
aktivitu. Latka vykazuje biologickou aktivitu, pokud méa piimy efekt na zivy organismus.
Tento efekt mize byt pozitivni nebo negativni v zavislosti na tom, o jakou latku se jedna,
na jeji davce, popt. na jeji biologické dostupnosti. Biologicky aktivni latky maji Sirokou skalu
ucinkl, od udrzovani dobrého zdravotniho stavu, pfes 1éCivy efekt az po negativni ucinky,
vcetné¢ fatalnich. Zda se jedna o pozitivni nebo negativni ucinek Casto zéalezi na velikosti
davky. V medicinskych slovnicich je bioaktivni latka definovana jako latka ucinkujici,
zpusobujici reakci nebo vyvolavajici odpovéd v zivych tkanich. Biologicky aktivni latky
muzeme dale dle piivodu rozliSit na bioaktivni latky pfirodni (rostlinné, Zivo€isné, bakterialni)
a syntetické (Castec¢né, popi. tpln¢) [1,2].

Ve vétsiné ptipadd, kdy mluvime o biologicky aktivnich latkach, se omezujeme pouze
naty, které maji pozitivni vliv na zdravi organismu, tj. na komponenty potravy, které
se typicky v potravé vyskytuji v pomérné malych mnozstvich [1,2].

Opletal [3] vytvofil podrobny pichled biologicky aktivnich latek, které rozdélil do tii
hlavnich skupin s n¢kolika podskupinami:

¢ latky vychazejici z primarniho metabolismu

- aminokyseliny a jejich derivaty, peptidy, proteiny
- mastné kyseliny a jejich derivaty, tuky
- sacharidy a jejich derivaty
- organické kyseliny primarniho metabolismu
- nukleotidy a latky vzniklé¢ jejich degradaci
- biokatalyzatory (vitaminy, ubichinony)
% obsahové latky strukturovanych biologickych systému
- latky izolované z bakterii (probiotika)
- latky izolované z tas (spirulina, chlorella)

- latky izolované z kvasinek (pivovarské kvasnice)
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- latky izolované ze symbiodzy kvasinek a bakterii (kombucha)
- latky izolované z hub (cordyceps, reishi, hliva)
- latky izolované z liSejniki (islandsky liSejnik)
+¢ latky charakteru sekundarnich metabolitt
- terpeny
- fenolové slouceniny
- latky metabolismu aminokyselin (betalainy, alkaloidy)

- sirné slou¢eniny taxont rodu Allium L.

V nasledujicim textu bude pozornost vénovéana pouze latkdm prvni skupiny, tj. latkdm
vychazejicim z primarniho metabolismu, a to piedev§im z divodu, ze se jedna o latky, které

jsou v odbornych publikacich v souvislosti s kapilarni izotachoforézou zminovany nejcasté;i.

1.1.1 Aminokyseliny a jejich derivaty, peptidy, proteiny
1.1.1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou dusikaté latky odvozené od aminokyselin. Maji vysokou
biologickou aktivitu a vyskytuji se v buiikach rostlin i zivoc¢ichii, kde zajistuji fadu dalezitych
funkci. Biogenni aminy vznikaji z aminokyselin ptisobenim dekarboxyladz, jejichz kofaktorem
je pyridoxalfosfat (vitamin Be). V lidském organismu jsou z biogennich amini nejvice
zastoupeny histamin, serotonin, katecholaminy (dopamin, adrenalin a noradrenalin)
a polyaminy (putrescin, spermidin, spermin). V nizkych koncentracich je pfitomnost
biogennich amint v lidském téle nezbytna. Jejich funkce je rtiznoroda. Naopak ve vysokych
koncentracich jsou biogenni aminy povazovany za pomérné nebezpecné a jsou schopné
zpusobit zdravotni problémy, jako jsou bolesti hlavy, migrény, nevolnost, hypotenzi nebo
naopak hypertenzi, zazivaci potize, nebo kozni alergie [4].

Biogenni aminy jsou obsazeny témét ve vSech potravinach, ve vysSich koncentracich
vznikaji pfi vyrobé a skladovani fermentovanych potravin plisobenim mikroorganismi
s dekarboxylazovou aktivitou. V potravinach se nejbéznéji vyskytuji putrescin, kadaverin,
spermin, spermidin, tyramin, tryptamin a B-fenylethylamin. Tyramin, kadaverin, putrescin

a histamin se vyskytuji pfevazné v rybach, mase a masnych produktech [4].
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Obrazek 1: Struktury biogennich amin@ — histamin (a)®, serotonin (b)2, tryptamin (c)%,
dopamin (d)*, adrenalin (e)*, noradrenalin (f)*, tyramin (g)®, 2-fenylethylamin (h)™",
kreatinin (i), putrescin (j)¥, kadaverin (k), spermin (I)?', spermidin (m)3™

Histamin (Obrazek 1a) je medidtor a neurotransmiter, ktery je syntetizovany predevs§im
v zirnych bunkéch, bazofilech, krevnich destiCckach, neuronech a chromafinnich bunkach
stteva. Je skladovan intracelularn¢ v transportnich vaccich, ze kterych se po stimulaci
uvoliuje. V lidském téle zptisobuje kontrakce bun¢k hladké svaloviny, rozsiieni cév, zvysuje
cévni propustnost, slizni¢ni sekreci, tepovou frekvenci srdce, upravuje krevni tlak a srdecni
arytmii, stimuluje tvorbu Zzaludec¢nich kyselin a ma dalSi funkce pifi pfenaSeni vzruchl
v mozku, imunologické odpovédi, tvorbé krevnich bun€k, hojeni ran a vzniku krevnich
kapilar béhem rustu nadoru [5].

Serotonin (Obrazek 1b) je biogenni amin, ktery je syntetizovan v krevnich destickach,
chromafinnich bunkach stfeva a v mozku. Serotonin v organismu plni nékolik funkei —
reguluje shlukovani krevnich desticek, aktivuje imunitni bunky, zprostfedkovava kontrakce
hladké svaloviny zaludku a stfev a pusobi také jako neurotransmiter v centralni a periferni

nervové soustavé [4,6].

23



Dopamin (Obrazek 1d) je neuromodulator ze skupiny katecholamind, ktery je pfirozené
syntetizovan v mozku a pusobi predevSim v centralnim nervovém systému. Pisobenim
dopaminu je ovlivnéna hlavné volni motorika, proces uceni, emocni rovnovaha a regulace
tvorby adenohypofyzarnich hormonti (obzvlasté prolaktinu a ristového hormonu). Porucha
funkce dopaminu v mozku ma za nasledek napi. vznik Parkinsonovy choroby, schizofrenie
nebo bipolarni afektivni poruchy [7-9].

Adrenalin (Obrazek 1e) je hormon ze skupiny katecholaminid vyluovany dieni
nadledvin, ktery hraje dulezitou roli pfi stresové reakci, zvySuje bdélost, zptisobuje neklid
az strach a budi ¢lovéka k extrémnim vykontim. Dale zpiisobuje zuzeni cév, urychluje ¢innost
srdce, zvySuje krevni tlak a tepovou frekvenci, zvySuje krevni zdsobeni kosternich svall
a snizuje krevni zasobeni jater, ledvin a kize. Inhibuje funkci stfev a délohy, a naopak
stimuluje dychani. Diky svym stimulujicim u¢inkiim na srdce byva intraven6zné podavan pii
resuscitaci [8,9].

Noradrenalin (Obrazek 1f) je dals$im hormonem ze skupiny katecholamint, ktery
je spolu s adrenalinem vyluovan difeni nadledvin. Noradrenalin zvySuje krevni tlak tim,
7e jeho plsobenim dochdzi k zGzeni cév. SniZzuje krevni zasobeni ledvin, jater a kliize. Dale
rozsifuje koronarni cévy, zvysuje krevni zasobeni srdce, zvysuje tepovou frekvenci a zesiluje
svalovou kontrakci srdce. ZvySuje také dechovou frekvenci a hloubku dechu. Noradrenalin
hraje dulezitou roli pfi pfenosu vzruchu z nervového vldkna do tkané — pusobi jako excitacni
neurotransmiter sympatické ¢asti vegetativniho nervového systému [8,9].

Polyaminy (putrescin (Obrazek 1j), spermidin (Obrazek 1m) a spermin (Obrazek 1)
jsou distribuovany po celém organismu, ale jejich velka cast je nekovalentné vazana
Polyaminy specificky reaguji s nukleovymi kyselinami, stabilizuji jejich strukturu a strukturu
castic obsahujicich nukleové kyseliny, stimuluji methylaci tRNA a hraji urcitou roli
ptisyntéze DNA a RNA. Polyaminy mohou také casteCné zastoupit hofeCnaté ionty
v n¢kolika krocich proteosyntézy a maji stabilizacni efekt na bunééné membrany. Pro urcité
mikroorganismy jsou polyaminy esencialnim rastovym faktorem a také stimuluji rast

nékterych bunéénych linii savci pii péstovani tkanovych kultur [10].

1.1.1.2 Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou hlavnimi stavebnimi jednotkami bilkovin a peptidi, tudiZz jsou

dilezitymi slozkami potravy. V pfirodé bylo doposud identifikovano vice nez 700

vvvvvv
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oznacuji jako kddované. Nekteré z téchto aminokyselin po zaclenéni do bilkovin prochdzi tzv.
postranslatnimi zménami, které =zahrnuji napt. fosforylace, methylace, acetylace,
hydroxylace, glykosylace a dalsi. Aminokyseliny v lidském téle, které nejsou vazany
ve struktufe proteinovych molekul, vytvareji tzv. aminokyselinovou hotovost (pool), ktera je
vyuzivana pro syntézu proteinti, hormond, neuromediatorti, nukleovych kyselin, fosfolipidu
a dalsich biologicky vyznamnych latek. Nékteré aminokyseliny se také ucastni regulace
translace a transkripce, maji imunomodula¢ni u¢inky, ovliviuji sekreci hormont, transport

pies bunééné membrany, ptijem potravy a dalsi [11,12].
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Obrazek 2: Struktury proteinogennich aminokyselin — glycin (a)®", alanin (b)?, valin (c)®,
leucin (d)?9, isoleucin (e)®, fenylalanin (), tyrosin (g)%, tryptofan (h)®, lysin (i)', arginin
()a, histidin (K)®, kyselina asparagova (1)¥, kyselina glutamova (m)¥, asparagin (n)%,
glutamin (0)*®, cystein (p)®¢, methionin (g)®9, serin (r)®, threonin (s)"', prolin (t)"

Glycin (Obrazek 2a) je neesencialni aminokyselina dilezita pro tvorbu proteinti, peptidi,
purinti, ATP, nukleovych kyselin, porfyrini, Zlu€ovych kyselin, glukézy a dalSich
pro organismus dulezitych latek. Ma schopnost tlumit excitacni procesy v centralni nervové

soustavé a v nékterych ptipadech mize tlumit spasticitu dolnich koncetin. Ma antioxida¢ni
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a protizanétlivou aktivitu a mize se podilet na zvysSeni imunity. Glycin také vytvari konjugaty
se zluCovymi kyselinami a nékterymi metabolity 1é¢iv [3,11].

Alanin (Obrazek 2b) je neesencialni aminokyselina zodpovidajici za udrzovani hladiny
glukozy v prubéhu fyzické zatéze. Je béznou soucasti proteini (4 — 5 %) a v pomérné
vysokych koncentracich se vyskytuje v télnich tekutinach. Je diilezity pro metabolismus —
tvofi spojovaci krok mezi tvorbou laktatu a metabolizaci glukdzy, uplatituje se v energetickém
metabolismu centralni nervové soustavy a perifernich nervl, podili se na retenci dusikatych
latek v pozatézovém stavu, stimuluje imunitni systém a stabilizuje ¢innost prostaty [3,11].

Valin (Obrazek 2c), leucin (Obrazek 2d) a isoleucin (Obrazek 2e) patii do skupiny
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAAS). Tyto aminokyseliny jsou pro ¢lovéka
esencidlni a jsou mimofadné dulezité, protoze predstavuji zdroj energie, jsou vyznamnym
regulatorem metabolismu bilkovin a také tvoii soucast svaloviny. BCAAs maji vyrazny
antikatabolicky Uc¢inek v prib&hu rekonvalescence, omezuji negativni vliv metabolického
stresu a spolu s dalsimi latkami se vyrazné podileji na nartistu kosterni svaloviny [3,11].

Fenylalanin (Obrazek 2f) je esencialni aminokyselina, ktera je prekurzorem tyrosinu. Ma
antidepresivni aktivitu, zvySuje duSevni vykonnost, plsobi jako afrodiziakum a ma
anorekticky efekt. V piipad¢ blokace konverze fenylalaninu na tyrozin, tj. pii fenylketonurii,
se fenylalanin hromadi v krvi a metabolizuje se na fenylpyruvat. [3,11].

Tyrosin (Obrazek 2Q) je neesencialni aminokyselina, kterd je prekurzorem pro syntézu
katecholamin®i, hormonti §titné¢ zlazy a melaninu. Jediné vyznamné pouziti jako doplnék
stravy je u osob s fenylketonurii, protoze tyrosin se kvuli diet¢ s minimalnim piijmem
fenylalaninu tvoii velmi obtizné [3,11].

Tryptofan (Obrazek 2h) je esencialni aminokyselina, ktera je nezbytna pro syntézu
proteint, serotoninu, melatoninu a niacinu. Tryptofan ve formé volné aminokyseliny se obcas
nepovolené uziva ve forme¢ dopliki stravy jako analgetikum a pro zlepsSeni spanku. Oficialné
se pouziva pouze jako soucast parenteralni vyzivy [3,11].

Lysin (Obrazek 2i) je esencialni aminokyselina bazického charakteru, ktera se podili
na tvorbé kolagenu a elastinu. Je také nezbytny pro syntézu karnitinu, spolu s argininem
zlepsuje tvorbu svalové hmoty, zlepSuje vyuzitelnost vapniku a pouZziva se jako prevence proti
virovym onemocnénim, piedevsim infekci Herpes simplex [3,11].

Arginin (Obrazek 2j) je esencialni aminokyselina, ktera je zasadni pro proteosyntézu
a detoxikaci amoniaku, je prekurzorem kreatinu, polyaminti, glutamatu, prolinu, agmatinu
a oxidu dusnatého. Stimuluje sekreci nekterych hormont, zvySuje nartst svaloviny, sniZuje

obsah télesného tuku, ma antiaterogenni, antioxidacni a imunostimula¢ni aktivitu. Arginin
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je povazovan za esencialni aminokyselinu pii spermatogenezi a také zlepSuje erektilni
schopnost.

Histidin (Obrazek 2k) je esencialni aminokyselina, ktera se ve vysoké koncentraci
nachazi v hemoglobinu a je prekurzorem histaminu, karnosinu a anserinu. Je vybornym
chelatatnim c¢inidlem pro nékteré kovy a je Castou soucasti aktivnich center enzymd.
Je doporucovan jako dopln¢k stravy pfi revmatoidni artritidé [3,11].

Kyselina asparagova (Obrazek 2l) je neesencialni aminokyselina kyselého charakteru,
kterd je prekurzorem pro biosyntézu proteind, purind, pyrimidini, nukleovych kyselin
a argininu. Jedna se o glukogenni aminokyselinu, ktera je spolu s fenylalaninem soucasti
umélého sladidla aspartamu. M4 excitaéni neurotransmisni funkci v mozku, pouZziva
se pro zlepseni mozkové ¢innosti, snizuje syndrom chronické tnavy a plisobi regeneracné
na kosterni svalstvo [3,11].

Kyselina glutamova (Obrazek 2m) je neesencialni aminokyselina kyselého charakteru,
ktera je hlavnim excitatnim neurotransmiterem V mozku. Jeji dekarboxylaci v CNS vznika
kyselina y-aminomdaselnd (GABA), kterd plsobi jako hlavni inhibi¢ni neurotransmiter.
Kyselina glutamova se podili na syntéze DNA, glutathionu a glutaminu, slouZi jako pfenasec
drasliku z krve do mozku, ma hyperglykemicky ucinek a také stabilizuje Cinnost prostaty.
Pro své chutové vlastnosti je jeji sodnd stl pouzivana k dochucovani potravin, piredevsim
instantnich polévek a omacek [3,11].

Asparagin (Obrazek 2n) je polarni neesencialni aminokyselina, ktera snadno vytvari
vodikové mustky a zvySuje rozpustnost bilkovin ve vodé. Z hlediska dopliikové vyzivy neni
asparagin ptili§ vyznamny [3,11].

Glutamin (Obrazek 20) je nejrozsifenéjsi aminokyselinou piitomnou v télnich tekutinach.
Jedna se o semiesencialni aminokyselinu, kterad je soucasti proteind, vyznamnym substratem
pro buiiky stfevni sliznice a hojn¢ se vyskytuje predevSim v kosternim svalstvu. Glutamin
je dulezity pro regulaci acidobazické rovnovahy, chrani organismus pied acidozou a toxicitou
amoniaku (ve formé amidové skupiny glutaminu je amoniak transportovan z kosterniho
svalstva do jater a ledvin). Plsobi také imunomodula¢né, hraje dilezitou roli v integrité stfev
(napomaha stabilizovat stfevni mukdzu) a ptiznivé plsobi v pribéhu katabolickych procesit
(podava se jako dopln€k stravy pii riznych chirurgickych zékrocich, pfichemoterapii
a radioterapii) [3,11].

Cystein (Obrazek 2p) je neesencialni aminokyselina, ktera je prekurzorem pro biosyntézu

proteinli a koenzymu A. Katabolickymi produkty cysteinu jsou taurin, pyruvat a sulfat.
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Cystein plsobi antiskleroticky, ma protizanétlivy ucinek, zlepsuje kvalitu vlast a nehtii a ma
antioxida¢ni u¢inky [3,11].

Methionin (Obrazek 2q) je esencialni aminokyselina, ktera slouzi jako vyznamny donor
methylovych skupin. Jedna se o prekurzor pii syntéze cysteinu, glutathionu, taurinu, glukézy
a glykogenu. Tato aminokyselina ptisobi chemoprotektivng, chrani jatra pred steatdozou a ma
antioxida¢ni efekt [3,11].

Serin (Obrazek 2r) je neesencialni aminokyselina ptitomna prakticky ve vSech
proteinech, protoze hraje vyznamnou roli ve stabilizaci trojrozmérné struktury proteinti
tvorbou vodikovych mustkl. Serin je dilezity pro metabolismus tuku, rist svalli a zvySeni
imunity, je ptitomny v aktivnich centrech protedaz a ma specifické funkce v metabolismu
nervové tkané [3,11].

Threonin (Obrazek 2s) je esencialni aminokyselina, ktera prostfednictvim vodikovych
vazeb interaguje s mnoha latkami a spole¢né se serinem zvySuje rozpustnost bilkovin ve vode¢.
Slouzi k tvorbé kolagenu a mtize byt pouzit jako doplnék k 1é¢bé epilepsie, roztrouSené
sklerdzy, familiarni spastické paraparézy a dal$ich neurologickych onemocnéni [3,11].

Prolin (Obrazek 2t) je neesencialni aminokyselina, ktera se uplatiiuje v hydrofobnich
reakcich bilkovin. Vyznamné se podili také na tvorbé chrupavek, vaziva a kosti, jelikoz je
spolu s hydroxyprolinem soucasti kolagenu. Jeho dalsi funkci je stimulace tvorby glykogenu
[3,11].
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Obrazek 3: Struktury neproteinogennich aminokyselin — citrulin (a)", ornitin (b)", taurin (c),
theanin (d)®, karnitin (e)"

Citrulin (Obrazek 3a) je aminokyselina, ktera je meziproduktem mocovinového cyklu.
Citrulin je vyuzivan jako soucast sportovni vyzivy kvili stimulaci rlistového hormonu, sniZzeni
svalové bolesti a zlepSeni vykonnosti. Produktem katabolismu citrulinu je proteinogenni
aminokyselina arginin [11,12].

Ornitin (Obrazek 3b) je neesencialni aminokyselina, ktera se uplatiiuje pii biosyntéze

argininu, prolinu a polyaminl a hraje daleZitou roli v mocovinovém cyklu. Kromé toho ma
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také imunomodulacni, antikatabolické a hojivé ucinky, stimuluje sekreci ristového hormonu
a zvysuje fyzickou vydrz [3,11,12].

Taurin (Obrazek 3c) je neesencialni neproteinogenni aminokyselina, kterda ma vysokou
koncentraci Vv télnich tekutinaich. Od ostatnich aminokyselin se 1i§i strukturou, jedna
se 0 B-sulfokyselinu bez chirdlniho centra. Vyskytuje se volné intracelularne, ve vysokych
koncentracich se nachazi zejména v CNS, sitnici a v srde¢nim a kosternim svalstvu. Mezi
jeho nejvyznamnéjsi funkce v organismu patii konjugace zluCovych kyselin, stabilizace
bunéénych membran a neurotransmise v mozku. Ovliviiuje také pienos vapenatych ionta pres
bunéénou membranu a jejich intracelularni distribuci. Vykazuje antioxidacni aktivitu,
antihypercholesterolemicky, antikonvulzni, antiarytmicky, antidiabeticky a mirny
antihypertenzni efekt [3,11].

Theanin (Obrazek 3d) je neesencialni neproteinogenni aminokyselina, ktera vykazuje
antikarcinogenni a antihypertenzni efekt, zlepSuje schopnost ueni a navozuje relaxaci
pravdépodobné vlivem na metabolismus serotoninu, dopaminu, popi. 1 dalSich
neurotransmitert [3].

Karnitin  (Obrazek 3e) nema klasickou strukturu aminokyseliny, jedna
se 0 hydroxykyselinu, ktera ma ve své struktufe kvarterni amoniovou skupinu. Karnitin
je podminéné esencialni kyselina, ktera je charakteristickou soucasti pficné pruhovaného
svalstva a jater. Hraje také dulezitou roli v metabolismu mastnych kyselin. Pouziva
se k ochrané srde¢niho svalu napt. pii srde¢ni ischemii, snizuje hladinu triacylglycerola

a pouziva se jako doplitkovy prostiedek pii 1é¢bé muzské neplodnosti [3].

1.1.1.3 Peptidy

Peptidy jsou piirodni latky slozené ze dvou a vice aminokyselin, jejichz relativni
molekulova hmotnost je maximalné 10000 [13], nékteré zdroje udavaji 5000 [14]. Peptidy
muizeme podle velikosti rozdélit do dvou skupin, mezi oligopeptidy fadime peptidy slozené
maximaln¢ z deseti aminokyselin a mezi polypeptidy fadime peptidy s vice nez deseti
aminokyselinami. Peptidy vznikaji kondenzaci aminokyselin za vzniku peptidové vazby, ktera
je vytvotena z karboxylové skupiny jedné aminokyseliny a aminoskupiny druhé
aminokyseliny za odstépeni vody. Mezi peptidy patii cela fada biologicky vyznamnych latek,
jako jsou hormony, antioxidanty, antibiotika a dal§i [13]. Nékteré z nich jsou nize popsany

podrobnéji.
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Obrazek 4: Struktury vybranych peptidi — anserin (a)°™, karnosin (b)"", glutathion (c)*,
melatonin (d)*, inzulin — hexamer (e)™, glukagon (), somatotropin (g)™, oxytocin (h)®,
vasopresin  (i)®, met-enkefalin (j)*, IGF | — monomer (k) bacitracin (1)*%,
aktinomycin D (m)Y; v barevnych strukturach jsou modrou barvou znazornény AMK alanin,
isoleucin, leucin, methionin, fenylalanin, tryptofan a valin, zelenou barvou asparagin,
glutamin, serin a threonin, ¢ervenou arginin a lysin, tyrkysovou histidin a tyrosin, bilou
kyselina asparagova, Zlutou prolin, oranZovou glycin, riiZovou cystein a fialovou kyselina
glutamova
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Anserin (Obrazek 4a) je dipeptid s antioxidacni aktivitou, zvySuje schopnost uceni,
pusobi proti negativnim disledkiim stresovych faktorti a proti vyCerpani. Kromé¢ toho zvySuje
dostupnost zinku z travici soustavy, stimuluje produkci NO a je soucasti doplikt stravy
pro pacienty trpici obezitou. Pasobi také antikarcinogenné a jako prevence osteoporozy [3].

Karnosin (Obrazek 4b) je dipeptid nachazejici se v kosternim svalstvu, ktery hraje roli
v regulaci nitrobunééného vapniku a je zékladem pufra¢niho systému, ktery udrzuje pH
pii kontrakci svalu za anaerobnich podminek [3].

Glutathion (Obrazek 4c) je tripeptid, ktery umoZiuje transport aminokyselin
a nizkomolekularnich peptidii pfes buné¢né membrany. Je kofaktorem nékterych enzymu
apodili se na odstrafiovani reaktivnich forem kysliku. Z tohoto divodu je doporucovan
pti vSech nemocich, kde hraje vyznamnou ulohu oxidac¢ni stres (napf. rakovina, aterosklerdza,
neurodegenerativni onemocnéni a dalsi) [3].

Melatonin (Obrazek 4d) je hlavnim hormonem hypofyzy, ktery reguluje cirkadianni
rytmus, endokrinni sekreci (pfedev§im sekreci ristového hormonu) a ovliviiuje spanek. Jeho
tvorba je fizena cyklem dne a noci, svétlo jeho sekreci zastavuje a tma naopak stimuluje [3].

Inzulin (Obrazek 4e) je polypeptidicky hormon produkovany [-butikami slinivky biisni,
ktery hraje hlavni roli v regulaci hladiny glukézy v krvi (snizuje glykémii). Ma také velky
vliv na metabolismus proteini a lipida. Inzulin je v injekéni formé podavan pacientim
s diabetem [15,16].

Glukagon (Obrazek 4f) je polypeptidicky hormon produkovany a-buiikami slinivky
btis$ni, ktery spolu s inzulinem reguluje hladinu glukézy v krvi (zvySuje glykémii). Glukagon
ma katabolicky efekt, stimuluje rozklad glykogenu, lipidi a bilkovin. Je pouzivan k 1é¢bé
hypoglykémie a béhem néckterych radiologickych vySetieni zaludku a stfev, pii kterych
je nezbytné sniZeni peristaltickych pohybu [15,16].

Somatotropin (Obrazek 4g) je polypeptidicky hormon syntetizovany v adenohypofyze,
ktery podnécuje normalni rist kosti, svalli a chrupavek, stimuluje syntézu proteinti, podporuje
laktaci, zvySuje hladinu glukézy v Krvi, zvétsuje ledviny a zlepsuje jejich funkci a zvySuje
tvorbu retikulocytl (vyvojové stadium ¢ervenych krvinek) v kostni dieni [15,16].

Oxytocin (Obrazek 4h) je peptidicky hormon syntetizovany v hypothalamu a vylu¢ovany
neurohypofyzou, ktery stimuluje vylu¢ovani matefského mléka a zplsobuje stahy délohy
piiporodu. Ve vaje¢nicich stimuluje folikularni syntézu steroidnich hormonti a ve varlatech
je zodpovédny za pohyby semenotvornych kanalkl, ¢imz usnadiuje vylucovani spermii.

V CNS hraje ur¢itou roli pfi snizovani ¢inku stresu na organismus [16].
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Vasopresin (Obrazek 4i) je dalsi peptidicky hormon syntetizovany hypothalamem
a vyluCovany neurohypofyzou. Jeho funkci je predevSim regulace obsahu vody v téle
a udrzovani urc¢ité osmolality, je schopny také ovliviiovat zuzovani perifernich cév [16].

Liberiny a statiny jsou hormony produkované hypothalamem, jejichz funkci je regulace
sekrece hormonil z adenohypofyzy. Liberiny sekreci aktivuji, zatimco statiny ji inhibuji [12].

Endorfiny, enkefaliny (Obrazek 4j) a dynorfiny jsou endogenni opioidni peptidy
pusobici v CNS. Jejich funkci je pfedevSim plisobeni proti bolesti, dale zlepsSuji funkci
pohybového aparatu, zpomaluji priichod potravy travici soustavou a zpomaluji ¢innost srdce
a plic [16].

Inzulinu podobné ristové faktory IGF | (Obrazek 4k) a IGF 11 jsou malé polypeptidy
syntetizované prevazné v jatrech, které reguluji rust, aktivaci a diferenciaci uréitych bunck
a tkani. Kromé¢ toho také zrychluji ¢innost ledvin, zvySuji jejich velikost 1 vahu. IGF 1 navic
snizuje hladinu cirkulujiciho inzulinu a glukagonu, zvySuje pfijem glukézy tkanémi
a zastavuje vydej glukodzy jatry [15,16].

Bacitracin (Obrazek 4l), gramicidin a aktinomycin D (Obrazek 4m) jsou antibiotika
s peptidovou strukturou. Plsobi pouze proti grampozitivnim bakteriim, mechanismus jejich
ucinku spoc¢iva v inhibici tvorby bunééné stény bakterii. Aktinomycin D ma kromé
antibiotickych také antikarcinogenni ucinky, pouziva se jako chemoterapeutikum k 1é¢bé
gestatni trofoblastické nemoci, nefroblastomu, urcitych typt sarkomti, rakoviny varlat

a vaje¢niku [15].

1.1.1.4 Proteiny

Proteiny jsou velké biomolekuly, které se sklddaji z jednoho nebo vice fetézct
aminokyselin, a jsou na né vazany veSkeré zivotni funkce zahrnujici piredevs§im katalyzu
metabolickych reakci, DNA replikaci, odpovéd’ na stimuly nebo stavebni a transportni
funkce. Proteiny jsou tvofeny nckolika sty az tisici aminokyselin spojenych peptidovou
vazbou, sekvence aminokyselin, ktera je zakodovana v genech, je u riznych proteini rtizna.
Vlastnosti proteinli jsou urceny jejich strukturou, kterd ma 4 urovné — primarni, sekundarni,
terciarni a kvarterni, a diky tomu mohou vytvaret protahlé, vlaknité struktury, nebo naopak
struktury kulovité az ovalné. Kromé jednoduchych proteinti se v organismu vyskytuji také
proteiny slozené, které kromé proteinové Casti maji na sobé navdzanou také neproteinovou
cast. Tyto Castice se pak nazyvaji glykoproteiny (obsahuji navdzany sacharid), lipoproteiny
(obsahuji navazany lipid), nukleoproteiny (obsahuji navdzanou nukleovou kyselinu),

metaloproteiny (obsahuji navazany iont kovu), fosfoproteiny (obsahuji fosfatovou skupinu)
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a chromoproteiny (obsahuji navazané barvivo) [17]. Za fyziologického pH ptevazuje
u vétSiny proteinti negativni naboj [11].

Proteiny v potravé jsou bud’ Zivo¢isného, nebo rostlinného ptivodu. VétSina zivoc¢isnych
bilkovin (maso, mléko, vejce) obsahuje v dostatecném mnozstvi vSechny esencialni
aminokyseliny, a proto se tyto bilkoviny oznaCuji jako bilkoviny prvni kategorie.
V rostlinnych bilkovinach neni zastoupeni esencidlnich aminokyselin obvykle kompletni,
Casto chybi lysin, methionin a tryptofan. Hlavni vyjimkou je sbja, ktera obsahuje
v dostateném mnoZstvi nejen vSechny esencidlni aminokyseliny, ale 1 esencialni mastné

kyseliny a nékolik vitamind [11].

Kolageny jsou vlaknité proteiny (existuje vice nez 25 typu), které jsou zakladni stavebni
hmotou pojivovych tkani. Ve formé¢ doplikii stravy jsou pouZzivany pii lé€bé degenerativnich
kloubnich onemocnénich [3,15].

Laktoferrin je glykoprotein nachazejici se pfedev§im v mlezivu a matetském mléce,
jehoz hlavni funkci v organismu je pienos zeleza. Kromé¢ toho ma také vyrazné
imunomodulaéni, antimikrobialni, antivirové, antioxida¢ni a antikarcinogenni G¢inky [3].

Kaseiny (a-, f-, k-) jsou mlé¢né proteiny slouzici jako ptfenasece nékterych kationtt,
napt. Ca, Fe, Zn a Cu [3].

p-laktoglobulin je dalsi z mlé¢nych proteint, jehoz funkci je pfedevS§im pienos retinolu
a mastnych kyselin, ale ma také antioxida¢ni G¢inky [3].

a-laktalbumin je protein, ktery tvofi pfiblizné tietinu obsahu bilkovin kravského miléka.
Jeho funkci je regulace tvorby laktézy v mlécné Zlaze, slouzi také jako ptenaSe¢ vapniku
a imunomodulator a vykazuje antikarcinogenni tc¢inky [3].

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které je z hlediska struktury mozné rozdélit do péti
skupin — IgM, IgG, IgA, IgD a IgE. Tyto proteiny jsou zodpovédné za imunitni odpovéd’
organismu [3,15].

Albumin je hlavni protein krevni plazmy, ktery je pfitomny také v tkanovém
a mozkomiSnim moku. Jeho hlavnimi funkcemi je udrzovani osmotického tlaku krve
a transport n¢kterych metabolitii, napt. mastnych kyselin, aminokyselin, steroidnich hormont,
tézkych kovll a lé¢iv. Ve formé infuzi se pouzivd ke zvySeni mnozstvi krevni plazmy
U pacientl s rozsahlym krvacenim, popf. béhem nékterych chirurgickych operaci [15].

Fazeolamin je glykoprotein ziskavany z plodi fazolu obecného, ktery se pouziva
k podptirné lécbe diabetu, pfi snizovani télesné hmotnosti a pro snizeni projevi alkoholové

kocoviny [3].
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Royalisin a Major Royal Jelly Proteins jsou proteiny ziskavané z matefi kaSicky, ktera
je vyluéovana hltanovymi zlazami véely medonosné jako stimuldtor ristu a vyvoje véeli
kralovny. VSechny zminéné proteiny vykazuji vyraznou antimikrobialni a protikvasinkovou
aktivitu [18-20].

Travici enzymy jsou latky proteinové povahy, které maji za kol hydrolyzu rtznych
slozek potravy na jednodu$si molekuly. Travici enzymy se vyskytuji ve slinach, zaludku,
stievech a slinivce bfisni. K traveni polysacharidi na oligosacharidy jsou vyuzivany amylazy,
po nichZz nasleduje traveni laktdzou, sachardzou, maltazou, popt. dextrindzou, které S§tépi
piislusné disacharidy na jednotlivé monosacharidy. Proteiny jsou traveny v zaludku pomoci
pepsinu na polypeptidy, které jsou dale traveny trypsinem a chymotrypsinem v tenkém
sttevé. K hydrolyze lipidi na mastné kyseliny a glycerol slouzi predevSim pankreaticka
lipdaza tvotena ve slinivce bii$ni a puisobici v tenkém strevé [3,15].

Lysozym je antimikrobidlni enzym schopny naruSovat bunécnou sténu mikroorganismd,
synergista ucinkti imunoglobulinti a laktoferrinu. Je piitomen v slzach, slinach, sekretech
sliznic, krevni plazmé a matei'ském mléce [3].

Superoxiddismutaza je dal§i zastupce ztady enzymi, ktery katalyzuje reakci mezi
superoxidovymi anionty a vodikem za tvorby molekuldrniho kysliku a peroxidu vodiku, ¢imz
chrani bunky pied oxida¢nim stresem [3].

Bromelain je proteolyticky enzym ziskavany piedev§im z plodu ananasu, ktery ma mimo

rrrrr

a je doporucovan jako dopliek pii 1é¢be lehké formy ulcerdzni kolitidy [3].

1.1.2 Mastné Kkyseliny a jejich derivaty, lipidy

Mastné kyseliny jsou organické kyseliny se cCtyfuhlikatym a delSim uhlovodikovym
fetézcem. Tato skupina latek se d€li na nasycené, mononenasycené a polynenasycené mastné
kyseliny. VétSina pfirozenych mastnych kyselin ma pfimy fetézec o sudém poctu uhliki
(12-30) a amfipatickou strukturu (hydrofobni uhlikaty fetézec a hydrofilni karboxylovou
Cast). Mastné kyseliny se v organismu mohou vyskytovat ve volné i vazané formé a jsou
dulezité pro spravnou funkci kardiovaskularniho systému, centralni nervové soustavy, sitnice
a dalSich systémui. Neékteré mastné kyseliny jsou pro lidsky organismus esencialni, neni
schopen si je sam syntetizovat, a proto je nutné je ptijimat potravou [3,11,21-24].

Reakci mastnych kyselin s jednosytnym, poptf. trojsytnym alkoholem (pfedevsim
glycerolem) vznikaji lipidy. Lipidy jsou skupinou latek s Sirokym spektrem struktur a funkei.

Predstavuji nejbohatsi zdroj a hlavni zasobni formu energie v organismu, jsou hlavni slozkou
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bunénych membran, slouzi jako rozpoustédlo pro lipofilni latky (napf. vitaminy rozpustné
Vv tucich), ptedstavuji mechanickou a tepelnou ochranu téla, hraji roli v termoregulaci,
ve formé lipoproteinti predstavuji hlavni zplsob piepravy nékterych latek a jsou vychozi

latkou pro syntézu steroidnich hormonti a prostaglandind [11,23,25].
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Obrazek 5: Struktury mastnych kyselin a fosfolipidii — kyselina palmitova (a)®, kyselina
stearova (b)® kyselina palmitoolejova (c)®, kyselina olejova (d)%, kyselina a-linolenova
(e)%, kyselina eikosapentaenova (), kyselina dokosahexaenova (g)°, kyselina linolové (h)%,
kyselina arachidonova (i), fosfatidylcholin (j), fosfatidylserin (k)9; R, R! oznaduje
uhlovodikové zbytky

Nasycené mastné kyseliny nemaji ve své struktuie zddnou dvojnou vazbu. Slouzi jako
energeticky zdroj organismu a spolu s glycerolem tvofi zdkladni stavebni slozku
palmitova (Obrazek 5a) a kyselina stearova (Obrazek 5b) [11].

Mononenasycené mastné kyseliny obsahuji ve své struktufe jednu dvojnou vazbu. Maji
funkci jako nasycené mastné kyseliny a nejvyznamngjSimi zastupci jsou Kkyselina
palmitoolejova (Obrazek 5¢) a kyselina olejova (Obrazek 5d) [11].

Polynenasycené mastné kyseliny maji ve své struktuie n€kolik dvojnych, popft. trojnych

vazeb. Biologicky nejvyznamnéjsimi jsou fady kyselin ®-3 a w-6. Mezi »-3 kyseliny fadime

35



predev$im kyselinu a-linolenovou, eikosapentaenovou a dokosahexaenovou a mezi -6
kyselinu linolovou a arachidonovou [11].

s Kyselina a-linolenova (Obrazek 5e) ma vyznamny piiznivy vliv
na kardiovaskularni systém, ¢imz snizuje riziko srde¢nich onemocnéni. Ma také
antikarcinogenni u¢inek a pasobi pozitivné na imunitni funkce [3,11].

% Kyselina eikosapentaenova (Obrazek 5f) snizuje viskozitu krve, zvySuje plasticitu
erytrocytll a snizuje agregaci trombocytil. Jako dopIn€k stravy se mlize pouzivat k zabranéni
hubnuti u pacienti se zhoubnymi néadory. Pouziva se také k lécbé nékterych koznich
onemocnéni kviili svym protizanétlivym ucinktm [3,11].

% Kyselina dokohexaenovd (Obrazek 5g) hraje vyznamnou roli v mozkové tkani,
predevsim v Sedé klfe mozkové, je dilezitd pro normalni funkci neurondi, proces uceni
a paméti. Z tohoto divodu je piidavdna do umelé vyZivy novorozencl. Ovliviluje také
strukturu sitnice a cely proces vidéni [3,11].

% Kyselina linolova (Obrazek 5h) snizuje obsah lipida v tukové tkani, ¢imz
napomahd pii 1écbé obezity. Pro své cytotoxické ucinky na nckteré nadorové buiky
(karcinom prsu, kolorektalni karcinom a maligni melanom) se vyuziva jako dopln¢k stravy pii
1é¢be nadorovych onemocnéni [3,11].

% Kyselina arachidonova (Obrazek 5i) je dulezitou slozkou fosfolipida
a prekurzorem pro syntézu eikosanoidl. Je dalezitou slozkou pro vyvoj mozku a nervového
systému, proto hraje dilezitou roli ve vyzive kojenct [3,11].

Lnény olej obsahuje piredevsim kyselinu linolovou a linolenovou, a proto jeho biologické
ucinky jsou kombinaci ucinkti téchto dvou kyselin. Strava se snizenym obsahem tuku
doplnénd o Inény olej ma piiznivy vliv na kardiovaskularni systém. Olej je pouzitelny
pii lécb¢ revmatoidni artritidy a jinych zanétlivych onemocnéni. Ve vysokych davkach (nad
25 g denn¢) ma projimavé u¢inky [3].

Rybi olej obsahuje kyselinu dokosahexaenovou a eikosapentacnovou. PouZziva
se k prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, pfi 16€bé zanétlivych a autoimunitnich procest
a jako doplnék stravy pti psychickych onemocnénich [3].

Olej ze ZraloCich jater obsahuje predev§im skvalen a linearni ethery. PouZiva
se k posileni imunity u infekénich onemocnéni, protoze zvysuje pocet leukocytt. Pusobi proti
vzniku krevnich kapilar v n€kterych nadorech (naddory kiize, ledvin, mocového méchyie) a ma
radioprotektivni u¢inky [3].

Fosfolipidy jsou jednim z druhti slozenych lipidd, jejichz hlavni funkci je tvorba

bunéénych membran [11].
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% Fosfatidylcholin (lecitin) (Obrazek 5j) se pouziva jako dopln¢k pii 1é¢bé
psychickych poruch, pii ekzémech, onemocnénich zlu¢niku, jater a revmatoidnich artritidach

[3].
% Fosfatidylserin (Obrazek 5k) je dulezity pro spravnou funkci neuront, pienos
signali, mezibunécnou komunikaci a regulaci bunééného ristu. Pasobi také jako rezervoar

pro fosfolipidy v mitochondrialni membrang [3].

1.1.3 Sacharidy a jejich derivaty

Sacharidy jsou aldehydy nebo ketony polyhydroxyalkohold. Podle velikosti se Cleni
na monosacharidy, disacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Mono- a disacharidy jsou
polarni latky dobfe rozpustné ve vod¢, zatimco polysacharidy jsou ve vod€ Spatné rozpustné
nebo nerozpustné. Sacharidy hraji v Zivych organismech n€kolik roli. Polysacharidy slouzi
ke skladovani energie (Skrob, glykogen) nebo plni stavebni funkci (celuldza). Celuloza ma
kromé stavebni funkce také funkci vlakniny. Monosacharidy a disacharidy slouzi ptedev§im
jako zdroj energie, popf. jsou soucasti koenzymu a tvoii kostru nukleovych kyselin. Sacharidy
1 jejich derivaty hraji také klicovou roli v imunitnim systému, pii srdZeni krve a v dalSich
dulezitych biochemickych procesech [11,26].

Glukoza (Obrazek 6a) je nejdulezitéjSim zdrojem energie v energetickém metabolismu
atémét jediny zdroj energie pro mozkové bunky, ¢imz ovliviiuje psychologické procesy
mozku. Plsobi také jako prekurzor pro syntézu nckolika dulezitych sloucenin napi. Skrobu,
glykogenu, glykoproteint, glykolipidi, fruktézy, laktdzy, mandzy, galaktozy nebo riznych
uronovych kyselin [26].

Fruktoza (Obrazek 6b) je jednim z monosacharidi vyuzitelnych jako zdroj energie,
stimuluje akumulaci tuk a glykogenu v jatrech. Vysoké davky fruktézy mohou zvySovat
systolicky krevni tlak a inzulinovou rezistenci a mohou zptisobit vznik obezity [27].

Riboza (Obrazek 6¢) je zakladni stavebni Castici pii syntéze nukleotidii a nukleovych
kyselin. Pouziva se ke zvySeni funkcnosti svalstva, zlepSeni atletického vykonu a vzestupu
svalové energie. Je pouZzivana také k prevenci kieci, bolesti a ztuhlosti po cviceni u pacientl
s né¢kterymi onemocnénimi (AMPD, McArdleho choroba) [3,11].

Deoxyriboza (Obrazek 6d) je monosacharid odvozeny od ribozy, ktery se podili na stavbé

DNA [26].
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Obréazek 6: Struktury sacharidi a jejich derivati — glukoza (a)*, fruktoza (b), riboza (c)™,
deoxyriboza (d), laktéza (e¢)®°, laktuloza (), glukosamin (g)*, kyselina pangamova (h)“,
kyselina glukarova (i)%, glukuronolakton (j)¢, inositol (k)®, kyselina fytova (1)*', pinitol
(m)*", guarova guma (n)%, pektin (0)%, chitosan (p)%, chondroitin-sulfat (q)%

Laktéza (Obrazek 6e) je disacharid tvofici 2-8 % hm. matetského mléka savct, kde
slouzi jako zdroj energie pro kojence. Nestravend laktéza putuje stfevem a ma funkci
vlakniny. Krom¢ toho ma také pozitivni efekt na absorpci minerdli, predevS§im vapniku
a hot¢iku [28].

Laktuloza (Obrazek 6f) ptiznivé ovliviiuje ekosystém stieva a jeho hygienu. Ma mirné
projimavé U€inky a chrani stievo pred vznikem kolorektdlniho karcinomu. Snizuje hladinu
sérovych lipidii a ma hypoglykemicky efekt [3].

Glukosamin (Obrazek 6g) je zakladni stavebni latka pro syntézu glykoproteint,
glykolipidi, kyseliny hyaluronové, glykosaminoglykanti a proteoglykani, které jsou dileZitou
slozkou chrupavek, §lach, vazii, mukdéznich membran, tkani oka a cévni stény. Stimuluje

metabolismus v chondrocytech kloubni chrupavky a v synovialnich buikach [3,26].
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Kyselina pangamovd (Obrazek 6h) funguje jako donor methylskupiny podilejici se
na tvorbé nékterych aminokyselin, hraje roli v oxidaci glukozy a bunééném dychéni. Plusobi
antioxida¢n€, chrani bunky pfed destruktivnimi oxidacnimi procesy. Podili se také
na metabolismu endokrinniho systému a CNS, stimuluje jaterni funkce a mize se vyznamné
podilet na detoxikac¢nich procesech [3].

Kyselina glukarovd (Obrazek 6i) se pouziva piedev$im jako prevence pied vyvojem
karcinomti zavislych na estrogenu (karcinom prsu) a jinych typt nadord zavislych
na produkci hormont (karcinom prostaty) [3].

Glukuronolakton (Obrazek 6j) zlepSuje metabolismus hepatocytti, chrani organismus
pted vyvojem cirh6zy, ma protizanétlivou aktivitu, protektivni efekt viici poskozeni neuront,
pusobi proti unave a navozuje pocit pohody [3].

Inositol (Obrazek 6K) je esencialni slozkou bunéénych fosfolipidd, dale je schopen
podilet se na odstranéni tukd z jaternich a stfevnich bunék a mad podobny efekt jako
antidepresiva typu SSRI. Pouziva se jako dopln€k stravy pii l€€bé polycystickych vajecnik,
pii zvySenych sérovych hladinach testosteronu a lupénce [3].

Kyselina fytova (Obrazek 6l) chelatuje vicevazné kovové ionty (pfevazné Zn, Ca, Fe)
za vzniku soli. V moc¢i mize snizovat vyskyt Stavelanu, snizovat koncentraci véapenatych
iontl a tim sniZovat nebezpeci tvorby krystalickych vapenatych soli v ledvinové tkani. Jedna
se 0 prirodni antioxidant redukujici peroxidaci lipidi a ma také antikarcinogenni aktivitu proti
nadortim prsu, tlustého stieva, jater a prostaty [3].

Pinitol (Obrazek 6m) ma protizanétlivy G¢inek, ptisobi chemoprotektivné, antioxida¢né,
snizuje hladinu volnych mastnych kyselin v plazmé. Snizuje také hladinu krevni glukézy,
stimuluje jeji transport do tkdni a zvysSuje citlivost tkdni vici inzulinu, ¢imZz napomaha
pii 1é¢be diabetu typu 2 [3].

Guarovd guma (Obrazek 6n) zpomaluje vyprazdiiovani Zaludku a omezuje vstiebavani
cukrl z potravy, ¢imz zvySuje pocit sytosti [3].

Pektin (Obrazek 60) je peroralné pouzivan jako adsorbent metaboliti ve stfevech
a pro snizeni hladiny cholesterolu a triacylglycerolli. Snizuje riziko vzniku karcinomu tlustého
stfeva a ma urcité antibakterialni u¢inky [3,26].

Chitosan (Obrazek 6p) ve stfevé vaze zluCové kyseliny, ma hemostatické¢ 0cinky
a prispiva k opravé nekterych poskozenych tkani zvySenim aktivity makrofigi, fibroblastii
a leukocytu [3].

Chondroitin-sulfat (Obrazek 6q) chrani tkan chrupavky proti degradaci, ptisobi proti

rozvoji aterosklerdzy, osteopordzy a osteoartritidy [3,26].
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1.1.4 Organické kyseliny primarniho metabolismu
Jedna se o organické kyseliny, které se bezprosttedné podileji na biosyntéze dilezitych
metabolitli nebo jsou bezprostiedni soucasti cyklu trikarboxylovych kyselin a samostatné

podané navozuji riizné biologické ucinky [3].
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Obrazek 7: Struktury organickych kyselin primarniho metabolismu — kyselina orotova (a)®,

kyselina a-ketoglutarova (b)®, kyselina jable¢na (c)®, kyselina pyrohroznova (d)®, kyselina
citronova ()%

Kyselina orotova (Obrazek 7a) pusobi antiarytmicky, vazodilataéné a neuroprotektivné.
Byl prokazan jeji efekt na tvorbu erytrocyti a leukocytii. ZlepSuje proces uceni a pouziva
se jako dopln€k stravy pti 1€cbé dny, hepatitid, nervovych a kardiovaskularnich onemocnéni
[3].

Kyselina a-ketoglutarova (Obrazek 7b) je dilezitym meziproduktem citratového cyklu
a dychaciho fetézce. V prubéhu jeji oxidaéni dekarboxylace se tvofi molekula ATP.
Je prekurzorem glutaminu a hraje kli¢ovou roli v metabolismu této latky. Ma schopnost
detoxikovat amoniak z nervové tkan¢ a vyznamné se podili na odstranovani dusikatych
metabolitti v pribéhu metabolismu aminokyselin z télnich tekutin a tkani [3].

Kyselina jable¢na (Obrazek 7c¢) se v kombinaci s hoi¢ikem pouziva jako doplnék stravy
pro tlumeni bolestivosti a dotykové citlivosti pii fibromyalgii [3].

Kyselina pyrohroznovd (Obrazek 7d) mize zvySovat rychlost oxidace tukd, snizovat
tvorbu volnych radikali a sniZovat rychlost oxidace sacharidi. Je pouzivdna pii obezité
pro snizeni télesné hmotnosti, hyperlipidémiich a zhoubnych nadorech. Velmi casto
se pouziva ve sportovni vyziveé pro zvyseni fyzické vykonnosti [3].

Kyselina citronovda (Obrazek 7e) vznikd v citratovém cyklu a poskytuje substraty
pro dychaci fetézec, hraje vSak roli i v procesech glukoneogeneze, transaminace, deaminace
a syntézy mastnych kyselin. Jeji soli s kovy se pouZivaji jako zdroj mineraldi pii dietach

a onemocnénich. Je povazovana za vyznamny inhibitor krystalizace moc¢i [26].
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1.1.5 Nukleové kyseliny a latky vzniklé jejich degradaci

Nukleové kyseliny jsou organické latky polymerni struktury, které jsou tvofené
jednotlivymi nukleotidy spojenymi 3,5-fosfodiesterovou vazbou. Hlavni funkci nukleovych
kyselin je uchovavani genetické informace a regulace prib&hu syntézy proteint [26].

Nukleotidy ve své struktufe obsahuji monosacharid (ribézu, deoxyribdzu), dusikatou bazi
(adenin, guanin, cytosin, uracyl, thimin) a jednu az tfi fosfatové skupiny. Krom¢ toho, ze jsou
zakladnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin, maji rtznorodé¢ funkce
V energetickém metabolismu, pii syntéze proteinti, regulaci enzymové aktivity (jsou soucasti

mnoha koenzymt) a v pfenosu signalt [26].
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Obrazek 8: Struktury nukleovych kyselin a latek vzniklych jejich degradaci — DNA (a)®,
RNA (b)®, ATP (c)¥, GTP (d)¥, CTP ()%, inosin (f)¥, NAD (g)i"

DNA (Obrazek 8a) je hlavni nositelkou genetické informace, kterou se fidi syntéza vsech

proteini a zarovei je predavana dcefinym bunkam p#i bunééném déleni [26].
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RNA (Obrazek 8b) je nukleova kyselina, ktera ma nékolik podtypi lisicich se predevsim
svoji funkci. Hlavnimi podtypy jsou medidtorovai RNA (MRNA), ktera pienasi dédi¢nou
informaci kodujici presné pofadi aminokyselin v bilkoving, transferova RNA (tRNA) slouzici
jako prenaSe¢ aminokyselin na misto vznikajiciho polypeptidu a ribosomdlni RNA (rRNA),
ktera je jednou ze stavebnich slozek ribozomi [26].

ATP (Obrazek 8c¢) je hlavni biologicky pfenase¢ volné energie [26].

GTP (Obrazek 8d) pisobi jako alostericky regulator a jako zdroj energie pro syntézu
proteint [26].

CTP (Obrazek 8e) se ucastni na biosyntéze fosfoglyceridi, sfyngomyelinu
a substituovanych sfyngosint [26].

Inosin (Obrazek 8f) se mize v CNS podilet na stimulaci ristu axonti z neposkozenych
nervovych bunck smérem k buitkdm poSkozenym. Ma neuroprotektivni, kardioprotektivni,
protizanétlivy a imunostimulaéni ucinek [3].

NAD/NADH (Obrazek 8g) hraje primarni roli v elektronovém transportnim fetézci
V mitochondriich. Je nezbytnou slouc¢eninou uplatiujici se v bunéénych procesech pii tvorbé
energie z glukdzy a ukladani v ATP. MiZe byt pouzit pii ovliviiovani chronického tinavového
syndromu, hypertenze, Parkinsonovy choroby, Alzheimerovy choroby a kardiovaskularnich

onemocnéni [3].

1.1.6 Biokatalyzatory
1.1.6.1 Vitaminy
Vitaminy jsou S$irokou skupinou chemicky rtznorodych latek s nizkou molekulovou
hmotnosti, které lidsky organismus nezbytné potiebuje. Jsou to latky esencidlni, tzn.,
ze Si je lidsky organismus nedovede sam vytvofit, ale musi je pfijimat potravou. Vitaminy
nejcastéji plisobi jako kofaktory enzymil a regulatory Zivotnich funkci a uplatiiuji se také jako
antioxidanty. Vitaminy jsou velice dulezité pro spravnou funkci organismu, protoze
se podileji na metabolismu bilkovin, tukti i cukri. Jsou také schopny zpomalovat
degenerativni procesy zptsobené starnutim a posiluji imunitni a biochemické reakce [29-31].
Vitaminy délime nejcastéji na zdklad€ jejich rozpustnosti a to do dvou skupin na vitaminy
rozpustné v tucich (vit. A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vodé (vit. skupiny B a vit. C)

[31]. Biochemické vlastnosti jednotlivych vitamini jsou podrobnéji popsany dale.
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Obrazek 9: Struktury vitamini — A (a)®, D (b)®, E (c)%, K (d)%, B, (e)¥, B2 ()®, Bs (g)%,
Bs ()™, Bs ()", B7 ()™, Be (K™, C ()%, B2 (m)®

Vitamin A (Obrazek 9a) je vitamin, ktery je dulezity pro dobrou zrakovou funkci, protoze
je vychozi latkou pro zrakovy purpur. Jeho aldehyd (retinal) se vaze na protein opsin
Vv ty¢inkach sitnice za vzniku roodopsinu, ktery mé funkci fotoreceptoru. Vitamin A je také
potfebny pro normalni riist, funkci epitelidlnich bunc€k, odolnost vici infekcim sliznic

dychacich cest, produkci pohlavnich hormonti a pisobi také jako antioxidant [29-33].
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Vitamin D (Obrazek 9b) neni skute¢ny vitamin, jelikoz neni latkou esencialni. Jedna
se 0 prohormon, ktery je kromé potravy ziskavan také syntézou v kizi pod vlivem slunecniho
zateni. Jeho funkci je regulace hladiny vépniku a fosforu v krvi, ¢imz pomaha pfi stavbé
a udrzovani silnych kosti a zdravych zubi. Je dilezity také pro spravnou funkci imunitniho
a endokrinniho systému [29,34,35].

Vitamin E (Obrazek 9c) posiluje ¢innost pohlavnich organt, zlepSuje sexualni vykonnost
a u zen oddaluje obdobi ptechodu. Ma velky vyznam také v 1é¢bé neplodnosti a v téhotenstvi
je dulezity pro zdravy vyvoj plodu. Kromé toho ma velmi dobré antioxidacni vlastnosti
[29,31,32].

Vitamin K (Obrazek 9d) uvadi do pohybu proces srazeni krve, ¢imz plisobi preventivné
proti vnitinimu a nadmérnému krvaceni. Hraje diilezitou roli pfi metabolismu kosti a pojivové
tkan¢, je vyznamny také pro spravnou funkci ledvin a jater a pro udrzovani zdravych zubi
[29,31,32].

Vitamin Bi (Obrazek 9e) hraje dilezitou roli jako koenzym v kliCovych reakcich
energetického metabolismu. Ma pfiznivy vliv na nervovy systém a duSevni vykon
a podporuje tvorbu acetylcholinu, ktery je nezbytny pro dobrou pamét’ a pozornost [29,31].

Vitamin B, (Obrazek 9f) je soucasti flavoproteinovych enzymu, které hraji dulezitou roli
Vv ptfenosu vodiku v oxida¢nich procesech uvniti bunck, pti kterych vznika energie. Je dilezity
pro sitnici oka, podporuje jasngj$i vidéni a spolu s vitaminem A zlepSuje vidéni za Sera.
Utastni se také tvorby novych bunék, podporuje spravnou funkci jater a zvySuje odolnost
proti plisnim, ekzémtim a alergiim [29,31].

Vitamin B3z (Obrazek 99) je soucasti NAD a NADP, kter¢é slouzi jako kofaktory nékolika
set riznych enzymii. Oba kofaktory se ucastni pienosu elektronii v respiracnich systémech.
Jedna se o vitamin mentalni a nervové rovnovahy, jelikoz odstrafuje vykyvy nalad
a je nezbytny k dobré ¢innosti mozkovych bunék [29-31].

Vitamin Bs (Obrazek 9h) se jako soucast koenzymu A a jinych koenzyma ucastni
klicovych reakci v metabolismu aminokyselin, tukdi a sacharidi. Hraje dulezitou roli
ptibiosyntéze mastnych kyselin, cholesterolu, steroidnich hormontli, neurotransmiterd,
porfyrinu a hemoglobinu. Pisobi proti vzniku ateroskler6zy, podporuje regeneraci tkang€, ma
pozitivni vliv na hojeni ran a viedld a pomaha pfi 1é¢bé ekzému [31,32].

Vitamin Bgs (Obrazek 9i) ve formé pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu pusobi jako
koenzym pii mnoha enzymatickych reakcich, zejména v metabolismu aminokyselin,

biogennich amind, homocysteinu a pfi pfeméné tryptofanu na vitamin Bs. ZvySuje hladinu
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dopaminu v mozku, piedchazi vzniku stresu a pomaha snizovat Unavu. Udrzuje také
rovnovahu mezi sodikem a draslikem a ptsobi protirakovinné [29,31].

Vitamin B7; (Obrazek 9j) pusobi jako koenzym zna¢ného poctu enzymut ucastnicich
se karboxylacnich reakci. Tyto enzymy hraji dalezitou roli v metabolismu cukrt, tukd,
kyseliny propionové a rozvétvenych aminokyselin. Upravuje hladinu cukru v Krvi a chrani
ptred diabetickym poskozenim nervi. Snizuje bolesti ve svalech a zmirfiuje projevy ekzémi
a koznich onemocnéni [29,31].

Vitamin By (Obrazek 9K) je nezbytny pii tvorbé koenzymu pro syntézu purini
a pyrimidint, pro erytropoézu a ovliviiuje syntézu nékterych aminokyselin. Je velmi dulezity
pro te¢hotné Zeny, protoze snizuje riziko vrozenych poruch a mé z4sadni vyznam pro normalni
rust plodu. Je dilezity také pro spravnou funkci nervového systému [29,36].

Vitamin B1> (Obrazek 9m) se v metabolickych procesech pieménuje na své aktivni formy
— koenzymy adenosylkobalamin a methylkobalamin. Prvni zminény enzym je zodpovédny
za intramolekularni pfeskupovani alkylovych skupin pfi degradaci mastnych kyselin
a nékterych aminokyselin. Druhy z koenzymti hraje dilezZitou roli v transmethylacnich
procesech pii syntéze methioninu a homocysteinu. Ucastni se také biosyntézy purinovych
a pyrimidinovych bazi [31].

Vitamin C (Obrazek 9l) je oxida¢né-reduk¢énim a chelataénim Cinidlem organismu. Ma
vyznamnou antioxida¢ni aktivitu a roli v imunitnim systému. Hraje dilezitou roli pii syntéze
kolagenu, karnitinu a neurotransmiterti. Plsobi pfiznivé na sniZzovani hladiny celkového

cholesterolu v séru a zvySuje hladinu HDL cholesterolu [30,37].

1.1.6.2 Ubichinony

Ubichinony jsou skupinou dimethoxymethylbenzochinoni, které se navzajem lisi poctem
izoprenovych jednotek ve wvedlejSich terpenovych fetézcich. Mohou byt reverzibilné
redukovany na hydrochinonovou formu, coz je zdkladem jejich funkce. Plsobi jako latky
transportujici elektrony na vnitfni membran€ mitochondrii, ¢imz se UcCastni oxidacné-
redukénich procesti spojenych s dychdnim. Nejvyznamnéj$im zastupcem této skupiny latek

je koenzym Q10[38].

0]

.0 CH,
H,C

HZ‘C‘o = H

© CH, 6-10

Obrazek 10: Struktura koenzymu Q10
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Koenzym Q1o (Obrazek 10) pusobi vyrazné antioxidacné, stabilizuje membrany a ucastni
se tvorby ATP v prubéhu oxidaéni respirace a fady dalSich metabolickych procesi. Kromé
toho zvySuje plazmatické hladiny HDL, a-tokoferolu, kyseliny askorbové, snizuje hladinu
celkového cholesterolu, produktii peroxidace lipidli, malondialdehydu a dienovych konjugati.
Pouziva se kprevenci kardiovaskuldarnich onemocnéni a jako pfidatnd 1éCba
neurodegenerativnich onemocnéni, neoplasmat, muzské neplodnosti, svalové dystrofie,

lymeské borreliozy a dalSich nemoci [3].
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1.2 ITP stanoveni biologicky aktivnich latek
1.2.1 Biogenni aminy, aminokyseliny, peptidy a proteiny
1.2.1.1 Biogenni aminy

Obsah biogennich aminti v potravinach je jednim z kritérii kvality a mikrobidlni
kontaminace potravin. | ptes potencialni $kodlivost amind je v potravinach regulovan pouze
obsah histaminu. Evropskd unie vydala nafizeni, podle kterého je maximalni povolena
koncentrace histaminu 100 mg/kg v Cerstvych rybach a 200 mg/kg v rybach konzervovanych
solenim. JelikoZ byla pfitomnost biogennich aminti kromé ryb a masnych vyrobkil potvrzena
v Siroké skale dalsich produktd, napt. v pivech, vinech, syrech, mléku, ovoci, zelening, octu,
¢aji, ¢okolade a kave, je potteba stale vyvijet nové nebo zdokonalovat soucasné analytické
metody k rychlé a spolehlivé analyze kvality potravin [39]. K tomuto ucelu bylo vyvinuto
také n€kolik metod stanoveni biogennich amini pomoci ITP, které jsou strucné shrnuty
v Tabulce 1.

Vzhledem Kk tomu, Ze se jedna o latky se silné bazickou povahou (hodnoty pKa 8,5 —
12,5) a ve své struktufe obsahuji jednu nebo vice aminoskupin, které jsou schopné ochotné
piijimat proton a pfechazet na kationty, je pro jejich izotachoforetickou analyzu nejvhodnéjsi

zvolit kationtovy rezim [40-45].

1.2.1.2 Aminokyseliny

Ve struktuie aminokyselin (Obrazek 2) je pfitomna alespon jedna primarni aminoskupina
a soucasn¢ alespon jedna karboxylova skupina. Dulezitou vlastnosti aminokyselin je jejich
bipolarni charakter, diky némuz se fadi mezi amfolyty. Pokud je vysledny naboj
aminokyseliny nulovy, je aminokyselina ve form¢ amfiontu. Hodnota pH, pfi které dostaneme
amfiont, se nazyva izoelektricky bod (pI). Pti fyziologickém pH existuji aminokyseliny
prevazné jako karboxylatovy aniont [11].

Analyza aminokyselin se provadi hned z n€kolika diivodd. Vzhledem k tomu, Ze jsou
nékteré¢ aminokyseliny latky esencialni, tudiz je nutné je pfijimat z potravy, je dilezité, aby
byla provadéna kontrola jejich pfitomnosti v potravinach. Navic n€které¢ aminokyseliny urcuji
kvalitu potravin, napi. prolin v medu, a podle jejich mnozstvi lze poznat falSovani potravin.
Analyza aminokyselin v télnich tekutindch (mo¢, krev, plazma) mize pomoci v diagnostice
riznych onemocnéni [46].

Vzhledem ke struktuie aminokyselin by pouziti izotachoforézy k jejich analyze mélo byt
vyhodné, protoZe teoreticky by aminokyseliny mohly byt stanoveny jak ve formé aniontu, tak

ve formé& kationtu. MozZnost separovatelnosti jednotlivych aminokyselin je ovlivnéna
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hodnotami pK, takze v piipadé pouziti neutrdlniho elektrolytového systému nelze vétSinu
aminokyselin stanovit ptimo, protoze jejich molekuly jsou elektroneutralni, a tudiz nedochéazi
k jejich migraci v elektrickém poli. V ptipad¢ pouziti elektrolytového systému S nizkym pH
migruji aminokyseliny jako kationty, nicméné maji tak nizkou efektivni mobilitu, Ze je témét
nemozné najit vhodny koncovy elektrolyt, a navic rozdily v rychlosti migrace jsou tak malé,
ze vétSina aminokyselin migruje v jedné smésné izotachoforetické zoéné. Pouze bazické
kyseliny lysin, arginin a histidin maji za téchto podminek dostate¢nou mobilitu, takze je 1ze
timto zpiisobem stanovit. Pokud je pH vedouciho elektrolytu naopak dostatecné vysoké (nad
8), Ize vétSinu aminokyselin stanovit ve form¢ aniontu, nicméné nevyhodou tohoto postupu
je migrace oxidu uhli¢itého ze vzduchu ve formé uhli¢itanu, ktery narusuje optimalni separaci
[47].

Kwvili vySe zminénym divodim je pro analyzu aminokyselin vhodné pouzit néktery
z derivatizacnich postupt, tj. reakce se siranem médnatym [47], reakce s propanalem (popf.
sjinym aldehydem) [47] nebo reakce skyselinou dusitou [48]. Vybrané ITP metody

pro stanoveni nékterych aminokyselin jsou uvedeny v Tabulce 2.

1.2.1.3 Peptidy

Pomoci izotachoforézy lze separovat bazické, neutralni i kyselé peptidy. Bazické peptidy
Ize analyzovat v kationtovém modu s vyuzitim kyselého elektrolytového systému, zatimco
neutralni a kyselé peptidy v aniontovém modu za pouziti alkalického elektrolytového
systému. Hlavni oblasti pouziti izotachoforézy v analyze piirodnich i syntetickych peptida
je kontrola jejich cistoty [49]. Vybrané aplikace izotachoforézy k analyze peptidi jsou

uvedeny v Tabulce 3.

1.2.1.4 Proteiny

Zatimco malé peptidy jsou pomoci izotachoforézy jednoduSe stanovitelné, analyza
proteind pfindsi obvykle n€kolik problémt. Proteiny Casto i pfes nepiilnavy povrch teflonu
adheruji na stény kolony, navic mize dochazet také k vytvoteni filmu proteinii na povrchu
elektrod vodivostniho detektoru, a proto reprodukovatelnost analyz neni tak dobrd jako
Vv jinych ptipadech. Ke vzorku proteint je pro zlepSeni separovatelnosti ¢asto pfidavana smés
polyaminopolykarboxylovych kyselin, ktera m& za tkol vytvofit prostor mezi zdénami

jednotlivych proteint [47]. Nékteré ITP metody stanoveni proteind jsou popsany v Tabulce 4.
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1.2.2 Mastné kyseliny

Vzhledem ke struktufe mastnych kyselin (obsahuji COOH skupinu a jsou schopné
disociace) je analyza pomoci ITP Vv aniontovém moédu mozna bez potieby derivatizace.
Kyseliny migruji postupné podle délky jejich fetézce od nejkratsi (nejrychlejsi) po nejdelsi
(nejpomalejsi). Kyseliny s fetézcem delSim nez 10 uhliki maji ovSem velmi malou
rozpustnost ve vod¢. Pfi analyze kyselin s délkou fetézce kratsi nez 10 uhliku staci k jejich
lepsi rozpustnosti ve vod¢ ptidat malé procento methanolu (napi. smés voda-methanol 90:10
v/v), zatimco pii analyze kyselin s delSim fetézcem je nutné provadét analyzu za pouZiti
methanolu jako rozpoustédla [50]. To je ovSem mozné jen v piipadé, Zze cela separacni
jednotka izotachoforézy je vyrobena z chemicky odolného materialu, napt. z teflonu.
V piipadé bézné komeréné dostupného pftistroje, kde je z teflonu vyrobend pouze separacni
kapilara a zbytek separacni jednotky je z plexiskla, je moZné pouzit vodné-alkoholické
prostiedi o obsahu maximalné€ 30 % alkoholu. Rovnéz pouziti jinych nevodnych rozpoustédel
neni povoleno, a pouziti acetonu neni vhodné ani v kombinaci s vodou [51]. Vybrané metody

analyzy mastnych kyselin shrnuje Tabulka 5.

1.2.3 Sacharidy

Vzhledem k tomu, Ze sacharidy jsou latky neiontové povahy, je potifeba je k jejich
stanoveni pomoci ITP derivatizovat na latky iontové, popt. vytvofit dostatecné stabilni
komplex s urCitym elektrickym nabojem. Pro latky polyhydroxylového charakteru se jako
vhodna jevi reakce s kyselinou boritou za vzniku boratovych komplexti [52]. Nicméné
sacharidy prozatim nebyly izotachoforeticky stanovovany.

Byly stanovovany pouze nékteré metabolity sacharidi a latky s funkei jednoduchych
sacharidd, tzv. uméla sladidla (viz Tabulka 6). Um¢la sladidla lze podle struktury rozdélit
na dve skupiny — latky iontové (acesulfam K, sacharin, cyklamat, aspartam), které Ize stanovit
bez derivatizace pomoci aniontové ITP, a latky neiontové (laktitol, sorbitol, mannitol, xylitol),
které¢ vzhledem k jejich polyhydroxylové struktufe je vhodné derivatizovat vySe zminénou
kyselinou boritou [52,53].

Polysacharidy jako hydroxyethylceluléza, popt. hydroxypropylmethylceluldéza, jsou
pouzivany pii izotachoforetické separaci jako piidatnd latka do vedouciho elektrolytu

k potlaceni elektroosmotického toku [51].

49



1.2.4 Nukleové kyseliny a latky vzniklé jejich degradaci

Nukleotidy maji strukturu polyaniontd, jejich mobilita v elektrickém poli se zvySuje
se zvySujicim se pH, protoze roste jejich ndboj, nicméné rozdily mezi efektivnimi
pohyblivostmi jsou vyssi pfi nizSich pH. Analyzy pii nizkém pH maji navic tu vyhodu,
ze vétsina latek ptritomnych v biologickych vzorcich (pfevazné proteiny) za téchto podminek
nemigruje v elektrickém poli, a tudiz nemohou narusovat analyzu nukleotidt. Izotachoforéza
je aplikovatelna pii kontrole kvality syntetickych nukleotidd, pro sledovani pribéhu
enzymovych reakci, ke stanoveni obsahu nukleotidi v buiikéch, tkanich, télnich tekutinach,
popi. potravinach [54,55]. Nékteré metody vhodné pro stanoveni nukleotidd jsou popsany
v Tabulce 7.

[zotachoforéza v analyze nukleovych kyselin se pouzZiva predevs§im k izolaci nukleovych
kyselin ze vzorku, jejich preciSténi a zakoncentrovani. K tomuto ucelu je nutné
mikropreparativni ~ uspofaddni  izotachoforetického analyzatoru, kdy  pomoci
mikropreparativniho kohoutu je jimana frakce nukleovych kyselin, kterd je nasledné

podrobena dalsi analyze [56]. Vybrané aplikace jsou uvedeny v Tabulce 8.

1.2.5 Vitaminy

Izotachoforéza je pifevdzné pouzivdna pro stanoveni vitaminli rozpustnych ve vodé
ve vitaminovych pfipravcich, popf. v potravinach obohacenych o pfislusné vitaminy.
Vzhledem k rozmanitosti chemickych struktur vitamini nelze stanovit vSechny vitaminy
béhem jedné analyzy. Na zaklad¢ struktury lze vitaminy rozdé€lit do dvou skupin — vitaminy
aniontového charakteru (kyselina nikotinova, kyselina pantothenova, kyselina listova,
kyselina askorbovd) a vitaminy kationtového charakteru (thiamin, nikotinamid, pyridoxin,
pyridoxal, pyridoxamin, kyanokobalamin) [52]. N¢ktera izotachoforeticka stanoveni vitamind
rozpustnych ve vodé jsou uvedena v Tabulce 9.

Vitaminy rozpustné v tucich neni mozné stanovovat ve vodném prostiedi, k jejich
analyze je potteba pouzit né¢jaké nepolarni rozpoustédlo (napf. hexan, chloroform), coz

klasické komeréni izotachoforetické analyzatory neumoziuji.

1.2.6 Léciva

Izotachoforéza se pfi analyze 1é¢iv osvédcCila pfedevSim jako cenny nastroj ke kontrole
slozeni a Cistoty léCivych preparatl, kde hlavnim ukolem je kvantifikace ionogenni
farmaceuticky aktivni slozky preparatu. ITP mizZe byt také pouZita pro stanoveni obsahu 1é¢iv

Vv télnich tekutindch, nicméné jde o pomérné slozity tikol, nebot’ samotnd matrice obsahuje
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vysoké koncentrace iontovych slouc¢enin. Navic mnozstvi stanovovaného 1é¢iva byva natolik
malé, ze vytvofeni dostate¢né rozliSené a dostatecné dlouhé zoény stanovované latky
je zapomoci samotné ITP téméf nemozné. Z tohoto divodu se v téchto ptipadech hojné
vyuziva kombinace technik ITP a CZE, kde dochazi nejprve k zakoncentrovani analytu
pomoci ITP a naslednému stanoveni pomoci CZE. Dalsi moznosti je kombinace ITP
se slozitou predupravou vzorku (napt. odsoleni a zakoncentrovani analytu), nicméné timto
krokem ztracime jednu z hlavnich vyhod ITP [57]. V Tabulce 10 je zminéno nékolik
praktickych aplikaci ITP pro analyzu léciv.
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Tabulka 1: Vybrané metody pro stanoveni biogennich amint pomoci ITP

elektrolytovy systém

analyt Matrice rezim metoda/detekce | literatura
LE TE

kadaverin, putrescin, ryby a rybi . SMMBaOH)2/15mM g s/ 5 mM TP/ kond.,
spermidin, spermin, rodukt kationtovy  valin/0,3% HPMC HCI (pH 8,3) UV-Vis (254 nm) [40]
histamin, tyramin P y (pH 9,9) PH S,

. . . M Ba(OH). / 15 mM .
histamin, tyramin, < Kationtovs \S/arlri]n / OE;((E/?) I-%EK/ICS m 20 mM Tris/ 5 mM ITP / kond., [41]
fenyl-ethylamin yry vy : HCI (pH 8,3) UV-Vis (254 nm)

(pH 9,9)

kadaverin, putrescin, . - 1) 20 mM Tris / HCI
spermidin, spermin, ngég;ieﬁaz\éem a kationtovy Samﬂ/ ?(;()?_:_Ilz)é /(;EI rglg/l) (pH 8,3), ITP / kond. [42]
histamin, tyramin ’ 11) 20 mM histamin
histamin ryby kationtovy (1F§)ngl\’/;)KOH / valin ?r())HmSI\,/IIS)T ris [ HC ITP / kond. [43]

. . . Acky, sy . .
histamin, kadaverin, Omacky, Syry, . . 10 mM KOH / valin 20 mM Tris / HCI
putrescin, tyramin ryby, parky a kationtovy (pH 9,9) (pH 8.3) ITP / kond. [44]

salamy
- kufeci maso, . ., 5mM NH4OH /10 mM 10 mM EACA/
kreatinin sunky a salamy kationtovy MES 5 mM HAC ITP / kond. [45]
10 mM EACA/
histamin, tyramin, Servend vina Kationtow 10 mM KOH / 20 mM 20 MM HAc/0,05% ITP-CZE/ [58]
2-fenylethylamin Y MES/0,1% HEC (pH 6,0) HEC UV-Vis (280 nm)
(pH 4,3)

dopamin, tryptamin,
serotonin, epinefrin, y . ., 30 mM NaOH / MES / ITP-CZE / UV
norepinefrin, moc kationtovy 0,1% HPC (pH 6,5) 100 mM HCI (210 nm) [59]

normetanefrin
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Tabulka 2: Vybrané metody pro stanoveni aminokyselin

pomoci ITP

elektrolytovy systém

analyt matrice rezim e TE metoda / detekce | literatura
lysin, arginin, histidin, , . , 10 mM KAc / HAc / 2% HEC ban
ornitin syry kationtovy (pH 6,0) 10 mM B-alanin ITP / kond. [60]
histidin, maso a masné 10 mM EACA/5mM  ITP/ kond
1-methylh!st!d!n, orodukty kationtovy 5 mM NH4OH /10 mM MES HAC UV-Vis (254 nm) [61]
3-methylhistidin
T maso a masné . , 10 MM EACA /5 mM
histidin orodukty kationtovy 5 mM NH4OH / 10 mM MES HAGC / 40% MetOH ITP / kond. [62]
5SmM
. fermenta¢ni . , 10 MM MESNa* /1 mM .
lysin bujony kationtovy EDTA/0,1% HEC (pH 6,16) tetrabuty]amomum ITP / kond. [63]
perchlorat
kys. y-aminomaselna mozkova tkan : .10 mM NaAc / HAc / 0,02% L .
(GABA) potkana kationtovy polyvinylalkohol (pH 4,5) 10 mM Kkarnitinchlorid  ITP / kond. [64]
, 10 mM L-histidin-chlorid / .
gsérg;“i‘;m’ Kys:  Lajcatova stava  aniontovy | histidin / 1% ? Tl“é' (')\;'ES [ Tris ITP / kond. [65]
parag polyvinylpyrrolidon (pH 5,5) PrLS,
kys. y-karboxyglutamova  mo¢ aniontovy %F?Hm3M1)HCI / B-alanin 10 mM kys. kapronova  ITP / kond. [66]
zelené Caje a . .
. N . .10 mM HCI/20 mM Tris / 10 mM DL-valin /
theanin potravvmove aniontovy 0,05% HEC (pH 8,1) Ba(OH), (pH 10,0) ITP / kond. [67]
dopliky
. mozkomi$ni . . 5mM MES / ammediol / 0,2% 10 mM B-alanin /
glutamin mok aniontovy Triton X-100 (pH 9,05) triethylamin (pH 10,0) TP /kond. [68]
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Tabulka 3: Vybrané metody pro stanoveni peptidii pomoci ITP

elektrolytovy systém

analyt matrice rezim E TE metoda / detekce | literatura
i [0)
polyglycin aniontovy aoprg%ggll)ms/o,m glycin ITP / kond. [69]
i1 i ITP / teplotni
fragmenty lidského . , 10 mM HCI/ Tris . i ’
ristového hormonu aniontovy (pH 7.65) glycin / Ba(OH)2 (pH 9,0) ?2\5/4\{#:»]) [70]
somatostatin kationtovy K /kys. kakodylova kreatinin gsp 4/nL:n\;'V'S [71]
inzulin Kationtovy KAc glycin gg ) n‘fn\;'v's [72]
praseci stievni peptid se \/i
somatostatinem na kationtovy KAC alanin gg 4/nlﬂn\; Vis [73]
C-konci
hovézi vasoaktivni stievni . , . ITP/UV-Vis
peptid kationtovy KAC alanin (254 nm) [74]
pentapeptid na C-konci
bombininu (povrchové 1  5mMKOH/HAC/ 5 mM p-alanin/ HAc (pH | "/ teplotni,
aktivni peptid vyluCovany destilovana voda  kationtovy 0,25% HPMC (pH 4,9)  5,1) UV-Vis [75]
ropuchou Bombina ’ PH 2, ' (254 nm)
maxima)
inhibitor hovéziho
pankreatického hormonu 10 mM NaOH / HAc / ] . ITP / kond.,
(BPTI), inhibitory byciho kationtovy 20 mM polyvinylalkohol 10 ™M B-alanin /HAc UV-Vis [49]
el Y (pH 4,5)
semenného trypsinu (pH 4,8) pr 4, (254 nm)
(BUSI 11, BUSI Ilb)
: ITP / kond.,
adiuretin Kationtovy %SHm5MO)NaOH I HAC (IF()’Hmf/[?)B'a'a”'”/ HAC ?2\5/A-1Vis) [49]
H H nm
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adamantylamid-L-alanyl-

5 mM KOH / HAc

10 mM B-alanin / HAC

ITP / kond.,

D-isoglutamin kationtovy (pH 5,0) (pH 5,0) 32\5/4\:]'5’1) [49]
5mM HCI/ 10 mM ITP / kond
muramindipeptid ontovy histidin / 200 mM 10 mM HEPES / Ba(OH)2 UV-Vis B [49]
(Mur-Ala-Gln) AMOMOYY ™ polyvinylalkohol (pH 8,1) -
(PH 6,1) (254 nm)
L ITP /kond.,
tryptické fragmenty aniontovy 10 mM HCI/ 20 mM 10 mM HEPES / Ba(OH)2 UV-Vis [49]
lidského hemopexinu histidin (pH 6,1) (pH 8,1) (254 nm)
inhibitory byc¢iho
semenné¢ho trypsinu .
(BUSI IA, BUSI IBL, 5 mM HCl/10 mM Tris . ITP / kond.,
BUSI I1B2), inhibitory aniontovy || 20 MM L0mMglyein /Ba(OH)z 5/ s [49]
. g olyvinylalkohol (pH 10,5)
kravského kolostralniho P Hy\é 1y (254 nm)
trypsinu (CTI A, CTI B, (PH 8,1)
CTIC)
et " 5mM HCI/ 10 mM Tris . ITP / kond.,
praseci :pzuhn, praseci aniontovy  / 10%a; 2-propanol lOHmlI\(/)I egCIn / Ba(OH): UV-Vis [49]
proinzulin (pH 8.1) (p 2) (254 nm)
) 5mM MES / 1) 10 mM B-alanin / ITP / kond
. ammediol / 0,4% HPMC ammediol / Ba(OH): N
L-alanyl-L-glutamin, . , . , UV-Vis
L-aspartyl-L-glutamin destilovana voda aniontovy (pH 9,1), _ (pH cca 10), _ (206 nm, [76]
1) 10 mM CI'/ BTP / I1) 10 mM MES / Tris 254 nm)
0,4% HPMC (pH 6,0) (pH cca 6)
1) 10 mM glutamin /
. . Ba(OH)2 (pH 10,0), ITP / kond.,
't':gﬁﬂ;%'r;"a'any" g%ssﬁtg’vv;’nﬁuvfg 1, aniontovy %F?ngMl)HC' F'ammediol % M B-alanin / UV-Vis [77]
! Ba(OH). (pH 10,0) (254 nm)
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, o aniontovy | 0 MM CT'/ histidin 1 mM MES / Tris (pH 5,75) | ITP / kond.
nizkomolekuldrni iontové (L (pH 5,75) [78]
latky i PR ationtovs | 10 MM KOH / HAC 10 mM B-alanin / HAc TP J kond

" (pH45) (pH 4.5) '
Tabulka 4: Vybrané metody pro stanoveni proteinti pomoci ITP
. ) elektrolytovy systém ]
Analyt matrice rezim metoda / detekce | literatura
LE TE

5 mM kys. kakodylova A lani ITP / teplotni,
lipoproteiny sérum aniontovy /1 mM Tris/0,4% EE);;T(](I\)AH% a(lar;;r;)/z) UV-Vis (254 nm, [79]

HPMC (pH 7,5) 2P :2) 280 nm)
Epgf;’zgfcynlorgaﬁvzr;nlm 10 MM HCI/17 mM 20 mM B-alanin/  ITP/LIF

ot m P sérum aniontovy ammediol / 0,3% 17 mM ammediol /  (exc. 488 nm, [80]
barvivem 7-nitrobenz-2-oxa- HPMC (pH 8,65) Ba(OH), (pH 10,5)  em. 510 nm)
1,3-diazol (NBD)-ceramidem PH S, 2(p ’ '

vliv diabetu typu 2 na 10 mM HCI/ 18 mM 24 mM B-alanin / ITP/LIF

lipoproteinovy profil sérum aniontovy ammediol / 0,3% 13 mM amediol / (exc. 488 nm, [81]
(barveni NBD-ceramidem) HPMC (pH 8,8) Ba(OH): (pH 10,5) em. 510 nm)

vliv nefrotického syndromu 10 mM HCI/ 18 mM 20 mM p-alanin / ITP/LIF

na lipoproteinovy profil sérum aniontovy ammediol / 0,35% 18 mM amediol / (exc. 488 nm, [82]
(barveni NBD-ceramidem) HPMC (pH 8,8) Ba(OH): (pH 10,4) em. 510 nm)

vliv 1é¢iva rosuvastatinu na 10 mM HCI/ 18 mM 24 mM B-alanin / ITP/LIF

lipoproteinovy profil sérum aniontovy ammediol / 0,3% 13 mM amediol / (exc. 488 nm, [83]
(barveni NBD-ceramidem) HPMC (pH 8,8) Ba(OH): (pH 10,5) em. 510 nm)

vliv koufeni na 10 MM HCI/ 18 mM 24 mM B-alanin / ITP/LIF

lipoproteinovy profil sérum aniontovy ammediol / 0,3% 13 mM amediol / (exc. 488 nm, [84]
(barveni NBD-ceramidem) HPMC (pH 8,8) Ba(OH)2 (pH 10,5) em. 510 nm)
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lipoproteiny obarvené

ITP/DAD
(570 nm pro SBB,

, . 10 mM HCI / ammediol . 520 nm pro
Iéomom barviva Sudan Black sérum aniontovy  /0,35% HPMC 20 mM_B-aIanln / SR7B), LIF [85]
(SBB), Sudan Red 7B (pH 8.8) ammediol (pH 9,4) (exc. 488 nm
(SR7B) a NBD-ceramidu pH S, em. 520 nm pro
NBD-ceramid)
vliv kardiovaskularnich
chorob na lipoproteinovy , ) , 10 mM_H3P04 / 100 mM valin / ITP/UV-Vis
. , sérum aniontovy ammediol / 0,25% : [86]
profil (barveni pomoci Sudan HPMC (pH 9,0) ammediol (pH 9,2) (519 nm)
Red 7B) ’
enzym UDP-galaktopyran6za bunéény extrakt . , 10 mM HCI/ Tris / 5 mM glycin / Tris
mutéza (UGM) bakterie E. coli  M°MYY g 206 mHEC (pH 8,7) | (pH 9,3) TP/ kond. [87]
kyselé proteiny (glukoza-6-
fosfatdehydrogenaza,
inhibitor trypsinu, . , . 20 mM TAPS / Tris  tITP-CZE / UV
B-laktoglobulin B, aniontovy | HCI/Tris (pH 8,3) (191 nm, 214 nm) [88]
L-aspariginaza,
a-laktalbumin)
bazické proteiny (lysozym,
fny;?gﬂfégﬁ ¢, ribonukledza A, 1) 20 mM triethylamin /
a-chymotripsinogen, kationtovy II-I|A;:0(pHM4,3),I i/ 1) 10 mM HAc t(IZ'IiIZrC]:é)E v [88]
B-laktoglobulin A, H?A mH 4B?:a anin
B-laktoglobulin B, ¢ (pPH 4.3)
uhli¢itandehydratadza)
mitochondridlni proteom mozek mysi kationtovy 2% Pharmalyte %&3 rzngg HAC tITP-CZE | MS [89]
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Tabulka 5: Vybrané metody pro stanoveni mastnych kyselin pomoci ITP

elektrolytovy systém

Analyt matrice rezim metoda / detekce literatura
LE TE
reakéni smés 2mM CI/ Tris 1 mM stearan / Tris
nas§lcene mastné kyseliny uhlovodiki po aniontovy (pl—j 3,1) rozpus:ceny ve (pH 817). rozpusten_y ITP / kond [50]
(C1-Cug) oxidaci smési methanol-voda  ve smési methanol
(95:5 viv) voda (99:1 v/v)
. . . , 10 mM HCI/ 22 mM
volné mastné kyseliny _ bachorova aniontovy EACA/0,05% HEC 2 MM Kys. ITP / kond. [90]
s kratkym fetézcem (C»-Cs)  tekutina (pH 4.5) kapronova
5 mM CI"/ 0,1% HEC ?il”;'\(’)')'\r"o'is o
volné mastné kyseliny .y . . (pH 6,0) rozpustény ve P - 0) rozpusteny
s i pitna voda aniontovy . i ve smési voda- ITP / kond. [91]
s kratkym fetézcem (C1-Co) smési voda-methanol i
] methanol (70:30
(80:20 v/v)
v/V)
cysteinylleukotrieny .
(metabolity kys. modelova smés aniontovy 5 MM HCI / Tris / 10 mM fenol / TP/ kond,, [92]

arachidonov¢)

0,25% HPMC (pH 7,0)

Ba(OH)2 (pH 10,0)

UV-Vis (254 nm)
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Tabulka 6: Vybrané metody pro stanoveni sacharidi pomoci ITP

elektrolytovy systém

Analyt matrice rezim metoda / detekce | literatura
LE TE
]rpn;rtj\]?;thglizkozy (AP ADP erytrocyty aniontovy | .0 MM HCI/ B-alanin / Ear;rl\(/)lnl:))\/;/ histidin |-/ kond., [93]
b 9 0 - H
2.3-difosfoglycerét) 0,1% mHEC (pH 3,21) (pH 6.0) UV-Vis (254 nm)
metabolity glukézy (ATP, ADP, Eiﬁr&if! aniontovy | 10 MM HCI/ p-alanin / igﬁgﬂt@ nisigin | TP/ kond., fo4]
. T . 0 -Vi
laktat, 2,3-difosfoglycerat) talasémii 0,1% mHEC (pH 3,21) (pH 6,0) UV-Vis (254 nm)
uméla sladidla (acesulfam K,
sacharin, cyklamat, aspartam, . . ., 10mMHCI/14 mM 5 mM L-histidin /
laktitol, sorbitol, mannitol, cukrovinky aniontovy Tris (pH 7,7) 5 mM Tris (pH 8,3) TP/ kond. [53]
xylitol)
sacharidy zna¢ené pomoci
(2-aminoethyl)trimethyl kationtovy NHsAC HAC tITP-CZE / kond. [95]

ammonium chloridu)
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Tabulka 7: Vybrané metody

pro stanoveni nukleotidii pomoci ITP

elektrolytovy systém
Analyt matrice rezim = Yoy sy — nggttsgc?e/ literatura
kosterni a srde¢ni 5 MM kys.
. : . 7mM HCI/ 13 mM -alanin  kapronova / ITP/UV-Vis
ATP svalovina ropuchy, aniontovy ;s g 506 HPMC (pH 3,92) Ba(OH), (pH (254 nm) [96]
morcete, kieCka a psa
4,35)
tkané krys (kosterni a A lani 0 5 mM kys. \/i
pomér ATP / ADP hladka svalovina, srdce, = aniontovy '5I'rrlrt]2/r|1 l;l(?lléoﬁ (a:inéngig)o 1% kapronova (pH {2“53 4/nLrJn\; Vis [97]
jatra, plice a ledviny) A 3, 3,94)
UTP, GTP, ATP, CTP  jaterni buiiky krys aniontovy apml\')"CH(gH féag:;"“'“/ ia’;‘r'\é'n‘f){z gsp 4/ nlfn\;'v's 98]
celé jaterni bunky a i . \/i
UTP, GTP, ATP,CTP  j4dra jaternich bungk aniontovy a;nl\';"cH(SH 582;"“'“ / iar;r'\(’)'ntﬁ gsp 4’ nlfn\)/ Vis 991
Krys '
UTP, GTP, ATP, CTP modelové smés aniontovy a;nl\';"cH(gl:/ Eéﬂ;"“'“ / iar;r'\(’)'ntﬁ gsp 4’ n‘ﬂn\)/'v's [100]
5 mM Kkys. .
UTP, GTP, ATP, CTP, TTP modelova smés aniontovy g(’gM HCI/ GABA (PH 4.0- 1 ronova (pH gg 4’ nLrJn\)/'V'S [101]
! 5,0)
10 mM CI- / Tris / 0,005% ITP/ kond.,
ATP modelova smés aniontovy polyvinylalkohol / 2% ?‘rrgl\él :%PSP)S / UV-Vis [102]
methanol (pH 8,6) Pr S, (254 nm)
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Tabulka 8: Vybrané metody pro stanoveni nukleovych kyselin pomoci ITP

) ) elektrolytovy systém _
Analyt matrice rezim metoda / detekce | literatura
LE TE
modelova smés
, . DNA s nizkou . .10 mM HCI/ histidin 10 mM MES / Tris
fragmenty nukleovych kyselin molekulovou aniontovy (pH 6,25) (H 8,0) ITP / kond. [56]
hmotnosti
malé RNA (miRNA, siRNA, 100 mM HCI/ 140 mm 10 MMKys. - o
. , , o . , . . 6-aminokapronova / | ITP / fluorescenéni
piRNA) obarvené pomoci bunéény lysat aniontovy  Kys. 6-aminokapronova ye [103]
50 mM kys. (¢ip)
SYBR® Green Il (pH 4) f
kapronova (pH 4)
DNA obarvené pomoci krev Aniontovs 50 mM Tris / HCI/ 50 mM Tris / HEPES ITP / fluorescenéni [104]
SYBR® Green | y 0,1% Triton X (pH 8,2) (pH 7,8) (¢ip)
. . 60 mM HCI/ 100 mM . o
DNA obarvené pomoci erytrocyty aniontovy  Tris / 0,1% Triton X 40 mM Tris/ 40 mM  ITP / fluorescenéni [105]

SYBR® Gold

napadené malarii

(pH 7,9)

HEPES (pH 7,9)

(Cip)
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Tabulka 9: Vybrané metody pro stanoveni vitamint pomoci ITP

elektrolytovy systém

Analyt matrice rezim E TE metoda / detekce | literatura
thiamin, pyridoxin, pyridoxal, multivitaminové Kationtovy 20 mM KAc / HAc 20 mM GABA /HAc ITP/kond., [106]
pyridoxamin tablety (pH 4,95) (pH 4,73) UV-Vis (254 nm)
o . multivitaminové ) , 120 mM KAc / HAc 10 mM p-alanin / ITP / kond.,

Nikotinamid tablety Kationtovy 11 4 o) HCI (pH 1,8) UV-Vis (254 nm) 106

kys. nikotinova, riboflavin-5'- ' multivitaminové Aniontovy 10 mM HCI / ammediol 20 mM -alanin / ITP / kond., [106]

fosfat sodny tablety Y (pH 8,95) Ba(OH)2 (pH 10,0)  UV-Vis (254 nm)
1) 10 MM KAc (pH 4,0-

thiamin, pyridoxamin, ) , 5,5), ) . ITP/UV-Vis

pyridoxal, nikotinamid kationtovy IT) 10 mM mravencan p-alanin (254 nm) [107]
draselny (pH 3,5-4,0)

thiamin, pyridoxin pivo kationtovy (1;)Hm5MO)NaAc I'HAC 10 mM EACA ITP / kond. [108]
1) 10 MM HCI/

q e, farmaceutické . ., B-alanin (pH 3,5-4,0), \

kys. Nikotinova pipravky aniontovy 1) 10 MM HCI / EACA 10 mM oktanoat ITP / kond., UV [109]
(pH 4,5), 20% methanol

kys. Pantothenové ;f;?;‘;‘yvyzwa’ aniontovy éolahéypc(' p’HTg'SO; MES / Tris (pH 6,2) TP / kond. [110]

o ks Askorboh ety amionow |0 o g |5 M taurn ITP / kond. [111]

. . . . , 10 mM HCI/ B-alanin/ 5 mM kys. ITP / kond.,
kys. Askorbova napoje, potraviny  aniontovy 0,1% MHEC (pH 3.9)  kapronové UV-Vis [112]
thiamin, pyridoxin tablety, krev kationtovy %;)Hm7M8)NH4AC 20 mM HAc ITP/MS [113]
. y 10 mM HCI / kreatinin / ITP-CZE / kond.,
5-methyltetrahydrofolat krev, plazma, mo¢ 0,005% HPC (pH 5,0) 10 mM MES UV (220 nm) [114]
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Tabulka 10: Vybrané metody pro stanoveni 1é¢iv pomoci ITP

elektrolytovy systém

analyt matrice rezim = — metoda / detekce | literatura
kyselina flufenamova, @ farmaceutické 10 mM kys
mefenamova, priipravky - . . 10 mM HCI/ 20 mM " L ,
niflumovA a kapsle, krémy, aniontovy imidazol (pH 7,1) ?,?—I (711e5t)hylbarb1turova ITP / kond. [115]
tolfenamova gely pHL7
fenoprofen sérum aniontovy éf’agxoigr{) E?)’ia (pHag °MMMES ITP / kond. [116]
ibuprofen, diklofenak  pitnd a fiéni voda  aniontovy L0 MM Kys. mravenct 10 mM kys. propionovd  SPE-ITP / MS 117
(PH 2.9) vS prop
- o
ibuprofen, naproxen tablety aniontovy 10 mM HCI / kreatinin / 0,1% 10 mM MES ITP / kond. 118
PVP (pH 5,0)
farmaceutické - .
kebuzon, tribuzon, piipravky - tablety, aniontovy t11?str|rgjw1 7'8%%'&) chlorid / 10 mM 4-nitrofenolat ITP / kond [119]
fenylbutazon injekéni roztoky, olwvin Iaikohol (pH 6.1) (pH 6,7) '
masti polyviny pR b,
farmaceutické o
" 5 mM pikolinat draselny / 5 g
piipravky - kapsle, . , q e 10 mM kys. mravenci
tramadol kapky, injekeni kationtovy mM kys. pikolinova (pH (DH 2,58 ITP / kond. [120]
o 5,25)
roztoky, ¢ipky
5 mM HCI/ B-alanin / 0,08% 5 mM kys. kapronova /
sulbaktam krysi sérum aniontovy HPMC /5 mM B-cyklodextrin roztok amoniaku (pH ITP / kond. [121]
(pH 3,5) 4,5)
e farmaceutické ) , 10 mM NaAc / HAc / 0,08% .
neomycin trisulfat piipravky kationtovy HEC (pH 5,5) 10 mM f-alanin ITP / kond. [122]
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. . . , 10 mM NaAc / HAc / 60% 10 mM p-alanin / 60% ITP/UV-Vis
adriamycin plazma kationtovy methanol (pH 6,0) methanol (254 nm) [123]
farmaceuticke 10 mM kys. 3-morfolino-2-
metoprolol tartarat aﬁ rzciu cxe kationtovy hydroxypropansulfonova/ 10 10 mM glycyl-glycin ITP / kond. [124]
pripraviy mM NaCl / 2% HEC
. ) . 10 mM HCI1/ B-alanin (pH 4- 5 mM kys. glutamova /
r t .
metoprolol tartarat If)afrqr;zc\:]il;ucke amontovy 5) 10 mM pB-alanin :IE /CkZOIQi [124]
amlodipin Nod cationtovs 20 MM KAC/20mM HAC/ o 0o o UV-Vis (238 nm)  [12°]
YY" 0,29% HEC (pH 4,75) gly
: 1) 10 mM histidin / HAc
salbutamol, terbutalin farmaceuticke (pH 3,5)
;ulfat, fenoj[erol pFipravky kationtovy 11) 10 MM KOH / HAC HAc (pH 3,5) ITP / kond. [126]
ydrobromid (H 4.75)
naproxen, 6-O- . . . 10 mM HCI/ B-alanin/0,1% 10 mM MES / Tris / 20%
desmethylnaproxen serum aniontovy HPMC (pH 4,0) methanol (pH 6,9) TP/ kond. [127]
- . . ., 10 mM vodny amoniak / 5mM EACA /5 mM ITP-CZE /
lamotrigin serum Kationtovy o) M MES / 10% methanol | MES / 15% methanol ~ UV-Vis (254 nm)  [+28
doxepin modelovy roztok  kationtovy hi)c%gifg‘aé )‘(lter‘ll;e(rggag%) Lo mM deuterovand 15/ NMR [129]
maprotilin sérum kationtovy 10 mM NaAc / HAc 10 mM pB-alanin ITP / kond. [130]
imipramin farmaceutické
clomipramin, naprotilin pr_lpravky - tablety, kationtovy 10 mM NaAc / HAc (pH 4,6) 10 mM B-alanin ITP / kond. [131]
injekce
citalopram, farmaceutické
fluvoxamin, sertralin,  pfipravky - tablety, kationtovy 10 mM NaAc/HAc (pH 4,6) 10 mM B-alanin ITP / kond. [132]

fluoxetin

injekce
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

V Tabulce 11 je uveden seznam chemikalii, které byly pouzity k experimentalni casti

prace.

Tabulka 11: Seznam pouzitych chemikalii

Nazev chemikalie Vyrobce
L-valin Sigma-Aldrich
L-leucin Sigma-Aldrich
L-isoleucin Sigma-Aldrich
L-tyrosin Sigma-Aldrich
L-lysin Sigma-Aldrich
L-tryptofan Sigma-Aldrich
L-arginin Sigma-Aldrich
L-histidin Sigma-Aldrich
L-cystein Sigma-Aldrich
L-serin Sigma-Aldrich
L-alanin Sigma-Aldrich
glycin Sigma-Aldrich
L-fenylalanin Sigma-Aldrich
L-asparagin Sigma-Aldrich
L-glutamin Sigma-Aldrich
L-kyselina glutamova Sigma-Aldrich
L-kyselina asparagova Sigma-Aldrich
L-threonin Sigma-Aldrich
L-prolin Sigma-Aldrich
L-hydroxyprolin Sigma-Aldrich
L-theanin Sigma-Aldrich
taurin Sigma-Aldrich
isethionova kyselina Sigma-Aldrich
vinylsulfonova kyselina Sigma-Aldrich
formaldehyd (36-38%) Penta

thiamin hydrochlorid Sigma-Aldrich
kyselina nikotinova Sigma-Aldrich
pantotenat vapenaty Sigma-Aldrich
pyridoxin hydrochlorid Sigma-Aldrich
pyridoxal hydrochlorid Sigma-Aldrich
pyridoxamin dihydrochlorid Sigma-Aldrich
kyselina listova Sigma-Aldrich

metformin hydrochlorid

Glentham Life Sciences

buformin hydrochlorid Sigma-Aldrich
fenformin hydrochlorid Sigma-Aldrich
triethanolamin Sigma-Aldrich
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diethanolamin Sigma-Aldrich
monoethanolamin Sigma-Aldrich
octan draselny Sigma-Aldrich
kyselina octova 99% Lachema
kyselina chlorovodikova 36% Lachema
kyselina chlorovodikova 35% Penta

B-alanin Serva
a-cyklodextrin Sigma-Aldrich
B-cyklodextrin Sigma-Aldrich
histidin hydrochlorid Reanal
histidin Reanal
kyselina morpholinethansulfonova (MES) Serva

kyselina valerova Lachema
kyselina mravenci Penta
hydroxyethylcelul6za 4000 Serva

dusitan sodny Lachema
kyselina sirova Lachema
disifi¢itan sodny Lachema
hydroxid sodny Lachema

silné kysely katex (Tontoménic 1) Merck

slabé kysely katex (Amberlite IRC 86) Sigma-Aldrich
mocovina Lachema
amidosulfonova kyselina Lachema
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2.2 Pristrojové vybaveni

K separaci byl pouzit elektroforeticky/izotachoforeticky analyzator EA 102 (Villa-
Labeco, Spissk& Nova  Ves, Slovensko). Pfistroj je  vybaven  dvéma
polytetrafluorethylenovymi kolonami — ptedseparacni a analytickou. Délka a pramér kapilary
predseparacni kolony je 160 x 0,8 mm a jeji objem je asi 100 ul. Délka a pramér kapilary
analytické kolony je 160 x 0,3 mm, a jeji objem je asi 10 pl. Vzorek je do pfistroje davkovan
pomoci stfikacky pres davkovaci kohout o objemu 30 pl. Pracovni proud je nastavitelny
nezavisle pro oba elektrické okruhy. Detekce je provadéna pomoci kontaktnich vodivostnich
detektori a pomoci spektrofotometrického DAD detektoru (ECOM Flash 12 DAD 800
Detector). Ziskané zaznamy z vodivostni detekce byly vyhodnocovany v programu ITPPro
(Villa Labeco, Spisskd Nova Ves, Slovensko), ktery je dodavany vyrobcem spolu
S piistrojem. Zaznamy ze spektrofotometrick¢ detekce byly vyhodnocovany v programu
Clarity (verze 7.4.01.088, DataApex, Praha, CR). Podminky ITP analyz jsou uvedeny

u jednotlivych metod stanoveni.

Pro navazovani chemikalii byly vyuzivany analytické vahy Kern ABT 120-4M (Kern &
Sohn GmbH., Balingen, Némecko) a pro méteni pH byl pouzivan ISFET pH-metr Sentron
S1400 7400-010 (Sentron, Leek, Nizozemsko), popi. Hanna 4221 (Hanna instruments, Praha,
CR). Roztoky byly rozpoustény, popi. odplyiiovany v ultrazvukové lazni K2 (Kraintek s.r.o.,
Podhajska, Slovensko). K zahiivani a michani roztokti byla pouzita magneticka michacka
sohfevem (Fisher Scientific, Pardubice, CR) a k pipetovani roztokia byly vyuZity
poloautomatické pipety Finnpipette (Thermo Scientific, Waltham, USA) a Biohit Proline
(Biohit, Helsinky, Finsko). Dale byly k experimentiim vyuzivany bézné laboratorni pomicky

a nadobi.

Pro kvalitativni analyzu je v izotachoforéze Casto vyuzivana hodnota relativni vysky
signalu (RSH, z angl.. Relative Signal High), ktera je ziskana vypoctem podle nasledujiciho
vzorce.

_ I ~ T

Ierey = ey
kde Il je intenzita signalu analytu, lig) intenzita signalu vedouciho elektrolytu a Irg)
intenzita signdlu koncového elektrolytu. RSH se nejbéznéji pohybuje v rozmezi hodnot od 0

do 1.
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3.  VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Izotachoforetické stanoveni aminokyselin po jejich  konverzi
na hydroxykyseliny ve vzorcich napoji a potravinovych dopliiku [48, 133-135]
3.1.1 Uved

V dnesni dobé je stale vétsi zajem o analyzu slozeni potravin, at’ uz z ditvodu stanoveni
vyzivovych hodnot, nebo z divodu kontroly kvality potravin. Kwvili této skuteCnosti je
vyvijeno a optimalizovano mnoho analytickych metod pro stanoveni riiznych slozek potravin.
Jednou z bézn¢ stanovovanych skupin jsou aminokyseliny, které jsou zakladni stavebni
jednotkou bilkovin a jsou esencialni pro vyzivu ¢lovéka.

Aminokyseliny jsou latky, které jsou ionizovany ve vod¢, ale jejich molekuly maji
amfoterni charakter. Pohyblivost aminokyselin v elektrickém poli je v rozmezi pH 3-10, které
je bézné pouzivané pii izotachoforetické analyze, velmi nizkd. Kvili tomu neni mozné
vétSinu  aminokyselin pfimo izotachoforeticky stanovit. Vyjimkou jsou kyselé (kys.
glutamova a kys. asparagova) a bazické aminokyseliny (histidin, lysin a arginin), které je
mozné bez problémul stanovit pfimo bez jakékoliv derivatizace, protoZe jejich pohyblivost
Vv elektrickém poli je dostatecna.

Jedna z mozZnosti pfimého izotachoforetického stanoveni aminokyselin v potravinach
a potravinovych dopliicich byla popsana Jastrzebskou a kol. [60], ktefi optimalizovali
stanoveni volnych aminokyselin ve vzorcich syrd. K tomuto ucelu vyuzili oba
izotachoforetické mody — aniontovy v kombinaci s alkalickym elektrolytovym systémem
ke stanoveni tyrosinu a fenylalaninu a kationtovy pro stanoveni lysinu, argininu, histidinu
a ornitinu. Kationtovy méd byl pouzit také Kvasni¢kou [61] ke stanoveni derivati histidinu
ve vzorcich masa. DalSi prace zabyvajici se izotachoforetickou analyzou aminokyselin
za pouziti aniontového moddu a alkalického elektrolytového systému byly vypracovany
Kvasnic¢kou a kol. [67], Everaertsem a kol. [47], Hirokawou a kol. [136] a Prestem a kol.
[137]. Problémem spojenym s izotachoforetickou analyzou za pouziti alkalického elektrolytu
je migrace uhli¢itanovych iontl pochazejicich z atmosférického oxidu uhlicitého, které
prodluzuji analyzu a zpiisobuji snizeni separacni kapacity systému. Dal§im problémem
spojenym s migraci uhli¢itanovych iontdl je tvorba smésnych zon, které negativné ovlivituji
separacni proces. Obsah uhli¢itanli je obvykle sniZzovan ptidavkem hydroxidu barnatého
za vzniku nerozpustného uhli¢itanu barnatého. Nicméné ani timto zpisobem nelze uhli¢itany

odstranit uplné [138].
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Pii izotachoforetické analyze se mnohem castéji vyuzivaji kyselé a neutralni
elektrolytové systémy, které lze pii piimé izotachoforetické analyze aminokyselin pouZzit
pouze v ptipadé¢ kyseliny glutamové a asparagové. Jako priklad lze uvést praci Zgoly-
Grzeskowiak [65], ktera se zabyva stanovenim téchto dvou Kkyselin v rajcatové stave
S vyuzitim aniontového médu.

Jednou z moznosti, jak stanovit ostatni aminokyseliny v kyselych podminkach, je pouziti
nevodnych rozpoustédel, napiiklad dimethylsulfoxidu [139] nebo propionaldehydu [47]. Dalsi
moznosti je derivatizace, tj. konverze aminokyselin na jiné slouceniny, které nemaji
amfolyticky charakter. Existuje nékolik zptisobl derivatizace, které jsou vhodné
pro izotachoforetickou analyzu aminokyselin. Jedna se napiiklad o reakci s formaldehydem
v alkalickém prosttedi [140] nebo esterifikaci [141]. Pii pouziti jinych analytickych metod,
které je mozné pouzit ke stanoveni aminokyselin, jako je napt. kapalinova chromatografie,
neni nutné provadét derivatizaci, nicméné jeji provedeni pfinasi fadu vyhod (napf. lepsi
separace nebo snizeni detek¢niho limitu).

Dalsi moznosti, ktera prozatim nebyla vyuZita pro izotachoforetickou analyzu, je reakce
s kyselinou dusitou. V této praci jsme se zamé&fili pravé na tento zptsob derivatizace, ktery
je zalozen na konverzi aminoskupiny na diazoskupinu, ktera nasledn¢ hydrolyzuje za tvorby
hydroxyskupiny. Cilem optimalizace metody bylo nalezeni co nejlepSich podminek
pro dostatecné¢ citlivé stanoveni aminokyselin v potravinovych doplicich a napojich
se zachovanim hlavnich vyhod izotachoforézy, jako je snadné ptiprava vzorki, nizké ndklady

nebo relativné kratka doba analyzy.

3.1.2 Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém modu s pouzitim
elektrolytového systému zahrnujiciho vedouci elektrolyt o sloZzeni 10 mM HCI s pfidavkem
B-alaninu k upravé pH na 3,6 a 0,05% HEC k potlaceni elektroosmotického toku. Koncovym
elektrolytem byla 10 mM kyselina valerova s pfidavkem hydroxidu sodného ke zvyseni
rozpustnosti kyseliny valerové ve vodé. Hnaci proud byl v pfedseparacni kapildie nastaven
na hodnotu 250 pA, Vv separacni kapilafe na 50 pA a pred detekci byl sniZzen na 30 pA.

Celkova doba jedné analyzy se pohybovala okolo 35 minut.

69



3.1.3 Vysledky a diskuze
3.1.3.1 Konverze aminokyselin na hydroxykyseliny

Reakce primarni amino skupiny s Kyselinou dusitou za tvorby diazoniové soli, ktera
se nasledné rozklada na odpovidajici mnozstvi plynného dusiku, je zdkladem manometrického
stanoveni latek obsahujicich aminoskupinu, které bylo popsano van Slykem [142, 143].
Reaktivita primarnich aminoskupin se zvysSuje se zvysujici se teplotou a také s ptitomnosti
karboxylové skupiny v sousedstvi. Naopak reakce se zpomaluje se vzrlstajici vzdalenosti
mezi amino a karboxyskupinou [144]. Tato fakta byla brana vvahu pii optimalizaci
konverze, kterd je podrobné popsana nize.
sodného s kyselinou octovou), kterd slouzi jako derivatizani ¢inidlo. MnozZstvi kyseliny
dusité v reakéni smési ovliviiuje také pribeh reakce, jak je zmin€no dale. Dal§im dulezitym
parametrem je pH reak¢ni smési, které¢ by mélo byt dostate¢né¢ nizké pro tvorbu kyseliny
dusité (pKa = 3,15 [145]), ale na druhou stranu dostateéné vysoké pro rychly kvantitativni
rozklad diazoniové soli na plynny dusik, respektive pro zabranéni vedlejSim reakcim, které
mohou zpisobit sniZzeni vytézku vznikajici a-hydroxykyseliny. Tyto skutec¢nosti jsou hlavnim
davodem, pro¢ je optimalizace reakcnich podminek (tj. slozeni reak¢ni smési, zplsob
michani, vliv teploty a doby reakce) nezbytnia. Optimalizace konverze byla provadéna
na leucinu avalinu, protoze ptvodné mély byt analyzovany pouze aminokyseliny
S nepolarnim rozvétvenym postrannim fetézcem (tzv. BCAAs — leucin, isoleucin, valin).
Optimalizace reak¢nich podminek pro leucin a valin poskytla téméf totozné vysledky, proto
jsou Vv nasledujicim textu zminény vysledky pouze pro leucin. V dalSich letech byly
analyzovany idal$i aminokyseliny a pro nékteré znich (prolin, theanin, taurin) byla
provedena vlastni optimalizace podminek konverze a separace.

Vzhledem k tomu, Ze leucin je konvertovan na 2-hydroxyisokapronovou kyselinu, byly
vysledné ucinnosti konverze vypocteny jako podil délky zoény ziskané analyzou
konvertovaného leucinu a délky zony standardniho roztoku 2-hydroxyisokapronové kyseliny
0 stejné koncentraci.

Jako prvni byl zkouman vliv michdni, teploty a casu na ucinnost konverze
pfi pétinasobném piebytku dusitanu sodného a kyseliny octové oproti leucinu (Graf 1). V této
souvislosti je potieba zminit, Zze za laboratornich podminek je kinetika konverze velmi
pomald, pifi pouziti ultrazvukové lazné a mechanického michani neni dosaZzeno dostatecné
Gi¢innosti konverze ani po vice nez 3 hodinach. Uéinnost konverze byla dostateéné vysoka

pouze V ptipadé michani na vrouci vodni lazni, jeji hodnota byla rovna 99,5 + 2,9 % za méné
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nez 10 minut. Zvyseni G¢innosti konverze vlivem zvyseni teploty za soucasného michéni 1ze

vysvétlit snizenim stability diazoniové soli a souCasn¢ snizenim rozpustnosti dusiku

vznikajiciho v roztoku.
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Graf 1: Zavislost G¢innosti konverze leucinu na Case, teploté a vlivu michani — sloZeni reakéni
smési: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a 20 mM leucin; roztok pied separaci
byl 20x ztedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin +
0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina valerova + NaOH (pH 7,24);
analyticka kolona.
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Graf 2: Zavislost u¢innosti konverze leucinu na koncentraci dusitanu v reakéni smési —
slozeni reakéni smési: 100 mM kyselina octova resp. sirova a 20 mM leucin; roztok
pted separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HC1
+ B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina valerova + NaOH
(pH 7,24); analyticka kolona.

SloZeni reakéni smési bylo dalSim optimalizovanym parametrem. Nejprve byla ménéna

koncentrace dusitanu, ktery reagoval s konstantnim mnozstvim leucinu (20 mM) a kyseliny
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octové (100 mM), popt. sirové (100 mM). V tomto piipade byla dosazena ti¢innost konverze
100,0 + 1,8 % v ptipadé kyseliny octové, zatimco v ptipadé kyseliny sirové byla maximalni
ucinnost pouze 83,5 + 2,5 % (Graf 2).

Obdobné¢ byla zkousena zména koncentrace kyseliny za konstantniho mnozstvi dusitanu
a leucinu (Graf 3). Vtomto piipadé byla testovana kyselina octova, sirova, valerova
a octanovy pufr (pH 4,76). Pomoci tohoto experimentu bylo opét potvrzeno, ze pouziti
kyseliny sirové neni vhodné pro tento ucel z divodu nizké ucinnosti konverze. S dale
se zvySujicim mnozstvim kyseliny sirové se ucCinnost konverze jeSté sniZuje, misto
a-hydroxykyseliny vznika odpovidajici karbonylova slouc¢enina (aldehyd nebo keton)
a kyselina mravenci. V piipad€ kyseliny octové byla dosaZena ucinnost konverze téméf
100 % jiz pti pouziti 40 mM kyseliny, zatimco v pfipadé velmi slabé kyseliny valerové az
pti pouziti 200 mM kyseliny. Kyselina valerova byla testovana hlavné z toho diivodu, ze byla
pouzita jako koncovy elektrolyt, a tudiz by separace nebyla komplikovana dalsi slozkou
reakéni smési. Kromé téchto kyselin bylo zkousSeno také pouziti octanového pufru hlavné
z davodu kontroly pH, které miize ovlivnit vznik hydroxykyselin. Pomoci octanového pufru
nicméné nebylo dosazeno pozadované ucinnosti. LepSich vysledki by mozna bylo dosazeno

pouzitim kyselejsiho pufru, coz ovSem nebylo jiz dale zkouméano.
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Graf 3: Zavislost G¢innosti konverze leucinu na koncentraci kyseliny v reakéni smési —
slozeni reakéni smési: 100 mM dusitan sodny a 20 mM leucin; roztok pied separaci byl 20x
fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05%
HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina valerova + NaOH (pH 7,24); analyticka
kolona.

Okyseleni reakéni smési pomoci silného a slabého katexu poskytlo podobné vysledky

jako okyseleni pomoci silné a slabé kyseliny (Graf 4). Zatimco pfidanim dostatecného
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mnozstvi slabého katexu byla dosazena uc¢innost konverze 94,0 = 2,8 %, jiz maly prebytek
silného katexu zpusobil zna¢ny pokles u€¢innosti konverze. Pouziti katexu muze byt vyhodné,
protoze nedochazi ke zvySovani mnozstvi iontl v roztoku, které mohou prodluzovat, popf.
I znemoznovat naslednou separaci. Existuji ov§em 1 nevyhody, jako je slozité&jsi ptiprava
vzorku a destrukce katexu b&hem takto provedené piipravy (katex po regeneraci ma jen
zlomek puvodni kapacity).
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Graf 4: Zavislost G¢innosti konverze leucinu na mnozstvi katexu v reakéni smési — slozeni
reakéni smési: 100 mM dusitan sodny, 20 mM leucin a 2 — 20 ml silné kyselého resp. slabé
kyselého katexu v H-cyklu; roztok pted separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace
1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy
elektrolyt: 10 mM kyselina valerova + NaOH (pH 7,24); analyticka kolona.

Optimalizace odhalila, Ze nejvhodnéj$i slozeni reakéni smési je 100 mM dusitan,
100 mM kyselina octova a 1 az 20 mM aminokyselina, za pouziti mechanického michani
na vrouci vodni 1azni po dobu 10 minut. Za téchto podminek byla dosazena témét 100 %

uc¢innost konverze pro 1 mM a koncentrovanéjsi roztok leucinu.

3.1.3.2 Izotachoforeticka separace

Reakéni smés po konverzi obsahuje kromé hydroxykyseliny také dal$i anionty, které
zvySuji pozadavky na separacni kapacitu kolony a prodluzuji separa¢ni dobu. Jedna
se konkrétné o dusitany, dusi¢nany (vytvotfené oxidaci dusitanti) a ionty kyseliny pouzité
k okyseleni (v tomto piipadé ionty octanové). Mobilita octanu je obvykle niz$i nez mobilita
aniontll hydroxykyselin. Dusi¢nan je v malém mnoZstvi tvofen jiz béhem konverze a jeho
mnozstvi se rapidné¢ zvySuje s prodluzujicim se stanim reakéni smési. Jeho mobilita
je mnohonasobné vyssi nez mobilita hydroxykyselin, takze analyzu pouze prodluzuje, ale

nijak ji nerusi. Dusitan ma niz§i pohyblivost nez dusicnan a mize ovliviiovat separaci
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nékterych hydroxykyselin. Z tohoto divodu byla snaha dusitan zreakéni smési odstranit.
K tomuto ucelu je v literatufe doporucovano nékolik latek, nejcastéji je zmitovana mocovina
a amidosulfonova kyselina. Pouzitim obou zminénych latek vznikaji dal$i nezadouci ionty —
mocovina pusobi pouze za velmi kyselych podminek, takze je potieba reakéni smés okyselit
silnou kyselinou a kyselina amidosulfonova je reakci pfeménéna na sirany, a navic béhem
separace vytvari také svou vlastni zénu. Z téchto divodu je lepsi dusitany neodstraniovat, ale
pouze upravit podminky separace tak, aby jejich zdéna nerusila analyzu. V extrémnich
ptipadech je mozné pfeménit dusitany na dusicnany pomoci ptidavku silné kyselého katexu
a zahtivani smési na vrouci vodni ldzni po dobu 1 hodiny.

Izotachoforeticka analyza mitize byt provadéna s vedoucim elektrolytem o rizném pH.
V nasem ptipadé byl zvolen systém skladajici se z chloridu jako vedouciho iontu a (-alaninu
jako protiiontu. pH vedouciho elektrolytu bylo 3,6.

Za vySe zminénych optimalizovanych podminek byly konvertovany a analyzovany
biogenni aminokyseliny. Hlavnimi sledovanymi parametry byly pocet izotachoforetickych
zon, jejich délky a chovani roztoku béhem konverze. VétSina aminokyselin poskytovala
minimaln¢ jeden izotachoforeticky stanovitelny produkt, nékteré z nich poskytovaly dva
(prolin, lysin), tfi (methionin, tyrosin), popf. i Ctyfi (cystein) produkty. Produkty konverze
tryptofanu (dva) a histidinu (jeden) nebylo mozné stanovit v kyselém elektrolytovém systému,
byly analyzovéany za pouziti neutralniho systému (vedouci elektrolyt o pH 7 slozeny z 10 mM
HCI + imidazol, koncovy elektrolyt 10 mM HEPES). Arginin nelze timto zptsobem stanovit,
protoZe bazicka guanidinova skupina argininu je velmi stabilni a pravdépodobné nereaguje
s kyselinou dusitou. Arginin ale Ize izotachoforeticky stanovit pfimo, bez derivatizace.

Pti stanoveni aminokyselin poskytujicich jeden méfitelny produkt bylo pro vétSinu z nich
dosazeno rtiznych hodnot relativni vysky signalu. Vyjimkou byly dvé dvojice, konkrétné
leucin/isoleucin a kyselina glutamova/glutamin. Druha zminéna dvojice poskytuje
po konverzi stejny produkt — 2-hydroxyglutarovou kyselinu. Produkty konverze leucinu
a izoleucinu za ur¢itych podminek rozseparovat Ize, jak je zminéno dale.

Aminokyseliny majici vice produktii konverze komplikuji analyzu, protoze néckteré
produkty vytvareji smésné zony (tyto produkty jsou oznaCeny stejnou barvou v Grafu 5
a Grafu 6; napt. produkt konverze glycinu a prvni produkt konverze prolinu maji stejnou
hodnotu RSH a jsou oznac¢eny zlutou barvou; produkty, které nemaji stejnou hodnotu RSH
S zZadnym jinym produktem jsou oznafeny svétle Sed¢). Z tohoto diivodu neni vyvinuta
metoda vhodna pro stanoveni vSech biogennich aminokyselin béhem jedné analyzy, nicméné

se hodi pro analyzu jednodussich smési, jako jsou napft. potravinové dopliky.
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Graf 5: Aminokyseliny poskytujici jeden produkt konverze — relativni vysky signali a délky
zon; slozeni reakéni smési pred konverzi: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova
a20 mM AMK, roztok pied separaci byl 80x fedén (vysledna koncentrace 0,25 mmol/]);
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina valerova + NaOH (pH 7,24); analyticka kolona.
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Graf 6: Aminokyseliny poskytujici vice produktti konverze — relativni vysky signalti a délky
z6n; slozeni reakéni smési pred konverzi: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova
a20 mM AMK, roztok pied separaci byl 80x fedén (vysledna koncentrace 0,25 mmol/l);
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI1 + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina valerova + NaOH (pH 7,24); analyticka kolona.
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3.1.4 Optimalizovana stanoveni
3.1.4.1 Stanoveni aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA)
Uvod

Aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (valin, leucin, isoleucin) jsou soucasti bilkovin,
zdrojem dusiku pii syntéze alaninu, kyseliny glutamové a glutaminu ve svalech a vyznamnym
regulatorem metabolismu bilkovin.

V kosternim svalu vznika pfesunem aminoskupiny z BCAA na a-ketoglutarat kyselina
glutamova, kterd miize byt zdrojem aminoskupiny pro syntézu alaninu z pyruvatu nebo mize
byt pouzZita pro syntézu glutaminu. Bylo zjiSténo, Ze BCAA hraje vyznamnou roli také
pti tvorbé amidové skupiny glutaminu. Cesta pienosu aminoskupiny z BCAA na amidovou
skupinu v molekule glutaminu zatim neni jasna, je pouze znamo, ze aby k tomu mohlo dojit,
je nutné, aby z aminoskupiny BCAA nejprve vzniknul amoniak.

Katabolismus BCAA probihd pomoci enzymii BCAA aminotranferazy a BCKA
dehydrogendzy. Reverzni transaminaci katalyzovanou BCAA aminotransferazou vznikaji
ketokyseliny (BCKA). Z leucinu vznika kyselina a-ketoisokapronova, z valinu kyselina
a-ketoizovalerova a z isoleucinu kyselina a-keto-B-metylvalerova. Dalsi reakci katabolismu je
oxidacni dekarboxylace BCKA pomoci BCKA dehydrogenazy v mitochondriich. Vzniklé
derivaty CoA (z leucinu vznika B-hydroxy-p-methylglutaryl-CoA, z valinu sukcinyl-CoA
a z isoleucinu propionyl-CoA a acetyl-CoA) putuji dale do citratového cyklu. Katabolismus
BCAA neni na rozdil od vSech ostatnich aminokyselin zahdjen v jatrech, ale ve tkanich,
zejména v kosternich svalech.

BCAAS jsou vyznamnym substratem pro syntézu bilkovin a fadou mechanizmi zasahuji
do regulace jejich syntézy a degradace. BCAAS a jejich n€které metabolity stimuluji sekreci
inzulinu a translaci ve svalech a jatrech. Proteoanabolicky efekt ma zejména
B-hydroxy-B-methylbutyrat (produkt katabolismu isoleucinu), ktery je ¢asto pouzivan jako
doplngk stravy pro zvySeni svalové sily [11].

BCAAs s dusitanem sodnym v kyselém prosttedi reaguji za vzniku pftisluSnych
hydroxykyselin, konkrétné¢ z valinu vznika kyselina 2-hydroxyisovalerova (rovnice 1),
z leucinu kyselina 2-hydroxyisokapronova (rovnice 2) a z isoleucinu kyselina 2-hydroxy-3-
methylvalerova (rovnice 3) [146].

NH, OH

HGWCHE + HNO, — HOWCHE + N, + HO

O  CHs O HiC
1)
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NH, CH; OH CH,

HDTHVL + HNO, —= HD\H/K/J\ + N, + H,0
CH, CH 2 2
0 0

(2)

NH, OH

HO HO
WCHE-‘- HNO, —= WCHJ N, + H,0

o CH- 0 CH,

) ) (3)

Pouzité chemikalie, material a instrumentace
Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém modu s pouzitim
elektrolytového systému zahrnujiciho vedouci elektrolyt o slozeni 10 mM HCI s piidavkem
B-alaninu k upravé pH na 3,6 a 20 mM a-cyklodextrinu. Koncovym elektrolytem byla
10 mM kyselina octova. Hnaci proud byl v pfedseparacni kapilafe nastaven na hodnotu
250 pA, v separaéni kapilafe na 50 pA a pied vodivostni detekci byl snizen na 30 pA.
Celkova doba jedné analyzy se pohybovala okolo 30 minut.

Jako vzorky byly pouzity potravinové doplitky Amino 1000,
BCAA Mega Capsules (Vitalmax s.r.o., Frydlant v Cechach, CR)
obsahujici 450 mg L-isoleucinu, 300 mg L-leucinu a 150 mg
L-valinu vjedné Zelatinové kapsli a BCAA Liquid Orange

Flavour (Penco s.r.o., Revnice, CR) obsahujici 400 mg leucinu,

200 mg valinu, 200 mg isoleucinu a 400 mg glutaminu ve 20 ml

napoje. Obrazek 11:
Testované potravinové
dopliky s obsahem
BCAA®EC,

Optimalizace podminek reakce a separace

Pribéh optimalizace podminek reakce je popsan v kapitole 3.1.3.1. VVzhledem k tomu,
7e pti pouziti elektrolytového systému zminéného vySe (kapitola 3.1.2) byla pohyblivost,
resp. RSH, konvertovaného leucinu a isoleucinu stejnd, byl hledan elektrolytovy systém,
ve kterém by tyto dv€ aminokyseliny bylo mozné rozseparovat. Z diivodu, ze se jedna

se 0 polohové izomery, které se liSi polohou methylové skupiny v postrannim fetézci, bylo
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navrhnuto pouziti cyklodextrini. Byl zkouSen ptidavek a- a - cyklodextrinu do vedouciho
elektrolytu, ale pouze pouziti o-cyklodextrinu se ukazalo jako uspé$né. Optimalnim
ptidavkem bylo 20 mmol/l (Graf 7), kdy zoéna isoleucinu byla dostatecné vzdalena jak
od zony leucinu, tak od octanu pouzitého jako koncovy elektrolyt. Octan byl pouzit namisto
valeratu z diivodu urychleni analyzy vlivem vys$s$i mobility v elektrickém poli. S pouzitim
tohoto elektrolytového je mozné dosahnout dobré separace vSech tii aminokyselin,

Viz Obrazek 12.
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Graf 7: Zavislost odezvy vodivostniho detektoru na koncentraci a-cyklodextrinu ve vedoucim
elektrolytu — slozeni reakéni smési pied konverzi: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina
octovd a 20 mM AMK, roztok ptfed separaci byl 200x fedén (vysledna koncentrace
0,1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + a-cyklodextrin (pH 3,6); koncovy
elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.
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Obrazek 12: Izotachoforeogram standardd BCAA po konverzi bez ptidavku a-cyklodextrinu
do vedouciho elektrolytu (vlevo) a s pfidavkem 20 mM a-cyklodextrinu (vpravo) — slozeni
reakéni smési pred konverzi: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octovd a 20 mM
AMK, roztok pied separaci byl 200x fedén (vysledna koncentrace 0,1 mmol/l); vedouci
elektrolyt: 10 mM HCl + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova;
analytickd kolona.
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Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

K ptipravé kalibracnich roztoka byly pouzity zdsobni roztoky valinu, leucinu a isoleucinu
0 koncentracich 100 mmol/l. Ze zasobniho roztoku valinu byly pfipraveny roztoky
0 koncentracich 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18 a 21 mmol/l do 50 ml odmérnych banék, do kterych bylo
pfiddino 5 ml 1 M kyseliny octové a 5 ml 1 M dusitanu sodného. Baiky byly doplnény
destilovanou vodou po rysku a byly umistény do vrouci vodni lazn€, kde za intenzivniho
michani byly ponechdny po dobu 10 minut. Po konverzi byly roztoky 20x nafedény
a analyzovany. Kalibra¢ni roztoky leucinu a isoleucinu byly pfipravovany stejnym zplisobem
s vyjimkou koncentraci. V tomto piipadée byly pfipraveny roztoky o koncentracich 1, 5, 9, 13,
17 a 21 mmol/l. Z naméfenych dat byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky (Graf 8).
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Graf 8: Kalibra¢ni kiivky BCAA — slozeni reak¢éni smési pred konverzi: 100 mM dusitan
sodny, 100 mM kyselina octova a 1 — 21 mM AMK; roztoky pted separaci byly 20x fedény,
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 20 mM a-cyklodextrin (pH 3,6); koncovy
elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

Vysledné koncentrace kalibraénich roztoki valinu byly v rozmezi 0,05 — 1,05 mmol/l.
V tomto kiivka, Ize
y [s] = 152,32 x [mmol/I] + 4,27, dobrou linearitu (hodnota R? = 0,9985). V piipadé leucinu

rozmezi  vykazovala  kalibraéni kterou popsat  rovnici

byly kalibra¢ni roztoky v rozmezi koncentraci 0,05 — 1,00 mmol/l, ve kterém kalibracni
ktivka vykazovala linearitu s hodnotou R? = 0,9994. Kalibra¢ni kiivku leucinu je mozné

popsat rovnici ptimky y [S] = 181,07 x [mmol/I] + 0,02. Pro isoleucin je rozmezi koncentraci
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kalibra¢nich roztokl stejné jako v piipadé leucinu. V tomto rozmezi ma kalibra¢ni kiivka
charakter piimky popsané rovnici y [s] = 184,6 x [mmol/l] + 0,04. Hodnota R? je pro tuto
ptimku rovna 0,9992.

Mez detekce a stanoveni

Pro tuto metodu byly jako meze stanoveni uréeny koncentrace valinu, leucinu
a isoleucinu projevujici se zonami vzniklych hydroxykyselin o délce 1 sekundy. Jako mez
detekce byla zvolena koncentrace aminokyselin odpovidajici '35 meze stanoveni.
Z kalibra¢nich pfimek byly vypocteny meze stanoveni pro valin 16,0 pumol/l, pro leucin
aisoleucin 15,0 umol/l. Meze detekce jsou nasledné 5,3 pumol/l, pro leucin a isoleucin
5,0 umol/l. Mez detekce lIze zlepsit snizenim koncentrace vedouciho elektrolytu a sniZzenim
separac¢niho proudu. Bylo vyzkouseno pouziti 2 mM HCI a hnaciho proudu 10 pA, coz mélo

za nasledek snizeni meze detekce a stanoveni ptiblizné na polovinu u vsech tii aminokyselin.

Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla urCena jako relativni smérodatna odchylka délek zon
ziskanych z péti po sob¢é nasledujicich méfeni roztoka valinu, leucinu a isoleucinu
po konverzi. Davkované koncentrace byly rovny 1 mmol/l pro vSechny standardni roztoky.
Pro valin byla ziskana hodnota opakovatelnosti 2,1 %, pro leucin 1,8 % a pro isoleucin 1,9 %.

Tyto hodnoty jsou dostate¢né pro rutinni analyzu.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla stanovena analyzou konvertovanych standardnich roztokti aminokyselin
0 koncentraci 0,1 mmol/l a byla vypocitana jako pomér naméfené a skutecné koncentrace
vynasobené 100, aby byla hodnota vytéZznosti uddna v %. Pro vypocet naméten¢ koncentrace
byly pouzity vySe uvedené Kkalibraéni kiivky. Hodnota vytéznosti valinu je rovna
97,0 £ 2,5%, leucinu 97,8 + 1,4 % a isoleucinu 97,6 + 1,7 %. Vzhledem Kk tomu, ze
se hodnoty vytéznosti blizi 100 %, byla prokdzana vhodnost metody ke stanoveni
aminokyselin s rozvétvenym fetézcem v modelovych vzorcich a tato metoda byla nasledné

aplikovana na vzorky doplik stravy.

Ptiprava a analyza realného vzorku
K analyze a kvantifikaci metodou kalibra¢ni kiivky byly jednotlivé vzorky zpracovany
nasledovné: jedna kapsle vzorku BCAA Mega Capsules byla rozpusténa ve 100 ml

destilované vody v odmérné baiice. Nasledné bylo z této baiky pipetovano 5 ml roztoku

80



vzorku do 50 ml odmérné banky, pfidano 5 ml 1 M kyseliny octové a 5 ml 1 M dusitanu
sodného a baiika byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Poté byla banka umisténa
do vrouci vodni 1azné a za intenzivniho michani zde byla ponechana po dobu 10 minut.
Nakonec byl roztok ochlazen, 10x zfedén a analyzovan. Tekuty vzorek BCAA Liquid Orange
Flavour byl piipraven pipetaci 2 ml vzorku do 50 ml odmérné barky, pfidanim 5 ml 1 M
kyseliny octové a 5 ml 1 M dusitanu sodného a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
Konverze byla provedena za stejnych podminek jako u piedchoziho vzorku. Pfed analyzou
byl tento vzorek fedén 20x.

Pro kvantifikaci metodou standardniho pfidavku byly vzorky pfipraveny stejnym
zpusobem jako v pfedchozim piipad¢é stim rozdilem, ze pted konverzi byl k reakénimu
roztoku tablety pfidan 1 ml zasobniho roztoku obsahujiciho 100 mmol/I valinu, 100 mmol/I
leucinu a 100 mmol/l isoleucinu a k reakénimu roztoku tekutého vzorku bylo pfidano 1,5 ml
téhoz zasobniho roztoku. Vysledky ziskané obéma metodami jsou uvedeny v Tabulce 12
a jsou porovnany s obsahy aminokyselin deklarovanymi vyrobcem. lzotachoforeogramy obou

vzorkl jsou uvedeny na Obrazku 13.

Tabulka 12: Obsah jednotlivych aminokyselin ve vzorcich doplnka stravy

BCAA Mega Capsules
Obsah (mg/kapsle) — | Obsah (mg/kapsle) — Vyrobcem
Aminokyselina metoda kalibra¢ni | metoda standardniho | deklarovany obsah
kiivky piidavku (mg/kapsle)
Valin 1344+ 4.1 157,7+4,9 150
Leucin 282,6 £ 13,4 311,0 £ 4,5 300
Isoleucin 467,1 £7.2 465,8 £ 5,5 450
BCAA Liquid Orange Flavour
Obsah (mg/20 ml) — | Obsah (mg/20 ml) — Vyrobcem
Aminokyselina metoda kalibra¢ni | metoda standardniho | deklarovany obsah
kiivky ptridavku (mg/20 ml)
Valin 170,0 £ 3,6 177,1+£3,9 200
Leucin 403,9 £ 6,5 407,9+6,9 400
Isoleucin 201,9+£3.3 204,0 £3,5 200
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Obrazek 13: Izotachoforeogram vzorku kapsle (vlevo) a vzorku napoje (vpravo) — vedouci
elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 20 mM a-cyklodextrin (pH 3,6); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina octova; analytickd kolona.

3.1.4.2 Stanoveni prolinu
Uvod

Prolin je neesencidlni aminokyselina nepolarniho charakteru, jejimz prekurzorem
je kyselina glutamova. V metabolismu ma prolin dileZitou ulohu pii formovani prostorovych
struktur bilkovin a také pfi hydrofobnich interakcich bilkovin. Je za¢lenén do tkanovych
proteinti, kde mize byt hydroxylovan na 4-hydroxyprolin. Ob¢ tyto aminokyseliny je mozné
ve vyznamném mnozstvi nalézt v kolagenu, kde tvoii az 30 % jeho hmotnosti [11].
Z potravin, ve kterych je prolin pfitomen ve vysSich koncentracich, je mozné zminit vceli
med. Obsah prolinu v medu mize byt az 500 mg/kg. Jedna se o jeden z ukazateli kvality
medu a Vv piipadé, ze med obsahuje méné nez 180 mg prolinu/kg medu, je takovy med
povazovan za falSovany, tj. fedény, popi. uméle doslazovany [147].

Zatimco primarni aminy reaguji s kyselinou dusitou za vzniku odpovidajici
hydroxyslouceniny, sekundarni aminy, mezi které fadime 1 prolin, reaguji za tvorby

N-nitrosaminti (rovnice 4). Tyto latky mohou byt relativné nestalé a mohou dale reagovat

[146].
°" % HnO, — M+ HO
N | ‘ N
| 0
NO

H 0
(4)
Pouzité chemikalie, material a instrumentace
Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace

je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém modu s pouzitim
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elektrolytového systému o nasledujicim slozeni: 10 mM HCI s pridavkem B-alaninu k Gprave
pH na 2,4 a 0,05% HEC jako vedouci elektrolyt a 10 mM kyselina octova jako koncovy
elektrolyt. Hnaci proud v pfedseparacni koloné byl nastaven na hodnotu 400 pA
a v analytické kolon¢ na 35 pA. Detekce byla provadéna pouze pomoci vodivostniho
detektoru.

Jako wvzorek byl pouzit potravinovy doplnek
Flexit Liquid Orange (Nutrend d.s., Olomouc, CR)

NUTREND

ve formé napoje obsahujici 1000 mg prolinu ve 100

~
S
§
N
N
N
N
N
N
X
N
.
I\

ml napoje. DalSim analyzovanym vzorkem byl
domaci med ze soukromého chovu v Pardubicich.

Med obsahuje prolin v koncentracich 200 — 500

mg/kg. Nizka koncentrace prolinu mtize byt ditkazem
falSovani medu. Obrazek 14: Analyzované vzorky

obsahujici prolin®®ef,
Optimalizace podminek reakce a separace

Pro analyzu prolinu nebyla provedena optimalizace sloZeni reakéni smési, bylo
predpokladano, ze vysledky budou obdobné jako v ptipadé analyzy BCAA. Z tohoto diivodu
byla k derivatizaci pouzita 100 mM kyselina octova a 100 mM dusitan sodny. Béhem analyzy
prolinu po konverzi byly detekovany dvé od sebe oddélené zony, tzn., Ze prolin po konverzi
poskytuje minimaln¢ dva produkty, které jsou stanovitelné pomoci aniontového médu ITP.
Tyto dvé zoény lze pii dodrzeni stejnych reakénich podminek vyuzit pro kvalitativni
i kvantitativni analyzu prolinu.

Nejveétsi ucinnosti konverze bylo dosazeno pomoci michani reakéni smési na vrouci
vodni lazni, proto byla v ptfipadé¢ prolinu optimalizovana pouze doba reakce za téchto
podminek (Graf 9). Bylo zjisténo, Ze nejucinnéjsi konverze bylo dosazeno po 50 minutach
reakce, kdy byla délka zon prolinu nejvétsi. Pii dalSim prodluzovani reakce dochazelo
ke zkracovani zon vlivem rozkladnych reakci produkti konverze. Reprodukovatelnych
vysledku bylo dosaZeno jiz po 10 minutach reakce, proto v nasem ptipadé byla reakce v tomto
case ukoncena. V ptipad¢ potieby nizSiho detekéniho limitu by bylo moZzné dobu reakce

prodlouzit na zminénych 50 minut.
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Graf 9: Zavislost G¢innosti konverze prolinu na dob¢ zahtivani ve vrouci vodni lazni — slozeni
reak¢éni smési: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a 20 mM prolin; roztok
pied separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI
+ B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka
kolona.

Pti zkoumani chovani zon prolinu po konverzi bylo zjisténo, ze jejich vzadjemna poloha
arozliSeni zavisi na pH vedouciho elektrolytu (Graf 10). Zatimco pii pH 3,6 mély zony
prolinu neostry ptfechod, pti pH 2,4 byly od sebe ostfe oddéleny. Nevyhodou bylo,
ze za stejného hnaciho proudu doSlo k prodlouzeni analyzy o cca 10 minut. Pfi pH 4,2 dosSlo
Kk ptiblizeni zon natolik, Zze doSlo téméf k jejich splynuti, navic doslo k vyraznému sniZzeni
vysky zony koncového elektrolytu. I ptes prodlouzeni doby analyzy byl k dal§im analyzam
zvolen vedouci elektrolyt o pH 2,4.
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Graf 10: Zavislost relativnich vysek signal na pH vedouciho elektrolytu — slozeni reakéni
smési: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a 20 mM prolin; roztok pied separaci
byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin +
0,05% HEC (pH 2,4; 3,6 a 4,2); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka
kolona.
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Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

K ptipravé kalibra¢nich roztokii byl pouzit zasobni roztok prolinu o koncentraci
100 mmol/l. Z tohoto roztoku byly pipetovanim pfislusnych objemti do 50 ml odmérnych
ban¢k piipraveny roztoky o koncentracich 1, 5, 10, 15 a 20 mmol/l. K témto objemim
standardt bylo pfidano 5 ml 1 M kyseliny octové a 5 ml 1 M dusitanu sodného, baiky byly
doplnény destilovanou vodou po rysku a byly umistény do vrouci vodni lazn€, kde
za soucasné¢ho michani byly ponechany 10 minut. Pfed méfenim byly vSechny roztoky 20x
fedény na kone¢né koncentrace 0,05; 0,25; 0,5; 0,75 a 1 mmol/l. Takto pfipravené kalibra¢ni
roztoky byly analyzovany a byla sestrojena kalibraéni kiivka (Graf 11). Ve zvoleném rozmezi
koncentraci lze kalibracni kiivku popsat rovnici piimky y [s] = 302,06 x [mmol/l] + 0,004
s koeficientem determinace R? = 0,9990.
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Graf 11: Kalibra¢ni kiivka prolinu — sloZeni reak¢ni smési pied konverzi: 100 mM dusitan
sodny, 100 mM kyselina octova a 2 — 20 mM prolin; roztoky pied separaci byly 20x fedény,
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH 2,4); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina octova; analytické kolona.

Mez detekce a stanoveni

Pro tuto metodu byla jako mez stanoveni urc¢ena koncentrace prolinu projevujici se zénou
0 délce 1 sekundy. Jako mez detekce byla zvolena koncentrace aminokyseliny odpovidajici /5
meze stanoveni. Z kalibra¢ni pfimky byla vypoctena mez stanoveni 2,61 umol/l a mez

detekce 0,87 pmol/l.
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Opakovatelnost
Opakovatelnost metody byla uréena jako relativni smérodatnd odchylka délek zon
ziskanych z péti po sobé nasledujicich méfeni roztoku prolinu po konverzi. Dévkovana

koncentrace byla 0,5 mmol/l. Hodnota opakovatelnosti je za téchto podminek rovna 2,1 %.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla vtomto pripadé pocitana jako podil koncentrace ziskané analyzou
0,5 mM prolinu po konverzi a skute¢né koncentrace. Hodnota podilu byla vynasobena 100
pro ziskani hodnoty v %. Ke kvantifikaci koncentrace prolinu byla pouzita kalibra¢ni kiivka

uvedena v Grafu 11. Vytéznost metody je rovna 96,2 + 1,9 %.

Ptiprava a analyza redlného vzorku

Vzorek potravinového doplitku Flexit byl pfipravovan nasledovné: do 50 ml odmérné
banky byly napipetovany 2 ml ndpoje, bylo pfiddno 5 ml 1 M kyseliny octové a 5 ml
1 M dusitanu sodného a barka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Nasledné byla
umisténa do vrouci vodni 1azn€, kde za soucasného michani probihala konverze po dobu
10 minut. Poté byla banka ochlazena a roztok byl pfed analyzou 20x zfedén. Pro stanoveni
metodou standardniho pfidavku byl ke 2 ml vzorku v 50 ml odmérné bance pied konverzi
piidan 1 ml 0,1 M zasobniho roztoku prolinu. Dalsi postup byl stejny jako v pfedchozim
piipadé. Naméiené vysledky spolu s deklarovanym obsahem prolinu jsou uvedeny v Tabulce
13. Izotachoforeogram takto ptipraveného vzorku je uveden na Obrazku 15.

V piipadé medu probihala ptiprava vzorku navdzenim 1, 5 a 10 g medu do 50 ml
odmérné banky, bylo piidano 5 ml 1 M kyseliny octové a 5 ml 1 M dusitanu sodného a byla
provedena konverze ve vrouci vodni lazni. Vzorek byl pied analyzou 20x fedén. Analyzou
roztoku po konverzi bylo zjisténo, ze med obsahuje mnoho latek iontové povahy, hlavné

organické kyseliny, které¢ znemoznuji stanoveni prolinu touto metodou.

Tabulka 13: Obsah prolinu v potravinovém dopliiku Flexit Liquid

Obsah prolinu (mg/100 ml)
— metoda standardniho
ptidavku

Obsah prolinu (mg/100 ml)
— metoda kalibraéni kiivky

Vyrobcem deklarovany
obsah prolinu (mg/100 ml)

914,8 £ 60,8 973,9 +£27,3 1000
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Obrazek 15: Izotachoforeogram vzorku napoje — vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin +
0,05% HEC (pH 2,4); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

3.1.4.3 Stanoveni theaninu

Uvod

Theanin je neproteinogenni aminokyselina odvozena od kyseliny glutamové. Theanin byl
poprvé nalezen v 50. letech 20. stoleti v listcich ¢ajovniku (Camellia sinensis a ostatni druhy
rodu Camellia). Krom¢ rostlin rodu Camellia byl pozdéji nalezen také v hiibu hnédém
(Xerocomus badius). Theanin tvoii 1 — 3 % suSiny listkii ¢ajovniku a vice nez 50 % obsahu
vSech volnych aminokyselin. Jedna se o hlavni komponentu zelen¢ho caje, kterd
je zodpovédna za chut’ a viini a jeho obsah urcuje také kvalitu ¢aje.

Bylo dokazano, ze theanin ma piiznivy vliv na fyzické i duSevni zdravi Clovéka —
navozuje relaxaci, zvysuje koncentraci a schopnost ucit se, redukuje fyzicky 1 psychicky stres,
zlepSuje kvalitu  spanku, prohlubuje uvolnénou naladu, plisobi jako prevence
pied vaskularnimi nemocemi, redukuje krevni tlak, inhibuje negativni efekty kofeinu, ptisobi
neuroprotektivné, zlepSuje imunitni systém, snizuje akumulaci tukii a zamezuje ptibirani

na vaze.

Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém modu s pouZzitim
elektrolytového systému o nasledujicim slozeni: 10 mM HCI s pfidavkem B-alaninu k tprave
pH na 3,6 a 0,05% HEC jako vedouci elektrolyt a 10 mM kyselina octova jako koncovy
elektrolyt. Hnaci proud v pfedseparacni koloné¢ byl nastaven na hodnotu 400 pA
a v analytické koloné¢ na 35 pA. Detekce byla provadéna pouze pomoci vodivostniho

detektoru.
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Jako vzorek byl vybran dopln€k stravy ve formé tablet L-theanin (Vetrisol s.r.o., Praha,
CR) sobsahem 200 mg theaninu v jedné tableté a zelené sypané ¢aje Sencha a Yunnan
zakoupené v obchodnim domé Grand v Pardubicich. Theanin tvoii az 3 % suSiny v zavislosti
na druhu a kvalité¢ zeleného c¢aje. V Cernych cajich neni theanin obsazen v tak vysokém

mnozstvi z divodu fermentacnich procest béhem vyroby téchto ¢ajt.
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Obréazek 16: Analyzované vzorky s obsahem theaninu — zleva: tablety L-theanin®, zeleny ¢aj
Sencha® a zeleny ¢aj Yunnan®.

Optimalizace podminek reakce a separace

Stejné¢ jako v predchozich ptipadech byla provedena konverze theaninu pomoci
100 mM kyseliny octové a 100 mM dusitanu sodného za intenzivniho michani reakéni smési
ve vrouci vodni 1azni. Analyzou theaninu po konverzi bylo zjiSténo, Ze poskytuje pouze jeden
izotachoforeticky stanovitelny produkt, jehoZ struktura nebyla dale zjistovana. Cilem préce
bylo zjistit, zda je konverze pomoci kyseliny dusit¢ vhodna jako derivatizacni krok
pro kvalitativni a kvantitativni analyzu theaninu pomoci kapilarni izotachoforézy.

Soucasti optimalizace konverze bylo stejné jako v pfipadé prolinu pouze promeéteni

zavislosti ¢innosti konverze theaninu na dob¢ reakce (Graf 12).
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Graf 12: Zavislost u¢innosti konverze theaninu na dob¢ zahfivani ve vrouci vodni lazni —
slozeni reakéni smési: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a 5 mM theanin;
roztok pred separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 0,25 mmol/l); vedouci elektrolyt:
10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova;
analytické kolona.
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Z mefeni vyplynulo, ze délka zony konvertovaného theaninu byla stejnd a zéaroven
maximalni po 5 a 10 minutach reakce. Po 20 minutach dochdzelo ke zkracovani této zony
a zaCala se objevovat jind zona pattici pravdépodobné rozkladnému produktu. Z divodu
zabranéni poklesu uc¢innosti konverze kvili rozkladnym reakcim byla doba reakce zkracena

z 10 minut (doba reakce ostatnich aminokyselin) na 8§ minut.

Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

K ptipravé kalibracni kiivky theaninu byl pouZit zasobni roztok o koncentraci 50 mmol/I.
Z tohoto roztoku byly do 50 ml odmérnych ban€k ptipraveny roztoky o koncentracich 0,5; 1;
2; 3 a 5 mmol/l. Nasledn¢ byla provedena konverze téchto roztokd s pomoci kyseliny octové
a dusitanu sodného. Po konverzi byly roztoky ochlazeny, 20x zfedény na vysledné
koncentrace 0,025; 0,05; 0,1; 0,15 a 0,25 mmol/l a analyzovéany. V rozsahu zvolenych
koncentraci je kalibra¢ni ktivka theaninu (Graf 13) linearni (koeficient determinace
R? = 0,9992) a Ize ji popsat rovnici piimky y [s] = 211,88 x [mmol/I] + 0,005.
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Graf 13: Kalibra¢ni kiivka theaninu — slozeni reakéni smési pied konverzi: 100 mM dusitan
sodny, 100 mM kyselina octova a 0,5 — 5 mM theanin; roztoky po konverzi 20x fedény,
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI1 + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

Mez detekce a stanoveni
Mez detekce a stanoveni byla urcena stejnym zpiisobem jako v pfedchozich ptipadech

a pro theanin nabyva hodnot 1,21 umol/l, resp. 3,63 umol/l.
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Opakovatelnost
Opakovatelnost metody byla uréena jako relativni smérodatnd odchylka délek zon
ziskanych z péti po sobé nésledujicich méfeni roztoku theaninu po konverzi. Davkovana

koncentrace byla 0,2 mmol/l. Hodnota opakovatelnosti je za téchto podminek rovna 1,4 %.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla pocitana jako podil koncentrace ziskané analyzou 0,2 mM theaninu
po konverzi a skutecné koncentrace. Hodnota podilu byla nasledné udana v %.
Ke kvantifikaci koncentrace theaninu byla pouzita kalibra¢ni kiivka uvedena v Grafu 13.

Vytéznost metody je rovna 96,3 + 0,9 %.

Ptiprava a analyza readlnych vzorkt

Vzorek tablet s obsahem theaninu byl pfipraven nasledujicim zptsobem: jedna tableta
byla rozdrcena v tfeci misce a vznikly prasek byl kvantitativné pteveden do 50 ml odmérné
banky, kterd pak byla pfiblizné do tfi Ctvrtin dopIlnéna destilovanou vodou. Nésledné byla
banka vlozena do ultrazvukové lazné, kde byla ponechiana 10 minut. Poté byla baiika
doplnéna destilovanou vodou po rysku. Z této banky bylo déle pipetovano 5 ml roztoku
do 50 ml odmérné barky, ve které byla provedena konverze. Pfed analyzou byl roztok jesté
20x zfedén. Pro stanoveni metodou standardniho pfidavku byl pfed konverzi k 5 ml roztoku
vzorku pfidan 1 ml 50 mM zasobniho roztoku theaninu.

Pro vzorky sypanych zelenych ¢aja byl nejprve optimalizovan zplisob a doba extrakce.
Byla vybrana extrakce theaninu vodou za laboratorni teploty s pomoci ultrazvukové lazné
a extrakce ve vrouci vod¢. V obou piipadech bylo na analytickych vahach navazeno cca 0,5 g
¢aje a toto mnozstvi bylo vpraveno do kadinky s 20 ml destilované vody. V piipad¢ extrakce
ve vrouci vodé¢ byla do kadinky nalita voda o teplot¢ 100 °C a v piipadé extrakce
za laboratorni teploty byla kadinka se vzorkem a destilovanou vodou umisténa
do ultrazvukové lazné. Takto piipravené vzorky byly extrahovany po zvolené Casové tseky
(2, 5, 10 a 20 minut). Po uplynuti dané doby byl obsah kadinky pieveden pies skladany filtr
do 50 ml odmérné banky, kadinka i filtr byly proplachnuty malym mnoZzstvim horké
destilované vody. Nasledné byla v této baiice provedena konverze za pomoci kyseliny dusité.
Pred separaci byl roztok po konverzi 20x fedén a do pfistroje byl davkovan pres mikrofiltr

S pory o velikosti 1 pm.
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Graf 14: Vliv doby a typu extrakce €aji na délku zony theaninu — slozeni reak¢ni smési
pied konverzi: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a extrakt z 0,5 g ¢aje; roztoky
pied separaci byly 20x fedény, vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH
3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

Z Grafu 14 je patrné, Ze nejvySsi vytéznost extrakce theaninu z Caje byla dosaZzena
pomoci vrouci vody. Optimalni doba vyluhu je 5 minut, pii kratSi dob¢é je extrakce
nedostatec¢na a pii delsi dobé nastava pravdépodobné rozklad theaninu a vytéznost se snizuje.
Extrakei v ultrazvukové lazni za laboratorni teploty bylo i po 20 minutach dosazeno pouze
dvoutietinové vytéznosti oproti extrakci ve vrouci vod€. Pro kvantitativni analyzu byla
Z téchto diivoda zvolena extrakce vrouci vodou po dobu 5 minut.

Ke stanoveni obsahu theaninu ve vzorcich ¢ajii byly s analytickou pfesnosti navaZeny cca
4 g sypan¢ho caje. Navazka byla vlozena do 60 ml vrouci destilované vody, kde byla
ponechédna po dobu 5 minut. Nasledné byl roztok ptefiltrovan ptes skladany filtr do 100 ml
odmérné banky, ktera byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Ke stanoveni bylo
pipetovano 10 ml vyluhu z €aje do 50 ml odmérné banky, ve které byla provedena konverze
s kyselinou dusitou. Pro analyzu metodou standardniho pfidavku byl pied konverzi k 10 ml
vyluhu pfidan 1 ml 50 mM roztoku theaninu. Pfed analyzou byly roztoky 20x fedény
adavkovany ptres mikrofiltr. Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce 14

a izotachoforeogramy na Obrazku 17.
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Tabulka 14: Obsah theaninu v analyzovanych vzorcich

Tablety L-theanin

Obsah theaninu (mg/tableta)

Obsah theaninu (mg/tableta) " metoda standardniho

— metoda kalibra¢ni kiivky

Vyrobcem deklarovany
obsah theaninu (mg/tableta)

pridavku
173,4 £3,5 178,6 £3,5 200
Obsah theaninu (mg/g) — metoda kalibra¢ni Obsah theaninu (mg/g) — metoda
kiivky standardniho pifidavku

Zeleny ¢aj Sencha

20,7+0,2 23,1+04
Zeleny ¢aj Yunnan

33,3+0,4 36,2+ 0,2
. Napati (v) - Nap&ti (V)

TE

260 260 |

238} 23|
212 212}
187} 107 F

183 18 F

139 F 138 F

theanin

115 1,15 F

Lkl o 091 F
! dusitan '
LE

0.86 0,66

dusiénan

042 . . . . . . . Cas (s) 0.42 . . . . . . . Cas ()
1400 1425 1450 1475 1500 1525 1550 1575 1600 1400 1425 1480 1475 1500 1826 1680 1675 1600

Obrazek 17: Izotachoforeogramy vzorku tablet (vlevo) a €aje Yunnan (vpravo) — vedouci
elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin + 0,05% HEC (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM
kyselina octova; analyticka kolona.

3.1.4.4 Stanoveni taurinu
Uvod

Pfestoze taurin neni soucasti proteinll, patfi k aminokyselindm s nejvyssi koncentraci
Vv télnich tekutindch. Ve vysokych koncentracich se nachdzi zejména v centralnim nervovém
systému, sitnici a v srde¢nim a kosternim svalstvu. Mezi jeho nejznaméj$i funkce patii
konjugace zluCovych kyselin, stabilizace buné¢nych membran a neurotransmise V mozku.
Taurin ovliviiuje transport vapenatych iontli pfes bunéénou membranu a jejich intracelularni
distribuci. Hraje také klicovou roli pti oxidativni fosforylaci a ma farmakologické ucinky
na jatra a Zluénik. Dale byl prokdzan jeho antikonvulzivni U¢inek u epilepsie a pozitivni

ucinek na srde¢ni sval, v€etné snizovani vysokého krevniho tlaku. Jako hlavni produkt
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metabolismu aminokyselin obsahujicich siru je vyluc¢ovan bud’ mo¢i, nebo Zluci ve vazbé

se zlu¢ovymi kyselinami [11].

2]
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fi-lw 3

Taurin

N\

.S .
HO \/\NHZ HO®

"~ OH

Obrazek 18: Struktura taurinu (vlevo)® a konjugované Zludové kyseliny (vpravo)®.

Taurin je esencidlni aminokyselinou u kocek, kde jeho absence v potravé zpisobuje
degeneraci sitnice oka a slepotu. U lidi jsou zasoby taurinu vysoké a projevy jeho nedostatku

u dospélych jsou vzacné [11].

Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém modu s pouzitim
elektrolytového systému o slozeni 10 mM HCIl s piidavkem B-alaninu k apravé pH na 3,6 jako
vedouci elektrolyt a s 10 mM kyselinou octovou jako koncovy elektrolyt. Hnaci proud
Vv pfedseparacni koloné byl nastaven na hodnotu 300 pA a Vv analytické koloné na 50 pA.
Detekce byla provadéna pouze pomoci vodivostniho detektoru. Doba trvani jedné analyzy
byla piiblizn¢ 25 minut.

Jako vzorky byly pouzity Ctyfi energetické napoje od rtuznych vyrobci — Maximal G
(Buszezs Zrt., Budapest, Mad’arsko) s obsahem taurinu 1,017 g/250 ml, QXE (Van Pur,
Rakszawa, Polsko) s obsahem 1,040 g/250 ml, Tiger (vyrobce a zem¢ pivodu neuvedena)
s obsahem 1,017 g/250 ml, CrazyWolf (vyrobce neuveden, Polsko) s obsahem 1,051 g/250 ml
a jeden energeticky gel CarboSnack s meruiikovou prichuti (Nutrend d.s., Olomouc, CR)

s obsahem 500 mg taurinu v 55 g baleni gelu.
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Obrazek 19: Analyzované vzorky energetickych népojti a energetického gelu®-P,

Optimalizace podminek reakce a separace

Analyzou roztoku taurinu po konverzi bylo zjisténo, Zze poskytuje tii izotachoforetické
zOny (1T — 3T, viz Obrazek 20). Nejpomalejsi a zaroven nejdelsi zona 3T patii hlavnimu
produktu konverze, tj. kyseling isethionové (rovnice 5). Dvé rychlejsi zony (1T a 2T) pochazi
od kyseliny vinylsulfonové, ktera je druhym, minoritnim, produktem konverze (rovnice 6).
Standardni roztok této kyseliny, pfipraveny z technické chemikalie, poskytoval dokonce Ctyfi
zony (1V — 4V), které jsou ziejmé pritomny diky mozné polymeraci kyseliny. V roztoku
po konverzi byly viditelné z téchto ¢tyt zon pouze dve, odpovidajici zonam 2V a 3V (zéna 1V

je mozna taky pfitomna, ale je ztracena v dusitanu).

Napéti (V)
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Obrazek 20: Izotachoforeogramy standardniho roztoku konvertovaného taurinu (Cervena
kiivka), kyseliny isethionové (modrd kiivka) a kyseliny vinylsulfonové (rtizova kiivka) —
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina
octova; analytickd kolona. (Pozn. ¢asovéa osa plati pouze pro cervenou kiivku)

Oz M 4 iNo, — s N+ ho
HO ™ | HO™ || “
0 0 (5)
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V piipad€ taurinu byla stejné¢ jako u BCAA provedena konverze pomoci 100 mM
kyseliny octové a 100 mM dusitanu sodného tfemi riznymi zpusoby, tj. v ultrazvukové 14zni,
za mechanického michani pfi laboratorni teploté a za mechanického michani ve vrouci vodni
lazni, a byla zjiStovana jeji uc¢innost jako podil délky zony konvertovaného taurinu a délky
zOny standardniho roztoku kyseliny isethionové o koncentraci jako taurin. Z Grafu 15 je
patrné, ze nejlepsi U€innosti konverze bylo na rozdil od BCAA dosazeno pii1 mechanickém
michani po dobu 200 minut. Nicmén¢ vzhledem k ¢asové narocnosti tohoto zpisobu konverze
byla nakonec vybrdna konverze na vrouci vodni lazni, kde jiz po 10 minutach byla dosazena
ucinnost konverze okolo 93 %. Zajimavosti tohoto zplsobu konverze je, ze pfiblizné
po hodin€ od zacatku zahtivani zacaly v baiice vznikat oranzové dymy, pravdépodobné oxidy
dusiku, coz potvrzuje i kiivka ucinnosti, kde po 50 minutach dochazi k poklesu ucinnosti
konverze. V piipad¢é konverze v ultrazvukové 1azni nebylo ani po 200 minutach dosazeno
uspokojivého vysledku.
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Graf 15: Zavislost u¢innosti konverze taurinu na Case, teploté a vlivu michani — sloZeni
reakéni smési: 100 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova a 20 mM taurin; roztok
pted separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci elektrolyt: 10 mM HCI
+ B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octové; analyticka kolona.

Dal8im optimalizovanym parametrem byla koncentrace kyseliny octové v reakéni smési.
Z Grafu 16 je zfejmé, Ze koncentrace kyseliny octové nema vliv na uéinnost konverze, jelikoz

1 po minimalnim ptidavku kyseliny dojde k uspokojivému vysledku konverze. Tento jev
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je ziejm¢ zpusoben tim, Ze sulfoskupina nepiijima kyselé vodiky, a proto sta¢i k okyseleni
smési z ditvodu prevedeni dusitanu na kyselinu dusitou pouze malé mnozstvi kyseliny octové.
Timto chovanim se taurin vyrazn¢ li§i od ostatnich aminokyselin, kde se koncentrace kyseliny
octové projevuje velice vyrazné (Graf 3).
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Graf 16: Zavislost ucinnosti konverze taurinu na koncentraci kyseliny octové v reak¢éni smési
— slozeni reakéni smési: 100 mM dusitan sodny, 20 — 400 mM kyselina octova
a 20 mM taurin; roztok pted separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci
elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova;
analytickd kolona.

Poslednim optimalizovanym parametrem konverze byla koncentrace dusitanu sodného
Vv reak¢éni smési. Z vysledka (Graf 17) je patrné, Ze s rostouci koncentraci dusitanu se u¢innost
konverze zvySuje. Po dosazeni koncentrace 100 mmol/l dojde k ustileni a se zvySujici

se koncentraci dusitanu uz dale nedochazi ke zvySovani u€innosti konverze.
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Graf 17: Zavislost u¢innosti konverze taurinu na koncentraci dusitanu sodného v reakéni
smési — slozeni reakéni smési: 20 — 400 mM dusitan sodny, 100 mM kyselina octova
a 20 mM taurin; roztok pted separaci byl 20x fedén (vysledna koncentrace 1 mmol/l); vedouci
elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova;
analytickd kolona.
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Validace metody
Linearita kalibracni zavislosti

K ptipravé kalibracni kiivky taurinu (Graf 18) byl pouzit zasobni roztok o koncentraci
100 mmol/l. Z tohoto roztoku byly do 50 ml odmérnych ban€k piipraveny roztoky
0 koncentracich 0,4; 0,8; 1,2; 2; 4; 8; 12; 16 a 20 mmol/l. Nasledn¢ byla provedena konverze
téchto roztokll s pomoci kyseliny octové a dusitanu sodného. Po konverzi byly roztoky
ochlazeny, 20x ztfedény na vysledné koncentrace 0,02; 0,04; 0,06; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
a 1 mmol/l a analyzovany. Pro sestrojeni kalibracni kfivky byla vzhledem k nejlepsi linearité
pouzita suma délek vSech tii zon, které taurin po konverzi poskytoval. Ve zvoleném rozmezi
koncentraci 1ze kalibracni kiivku popsat rovnici piimky y [s] = 123,68 x [mmol/l] + 0,83
s koeficientem determinace R? = 0,9997.
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Graf 18: Kalibra¢ni kiivka taurinu — sloZeni reak¢ni smési pied konverzi: 100 mM dusitan
sodny, 100 mM kyselina octova a 0,4 — 20 mM taurin; roztoky pied separaci byly 20x fedény,
vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina
octova; analyticka kolona.

Mez detekce a stanoveni
Mez detekce a stanoveni byla uréena stejnym zptisobem jako v piedchozich piipadech

a pro taurin nabyva hodnot 2,7 pmol/l, resp. 8,0 pmol/l.

Opakovatelnost
Opakovatelnost metody byla urcena jako relativni smérodatnd odchylka délek zon
ziskanych z péti po sob€ nésledujicich méfeni roztoku taurinu po konverzi. Déavkovana

koncentrace byla 0,7 mmol/l. Hodnota opakovatelnosti je za téchto podminek rovna 1,54 %.
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla vypoctena jako relativni smérodatnd odchylka péti po sobé
provedenych analyz od zacatku konverze az po konecnou ITP separaci. Vzhledem k tomu,
ze navazky taurinu nebyly totozné, byly naméfené délky zon piepocitany na navazku 1 g
taurinu. Z téchto délek byla nasledné vypocltena relativni smérodatna odchylka, ktera
vyjadiena v procentech urcuje reprodukovatelnost metody. V ptfipad¢ taurinu byla hodnota

reprodukovatelnosti 1,95 %.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla pocitana jako podil koncentrace ziskané analyzou 0,7 mM taurinu
po konverzi a skutecné koncentrace. Hodnota podilu byla nasledné udana v %.
Ke kvantifikaci koncentrace taurinu byla pouzita kalibracni kiivka uvedena v Grafu 18.

Vytéznost metody je rovna 92,6 £ 1,54 %.

Ptiprava a analyza redlnych vzorkl

Vzorky energetickych napoji byly pfipraveny nasledujicim zplisobem: do 50 ml odmérné
banky bylo odpipetovano 25 ml vzorku, bylo pfidano 5 ml 1 M kyseliny octové, 5 ml
1 M dusitanu sodného a baiika byla doplnéna po rysku destilovanou vodou. Nasledné byla
banka vloZzena do ultrazvukové lazné kviili odstranéni oxidu uhli¢itého, kde byla ponechana
po dobu n¢kolika minut. Po odplynéni byla vlozena do vrouci vodni lazné, kde byla
za soucasné¢ho michani 10 minut zahtfivana. Roztok po probéhlé konverzi byl pred analyzou
20x natfedén. Ze vzorku gelu bylo na analytickych vahach navdzeno cca 10 g, které byly
kvantitativné prevedeny do 50 ml odmérné baiiky a dale bylo postupovano jako v pfedchozim
piipadé.

Ptiprava vzorki pro analyzu metodou vicendsobného standardniho ptidavku byla
obdobnd, rozdil byl pouze vtom, ze ke vzorku pted konverzi bylo pfiddno 5 a 10 ml
standardniho roztoku taurinu o koncentraci 30 mmol/l. Ziskané vysledky spolu s obsahy
deklarovanymi vyrobci jsou uvedeny nize v Tabulce 15.

Obsah taurinu v energetickém napoji Crazy Wolf byl diive analyzovan také pomoci
voltametrie a HPLC [148]. V ptipadé¢ voltametriec byl zjistén obsah taurinu
0,80 + 0,07 g/250 ml a v ptipad¢ HPLC 0,76 + 0,03 g/250 ml. Hodné pozornosti je to,

ze Ve vSech piipadech byly zjiStény niZz8i obsahy taurinu, nez deklaruje vyrobce.
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Tabulka 15: Obsah taurinu v analyzovanych vzorcich

Obsah tauinu (g/250 ml) —

metoda kalibra¢ni kiivky

Obsah taurinu (g/250 ml) —
metoda standardniho

Vyrobcem deklarovany
obsah taurinu (g/250 ml)

pridavku
Energeticky napoj Maximal G
0,88 £0,01 0,99 £ 0,01 1,02
Energeticky napoj QXE
0,87 £ 0,02 1,06 = 0,01 1,04
Energeticky napoj Tiger
0,88 £0,01 0,83 £0,02 1,05
Energeticky napoj Crazy Wolf
0,88 £0,01 0,86 = 0,02 1,05
Obsah tauinu (g/55 g) — Obsah taurinu (g/55 g) - Vyrobcem deklarovany

metoda kalibraéni kiivky

metoda standardniho

obsah taurinu (g/55 g)

pridavku
Energeticky gel CarboSnack
0,45 + 0,01 0,52 £ 0,02 0,5
. Napéti (V) 200 Napti (V)
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240 }
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T 730 b
650 |
580 |
520 |
450 b
citronan a0 |
310 |
240 |

170

Cas (s)

2 884 1026 1088 1110 1152 1194 1236 1278 1320

dusiénan

TE
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Cas (s)

Teo0 043 986 1029 1072 1115 1188 1201 1244 1287 1330

Obrazek 21: Izotachoforeogram vzorku energetického népoje Tiger (vlevo) a energetického
gelu (vpravo) — vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,6); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina octova; analytick4 kolona.

3.15

Zavér

Byla vyvinuta izotachoforetickd metoda ke stanoveni aminokyselin v rtiznych matricich,

pfedevSim potravinovych dopliicich a néapojich. Tato metoda je zaloZzena na konverzi

aminokyselin pomoci kyseliny dusité za vzniku hydroxykyselin, v pfipadé prolinu vznika

nitrosoprolin. Pro nékteré aminokyseliny (BCAA, prolin, theanin, taurin) byla provedena
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optimalizace podminek konverze a izotachoforetické separace a nésledn¢ byly stanoveny
parametry metody. Pro konverzi byly jako nejoptimalnéjsi vybrany nasledujici podminky:
koncentrace aminokyseliny max. 20 mmol/l, koncentrace dusitanu sodného 100 mmol/l,
koncentrace kyseliny octové 100 mmol/l, zptisob konverze: zahtivani na vrouci vodni 14zni
se soucasnym michanim po dobu 10 minut (pro theanin byla doba zkricena na 8 minut).
Elektrolytovy systém vhodny pro separaci byl slozen z 10 mM HCI s ptidavkem pB-alaninu
k tipravé pH (3,6, resp. 2,4 pro analyzu prolinu) jako vedouciho elektrolytu a 10 mM kyseliny
octové jako koncového elektrolytu. K separaci BCAA bylo z divodu oddéleni zony leucinu
od zony izoleucinu k vedoucimu elektrolytu pfidano 20 mmol/l a-cyklodextrinu. Meze
detekce se pohybovaly v rozmezi od 1 do 5 pumol/l, meze stanoveni od 3 do 15 pmol/l,
opakovatelnost byla pfiblizn€ 2 % a nizsi a vytéznost byla v rozmezi od 93 do 98 %. Vyvinuta
metoda spliiuje pozadavky kladené na rutinni analyzy a je vhodna pro stanoveni vétSiny

aminokyselin v riznych méné¢ slozitych matricich.
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3.2 Izotachoforetické stanoveni vitamini sk. B v dopliicich stravy [149, 150]
3.21 Uvod

Vitaminy skupiny B jsou strukturné pomérné¢ odlisné slouceniny, které fadime mezi
vitaminy rozpustné ve vode. VSechny tyto latky jsou esencidlni a jsou nezbytné pro spravné
fungovani organismu. V pfipadé¢ nedostatku nékterého zvitamini nastava  tzv.
hypovitamindza, tj. stav, ktery dlouhodobé neléCeny muze vést k vaznym zdravotnim
problémim az ke smrti. Vitaminy skupiny B hraji dulezitou roli pfi metabolickych
pochodech, slouzi pievazné jako kofaktory enzymt, regulatory metabolismu a antioxidanty.
Biologické funkce jednotlivych vitaminli jsou podrobnéji popsany v teoretické casti této
prace.

Ke stanoveni vitaminii v riznych matricich byly popsany postupy zahrnujici rtizné
analytické koncovky. Nejcastéji pouzivanymi jsou metody chromatografické, prevazné HPLC
a metody elektromigracni, kde prevazuje vyuziti kapilarni zonové elektroforézy a micelarni
elektrokinetické chromatografie. V poslednich letech byly publikoviny HPLC metody
pro stanoveni vitamind skupiny B v potravinach [151-165], détskych vyzivach [166, 167],
farmaceutickych ptipravcich [168-171], matefském mléku [172], moci [157, 173], séru [174],
plazmé [156, 157, 175] a tkanich [176]. Micelarni elektrokineticka chromatografie byla
pouzita piedev§im pro analyzu multivitaminovych pfipravka [177-179]. Kapilarni zoénova
elektroforéza byla vyuzita pro stanoveni vitamind skupiny B V potravinach [180-182],
krmivech pro hospodaiska zvifata [183] farmaceutickych pripravcich [184], moéi [185],
plazm¢ [185] aslinach [185]. Diive bylo publikovano také nékolik postupti stanoveni
vitamin pomoci izotachoforézy [106-114], nicméné vétSina z nich se zabyva stanovenim
pouze jednoho, popi. dvou vitamini bé¢hem jedné analyzy. Z dalSich metod byla k analyze
vitaminu skupiny B vyuzita spektrofotometrie [186-188], fluorimetrie [189-192],
infracervena [193] a Ramanova [193] spektrometrie, prutokova injekéni analyza [194-201],
voltametrie [202, 203] a amperometrie [204, 205].

3.2.2 Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyza byla provadéna v aniontovém i kationtovém modu
s pouzitim elektrolytového systému o nasledujicim slozeni: 10 mM histidin chlorid
s histidinem k tpravé pH na 6,2 jako vedouci elektrolyt a 10 mM MES jako koncovy
elektrolyt pro analyzu aniontii. Pro analyzu kationtli byl zvolen elektrolytovy systém sloZeny

z vedouciho elektrolytu 10 mM octanu draselného s kyselinou octovou k tpravé pH na 5,0
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a koncového elektrolytu 10 mM kyseliny octové. Hnaci proud v piedseparacni koloné byl pii
analyze aniontl nastaven na hodnotu 250 pA, v analytické koloné€ na 50 pA a pied detekci byl
snizen na 30 pA. Kationty byly separovany za pouziti hnaciho proudu 300 pA
v predsepara¢ni koloné¢ a 80 pA v analytické koloné. Detekce byla provadéna pomoci
vodivostniho a spektrofotometrického detektoru.

Jako vzorky byly pouzity rizné vitaminové tablety — Biosil Plus (Naturvita, SluSovice,
CR) s obsahem 6 mg kyseliny pantothenové a 150 pg biotinu v jedné tableté; Acidum folicum
Légiva (Zentiva, Praha, CR) sobsahem 10 mg kyseliny listové na tabletu; B-Komplex
Zentiva (Zentiva, Praha, CR) s obsahem 2 mg thiaminu, 2 mg riboflavinu, 1 mg pyridoxinu,
3 mg pantothenatu vapenatého a 20 mg nikotinamidu Vv jedné tableté; B-komplex forte
(Generica, Piestany, Slovensko), kde jedna tableta obsahuje 10 mg thiaminu, 10 mg
riboflavinu, 10 mg pyridoxinu, 10 pg kyanokobalaminu, 0,5 mg biotinu, 50 mg nikotinamidu,
1 mg kyseliny listové a 40 mg kyseliny pantothenové, a vitaminové kapsle Imunofit (JuWital,
Praha, CR) s obsahem 2,1 ug kyanokobalaminu, 10,5 mg nikotinamidu, 1 mg pyridoxinu,
50 pg biotinu, 1 mg riboflavinu a 2 mg thiaminu.

Kromé vySe zminénych vzorkli byla zkouSena také analyza vitaminl kationtového
charakteru v Sumivych vitaminovych tabletach. Ta byla bohuzel netispé$na z dtivodu velmi
vysokého obsahu sodiku, kvili némuz byla ptfekroCena separacni kapacita kolony. V ptipadé
nafedéni vzorku nebylo také mozné obsah vitaminii stanovit, jelikoz oproti sodiku byly

ve velmi nizké koncentraci, tj. pod limitem stanovitelnosti.
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Obrazek 22: Analyzované vitaminové dopliiky stravy

3.2.3 Vysledky a diskuze
3.2.3.1 Optimalizace podminek separace

Jako prvni byla provadéna optimalizace elektrolytovych systému pouzitych k separaci
vitaminti. Byl hledan takovy elektrolytovy systém, ve kterém je mozZzné stanovit co nejvice

vitamini béhem jedné analyzy. V aniontovém modu byla analyzovana kyselina nikotinova,
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listova a pantothenat vapenaty. Vzhledem Kk jejich hodnotam pKa (kyselina nikotinova 2,05
a 4,81 [145]; kyselina pantothenova 4,35 [206]; kyselina listova 2,16; 3,79; 4,47 a 7,90 [207])
byl vybran mirné kysely vedouci elektrolyt slozeny z 10 mM histidin-chloridu s histidinem
vrozmezi pH 5,2 — 6,4. Kazdy vitamin byl méfen samostatn¢ (A) a ve smési s ostatnimi
vitaminy (B). Pouze pfi pH 6,2 a 6,4 bylo mozné rozseparovat kyselinu nikotinovou

a kyselinu listovou (Graf 19). Vzhledem k lep$imu rozliseni zoén bylo pro dalsi analyzy

vybrano pH 6,2.
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Graf 19: Zavislost relativnich vySek signalti vitaminti na pH vedouciho elektrolytu — vedouci
elektrolyt: 10 mM histidin-chlorid + histidin (pH 5,2 — 6,4); koncovy elektrolyt: 10 mM MES;
analyticka kolona.

V kationtovém moédu byl méfen thiamin, pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin. Vzhledem
ktomu, ze jsou tyto vitaminy stanovovany v protonované formé, je leps$i je stanovovat
V kyselém elektrolytovém systému. Byl tedy vybran nejpouZzivanéjsi elektrolytovy systém
pro kyselou oblast, a to 10 mM octan draselny s kyselinou octovou k tipravé pH jako vedouci
elektrolyt a 10 mM kyselina octovéd jako koncovy elektrolyt. Bylo zvoleno pH vedouciho
elektrolytu v rozmezi od 4,0 do 5,0. V rozmezi pH od 4,0 do 4,6 dochazelo k dobré separaci
vSech ¢ty vitamint, nicméné pyridoxal migroval pomaleji neZ koncovy elektrolyt. Pti pH 4,8
se dvojice pyridoxamin a thiamin béhem separace chovala nestandardné. Zéna pyridoxaminu
pfedbihala zoénu thiaminu i pfesto, Ze RSH pyridoxaminu bylo vys$§i nez RSH thiaminu.

Tomuto jevu se fikd vynuceny izotachoforeticky systém, kdy analyty migruji v opacném
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potadi, nez jaké odpovida potadi jejich efektivnich pohyblivosti v daném opera¢nim systému
[3]. Jako nejvhodnéjsi se tedy jevilo pH 5,0, které bylo pouzivano pii dal$ich experimentech
(Graf 20).
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Graf 20: Zavislost relativnich vySek signalti vitamint na pH vedouciho elektrolytu — vedouci
elektrolyt: 10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 4,0 — 5,0); koncovy elektrolyt:
10 mM kyselina octova; analytické kolona.

3.2.3.2 Optimalizace spektrofotometrické detekce

Po  optimalizaci  elektrolytového  systému  byla  provedena  optimalizace
spektrofotometrické detekce, pii které byly vybirany vlnové délky vhodné k detekci
jednotlivych vitamint.

V aniontovém modu jsou absorpéni spekta vedouciho elektrolytu (histidin-chloridu
S histidinem), koncového elektrolytu (MES) a pantothenatu téméf stejnd, tzn. Ze pantothenat
nelze za téchto podminek spektrofotometricky detekovat. Kyselina nikotinova ve srovnani
s pfedchozimi vytvaii dalsi absorb¢éni pas v oblasti mezi 239 a 285 nm s lokalnim absorpénim
maximem pii 259 nm, které bylo vybrano pro jeji detekci. Kyselina listova absorbuje ze vSech
vySe zminénych latek nejvyraznéji, jeji absorpcni spektrum je sloZeno ze tfi pasl, z nichz
prosttedni méa nejveétsi intenzitu. K detekci byla vybrana vlnova délka 281 nm, ktera
je absorpénim maximem nejintenzivnéj§iho pasu a zaroven absorpénim maximem celého

spektra (Obrazek 23).
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V kationtovém moédu je mozné detekovat vSechny Ctyfi stanovované vitaminy (tj.
thiamin, pyridoxin, pyridoxal i pyridoxamin). VSechny zminéné analyty absorbuji v rozmezi
od 200 do 350 nm. Thiamin ma ve svém spektru tfi lokalni maxima, tj. 221 nm, 250 nm
a 324 nm, z nichz nejvyssi absorbanci vykazuje pfi 221 nm, nicméné k detekci byla vybrana
vlnova délka 250 nm z divodu nizsi absorpce ostatnich analytli. Pyridoxamin ma ve svém
spektru rovnéz tii maxima o vinovych délkach 219 nm, 250 nm a 324 nm, z nichz k detekci
bylo vybrano absorpéni maximum 324 nm, které je zaroven absorénim maximem celého
spektra. Absorpcni spektrum pyridoxinu ma rovnéz tii lokalni maxima a to pfi 218 nm,
289 nm a 322 nm. K detekci byla vybrana vinova délka 289 nm, pti které pyridoxin absorbuje
nejvice. Pyridoxal ma absorpéni spektrum se Ctyfmi absorpénimi maximy pii 218 nm,
250 nm, 289 nm a 312 nm. K detekci byla stejné jako v piipadé pyridoxinu vybrana vinova
délka 289 nm, pii které u pyridoxalu dochazi k ptiblizné stejné absorpci jako v piipadé
218 nm (Obrazek 24).

Absorbance Absorbance Absorbance

14

06 o 0.8 2) 13 (2)
0.4 0.6 1.0
g
0.2 0.4
0.2 0.2
0.0 0.0 0.0

200 300 400 500 600 70O 800
Wavelength {nm)

200 300 400 500 500 TOO 800
Wavelength (nm)

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Absorbance
Absorbance 0.6
4 (3 F|I {4)
= 041
1.0
. 0.2
0.5 @ 0.0
i (5} 200 300 400 500 600 700 8O0
0.2 i fi. (4] e, (6) ‘Wavelength {nm}
= —_— ) Absorbance
Time (s) 0.6
1550 1580 1610 1640 1670 1700 1730 1760 ()
0.4
Voltage (V)
0o o 0.2
TE(!
185 e 0o
“m . . al
electrolyte impurity (5 - -
1.70 y yte impurity (3} 200 300 400 500 600 700 80O
155 e antothenate (4] Wavelength (nm)
1.40 P Wavelength (nm)
! 200
1.25 — 700
14 - I folate (3)
A0 \nlcatlnate [E] T - R R R —
0.95 T - . ——— -
0.80 200
0.65 LE(1) f 300
Tirme (5) 200 ¥ v
1550 1580 1610 1640 1670 1700 1730 1760 1600 1680 1760
Time (s)

Obrazek 23: Zaznam vodivostni a spektrofotometrické detekce pro analyzu standardnich
roztokll vitamini sk. B o koncentraci 20 mg/l v aniontovém moédu — vedouci elektrolyt:
10 mM histidin-chlorid + histidin (pH 6,2); koncovy elektrolyt: 10 mM MES; analyticka
kolona.
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Obrazek 24: Zaznam vodivostni a spektrofotometrické detekce pro analyzu standardnich
roztoka vitamini sk. B o koncentraci 20 mg/l v kationtovém modu — vedouci elektrolyt:
10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina
octova; analyticka kolona.

3.2.3.3 Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

Kalibra¢ni roztoky kyseliny nikotinové byly pfipraveny ze =zasobnich roztoka
o koncentraci 11,6 mmol/l v piipadé spektrofotometrické detekce a 10,6 mmol/l v piipadé
vodivostni detekce. Tyto zasobni roztoky byly néasledné nafedény na koncentrace 0,3; 0,6;
1,2; 2,3; 4,6 pmol/l a 10,6; 26,4; 52,8; 105,6; 211,2; 422.4 pmol/L

Kalibraéni roztoky pantothenatu vépenatého byly ptipraveny fedénim zadsobniho roztoku
0 koncentraci 4,9 mmol/l na koncentrace 24,4; 48,8; 97,3; 194,6 umol/1.

K sestrojeni kalibracnich kiivek kyseliny listové byly pouzity kalibraéni roztoky
0 koncentracich 0,06; 0,1; 0,2; 0,5; 0,9; 2,4; 4,7 umol/l ptipravené ze zasobniho roztoku
0 koncentraci 2,4 mmol/l a kalibra¢ni roztoky o koncentracich 10,2; 27,8; 55,5; 101,0; 202,0;
404,0 umol/l ptipravené z 10,2 mmol/l zdsobniho roztoku.

Vsechny zminéné kalibraéni kiivky jsou linearni v celych zvolenych rozsazich

koncentraci a Ize je popsat rovnicemi uvedenymi v Tabulce 16.
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Graf 21: Kalibra¢ni kiivka kyseliny nikotinové — vedouci elektrolyt: 10 mM histidin-chlorid +
histidin (pH 6,2); koncovy elektrolyt: 10 mM MES; spektrofotometricka detekce pifi 259 nm,
analytickd kolona.
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Graf 22: Kalibra¢ni kiivka pantothenatu vapenatého — vedouci elektrolyt: 10 mM histidin-
chlorid + histidin (pH 6,2); koncovy elektrolyt: 10 mM MES; analytick4 kolona.

107



=
> W 5000
= =1
‘2 160 % 4000 )
o _— .
= S 3000 &
E] =
140 [ 2 20m0 e
-1
g 1000 &
2o B o &
0 1 2 3 4 5
100 koncentrace (pmol/L)
80 | B
60
9.
&
20
~8
4]
[} 100 200 300 400 500

koncentrace (pmol/L)

e Spektrofotometricks det. c.@ - vodivostni det.

Graf 23: Kalibra¢ni kiivka kyseliny listové — vedouci elektrolyt: 10 mM histidin-chlorid +
histidin (pH 6,2); koncovy elektrolyt: 10 mM MES; spektrofotometricka detekce pti 281 nm,
analytickd kolona.

Kalibra¢ni roztoky thiaminu byly pro spektrofotometrickou detekci piipraveny fedénim
zasobniho roztoku o koncentraci 17,2 mmol/l na koncentrace 0,5; 0,9; 1,7; 5,1; 10,2
a 21,3 umol/l. V piipadé¢ vodivostni detekce byly kalibra¢ni roztoky thiaminu ptipraveny
naifedénim zdsobniho roztoku o koncentraci 10,2 mmol/l na koncentrace 10,2; 25,6; 51,1;
102,2; 204,5 a 408,9 pmol/1.

Kalibracni kfivka pyridoxinu méfena pomoci spektrofotometrické detekce byla sestrojena
Z kalibra¢nich roztokli o koncentracich 1,6; 4,0; 8,0; 16,0 umol/l pfipravenych fedénim
4,0 mmol/l zasobniho roztoku. Kalibra¢ni roztoky o koncentracich 10,5; 26,2; 52.,3; 104,6;
209,3; 418,6 umol/l pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky méfené pomoci vodivostni detekce byly
piipraveny fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 10,5 mmol/I.

Zasobni roztok pyridoxalu, z n€hoz byly piipraveny 0,9; 1,9; 4,7; 9,3 a 18,6 umol/l
kalibra¢ni roztoky pro spektrofotometrickou detekci, mél koncentraci 4,6 mmol/l. Kalibra¢ni
roztoky o koncentracich 10,7; 26,7; 53,3; 106,6; 213,1 a 426,3 umol/l pouzité pro vodivostni
detekci byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku o koncentraci 10,7 mmol/I.

Kalibraéni roztoky o koncentracich 1,1; 2,2; 5,5; 11,0 a 21,9 pmol/l pyridoxaminu
pro spektrofotometrickou detekci byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku o koncentraci
5,5 mmol/l. Pro vodivostni detekci byly zvoleny kalibraéni roztoky o koncentracich 12,0;
30,0; 60,1; 120,1; 240,2 a 480,4 umol/l ptipravené ze zasobniho roztoku o koncentraci 12,0

mmol/l.
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Vsechny zminéné kalibra¢ni kiivky jsou linedrni v celych zvolenych rozsazich

koncentraci a 1ze je popsat rovnicemi uvedenymi v Tabulce 17.
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Graf 24: Kalibra¢ni kiivka thiaminu — vedouci elektrolyt: 10 mM octan draselny + kyselina

octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; spektrofotometricka detekce
pfi 250 nm, analyticka kolona.
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Graf 25: Kalibra¢ni kiivka pyridoxinu — vedouci elektrolyt: 10 mM octan draselny + kyselina
octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; spektrofotometricka detekce
pti 289 nm, analytické kolona.
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Graf 26: Kalibra¢ni kiivka pyridoxalu — vedouci elektrolyt: 10 mM octan draselny + kyselina
octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; spektrofotometricka detekce
pti 289 nm, analytické kolona.
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Graf 27: Kalibra¢ni kiivka pyridoxaminu — vedouci elektrolyt: 10 mM octan draselny +
kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; spektrofotometricka
detekce pfi 324 nm, analytické kolona.

Mez detekce a stanoveni
Meze detekce a stanoveni pro vodivostni detekci byly urCeny stejnym zplsobem jako
v ptedchozich ptipadech. Mez stanoveni v piipadé spektrofotometrické detekce byla urcena

jako koncentrace analytu poskytujici pik o plose 10 mAU-s a mez detekce byla nasledné
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vypoctena jako tfetina meze stanoveni. V piipadé, ze usek kalibra¢ni kiivky byl kladny, byl

pro ucel zjisténi meze stanoveni nastaven na hodnotu 0.

Opakovatelnost
Opakovatelnost byla stanovena pro kazdy analyt jako relativni smérodatna odchylka péti
po sob¢é nasledujicich analyzach standardnich roztokd o pfiblizné koncentraci 20 mg/I.

V ptipadé spektrofotometrické detekce byla méfena jak plocha, tak vyska pikd.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla stanovena analyzou standardnich roztokd vitaminti 0 koncentraci
4,0 umol/l v ptipadé spektrofotometrické detekce a 100 pmol/l v ptipad¢ vodivostni detekce
a byla vypocitana jako pomér naméfené a skutecné koncentrace vynasobené 100, aby byla
hodnota vytéznosti udana v %. Pro vypocet naméfené koncentrace byla pouzita metoda
kalibracni kiivky.

Vsechny vyse zminéné parametry metody jsou kvili pfehlednosti uvedeny v Tabulce 16

a Tabulce 17.

Tabulka 16: Parametry metody pro jednotlivé vitaminy aniontového charakteru

Vodivostni detekce

Kyselina nikotinova Pantothenat viapenaty Kyselina listova
RSH 0,570 +0,018 0,818 +0,016 0,644 +£0,014
Kalibracni kFivka| ) _g37... 4 g4 L=0.27-c—119 L=0.24-c+146
L [s], ¢ [umol/l]
VytéZnost [%] 99,3+0,4 99,8+ 1,5 99,3+0,4
Opakovatelnost [%0] 0,25 4,82 2,51
Limit detekce [pumol/1] 1,38 1,22 0,91
[ng/1] 169,9 267,5 401,7
Limit stanoveni [pmol/l] 4,13 3,65 2,70
[ng/1] 509,7 802,5 1205,1
Spektrofotometricka detekce
Kyselina nikotinova Pantothenat viapenaty Kyselina listova
Vlnova délka [nm] 259 nm 281 nm
S‘f;g‘g]"cc“hi‘gzl'/‘ﬁ‘ S = 138,68-c + 63,01 S=818,34-c— 14,79
Vytéznost [%] 99,5+7,7 101,7 + 6,4
Opakovatelnost™ [%6] 3,36 (3,98) 2,68 (0,76)
Limit detekce [umol/1] 0,02 0,01
[ng/] 2,6 4,4
Limit stanoveni [pmol/l] 0,063 0,030
[ng/] 7,8 13,3

* Hodnoty bez zavorek byly ziskany méfenim ploch pikti a hodnoty v zavorkach méfenim vysek pika
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Tabulka 17: Parametry metody pro jednotlivé vitaminy kationtového charakteru

Vodivostni detekce

Thiamin Pyridoxin Pyridoxal Pyridoxamin
RSH 0,245 + 0,004 0,508 + 0,006 0,858 + 0,006 0,318 + 0,004
Kalibrafni kfivka | ) _ 130,016 | L=0,09-c+0.27 L =0,10-c +0,04 L =0,10-c + 0,65
L [s], ¢ [pmol/]
Vytéznost [%] 106,9+0,6 101,6 £0,2 108,9+0,2 104,6 £0,2
Opakovatelnost [%0] 0,90 0,40 3,71 0,30
Limit detekce [umol/1] 2,58 3,60 3,44 3,44
[ng/N 684,6 609,0 575,0 578,6
Limit stanoveni [pumol/l] 7,74 10,80 10,32 10,32
[ng/] 2053,8 1827,1 1725,1 1735,7
Spektrofotometricka detekce
Thiamin Pyridoxin Pyridoxal Pyridoxamin
VInova délka [nm] 250 289 289 324

Kalibraéni kifivka
S [mAU], ¢ [pmol/l]

S=161,05-c—46,09

S =104,03-c — 126,42

S =135,02-c + 79,09

S=136,61-c+ 7,82

Vytéznost [%] 103,749 103,1 £10,5 101,753 102,5 £ 6,1
Opakovatelnost™ [%6] 1,59 (1,05) 2,59 (1,20) 0,78 (0,71) 1,48 (3,14)
Limit detekce [pmol/l] 0,12 0,44 0,02 0,02
[ngn 30,8 74,0 3,9 4,1
Limit stanoveni [umol/l] 0,35 1,31 0,07 0,07
g/ 92,4 2216 11,8 12,3

* Hodnoty bez zavorek byly ziskany meéfenim ploch pikt a hodnoty v zdvorkach méfenim vysek pika

3.2.3.4 Ptiprava a analyza vzorki

Jedna (v pfipadé vzorka Biosil Plus, Acidum folicum a B-komplex forte), popi. dvé
tablety (v ptipad¢ vzorku B-Komplex Zentiva) byly rozdrceny pomoci tloucku v tfeci misce.
Vznikly prasek byl kvantitativné preveden do 50 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna
destilovanou vodou po rysku. Vzorek byl nasledn¢ vhodné naifedén do dalsi 50 ml odmérné
bariky V zavislosti na rozsahu kalibra¢nich kiivek. Obsah dvou vitaminovych kapsli Imunofit
byl kvantitativné pfeveden do 50 ml odmérné bariky, kterd byla doplnéna destilovanou vodou.
Poté byl vzorek vhodné natedén.

V piipad¢ analyz metodou standardniho ptidavku bylo pied kone¢nym doplnénim 50 ml
odmérnych ban€k destilovanou vodou ptidano 250 pl 10 mM standardniho roztoku kazdého
métfen¢ho vitaminu.

Vzhledem k dostateéné vysokym koncentracim byla z ¢asovych duvodi pro analyzu
vitaminovych tablet pouZzita pouze vodivostni detekce. Naméfené obsahy vitamini spolu

s obsahy deklarovanymi vyrobcem jsou uvedeny v Tabulce 18.
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Tabulka 18: Obsah vitaminQ v analyzovanych vzorcich

Obsah vitaminu

Obsah vitaminu

Vyrobcem

Vitamin (mg/tab) — metoda (mg/tab) — metoda deklarovany obsah
kalibra¢ni kiivky standardniho pfidavku | vitaminu (mg/tab)
Biosil Plus
ngIfti'tiE:‘nové 6,9 + 0,4 6,8 40,2 6,0
Acidum folicum Léc¢iva
Kyselina listova 12,6 £0,7 9,4+0,2 10,0
B-Komplex Zentiva
Thiamin 2,0+£0,2 2,0+0,1 2,0
Ezgé‘r’liey,nét 34+0,1 32+0,1 3,0
Pyridoxin 1,2+0,1 1,1 +£0,1 1,0
B-komplex forte
Thiamin 8,9+0,1 10,3 +0,1 10,0
gﬁ;‘:ﬁ:ﬂové 43,6+ 0.7 374+04 40,0
Pyridoxin 9,8 £0,1 9,4+0,1 10,0
Kyselina listova 0,9+0,1 0,9+0,1 1,0
Imunofit
Thiamin 1,0+0,1 0,9+0,1 1,0
Pyridoxin 1,2+0,1 1,2+0,1 1,0
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Obrazek 25: Izotachoforeogramy vzorku vitaminovych tablet B-komplex forte — analyza
kationt (vlevo); vedouci elektrolyt: 10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0);
koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analytickd kolona; analyza aniontd (vpravo);
vedouci elektrolyt: 10 mM histidin-chlorid + histidin (pH 6,2); koncovy elektrolyt:
10 mM MES; analyticka kolona. Obsah kyseliny listové byl stanovovan z méné nafedéného
vzorku, proto je vobrazku vpravo uvedena pouze oblast, ve které lze pozorovat signal
kyseliny, ale viditelna zona zde chybi.

3.2.4 Zavér

Byla vypracovana izotachoforetickd metoda pro stanoveni sedmi vitamini skupiny B
béhem dvou analyz. Tii znich, konkrétné kyselina nikotinova, pantothenat vapenaty
a kyselina listova, byly stanoveny v aniontovém modu za pouziti 10 mM histidin-chloridu
s histidinem (pH 6,2) jako vedouciho elektrolytu a 10 mM MES jako koncového elektrolytu.
Zbylé ctyfi, tj. thiamin, pyridoxin, pyridoxal a pyridoxamin, byly stanoveny jako kationty
za pouziti elektrolytového systému slozeného z 10 mM octanu draselného s kyselinou
octovou kupravé pH na hodnotu 5,0 slouzicich jako vedouci elektrolyt a koncového
elektrolytu 10 mM kyseliny octové. Detekce byla provedena pomoci spektrofotometrického
a vodivostniho detektoru. Metoda byla validovana, jeji parametry jsou uvedeny vyse v textu
a spliuji pozadavky na bézné provadéné analyzy. Metoda byla vyzkouSena na vitaminovych
ptipravcich, pro které se ukazala jako vhodnd. V piipadé jednodusSich matric s vySSimi
obsahy vitamini mulze izotachoforéza nahradit slozit¢jsSi a ekonomicky néarocné;si

chromatografické techniky.
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3.3 Izotachoforetické stanoveni ethanolamini ve vzorcich kosmetickych
a farmaceutickych produktii [208-211]
3.31 Uved

Ethanolaminy (monoethanolamin — MEA; diethanolamin — DEA,; triethanolamin — TEA)
jsou ¢iré viskozni bezbarvé az slabé nazloutlé kapaliny s amoniakdlnim zapachem, dobrte
misitelné s vodou i1 fadou organickych rozpoustédel. Vzhledem k ptfitomnosti aminové
a hydroxylové skupiny maji podobné chemické vlastnosti jako aminy a alkoholy — s volnymi
kyselinami tvoii soli, hydroxylova skupina slouc¢eniny umoziiuje tvorbu esterti [212]. Jejich
zakladni vlastnosti jsou uvedeny v Tabulce 19. Vzhledem k tomu, Ze ethanolaminy nasly

rozsahlé vyuziti v fad¢ obort, jsou primyslové vyrabény ve velkych mnozstvich.

Tabulka 19: Zakladni vlastnosti ethanolamint [212-215]

MEA DEA TEA
mol. hmot. (g/mol) 61,08 105,14 149,19
teplota tani (°C) 10,3-10,5 28,0 21,6
teplota varu (°C) 171 268,8 335,4
hustota (g/cm®) 1,0117 1,0966 1,1242
pPKa 9,5 8,88 7,76

Monoethanolamin, HOCH2CH;NH2, je pouzivan k vyrobé cinidel pro textilni
a zemédélsky primysl, jako soucast adheziv a je také soucésti kovoobrabécich kapalin
na vodni bazi, kde slouzi jako inhibitor koroze. V kosmetice a farmaceutickém pramyslu je
pouzivan predevsim k upravé pH, jeho soli (salicylat a benzoat) slouzi jako konzervanty.
Obsah MEA v kosmetice neni omezen, nicméné EU nafizuje, ze MEA pouzity k vyrobé
kosmetiky musi mit cistotu minimalné 99 % amize obsahovat maximalné¢ 0,5 %
sekundarnich amint a 50 pg/kg nitrosaminu a musi byt uchovavan v kontejnerech bez obsahu
dusitani [216]. Akutni ichronicka toxicita MEA je mirna (oralni letalni davka je
0,7 — 15 g/kg, stanoveno na mysich a kréalicich), pti dermalni aplikaci zptisobuje podrazdéni
kGze a jeji z€ervendni, pfi aplikaci vysSich koncentraci (okolo 200 mg/kg) mize dojit
k nekroze kize a k tvorbé strupti a jizev. Pfiordlnim podani vysokych davek MEA
(850 mg/kg/den) v dobé biezosti samic dochazi k reprodukéni a vyvojové toxicité, projevujici
se zvySenou Umrtnosti matek a sniZenou Zivotaschopnosti mlad’at. Studie o moZné
karcinogenité nebyly provedeny. MEA je do téla vstiebavan pies kiiZi, peroralng i inhala¢né,

je metabolizovan predevSim v jatrech, kde je zabudovavan do fosfolipidii a dochazi také
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ke zvySeni jeho hladiny v krevni plazmé. Z organismu je vylu¢ovan pievazné moci (cca
75 %) z 10 % Vv nezménéné podobé, ze 40 % je pfeménén na mocovinu, z 20 % na glycin
a minoritn¢ také na serin, kyselinu moc¢ovou a cholin [213].

Diethanolamin, (HOCH>CH2).NH, je pouzivan k vyrobé emulga¢nich a dispergacnich
¢inidel pro textilni a zemédélsky primysl, k vyrobé voskt, mineralnich a rostlinnych oleja,
parafint, lestidel, ropnych deemulgatorti a aditiv do cementt. Pouziva se také jako mazivo
v textilnim primyslu, zvlhéujici a zmekcujici prostiedek na kuzi, alkaliza¢ni ptisada
a surfaktant ve farmaceutickém primyslu a absorbent kyselych plyni. V kosmetice je
z divodu tvorby karcinogennich nitrosaminii jeho pouziti zakazano [217], mlze se V ni
vyskytovat pouze jako necistota v MEA, popi. v TEA. DEA je mirné toxicky (oralni letalni
davka je 0,8 — 3 g/kg, stanoveno na potkanech a morcatech), pifi ordlnim podani
v koncentracich vySsich nez 125 mg/kg/den biezim samicim vykazuje znamky reprodukéni
a vyvojové toxicity, projevujici se snizenim ptirtistu hmotnosti matek, zvySenim Umrtnosti
matek a snizenim porodni hmotnosti mladat. V souCasné¢ dobé je klasifikovan jako
potencialni karcinogen pro ¢lovéka. DEA se do organismu vstfebava hlavné kiizi a peroralné
a dochazi k jeho akumulaci v jatrech (27 %) a ledvinach (5 %). Mala mnozstvi (do 0,5 %)
se ukladaji také ve slezin€, mozku, srdci a krvi. Z organismu je vylucovan prevazné moci (22
%), stolici je vylouceno pouze 2,4 % vstiebaného DEA [214].

Triethanolamin, (HOCH2CH2)sN, ma $iroké spektrum aplikaci, jako je vyroba cementu,
kosmeticky a textilni priimysl nebo vyroba léCiv. Je také piidavan do kapalin k obrabéni kovii,
chladicich kapalin, herbicidt a insekticida [212]. V kosmetickém a farmaceutickém pramyslu
je TEA pridavan kvuli jeho emulgaénim, neutraliza¢nim a detergentnim vlastnostem. Z tohoto
davodu je ptitomen ve vétSiné kosmetickych produktli, jako jsou télovd mléka, Sampony,
mydla, pény na holeni atd. a také v nékterych farmaceutickych produktech, predevsim
v mastech, krémech a gelech [218, 219]. Nafizeni EU stanovuje maximalni obsah 2,5 % hm.
TEA v kosmetickych produktech, které jsou nanaSeny na télo a neoplachuji se, pro produkty,
které se oplachuji, neni obsah TEA omezen. Navic Cistota pouzitého TEA musi byt minimdIné
99 % s maximalnim obsahem 0,5 % sekundarnich amind a 50 pg/kg nitrosaminu [216]. TEA
je pro ¢loveéka mirné toxicky, oralni letalni davka se pohybuje v rozmezi 5 — 15 g/kg. Dale
je prokazano, ze TEA muze zpusobit kontaktni alergie a podrazdéni o¢i. Karcinogenita TEA
nebyla prokézana, nicméné v n€kterych studiich bylo zjiSténo, Ze v pfipadé¢ samic mysi
krmenych TEA bylo zvysené riziko vzniku jaterniho tumoru [220]. TEA je rychle absorbovan

po oralni a dermalni aplikaci a je vyluCovan pfevazné nezménén (95 %) moci (okolo 60 %)
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a stolici (okolo 20 %). Mal¢ mnozstvi TEA mize pied vyloucenim vytvaret konjugaty
s kyselinou glukuronovou [220, 221].

Ke stanoveni obsahu ethanolaminii v riznych matricich byla navrzena tfada postupt
vyuzivajicich pfedevs§im riznych chromatografickych [222-242], elektrosepara¢nich [243,
244] a elektrochemickych [245-247] technik.

Vzhledem k sirokému vyuziti MEA a TEA mj. v kosmetickych ptipravcich, se kterymi
se dostava do pfimého a pripadné i dlouhodobého kontaktu s lidskou pokozkou, je vhodné mit
moznost kontroly jejich obsahu. Kromé chromatografickych postupii se nabizi
I izotachoforéza, jejiz vyhodou jsou obvykle nizké naroky na piipravu vzorku k analyze, nizsi
finanéni naklady a vétsi ekologi¢nost z divodu nepfitomnosti organickych rozpoustédel.
Vzhledem k pomérné vysokym obsahim MEA a TEA v kosmetice ptili§ nevadi hlavni
nevyhoda izotachoforézy, kterou je pomérné vysokd mez stanoveni. Obsahy DEA
v kosmetice by ale mély byt tak nizké, Ze jeho izotachoforetické stanoveni bez predbézného
oddéleni od matrice vzorku a pravdépodobné i od MEA resp. TEA bude pravdépodobné

obtizné az nemozné.

3.3.2 Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyzy byly provadény v kationtovém modu za pouziti
10 mM octanu sodného, 0,05% HEC a kyseliny octové jako vedouciho elektrolytu (pH 4,6)
a 10 mM kyseliny octové jako koncového elektrolytu. Separa¢ni proud v piedseparacni
kapilafe byl nastaven na hodnotu 200 pA a v analytické kapilafe na 50 pA. Pied detekci byl
v analytické kapilafe proud snizen na 30 pA. Detekce byla provadéna pouze pomoci
vodivostniho detektoru. Za téchto podminek doba jedné analyzy nepiekrocila 35 minut.

Jako vzorky byly pouzity farmaceutické a kosmetické ptipravky s obsahem TEA. Bylo
vybrano pét vzorkl krémii — krém na ruce s mésiCkovym extraktem (ALPA a.s., Velké
Mezifici, CR), odlicovaci krém True Colour (Avon, New York, USA, produkt vyroben
v Polsku), Derma Guard bariérovy krém (Bohumil Svoboda, Ri¢any, CR), masazni krém
Strong Power (RRmedik, Zilina, Slovensko), Ibalgin krém (Zentiva Group, a.s., Praha, CR),
dva vzorky gelii — gel na holeni Gillette Fusion ProGlide gel (Procter&Gamble, Cincinnati,
USA), gel na vlasy Garnier Fructis Style (L’Oréal, Patiz, Francie), télovy peeling (Avon, New
York, USA, produkt vyroben v Polsku), hydrata¢ni sprej (Avon, New York, USA, produkt

vyroben v Polsku) a chladivy roll-on Altermed antisectin (Omega Pharma a.s., Brno, CR).
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Obrazek 26: Analyzované vzorky farmaceutickych a kosmetickych p¥ipravkia®-™.
3.3.3 Vysledky a diskuze
3.3.3.1 Optimalizace podminek separace
Ethanolaminy jsou dusikaté baze, tzn. Ze jejich molekula se ochotné protonizuje a stava
se kladn¢ nabitym iontem (rovnice 7):

RN + H ==—= R NH"
: : (")

kde R je HOCH.CH>— nebo H-. Disocia¢ni konstanty protonizovanych ethanolamini lezi
Vv rozmezi 7,76 az 9,5 (viz Tabulka 19) a pii pH niz$im nez 6 je tedy lze povaZzovat za zcela
protonizované, tudiZ by mélo byt mozné je stanovit kationtovou izotachoforézou.

Vzhledem k tomu, ze v analyzované kosmetice byl pifitomen pouze TEA, byla cela
optimalizace provadéna pro tuto slouceninu. Prvnim krokem optimalizace bylo zvoleni
vhodného elektrolytového systému. Vzhledem k ptedpokladané nizké efektivni mobilité
ethanolamind byl jako vedouci iont zvolen Na*. Jako protiiont byl zvolen octan, vedoucim
elektrolytem tedy byl 10 mM octan sodny, jehoz pH bylo upraveno pifidavkem kyseliny
octové. Jako koncovy iont byl zvolen H* ve form& 10 mM kyseliny octové. Nasledné bylo
vybirdno optimalni pH vedouciho elektrolytu, pfi kterém bude separace probihat nejlépe. Bylo
zvoleno rozmezi pH od 3,8 do 5,6. Bylo zjisténo, Ze rozdily mezi signaly se zvétSuji
s rostoucim pH vedouciho elektrolytu (Graf 28) a délka zony TEA se zvySujicim se pH mirné
klesa (Graf 28). Optimalizace odhalila, Ze nejlepsi pH je 4,6, protoze rozdil mezi signaly TEA
a koncového elektrolytu je dostate¢ny, a navic pufrovaci schopnost octanového pufru je

pfi tomto pH maximalni.
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Graf 28: Zavislost intenzity signali a délky zony TEA na pH vedouciho elektrolytu — vedouci
elektrolyt 10 mM octan sodny + kyselina octova + 0,05% HEC (pH 4,6); koncovy elektrolyt
10 mM kyselina octova; 1 mM standardni roztok TEA; ptedsepara¢ni kolona.

Dal$im optimalizovanym parametrem bylo pH roztoku standardu, popi. vzorku. Kvili
potiebé protonace TEA bylo piedpokladdno, ze okyselenim roztoku by mohlo dojit
ke zlepSeni separacniho procesu. Tento ptredpoklad nebyl experimentalné potvrzen. Bylo
zjisténo, ze vliv pH roztoku na separaci je minimalni. Intenzita signalu a délka zény TEA byla

ve vSech pripadech témét stejna (Graf 29), ale i pfesto byl roztok okyselovan pomoci konc.

kyseliny octové na pH 4.
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Graf 29: Zavislost intenzity signalti a délky zony TEA na pH davkovaného roztoku — vedouci
elektrolyt 10 mM octan sodny + kyselina octova + 0,05% HEC (pH 4,6); koncovy elektrolyt
10 mM kyselina octova; 1 mM standardni roztok TEA; pfedseparacni kolona.
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Dale byla za vySe zminénych podminek vyzkouSena analyza ekvimolarni smési MEA,
DEA a TEA (Obrazek 27). Nejvyssi mobilitu z ethanolamind ma MEA, nasleduje DEA
a nejpomalejsi je TEA. V piipadé ekvimolarni smési jsou délky zén vSech tfi ethanolaminti

témet stejné.

Napéti (V)
750

. . . . . . . . . Cas ()
amy 812 824 836 048 650 872 B84 BBE 908 920

Obrazek 27: Izotachoforeogram smési 0,5 mM ethanolaminid — vedouci elektrolyt: 10 mM
octan sodny + kyselina octova + 0,05% HEC (pH 4,6); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina
octova, predseparacni kolona.

Nasledné bylo zjiStovano, zda néktery z iontii bézné pfitomnych v kosmetice nerusi
stanoveni ethanolaminl. Za timto ucelem byly analyzovany 1 mM roztoky vapenatych,
hofe¢natych a lithnych iontt (Obrazek 28). Bylo zjisténo, ze Zadny z téchto ionti netvoii
smésnou zonu s ethanolaminy. Mobilita MEA (RSH 0,150), DEA (RSH 0,230) i TEA (RSH
0,299) je vyrazné nizsi nez mobilita vybranych ionta (vapnik migruje pted vedoucim iontem,

RSH hot¢iku je 0,028 a RSH lithia 0,108).

Napiti {v) Napdti (V) Napéti (V)

vapenaty iont .
210 hofeénaty iont 144 lithny iont

18 1,80 117

150 L . . . . . . " . Casis) 150 Cas(s) 090 Gas (s)
600 616 636 654 672 690 708 726 744 762 780 700 77 73 781 768 785 802 819 836 853 E70 800 818 836 854 &2 B30 908 926 944 %62 980

Obrazek 28: Izotachoforeogramy vybranych ionti — 1 mM standardni roztoky véapenatych
iontli, hofecnatych iontd a lithnych iontl; vedouci elektrolyt 10 mM octan sodny + kyselina
octova + 0,05% HEC (pH 4,6); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina octova; pfedseparacni
kolona.

Vzhledem k tomu, Ze kosmetika urcena pro ¢lovéka nesmi obsahovat vice nez 0,5 % hm.
DEA ve srovnani s TEA [216], bylo zjistovano i to, jestli Ize tak malé mnozstvi DEA v TEA

jesté detekovat. V piipadé Cistého roztoku TEA a DEA ve vodé je to mozné a podafilo
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se to i v kosmetickém pripravku Altermed antisectin chladivy roll-on (bylo ptidano 0,5 % hm.
DEA, v ¢istém piipravku nebyl DEA detekovan, Obrazek 29). Obecné je ale nutné si moznost
detekce DEA v TEA pfi tak neptfiznivém poméru ovéfit pro kazdy analyzovany kosmeticky

ptipravek.
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Obrazek 29: lzotachoforeogram vzorku Altermed Antisectin s pfidavkem 0,5 % DEA
ve srovnani s TEA — vedouci elektrolyt 10 mM octan sodny + kyselina octova + 0,05% HEC
(pH 4,6); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

3.3.3.2 Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

K ptipravé kalibracnich roztokii byly pouzity zasobni roztoky MEA, DEA a TEA
o0 koncentraci 10 mmol/l. Z téchto roztoka byly pipetovanim piislusnych objemt do 50 ml
odmérnych banék piipraveny roztoky o koncentracich 10, 25, 50, 100, 200 a 400 umol/l.
Banky byly doplnény destilovanou vodou po rysku a vzniklé roztoky byly okyseleny konc.
kyselinou octovou na pH 4. Takto piipravené kalibra¢ni roztoky byly analyzovany a byly
sestrojeny kalibra¢ni kiivky (Graf 30).

Ve zvoleném rozmezi koncentraci lze kalibracni kiivku MEA popsat rovnici pfimky
y [s] = 0,233 x [umol/1] + 3,481 s koeficientem determinace R? = 0,9981, kalibra¢ni kiivku
DEA rovnici y [s] = 0,223 x [umol/l] + 2,438 s koeficientem determinace R? = 0,9998
a kalibra¢ni ktivku TEA rovnici y [s] = 0,245 x [umol/l] + 2,734 s koeficientem determinace
R? =0,9995.

121



» 120 - 120 ¢
£ 100 £ 100 |
R R
= =
:g 60 :g 60
40 40
20 20
O O 1 1 1 J
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
koncentrace MEA (umol/l) koncentrace DEA (umol/l)
- 120
£ 100
R
x 80
=
T 60
40
20
0 1 1 1 J

0 100 200 300 400
koncentrace TEA (umol/l)

Graf 30: Kalibra¢ni kiivky ethanolaminii — vedouci elektrolyt 10 mM octan sodny + kyselina
octova + 0,05% HEC (pH 4,6); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina octova; analyticka kolona.

Mez detekce a stanoveni
Mez detekce a stanoveni byla urCena stejnym zpusobem jako V ptfedchozich ptipadech

a pro vSechny ethanolaminy je ptiblizné€ rovna 1,5 umol/l, resp. 4,5 pmol/L.

Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla ur¢ena pouze pro TEA jako relativni smérodatna odchylka
délek zon ziskanych z deseti po sobé nasledujicich méfeni standardniho roztoku o koncentraci
0,2 mmol/l okyselené¢ho kyselinou octovou na pH 4. Hodnota opakovatelnosti je za téchto

podminek rovna 3,53 %.

Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla stanovena analyzou standardniho roztoku TEA o koncentraci 50 pmol/l
a byla vypocitana jako pomér naméfené a skute¢né koncentrace vynasobené 100, aby byla
hodnota vytéZnosti udana v %. Pro vypocet namétfené koncentrace byla pouZzita metoda
kalibracni kiivky a metoda vicendsobného standardniho ptfidavku (2 ptidavky kazdy
0 koncentraci 50 pumol/l). Hodnota vytéZnosti byla v pfipadé kvantifikace pomoci kalibra¢ni
ktivky rovna 109,0 £ 2,8 % a v piipad€ standardniho ptfidavku 96,0 + 3,6 %. Vzhledem

k tomu, ze se hodnoty vytéznosti blizi 100 %, byla prokdzana vhodnost metody ke stanoveni
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TEA a tato metoda byla néasledné aplikovdna na vzorky farmaceutickych a kosmetickych

produkta.

3.3.3.3 Pfiprava a analyza vzorkl

Navazené mnozstvi vzorku (pfiblizné 0,2 g) bylo pievedeno do 50 ml odmérné banky
s 45 ml destilované vody. K tomuto obsahu byla jesté ptiddna 1 M kyselina octova k upravé
pH na hodnotu 4. Takto pfipraveny roztok byl umistén do ultrazvukové lazné, kde byl
sonifikovan, dokud nedos$lo k uplnému rozpusténi vzorku. Nasledné byla banka doplnéna
destilovanou vodou po rysku. VSechny takto pfipravené vzorky byly analyzovany v predem
optimalizovém elektrolytovém systému popsaném vyse.

Z ditvodu potfeby navazeni co nejmensiho mnozstvi vzorku za ucelem vyhnuti se tvorby
suspenze s lipidovymi bazemi z kosmetickych a farmaceutickych ptipravkl, byly analyzy
vzorkli provadény v analytické kolong, kterda poskytuje niz$i limity stanoveni nez
piedseparacni kolona. Nicméné vzorky s vysokym obsahem TEA, tj. ptiblizné 0,2 % hm.
a vyssim, je mozné analyzovat pouze v piedsepara¢ni koloné¢ s mirné¢ horSi hodnotou
opakovatelnosti (cca 5 % misto 3,5 %).

Ke kvantifikaci obsahu TEA byly pouzity dvé metody — metoda kalibra¢ni kiivky
a metoda vicenasobného standardniho ptidavku (dva ptidavky, kazdy o koncentraci
50 umol/l). Naméfené obsahy TEA jsou uvedeny v Tabulce 20. Bohuzel realny obsah TEA
neni na obalech pfipravkii uveden, a proto bylo pouze kontrolovdno, zda obsah TEA neni
vy$si nez povoluje EU, tj. 2,5 % hm. pro produkty, které jsou nanaSeny na kizi a neoplachuji

se (v Tabulce 20 oznaceny Zluté).
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Tabulka 20: Obsah TEA v analyzovanych vzorcich

Nazev vzorku

Obsah TEA (% hm.) —
metoda kalibra¢ni kiivky

Obsah TEA (% hm.) —
metoda standardniho

ptidavku
I;(rf;‘;}%an:“ce S s 0,14+ 0,01 0,15+ 0,01
Odlic¢ovaci krém True Colour 0,23 £ 0,02 0,29 + 0,02
Derma Guard bariérovy krém 0,17 £ 0,01 0,21 £0,01
Masazni krém Strong Power 1,43 + 0,03 1,38 £ 0,01
Ibalgin krém 0,37 £0,01 0,43 + 0,01
Gel na holeni Gillette Fusion ProGlide 6,61 £0,11 6,06 +0,16
Gel na vlasy Garnier Fructis Style 1,52 +£ 0,02 1,42 +£ 0,02
Té¢lovy peeling Avon 0,28 £ 0,01 0,23 +£0,03
Hydrata¢ni sprej Avon 0,06 + 0,01 0,06 + 0,01
Chladivy roll-on Altermed antisectin 0,54 +0,02 0,46 £ 0,01

3.3.4 Zavér

Byla vyvinuta izotachoforetickd metoda pro stanoveni ethanolaminli ve farmaceutickych

a kosmetickych produktech. Pomoci této metody jsou ethanolaminy stanoveny jako kationty,

tj. protonované, za pouziti elektrolytového systému sloZzeného z 10 mM octanu sodného

5 0,05% HEC a kyselinou octovou k tipravé pH na hodnotu 4,6 jako vedouciho elektrolytu

a 10 mM kyseliny octové jako koncového elektrolytu. V tomto elektrolytovém systému byly

uréeny nasledujici parametry metody: mez detekce ethanolamind piiblizné 1,5 umol/l, mez

stanoveni 4,5 pmol/l, opakovatelnost 3,5 %, vytéZznost blizka 100 % a linearni rozsah

v rozmezi dvou koncentracnich fadi (10 — 400 umol/l). Metoda byla odzkousena na realnych

vzorcich komeréné dostupnych farmaceutickych a kosmetickych piipravki s deklarovanou

pritomnosti TEA. Vyvinutd metoda by mohla byt vhodna pro praktické pouziti.
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3.4  Izotachoforetické stanoveni biguanidovych antidiabetik ve vzorcich 1é¢iv
obsahujicich metformin jako u¢innou latku [248]
3.4.1 Uvod

Biguanidy jsou léCiva rostlinného ptivodu, kterd jsou hojné pouzivana k 1é¢beé diabetu
mellitu typu 2 od 50. let minulého stoleti. Mezi tuto skupinu antidiabetik fadime metformin,
buformin a fenformin. Metformin je v dnesni dobé¢ k 16¢bé diabetu typu 2 1ékem prvni volby
a zaroven je také celosvétove nejpredepisovanéjsim lékem k 1é¢be tohoto onemocnéni. Kromé
lécby diabetu typu 2 je metformin pouzivan jako podplirny €k k 1écbé syndromu
polycystickych ovarii a téhotenského diabetu. DalSi dva zminéné biguanidy piestaly byt
klinicky pouzivané kvili vysokému riziku vzniku laktatové acidézy u pacientd lécicich
se témito léky. Metformin byl z amerického trhu také na né€jakou dobu stazen, ale poté, co
byla potvrzena jeho bezpe¢nost, byl na trh v roce 1995 znovu uveden [249].

Metformin plsobi piedev§im v jatrech, kde inhibuje glukoneogenezi blokovanim
mitochondrialniho redoxniho transportu. Nicméné cely mechanismus u¢inku neni zatim zcela
jasny, protoze metformin plsobi na celou fadu orgdni a jeho UCinky jsou rozmanité.
Metformin je po oralni aplikaci vstiebdvan v gastrointestindlnim traktu pfiblizné
ze 70 — 80 %, zbytek je vyloucen stolici. Metformin je po vstiebani v organismu rychle
distribuovan a akumuluje se V jicnu, zaludku, tenkém stievé, slinnych zlazach a ledvinach.
Data ziskand z pokusti na mysich dokazuji, ze hlavni depotni tkdni pro metformin je tkan
tenkého stfeva. Metformin v lidském téle neni pravdépodobné metabolizovan, pouze jedna
studie uvadi, ze muze prochazet urCitou transformaci, nicméné zadné jeho metabolity ani
konjugaty nebyly identifikovany. Vylucovani metforminu probiha ledvinami a je vylou¢eno

pouze méné nez 5 % z poziené davky [249, 250].

J'\"jl" NH NH ©v\ NH NH
SNTONTONH, /\/\N)LNJ\NHz NJ\NJ\NHQ

| H H H H H

Obrazek 30: Struktury metforminu (vlevo)®, buforminu (uprostied)™ a fenforminu (vpravo)™.

Metod ke stanoveni metforminu je nékolik, nejcastéji pouzivanou technikou
je vysokouéinna kapalinova chromatografie, pfevazné s hmotnostni detekci. Touto technikou
byl stanovovan metformin v lidské plazmé [251-256], moci [254, 257], povrchové vodé
[258-262] a farmaceutickych ptipravcich [263-266]. Z dalsich technik byla ke stanoveni
metforminu ve farmaceutickych piipravcich pouzita kapilarni zonova elektroforéza [267]

a vysokoucinna tenkovrstva chromatografie [268]. Izotachoforéza je dalsi moznosti
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ke stanoveni metforminu ve farmaceutickych pfipravcich, nicméné zadna publikace
zabyvajici se touto problematikou jesté nebyla publikovana. Z tohoto divodu byla vytvofena
a optimalizovana metoda popsana nize, kterd se zabyva simultdnni analyzou metforminu,

buforminu a fenforminu.

3.4.2 Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Analyzy byly provadény v kationtovém systému s vedoucim
elektrolytem slozenym z 10 mM octanu draselného s pfidavkem kyseliny octové (pH 5,0)
a koncovym elektrolytem 10 mM kyselinou octovou. Hnaci proud v predseparaéni koloné byl
nastaven na hodnotu 300 A a v analytické koloné na 50 pA. Detekce byla provadéna pomoci
vodivostniho a spektrofotometrického detektoru. Byla zaznamenavana spektra vSech analyti
V rozmezi vinovych délek 200 — 800 nm, pro kvantifikaci obsahu analytt byla vybrana vinova
délka absorpcnich maxim analyth, tj. 230 nm. Za téchto podminek doba jedné analyzy
nepiekrocila 25 minut.

Jako vzorky byla pouzita 1é¢iva od ruznych vyrobcti obsahujici metformin jako G¢innou
latku, ktera byla na 1ékafsky piedpis zakoupena Vv 1ékarné. Byly vybrany potahované tablety
Siofor 500 (Berlin-Chemie Ag, Berlin, Némecko) s obsahem metforminu 390 mg v 1 tablet¢,
potahované tablety Siofor 850 (Berlin-Chemie Ag, Berlin, Némecko) s obsahem 662,9 mg
metforminu v tableté, potahované tablety Siofor 1000 (Berlin-Chemie Ag, Berlin, Némecko)
sobsahem 780 mg metforminu v tableté, potahované tablety Stadamet 850 (STADA
Arzneimittel AG, Bad Vilbel, Némecko) s obsahem 662,9 mg metforminu v tableté a tablety
S postupnym uvoliovanim Glucophage XR 500 mg (Merck Serono, Lyon, Francie) s obsahem

390 mg metforminu v tableté.
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Obrazek 31: Analyzované vzorky antidiabetickych 1é¢iv s riiznym obsahem metforminu™,

3.4.3 Vysledky a diskuze
3.4.3.1 Optimalizace podminek separace
K analyze smésného standardu metforminu, buforminu a fenforminu byl pouzit

kationtovy mod s béZzné pouzivanym elektrolytovym systémem slozenym z vedouciho
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elektrolytu 10 mM octanu draselného s kyselinou octovou Kk upravé pH na hodnotu 6,0
a koncového elektrolytu tvofeného 10 mM kyselinou octovou. V tomto elektrolytovém
systému bylo mozné separovat vSechny tfi vySe zminéné analyty, a proto byl ddle zkouman
pouze vliv pH vedouciho elektrolytu, kterym lze nejvice ovlivnit separa¢ni proces. Bylo
vyzkousSeno pét riznych hodnot pH a sice 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 a 6,0. Po prob¢hlé separaci byl
nejprve stanoven rozdil intenzity signdlii analytti a vedouciho elektrolytu, ktery je uveden
v Grafu 31. Z tohoto grafu je patrné, Ze vedouci elektrolyt o pH 4,0 neni vhodny pro tuto
analyzu, nebot’ pohyblivosti biguanidi jsou piili§ vysoké a dochazi témér ke splynuti zén
metforminu, buforminu a koncového elektrolytu, zona fenforminu neni vibec ptitomna,
protoze fenformin migruje pomaleji nez koncovy elektrolyt. Vedouci elektrolyty
0 pH 4,5 — 6,0 je moZzn¢é k analyze pouzit, nicméné pii pH 4,5 a 5,0 jsou jednotlivé zony
vzajemné ostieji ohrani¢ené. Nakonec bylo vybrano pH 5,0 z divodu vys$iho odstupu
koncového elektrolytu od fenforminu oproti pH 4,5. Nicméné v pfipadé potfeby dosaZeni
niz$i meze stanoveni je vyhodnéjsi pouzit pH 4,5, jelikoZ pfi tomto pH je délka zon biguanida
nejdelsi (Graf 32), a tudiz je nejvétsi i plocha piku (Graf 33) ziskanych spektrofotometrickou
detekci. Biguanidy jsou latky, které absorbuji zafeni v oblasti ptiblizné od 200 do 260 nm,
jejich absorp¢ni maximum je ve vSech pfipadech pii 230 nm (Obrazek 32). Z tohoto divodu
je mozné pouzit jak vodivostni, tak spektrofotometrickou detekci, kterd umoziuje stanoveni

minimalné o fad nizsich koncentraci.
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Graf 31: Zavislost rozdill intenzity signald analytti a vedouciho elektrolytu na pH vedouciho
elektrolytu — vedouci elektrolyt 10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy
elektrolyt 10 mM kyselina octova; 0,5 mM standardni roztoky; analyticka kolona.
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Graf 32: Zavislost délek zon analytd na pH vedouciho elektrolytu — vedouci elektrolyt
10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina
octova; 0,5 mM standardni roztoky; analyticka kolona.
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Graf 33: Zavislost ploch signalti analyti na pH vedouciho elektrolytu — vedouci elektrolyt
10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina
octova; 0,5 mM standardni roztoky; vinova délka detekce 230 nm; analytick4 kolona.
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Obrazek 32: Analyza biguanidii — vodivostni a spektrofotometricka detekce; vedouci iont K*
(1); Mg?* (2), Na* (3), metformin (4), buformin (5), fenformin (6), koncovy iont H* (7);
vedouci elektrolyt 10 mM octan draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt
10 mM kyselina octova; 0,5 mM standardni roztoky; analyticka kolona.

3.4.3.2 Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny ze zasobniho roztoku obsahujicitho 20,8 mg
metforminu, 20,6 mg buforminu a 20,7 mg fenforminu v 100 ml. Z tohoto roztoku byly
pipetovanim pfislusnych mnozstvi piipraveny smésné Kkalibracni roztoky obsahujici
metformin v koncentracich 3,24; 6,49; 16,22; 32,44; 81,1 a 162,2 mg/l, buformin
Vv koncentracich 3,34; 6,69; 16,72; 33,44; 83,6 a 167,2 mg/l a fenformin v koncentracich 3,52;
7,03; 17,58; 35,16; 87,89 a 175,8 mg/l. Tyto roztoky byly analyzovany pomoci vodivostni
a spektrofotometrické detekce (230 nm) a byly sestaveny kalibraéni kiivky (Graf 34

a Graf 35). Ve vybraném rozmezi koncentraci lze kalibracni kiivku metforminu tvofenou daty
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z vodivostniho detektoru popsat rovnici piimky Yy [s] = 1,027 x [mg/I] + 4,948 s koeficientem
determinace R? = 0,9997 akalibra¢ni kfivku naméfenou pomoci spektrofotometrického
detektoru rovnici pfimky y [mAU-s] = 950,9 x [mg/I] — 248,9 s koeficientem R? = 0,9996.
Rovnice kalibraénich ptimek buforminu jsou y [s] = 0,940 x [mg/l] + 5,491 (R? = 0,9989)
pro vodivostni detekci a y[mAU-s] = 8332 x [mg/l] — 1576,8 (R*> = 0,9987)
pro spektrofotometrickou detekci a pro fenformin jsou rovny y [s] = 0,667 x [mg/l] + 5,753
(R? = 0,9989) pro vodivostni detekci a y [MAU-s] = 639,8 x [mg/I] — 400,4 (R? = 0,9987)
pro spektrofotometrickou detekci.
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Graf 34: Kalibra¢ni kiivka biguanidi — vedouci elektrolyt 10 mM octan draselny + Kyselina
octovd (pH 5,0); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina octova; 0,5 mM standardni roztoky;
vodivostni detekce; analyticka kolona.
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Graf 35: Kalibra¢ni kiivka biguanidi — vedouci elektrolyt 10 mM octan draselny + kyselina
octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt 10 mM kyselina octova; 0,5 mM standardni roztoky;
spektrofotometricka detekce (230 nm); analyticka kolona.
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Mez detekce a stanoveni

Meze detekce a stanoveni pro vodivostni detekci byly urceny stejnym zptsobem jako
v ptedchozich ptipadech a pro metformin jsou rovny 0,30 mg/l, resp. 0,9 mg/l; pro buformin
0,33 mg/l, resp. 1,0 mg/l a pro fenformin 0,47 mg/l, resp. 1,4 mg/l. Pro vypocty mezi byla
hodnota tseku kalibra¢nich kiivek nastavena na 0.

Mez stanoveni V ptipadé spektrofotometrické detekce byla urCena jako koncentrace
analytu poskytujici pik o plose 10 mAU's a mez detekce byla nasledné urcena jako ttetina
meze stanoveni. Meze stanoveni byly pocitdny pomoci pfimé umeérnosti z prvnich bodi
kalibra¢nich kiivek jednotlivych analytd. Pro metformin je mez stanoveni rovna 11,4 pg/l,
pro buformin 63,8 pg/l a pro fenformin 11,5 pg/l. Meze detekce jsou nasledné rovny:
pro metformin 3,8 pg/l, pro buformin 21,3 pg/l a pro fenformin 3,8 pg/l.

Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla urCena jako relativni smérodatna odchylka délek zon
ziskanych z péti po sobé ndsledujicich méfeni roztoku smésného standardu obsahujiciho
55 mg/l metforminu, 53 mg/l buforminu a 51 mg/l fenforminu. Hodnota opakovatelnosti je
za téchto podminek pro vodivostni detekci metforminu rovna 3,6 %, buforminu 7,3 %
a fenforminu 4,2 %. Pii spektrofotometrické detekci byla hodnota opakovatelnosti stanoveni

metforminu 4,6 %, buforminu 3,4 % a fenforminu 5,2 %.

3.4.3.2.4 Vytéznost (spravnost)

Vytéznost byla stanovena analyzou smésného standardniho roztoku obsahujiciho
81,1 mg/l metforminu, 83,6 mg/l buforminu a 87,9 mg/1 fenforminu. Hodnota vytéznosti byla
vypocitana jako pomér naméfené a skutecné koncentrace vynasobené 100, aby byla hodnota
vytéznosti udana v %. Pro vypocet naméfené koncentrace byla pouzita kalibra¢ni kiivka,
ktera je uvedena v Grafu 34. Pro metformin byla vytéznost rovna 100,1 + 0,2 %, pro buformin

96,8 £0,7 % a pro fenformin 103,8 = 0,8 %.

3.4.3.3 Ptiprava a analyza vzorku

Jako redlné vzorky byla vybrdna antidiabetika obsahujici metformin jako uc¢innou latku,
jejich seznam je uveden v kapitole 3.4.2. Lécivé pripravky obsahujici buformin a fenformin
jako tw¢innou latku jsou v CR zakazany zdivodu mozného vzniku laktatové acidozy
U pacientii 1é€icich se pomoci téchto pfidavki. Z tohoto divodu nebylo mozné ziskat realné

vzorky obsahujici tyto dva analyty.
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Vzorky byly pfipravovany nasledovné: jedna tableta byla rozdrcena v tfeci misce
a vznikly prasek byl nasledné ptfeveden do 100 ml odmérné banky, ktera byla doplnéna
destilovanou vodou po rysku. Pro lep$i rozpusténi prasku byla baiika pted Gplnym doplnénim
umisténa na 10 minut do ultrazvukové lazné. Z tohoto roztoku bylo nasledné pipetovano
0,5ml do 50 ml odmérné banky. Takto vznikly roztok byl analyzovan pomoci ITP
v optimalizovaném elektrolytovém systému. Problém nastal u tablet Glucophage XR 500,
protoze se jednd o tablety s postupnym uvoliovanim. Pfi ptipravé vzorku vySe popsanym
zpusobem bylo pfi analyze stanoveno pouze piiblizné 50 % obsahu metforminu, ktery byl
deklarovan vyrobcem. Z tohoto diivodu byl postup ptipravy pro tento vzorek upraven. Roztok
vzorku vznikly rozpusSténim prasku v destilované vodé byl ponechan do dalsiho dne
za soucasn¢ho michani pomoci magnetického michadla, aby co nejvétsi mnozstvi metforminu
bylo uvolnéno z matrice tablety. Nasledn¢é byl roztok 100x fedén a analyzovan stejné jako
Vv ptipad¢ ostatnich vzorkli. Pro analyzu pomoci vicendsobného standardniho piidavku byl
postup stejny s tim rozdilem, ze k 0,5 ml vzorku bylo pfidano 2,5 ml, popt. 5 ml, standardniho
roztoku metforminu o koncentraci 300 mg/I.

Kvantifikace obsahu metforminu byla provedena dvéma zptsoby, a to pomoci metody
kalibra¢ni kiivky a metody vicendsobného standardniho ptidavku. Data ke kvantifikaci byla
ziskdna pomoci vodivostni detekce v predseparacni (horni) kolon¢, vodivostni detekce
Vv analytické (dolni) koloné a spektrofotometrické detekce pii 230 nm. Z Grafu 36 je patrné,
ze témet u vSech vzorkli byl stanoven nizS§i obsah metforminu nez deklaruje vyrobce.
Prozatim neni zfejmé, zda se jednd o systematickou chybu metody nebo zda je obsah
metforminu v tabletach niz$i. K urceni pti¢iny niz8iho obsahu by méla byt provedena analyza
vzorkli pomoci referencni metody (pravdépodobné kapalinové chromatografie), ktera
prozatim z Casovych divodi bohuzel nebyla provedena. Z péti zplsobli kvantifikace
se deklarovanym obsahtim nejvice blizily vysledky stanovené metodou vicenasobného
standardniho ptfidavku z dat vodivostni detekce v horni kolong. Namétené obsahy se v tomto
ptipadé pohybovaly v rozmezi od 91,3 do 101,2 % deklarovaného obsahu. Na ukazku je

na Obrazku 33 uveden izotachoforeogram vzorku Siofor 500.
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Graf 36: Obsah metforminu ve vzorcich antidiabetik
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Obrazek 33: Izotachoforeogram vzorku tablety Siofor 500 — vedouci elektrolyt: 10 mM octan
draselny + kyselina octova (pH 5,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova; analyticka
kolona.

3.4.4 Zavér

Byla vypracovana izotachoforetickd metoda pro stanoveni biguanidovych antidiabetik, tj.
metforminu, buforminu a fenforminu, za pomoci vodivostni a spektrofotometrické detekce
ptivlnové délce 230 nm. Metoda je zaloZena na separaci téchto analyti jako kationtd
Vv elektrolytovém systému tvofeném vedoucim elektrolytem 10 mM octanem draselnym
s kyselinou octovou k upravé pH na 5,0 a koncovym elektrolytem 10 mM Kkyselinou octovou.
Byla provedena uspé$nd validace metody, ziskané parametry (uvedené vyse) vyhovuji
poZadavkliim kladenym na rutinni analyzy. Metoda byla odzkouSena na vzorcich tablet
obsahujicich metformin jako u¢innou latku. Vzhledem k tomu, Ze byly témé ve vSech
ptipadech stanoveny niz§i obsahy, bude nasledovat analyza tablet pomoci referencni metody,

diky niz bude zjiSté€no, zda je tato metoda vhodna pro praktické pouziti.
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3.5 Izotachoforetické stanoveni formaldehydu ve vzorku Kutvirtova kloktadla
[269]
3.5.1 Uvod

Tato prace se zabyva vyvojem izotachoforetické metody pro stanoveni formaldehydu
Vv kapalnych vzorcich.

Vzhledem k sirokému pouziti formaldehydu (metanalu), jeho toxicité a tékavosti, je jeho
pusobeni vyznamnym faktorem pro lidské zdravi — jednd se o karcinogen skupiny 1, tedy
prokazany karcinogen pro ¢lov€ka. V potravinaistvi se pouZzivd jako konzervacni prostfedek
(nese oznateni E 240), ale v Ceské republice je jeho pouzivani v potravinafstvi zakazano
[270]. Formaldehyd ma dezinfek¢ni a Cistici ucinky, v mediciné se pouziva ke sterilizaci
I€katskych pomtcek, je také soucasti Kutvirtova kloktadla, jehoz pouziti je doporuceno
v piipad¢é bolesti v krku, pfi anginach a k dezinfekci nosohltanu. Formaldehyd se bézné
vyskytuje také v Zivotnim prostiedi, vytvari se oxidaci uhlovodikii a v mensi mife rozkladem
rostlinnych zbytkt [271]. Vzhledem Kk jeho toxickym vlastnostem nejen pro ¢lovéka, ale
I pro ostatni zivoc€ichy, je nutné jeho obsah v riznych matricich peclivé sledovat. K tomuto
ucelu bylo vyvinuto a optimalizovdno mnoho analytickych metod. Nejcastéji pouzivanymi
metodami jsou plynova (GC) a kapalinova chromatografie (HPLC). V poslednich letech byly
vytvoieny HPLC metody pro stanoveni obsahu formaldehydu v kravském mléku [272], pitné
vodé [273], korku [274], aerosolech do elektronickych cigaret [275], lidské tkani [276],
potravinach z Bangladése (ovoce, zelenina, Cerstvé ryby, mléko) [277], pivu [278], ovocnych
dzusech [279] a pomoci GC metody pro stanoveni formaldehydu v tatérském inkoustu [280]
av moci [281]. Bylo vytvofeno také n€kolik senzori (impedanc¢ni [282], amperometricky
[283]), pomoci nichz lze formaldehyd stanovit. Dal§imi moZnostmi pro stanoveni
formaldehydu jsou metody spektrometrické [284, 285] a elektrochemické [286].

Pomoci kapildrni izotachoforézy neni mozné stanovit formaldehyd piimo, protoze
se nejedna o latku iontové povahy. Z tohoto diivodu je nutné formaldehyd pfevést na néjakou

.....

za vzniku hydroxymethylsulfonatu (rovnice 8), ktery byl nasledné detekovan.

2 CH, = 0 +S,0% + H,0—> 2 HO — CH, — SO3 (8)
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3.5.2 Pouzité chemikalie, material a instrumentace

Pouzité chemikalie jsou uvedeny v Tabulce 11 v kapitole 2.1. Pouzita instrumentace
je popsana v kapitole 2.2. Stanoveni hydroxymethylsulfonatu bylo provadéno v aniontovém
rezimu S vedoucim elektrolytem slozenym z 10 mM HCI s pfidavkem B-alaninu (pH 3,2)
a koncovym elektrolytem 10 mM kyselinou mravenc¢i. Hnaci proud v pfedseparacni koloné
byl nastaven na 250 pA, a Vv analytické kolon¢€ na 50 pA, pti¢emz béhem detekce byl snizen
na 30 pA. Celkova doba jednoho méteni se pohybovala okolo 30 minut.

Jako realny vzorek bylo pouzito Kutvirtovo kloktadlo (Obrazek 34, piipravila Lékarna
Pharmacia, Praha-Zbraslav, CR), které bylo na lékaisky predpis
zakoupeno v Iékarn€. Podle dohledané receptury [287] obsahuje
ve 102 g vzorku 10 g 35% formaldehydu (3,43 % hm., 1,27 mol/l),
2 g Mentholum racemicum, 5 g tinktury Ratanhiae, a 85 g 60%

etanolu.

Obrazek 34:
Kutvirtovo kloktadlo

3.5.3 Vysledky a diskuze
3.5.3.1 Optimalizace podminek reakce a separace

Pro stanoveni formaldehydu ve formé hydroxymethylsulfonatu byl nejprve optimalizovan
elektrolytovy systém (Graf 37). Jako vedouci elektrolyt byla ve vice kyselé oblasti zkouSena
10 mM HCI s piidavkem B-alaninu k upravé pH na hodnoty 3,2 a 3,6 a v mirn¢ kyselé oblasti
10 mM histidin-chlorid pufrovany pomoci histidinu na pH 4,5 a 6,0. Jako koncovy elektrolyt
byla zvolena 10 mM kyselina octova. Ke zjisténi hodnot relativnich vysek signalti byla
provedena analyza 2 mM standardniho roztoku sifi¢itanu a 1 mM standardnich roztoku
hydroxymethylsulfonatu a kyseliny mravenéi. Z optimalizace vyplynulo, Ze pro rychlou
analyzu je nejvhodnéjsi elektrolytovy systém s vedoucim elektrolytem o pH 3,2, protoze
rychlost migrace hydroxymethylsulfonatu v elektrickém poli je pii tomto pH nejvyssi.
Kyselina octova, slouZzici jako koncovy elektrolyt, byla nahrazena kyselinou mravenci, ktera

ma vys$§i pohyblivost v elektrickém poli a nasleduje hned za zé6nou hydroxymethylsulfonatu.
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Graf 37: Vliv pH vedouciho elektrolytu na relativni vySku signalu (RSH) — vedouci
elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH 3,2 a 3,6) a 10 mM histidin-chlorid + histidin (pH 4,5 a
6,0); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octovd; 1 mM standardni roztoky disifiCitanu
sodného, hydroxymethylsulfonatu a kyseliny mravenci; ptfedseparacni kolona.

Nasledné¢ byl zkoumdn vliv doby reakce na délku zény  vzniklého
hydroxymethylsulfonatu (Graf 38). Bylo zjistovano, zda se s prodluzujici se dobou reakce
bude prodluzovat délka zony hydroxymethylsulfonatu. K tomuto ucéelu byla do kadinky
a 4,5 ml destilované vody. Kadinka s reak¢ni smési byla umisténa na magnetické michadlo
a jeji obsah byl michan po celou dobu reakce. Béhem prub¢hu reakce bylo po uréitém case
odebirano vzdy 30 pl reakéni smési do 50 ml odmérné baiiky, ktera byla nasledné doplnéna
destilovanou vodou po rysku. Takto nafedénd reakéni smés byla analyzovana
v optimalizovaném  elektrolytovém systému a Dbyla zaznamenavana délka zony
hydroxymethylsulfonatu.
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Graf 38: Vliv doby reakce na délku zony hydroxymethylsulfonatu — vedouci elektrolyt:
10 mM HCI + B-alanin (pH 3,2); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina mravenci; analyticka
kolona.
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Z namétenych hodnot je ziejmé, ze délka zony je po celou dobu reakce témét konstantni
(je rovna ptiblizn¢ 25 s), nedochazi ani k vyraznému zkréceni ani prodlouzeni zony.
Z ¢asovych a praktickych divodi byla zvolena doba reakce 30 minut, kterd odpovida
priblizné¢ dobé jedné izotachoforetické analyzy, takze je mozné béhem analyzy pripravit

nasledujici vzorek.

3.5.3.2 Validace metody
Linearita kalibra¢ni zavislosti

K piipravé kalibra¢nich roztokli byl pouzit zésobni roztok slozeny z250 pul
36% formaldehydu a 300 mg disifi¢itanu sodného v 50 ml odmérné bance, ktera byla
doplnéna destilovanou vodou po rysku. Tento roztok byl pifi laboratorni teplot¢ ponechdn
Vv klidu po dobu 30 minut, aby doslo ke zreagovani vSech slozek roztoku. Po uplynuti doby
reakce bylo z tohoto roztoku pipetovano 100, 160, 250, 350 a 500 ul do 50 ml odmérnych
ban¢k, které byly doplnény destilovanou vodou po rysku.

Takto pfipravené roztoky v rozmezi koncentraci 0,138 — 0,690 mmol/l byly analyzovany
a byla sestrojena kalibracni kiivka jako zavislost délky zony hydroxymethylsulfonatu
na koncentraci formaldehydu (Graf 39). Ve vybraném koncentra¢nim rozmezi vykazuje
kalibraéni kiivka dobrou linearitu, hodnota spolehlivosti R? je rovna 0,9993. Rovnice regrese
kalibra¢ni ptimky je y [s] = 139,16 x [mmol/l] + 0,89.
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Graf 39: Kalibra¢ni kiivka formaldehydu — vedouci elektrolyt: 10 mM HCI + B-alanin (pH
3,2); koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina mravenci; analytickéd kolona.

Mez detekce a stanoveni
Pro tuto metodu byla jako mez stanoveni urena koncentrace formaldehydu projevujici

se zonou hydroxymethylsulfondtu o délce 1 sekundy. Jako mez detekce byla zvolena
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koncentrace formaldehydu odpovidajici 5 meze stanoveni. Z kalibra¢ni piimky byla

vypoctena mez stanoveni 7,1 umol/l a mez detekce 2,4 pmol/l.

Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti metody bylo provedeno pét méfeni téhoz roztoku
0 koncentraci 0,173 mmol/l. Opakovatelnost byla nasledné urcena jako relativni smérodatna
odchylka téchto péti méfeni. Pro tuto metodu byla jeji hodnota 1,58 %, coz je vice

nez postacujici pro rutinni analyzy.

Vytéznost (spravnost)

Vhodnost metody ke stanoveni analytu urcuje mimo jiné 1 jeji vytéznost. Ta se urcuje
pomoci roztoku o znamé koncentraci analytu, jehoZ koncentrace se urci pomoci kalibracni
kiivky, popt. standardniho ptfidavku tak, jako by se jednalo o vzorek s nezndmou koncentraci.
Podil ziskany podélenim nalezené a skutecné koncentrace vynasobeny stem pak udava
vytéznost metody. V tomto piipadé byl pfipraven roztok o koncentraci formaldehydu
173 umol/l. Ten byl pomoci metody standardniho pfidavku analyzovan a zjisténa koncentrace
formaldehydu v roztoku byla 165 + 1 umol/l. Vytéznost metody je rovna 95,4 + 0,5 %. Tato
hodnota odpovida kritériim kladenym na rutinni analyzy. Souhrnné tedy lze fict, ze vSechny
parametry metody jsou dostatecné pro pouziti metody ke stanoveni obsahu formaldehydu

V kapalnych vzorcich.

3.5.3.3 Priprava a analyza vzorku

Metoda byla odzkouSena na vzorku Kutvirtova kloktadla, které bylo na I€kaisky ptfedpis
zakoupeno Vv Iékarné. Vyrobcem udavana koncentrace formaldehydu byla 1,27 mol/l. P¥iprava
vzorku spocivala pouze v jeho nafedéni a pfidani disifi¢itanu sodného. Ke kvantifikaci byly
pouzity dvé metody — metoda kalibrac¢ni kiivky a metoda standardniho pfidavku. K analyze
za pomoci metody kalibra¢ni kiivky bylo pipetovano 280 pl vzorku kloktadla do 1 I odmérné
baniky, aby se obsah formaldehydu pohyboval v rozmezi kalibraéni kiivky. Nésledn¢ bylo
vodou po rysku. Roztok byl ponechdn pti laboratorni teplot¢ 30 minut v klidu, aby doslo
ke zreagovani formaldehydu se sifiCitanovymi ionty. Takto ptipraveny vzorek byl
analyzovan. Ke stanoveni obsahu formaldehydu metodou standardniho ptidavku byl vzorek
zpracovan nasledovné — k 28 pl vzorku ve 100 ml odmérné batice bylo pfidano 150 pl

zasobniho roztoku formaldehydu o koncentraci 0,069 mol/l a smés byla doplnéna
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destilovanou vodou po rysku. Nasledné byl vzorek proméfen pomoci izotachoforetického
analyzatoru.

Pomoci metody kalibracni kiivky byla stanovena koncentrace formaldehydu
1,46 £ 0,02 mol/l a pomoci metody standardniho piidavku koncentrace 1,49 mol/l. Hodnoty
ziskané obéma zplisoby jsou téméf totozné, ale jsou o néco vyssi, nez je hodnota udavana

vyrobcem. Izotachoforeogram vzorku kloktadla je uveden na Obrazku 35.
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Obrazek 35: lzotachoforeogram vzorku kloktadla — vedouci elektrolyt (LE): 10 mM HCI +
B-alanin (pH 3,2); koncovy elektrolyt (TE): 10 mM kyselina mraven¢i; analyticka kolona.

3.5.4 Zavér

Byla vypracovana izotachoforetickd metoda pro stanoveni obsahu formaldehydu v kapalnych
vzorcich. Metoda byla validovana, byly stanoveny ndsledujici parametry: mez detekce
2,4 ymol/l, mez stanoveni 7,1 pmol/l formaldehydu, opakovatelnost 1,58 %, vytéZnost
95,4 + 0,5% a linearita kalibra¢ni kiivky ve zvoleném rozsahu koncentraci. VSechny
parametry metody odpovidaji narokiim na bézné analyzy. Optimalizovanou metodou byl
stanoven obsah formaldehydu ve vzorku Kutvirtova kloktadla, které podle vyrobce obsahuje
1,27 mol/l formaldehydu. Kloktadlo bylo analyzovano metodou kalibra¢ni kiivky i metodou
standardniho  pfidavku. Pomoci kalibracni kiivky byla stanovena koncentrace

1,46 + 0,02 mol/l a pomoci standardniho piidavku koncentrace 1,49 mol/l.

139



4.  ZAVER

Tato prace se zabyva problematikou izotachoforetické analyzy biologicky aktivnich latek
Vv [éCivych piipraveich a dopliicich stravy. V teoretické ¢asti jsou strucné shrnuty biologické
ucinky vybranych skupin latek vychazejicich z primarniho metabolismu, jelikoz se jedna
0 biologicky aktivni latky, které jsou ve spojeni s izotachoforézou v odborné literatuie
zminovany nejcastéji. Dale je uveden stru¢ny nahled do problematiky izotachoforetického
stanoveni vySe zminénych skupin latek spolu s ptehledem metodik nalezenych v odborné
literature.

Vysledkovd a diskuzni ¢ast prace je vénovana vyvoji metod izotachoforetického
stanoveni vybranych analytl, tj. aminokyselin, vitamini sk. B, ethanolaminti, biguanidovych
antidiabetik a formaldehydu ve vzorcich 1éCivych ptfipravkii a doplinku stravy. Hlavnim
ucelem téchto stanoveni je predevs§im kontrola kvality vybranych produktt.

Vsechny metody stanoveni byly validovany, stanovovanymi parametry byla mez detekce
a stanoveni, opakovatelnost, vytéznost a linearita. Ziskané hodnoty spliovaly pozadavky
kladené na bézné provadéné analyzy. Metody byly déle testovany na vybranych redlnych
vzorcich, ¢imzZ byla prokdzana jejich aplikovatelnost a praktické vyuziti.

Ukazalo se, ze optimalizovana izotachoforetickd stanoveni mohou byt V urcitych

ptipadech levnéjsi alternativou chromatografickych metod.
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Deoxyriboza [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Deoxyriboza
Laktéza [cit. 6.3.2020] Dostupné z:

http://lwww.1sg.sk/www/data/01/projekty/2015 2016/falcons/vyrobcovia/Projekt_Bozie
dary/Mlieko_text.html

Lactulose [cit. 6.3.2020] Dostupné z:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Haworth_projection_of_lactulose.svg
Glukosamin [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Glukosamin
Pangamséure [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Pangamsaure
Kyselina glukarova [cit. 6.3.2020]

Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina glukarova

Glucuronolactone [cit. 6.3.2020]

Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Glucuronolactone

Inosit [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Inosit

Kyselina fytova [cit. 6.3.2020] Dostupné z: http://sestra.org/Kyselina_fytova
D-Pinitol [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://www.watson-int.com/d-pinitol-cas-10284-
63-6/

Guma guar [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Guma_guar
Pektine [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Pektine

Chitosan [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Chitosan
Chondroitin [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Chondroitin
Orotic acid [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Orotic_acid
2-oxoglutarat [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/2-oxoglutarat
Apfelsiure [cit. 6.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Apfelsiure
Kyselina pyrohroznova [cit. 6.3.2020] Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_pyrohroznova

Kyselina citronova [cit. 6.3.2020]

Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_citronova

DNA [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/DNA

RNA [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/RNA

Adenosine triphosphate [cit. 7.3.2020] Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Adenosine_triphosphate
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Guanosine triphosphate [cit. 7.3.2020] Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Guanosine_triphosphate

Cytidintriphosphat [cit. 7.3.2020]

Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Cytidintriphosphat

Inosin [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Inosin
Nikotinamidadenindinukleotid [cit. 7.3.2020] Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Nikotinamidadenindinukleotid

Vitamin A [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin_A
Vitamin D [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin_D
Tocopherol [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://de.wikipedia.org/wiki/Tocopherol
Vitamin K [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin K
Vitamin B1 [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin_B1
Vitamin B2 [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin_ B2
Niacin [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Niacin

Kyselina pantothenova [cit. 7.3.2020] Dostupné z:
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_pantothenova

Vitamin B6 [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin B6
Biotin [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Biotin

Kyselina listova [cit. 7.3.2020]

Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina listova

Vitamin C [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin C
Vitamin B12 [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Vitamin B12
Koenzym Q10 [cit. 7.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Koenzym_Q10
Amino 1000, BCAA Mega Capsules [cit. 8.3.2020] Dostupné z:
http://lwww.sypacky.sk/33665-vitalmax-bcaa-amino-1000-mega-capsules

BCAA Liquid Orange Flavour [cit. 8.3.2020] Dostupné zZ:
https://www.penco.cz/en/aminoacids-span-bcaa-liquid-1000ml-/span-orange

Med [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.dobrehouby.eu/produkt/med-akatovy/
Flexit Liquid Orange [cit. 8.3.2020]

Dostupné z: https://www.cyklomania.cz/prodej/Nutrend Flexit Liquid 500ml -_citron
Tablety L-theanin [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.mall.cz/pripravky-na-
nervy/vetrisol-I-theanin-30-tbl-100002514880
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Zeleny ¢aj Sencha [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.manutea.cz/japan-sencha-bio-

zeleny-

cajx1259?gclid=EAlalQobChMI0qgL fiag65wIVQ9IHeCh2FyASIEAQYAIABEQI3T _D_B

WE#g:1000

Zeleny ¢aj Yunnan [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.manutea.cz/zeleny-yunnan-

op-zeleny-caj-x1134
Taurin [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://cs.wikipedia.org/wiki/Taurin

Konjugovana Zlucova kyselina Prevzato z: Koolman J, Rohm KH (2012) Barevny atlas

biochemie. Grada, Praha
Energeticky napoj Maximal G [cit. 8.3.2020]
https://www.billa.at/produkte/maximal-g-energydrink/00-416036

Energeticky napoj QXE [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.e-cukrovinky.cz/e-
cukrovinky/eshop/6-1-NAPOJE/-4-/5/3458-Energy-drink-QXE-250mI-SUPER-CENA
Energeticky napoj Tiger [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.akcniceny.cz/akce/tiger-

energy-drink-250ml-vybrane-druhy/

Dostupné

Energeticky napoj CrazyWolf [cit. 8.3.2020] Dostupné

https://www.akcniceny.cz/akce/energy-drink-crazy-wolf-3085509/

CarboSnack [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.ebiopotraviny.cz/Carbosnack-

merunka-brno-kralovopole-zdravavyziva

Biosil Plus [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.drmax.cz/biosil-plus-tbl-60

Acidum folicum Léciva [cit. 8.3.2020] Dostupné

https://www.emimino.cz/bazar/acidum-folicum-kyselina-listova-873065/

B-Komplex Zentiva [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://licky24.sk/160-b-komplex-

zentiva-30-drg.html

B-komplex forte [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.lekarna.cz/b-komplex-forte-tbl-

20generica/

Krém na ruce s mési¢kovym extraktem [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://starostlivost-0-

ruky-a-nechty.heureka.sk/aro-krem-na-ruky-mesickovy-100-ml/
Odlicovaci krém True Colour [cit. 8.3.2020]

Dostupné

https://produkty.mamotoja.pl/avon/avon-preparat-do-demakijazu-oczu-z-odzywka

Derma Guard bariérovy krém [cit. 8.3.2020]

https://www.pilulka.cz/dermaguard-barierovy-krem-110ml
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Masazni krém Strong Power [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.benu.cz/strong-
power-masazni-krem-100g

Gel na holeni Gillette Fusion ProGlide [cit. 8.3.2020] Dostupné z:
https://www.europarfemy.cz/gel-na-holeni-gillette-fusion-proglide-hydrating_z7954/

Gel na wvlasy Garnier Fructis Style [cit. 8.3.2020] Dostupné z:
https://www.zbozi.cz/vyrobek/garnier-endurance-24h-ultra-strong-gel-200-ml/

Avon télovy peeling [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.notino.cz/avon/naturals-
body-care-sensational-body-scrub

Avon hydratacni sprej [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.vinted.cz/damska-
kosmetika/pece-o-telo-kosmetika/17138794-avon-hydratacni-sprej-na-telo-senses-romantic-
garden-of-eden

Ibalgin krém [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.lekarna.cz/ibalgin-krem-100g/
Altermed antisectin [cit. 8.3.2020] Dostupné z:
https://www.notino.cz/altermed/antisectin-chladivy-roll-on-pro-zmirneni-svedeni/
Metformin [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Metformin

Buformin [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Buformin

Fenformin [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://en.wikipedia.org/wiki/Phenformin

Siofor 500 [cit. 8.3.2020] Dostupné z: http://www.lekarstva-iz-germani.com/sakharnyj-
diabet/585-artane-2-mg-tabletten-100-sht.html

Siofor 850 [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://www.abc-lekarna.cz/siofor-850-60x850mg-
potahovane-tablety-66129-zkusenosti

Siofor 1000 [cit. 8.3.2020] Dostupné z: https://pharmacy-new.org/siofor-1000-mg-30-
tablets

Glucophage XR [cit. 8.3.2020] Dostupné z: http://medicall.qa/product/glucophage-Xxr-
500mg-tab-30s/

Stadamet 850 [cit. 8.3.2020] Dostupné z: http://www.stada-pharma.cz/produkty/leky-na-
predpis/stadamet-500-stadamet-850/

160



7. PRILOHY

Priloha 1: Michaela Kovarova, Martin Barto§, TomaS Mikysek, Dana Hlouskova, Blanka
Hyhlikova, Jana Vladykova: Isotachophoretic determination of amino acids after their
conversion to hydroxyacids, Monatshefte fiir Chemie — Chemical Monthly, 149 (9), str. 1709-
1718, 2018

Priloha 2: Michaela JaneCkova, Martin Bartos, Jana Lencova: Isotachophoretic determination
of triethanolamine in cosmetic products, Monatshefte fiir Chemie — Chemical Monthly, 150
(3), str. 387-390, 2019

161



