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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva analyzou aminokyselin s rozvétvenym fetézcem (BCAA)
ptitomnych Vv potravinovych dopliicich. Teoretickd ¢ast je vénovana obecné charakteristice
aminokyselin, proteinli a potravinovych doplik. Experimentalni cast je zaméiena na
optimalizaci derivatizace a separace BCAA pomoci RP-HPLC s piedkolonovou derivatizaci
fenylisothiokyanatem. Derivaty aminokyselin byly detekovany pomoci detektoru s diodovym
polem. Optimalizovand metoda byla validovdna a poté aplikovana na realné vzorky

potravinovych doplikt, kde bylo sledovano jejich deklarované mnozstvi uvedené na obalu.
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TITLE

Optimization of derivatization and separation of amino acids present in food supplements

ANNOTATION

The diploma thesis deals with the analysis of branched chain amino acids (BCAA) present in
food supplements. The theoretical part is devoted to the general characteristics of amino acids,
proteins and food supplements. The experimental part is focused on the optimization of
derivatization and separation of BCAA using RP-HPLC with pre-column derivatization using
phenyl isothiocyanate. Amino acid derivatives were detected using a diode array detector. The
optimized method was validated and then applied to real samples of food supplements, where
their declared amount stated on the packaging was monitored.
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UvoD

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni slozkou organismt a ucastni se mnoha zivotné
dalezitych procest. Jejich nerovnovaha muze zpisobit vazna onemocnéni nebo poruchy
metabolismu. V lidském téle se vyskytuji bud’ ve volné formé nebo vazané amidovymi vazbami
v bilkovindch. Aminokyseliny jsou pfijimany hlavné z potravy a nékteré si télo dokaze

syntetizovat samo.

Potravinové dopliky s obsahem aminokyselin patii k trvale nejoblibenéjsim produktim
uzivanych nejen sportovci, ale také béznou populaci. Jsou doporucovany fyzicky aktivnim
jedincim Kk prevenci katabolismu bilkovin béhem cviceni, snizeni Ginavy, zlep$eni koncentrace
¢1 podpote hubnuti. Jejich ucinky by mély v zasad€ pozitivni, nicméné nadmérnym uzivanim
muze dojit i K poskozeni zdravi jedince. Dopliiky stravy patii do zvlastni kategorie potravin, na
které se nevztahuje povinnost vyrobce provést testy ucinnosti a nezadvadnosti pied jeho
uvedenim na trh. To je spojeno s jejich falsovanim, nesplnénim deklarovaného obsahu nebo
ptitomnosti zakazanych latek. Jejich rychlou a efektivni analyzou tak 1ze mozné kontaminanty
identifikovat ¢i zkontrolovat, zda se mnozstvi deklarované vyrobcem shoduje se skute¢nym
obsahem. Jejich stanoveni déle slouzi k odhaleni metabolickych onemocnéni ¢i k charakterizaci

bilkovinnych frakci.

Analyza aminokyselin probiha nejcastéji metodou vysokou¢inné kapalinové chromatografie
v systému s obracenymi fazemi a po predchozi derivatizaci s vhodnym derivatizacnim
¢inidlem. Detekce derivati aminokyselin se provadi pomoci spektrofotometrického,

fluorimetrického nebo elektrochemického detektoru.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 AMINOKYSELINY

Aminokyseliny (AK) jsou substitu¢nimi derivaty karboxylovych kyselin obsahujici nejméné
jednu bazickou aminovou a kyselou karboxylovou skupinu navazanou na jednom atomu uhliku
[1-3]. Jsou obsazeny v lipidech, funguji také jako prekurzory neurotransmiterti, hormont,
enzymu nebo nékterych metabolit a poskytuji atomy uhliku nebo dusiku pro syntézu dalSich
biomolekul [3, 4]. Jejich pfijem vede k pozitivni dusikové bilanci, tzn. k syntéze proteinti, dale

ptispivaji k prevenci pied nemocemi a oxidacnim stresem [2, 5, 6].

V lidském organismu se vyskytuje 20 biogennich aminokyselin, ze kterych je télo schopné
proteosyntézou sestavit bilkoviny. Nazyvaji se proteinogenni a jsou zdkladnimi stavebnimi
jednotkami proteind [4, 7, 8]. Vyskytuji se pfirozen¢ ve form¢ a-aminokyselin (2-
aminokarboxylové kyseliny), kde je aminoskupina vazana na atomu uhliku sousediciho
s karboxylovou skupinou [4]. Krom¢ glycinu piedstavuje o-uhlik aminokyselin chirdlni
centrum a mohou tedy existovat ve dvou enantiomernich forméach D a L. Glycin nema na svém
a-uhliku navézané 4 rtizné substituenty, nemd tedy Zadny stfed symetrie a nemulze tyto
enantiomery tvoftit. K zapisu vzorci se vyuziva, podobn¢ jako u sacharidl, znazornéni pomoci
Fischerovy projekce. Diky tomu lze stanovit, o jaky enantiomer se jedna. Drtivd vétSina
pfirozenych aminokyselin se nachdzi v L-konfiguraci, D-aminokyseliny se nachazi pouze u
bakterii. Odli$né konfigurace enantiomerli miiZe znamenat neti¢innost ¢i jiné nezadouci G¢inky,

které mohou vazné poskodit zdravi [1, 4].

?O o~
cCOO~ (I:O ol H— le— H
. H—C—H
=L H—g—H i~
- HsN—C—H
H
a-aminokyselina B-aminokyselina y-aminokyselina
(L-alanin) (B-alanin) (kyselina y-aminomaselnd)

Obrazek 1: Strukturni vzorce a, B a y-aminokyselin [4].
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1.1.1 Deéleni

Aminokyseliny se daji rozdélit do nékolika skupin podle mnoha aspektti. Napiiklad déleni dle
pozice, kterou vici sobé zaujima aminoskupina a karboxylova skupina, je mizeme d¢lit na a,

B nebo y-aminokyseliny (Obrazek 1) [3, 4].

Z hlediska postradatelnosti je mizeme rozdélit do tii skupin. Esencidlni AK jsou pro télo
nepostradatelné a organismus je nedokdze sam endogenné syntetizovat, proto je musime
pfijimat z potravy [9]. Patfi mezi né valin, leucin, izoleucin, tryptofan, fenylalanin, lysin,
methionin a threonin [10]. Mezi semiesencidlni AK se fadi arginin a histidin. Tyto AK jsou
esencialni jen do urcitého véku nebo pfi zatizeni organismu. Zbylych 11 jsou neesencialni a ty
si télo dokdze samo syntetizovat preménou dostupnych AK nebo z vedlejSich produktt
metabolismu sacharidd [9, 11]. Mezi neesencidlni AK patii asparagin, glutamin, glycin,
kyselina glutamova, kyselina asparagova, prolin, tyroxin, cystein, serin, alanin a arginin [10].
Pro stavbu a syntézu bilkovin je nutny pfisun vSech 20 aminokyselin a jejich nedostatek mtize

vést k projevim podvyzivy [1].

Z hlediska charakteru postranniho fetézce, ktery se vyznamné podili na chemickych
vlastnostech AK, je miizeme délit na kyselé, neutrdlni a bazické. Mezi neutradlni AK fadime
glycin, alanin, valin, leucin, izoleucin a threonin. Kyselé¢ aminokyseliny, mezi které patii
kyselina glutamova a asparagovd, jsou pii fyziologickém pH témét zcela disociovany a
vyskytuji se tedy ve formé aspartati ¢i glutamatt [ 1, 4]. Kyselina glutamova zlepSuje nervovou
¢innost a oddaluje svalovou tnavu [10]. Lysin, histidin a arginin patfi do skupiny bazickych
AK, které se pfi fyziologickém pH protonuji. Kladné nabita e-aminoskupina u lysinu je vysoce
reaktivni a diky tomu se Uc€astni reakci v aktivnich centrech enzymii. Je nezbytnym stavebnim
prvkem télesnych bilkovin, UCastni se procesu vstiebavani véapniku a napoméha pfii
rekonvalescenci po operaci nebo urazech. Bohatymi zdroji lysinu jsou lusténiny, maso a
brambory. Histidin je nezbytny pro rist a obnovu tkani. Arginin disponuje silnou bazicitou a
polarnim charakterem zejména diky pfitomnosti guanidinové skupiny ve své molekule. Hraje
dalezitou roli pfi posileni imunitniho systému, v metabolismu dusiku a je intermedidtem

ornitinového cyklu [1, 4, 10, 12].

Aromatické aminokyseliny maji ve svém postrannim fetézci stabilizované jadro a fadime mezi
né fenylalanin (nepolarni), tyrozin a tryptofan (stfedn€ polarni). Fenylalanin je hydrofobni a

malo rozpustnd AK odvozena od alaninu. Je prekurzorem fenylethylaminu, ktery je pro své
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analgetické a antidepresivni ucinky bézné uzivan jako dopln€k stravy. Bohatym zdrojem

fenylalaninu jsou fazole, arasidy, mlécné vyrobky nebo mandle [1, 8, 12].

Prolin a hydroxyprolin se c¢asto oznacuji jako iminokyseliny, protoze struktura jejich
postranniho fetézce je tvoiena pyrolovym jadrem. Obé AK se podili na syntéze kolagenu a

dalsich bilkovinach pojivové tkané [10].

Mezi sirné AK, které maji ve svém postrannim fetézci thiolovou skupinu, patii cystein a
methionin. Methionin je esencialni AK, ktera je hlavnim zdrojem siry v téle. Ugastni se syntézy
bilkovin a S-adenosylmethioninu, ktery slouzi jako koenzym mnoha biochemickych reakci. Je
prekurzorem cysteinu, glutationu, fosfolipidii nebo neurotransmiterti. Zdroje methioninu jsou
pfedevsim obilniny. Cystein obsahuje thiolovou skupinu, podili se na aktivnich centrech
enzymu a ucastni se tvorby disulfidovych mistki, které vznikaji oxidaci dvou cysteinovych
zbytki. Tvorbou této vazby dojde ke spojeni polypeptidovych fetézct. Typickym piikladem
cysteinového zesitovani je inzulin. Je soucasti tripeptidu glutathionu, ktery ma vyznamné

antioxidacni vlastnosti [1, 10, 12, 13].

1.1.2 Vlastnosti

Diky pfitomnosti kyselé¢ 1 zasadité skupiny existuji aminokyseliny vyhradné¢ ve formé
dipolarnich iontd (amfolytl), které maji vlastnosti podobné solim. V zavislosti na pH prostredi
se mohou chovat jako kyseliny nebo jako zasady. V kyselém vodném prosttedi se dipolarni ion
AK chova jako baze, mlze tedy pfijmout proton a vytvofit kation (Obrazek 2). Zatimco
v bazickém prostfedi dochazi k tvorbé aniontu odstépenim protonu z molekuly (Obrazek 3).

Jako celek molekula vystupuje jako neutralni latka [1, 2].

Hinne \\ +H,0

Obrazek 2: Disociace AMK v kyselém prostiedi [1].
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Obrazek 3: Disociace AMK v bazickém prostiedi [1].

Takové pH roztoku, kdy se molekula nachazi ve formé neutralniho dipoldrniho iontu se nazyva
izoelektricky bod (pl). Hodnota pl je zavisla na struktuie postranniho fetézce aminokyseliny a
1ze ji numericky vypocitat na zéklad¢ znalosti disocia¢nich konstant K. (Obrazek 4). Bilkoviny
maji také rizné hodnoty izoelektrickych bodu a jejich rozpustnost se miize ménit v zavislosti
na pH prostiedi [1, 3, 4, 14]. Pfiblizné hodnoty disocia¢nich konstant a pI aminokyselin jsou
uvedeny v tabulce 1.

_ pKa1 + pKaz

pl 2

Obrazek 4: Vzorec pro vypocet hodnoty izoelektrického bodu [14].

Po vstiebani AK do krve a lymfy se aktivnim transportem dostavaji do bunék, kde jsou déle
Tento d¢j se nazyva proteosyntéza a skldda se ze dvou zékladnich procest, a to transkripce a
translace. Dochazi pfi ném ke spojovani jednotlivych aminokyselin za vzniku dlouhych
polypeptidovych fetézcii. To se nejCastéji déje ve svalové nebo jaterni tkani [10]. Mezi
aminokyseliny, které podporuji rist svalové hmoty patii glutamin, lysin, arginin, ornitin a

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (leucin, isoleucin a valin) [10, 14, 15].
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Tabulka 1: Pfehled aminokyselin [1].

Nazev Zkratka | pKai pKa: Izoelektricky Struktura
(+ Fetézec) bod
Alanin Ala 2,34 9,69 6,01 NH,
(0]
HC =
OH
Asparagin | Asn 2,02 8,80 5,41 i "
HZNW °
Cystein Cys 1,96 10,28 5,07 NH,
(+8,18) HS\)YO
OH
Glutamin Gln 2,17 9,13 5,65 NH,
(0] (0]
M
NH, OH
Glycin Gly 2,34 9,60 5,97 HoN 9
\_/\/
OH
Isoleucin Ile 2,36 9,60 6,02 NH;
O
HsC =
CHy OH
Leucin Leu 2,36 9,60 5,98 GHs NH;
(o]
HsC ~
OH
Methionin | Met 2,28 9,21 5,74 e /Sq'\“*z
3
ho N
Fenylalanin | Phe 1,83 9,13 5,48

NH,
©/I
HO o
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Prolin Pro 1,99 10,6 6,30 )
W
N OH
H
Serin Ser 2,21 9,15 5,68
HO 0]
QY
OH
Threonin Thr 2,09 9,10 5,60 OH
HSC)INHZ
Ho N0
Tryptofan | Trp 2,83 9,39 5,89 “
| NH,
OH
I/
o)
Tyrosin Tyr 2,20 9,11 5,66
o} /—<: :}—OI—
(+10,07) A\
HO NH,
Valin Val 2,32 9,62 5,96 il\>—<CH3
HO CHj,
\\o
Kyselina Asp 1,88 9,60 2,77 /O
asparagova (+3,65) "o N
/ OH
(@]
Kyselina Glu 2,19 9,67 3,22 OH
glutamova (+4,25) OQ\/INHZ
NS
H o)
Arginin Arg 2,17 9,04 10,76 HN
\ NH
(+12,48) /

HO
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Histidin His 1,82 9,17 7,59 NN

NH
(+6,00) — NH,
// OH
o
Lysin Lys 2,18 8,95 9,74 HaN
(+10,53)

NH,

Naprosta vétsina AK (99 %) se vyuziva pro syntézu bilkovin a zbylé 1 % ziistava v téle ve
form¢ volnych aminokyselin, tzv. aminokyselinovd hotovost neboli aminokyselinovy pool
(AK-P) [2, 11], ktery slouzi jako rezervoar AK ziskanych absorpci ze stravy nebo rozkladem
bilkovin v tkanich. Pfi pfevaze anabolickych reakci je AK-P doplnén zejména aminokyselinami
ziskanymi z potravy, zatimco v katabolickém obdobi (hlad, nemoci) jsou AK dopliovany
z kosterniho svalstva. V pfipad¢ zatéze ¢i nedostatku dochdzi k jeho aktivaci a doplnéni
potfebnych AK organismu. Tyto zasoby jsou pfi hladovéni vycCerpany béhem nékolika hodin.
Nachazi se v plazmé, extracelularnim nebo intracelularnim prostoru, kde je tato zasoba vyssi a
vyrazné ovliviluje proteosyntézu [11, 16]. Nejvyssi zastoupeni zde nachazeji esencialni
aminokyseliny glutamin, glycin, alanin. Z neesencidlnich to pak je lysin, threonin a
aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem [2]. Obecné plati, ze AK-P ma zasadni vliv na interakce
aminokyselin, riist svalové hmoty a udrzeni rovnovdhy AK v téle [11]. Koncentrace AK
v plazmé a extracelularni casti je v rovnovaze s koncentraci AK v intraceluldrni ¢asti. Ve

skuteCnosti se jedna spise o ustaleny stav zplsobeny aktivnim transportem aminokyselin [2].

1.2 VETVENE AMINOKYSELINY (BCAA)

Mezi aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCAA-z anglického Branched Chain Amino
Acids) patii leucin, isoleucin a valin (Tabulka 1, Obrazek 5) [4, 8, 17, 18]. Jedna se o dobie
vstiebatelné a rychle spalujici [13] esencialni AK, které jsou si strukturné podobné. Bohatym
zdrojem BCAA jsou lusténiny, maso a mlééné vyrobky [7, 11, 19, 20]. Od ostatnich

aminokyselin se 1i§i mistem rozkladu, nebot’ BCAA se primarné rozkladaji v kosternim
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svalstvu, zatimco ostatni aminokyseliny v jatrech [17, 20]. V posledni dobé patii mezi

nejrozsifenéjsi dopliky stravy vyhleddvané zejména sportovei [13, 18].

hiFt2 HaC NH
CH;  NH, 3 2
o}
9] H.C =
H.C 3 HaC o]
OH CHy OH

HO

LEUCIN | ISOLEUCIN | VALIN

u aminotransferaza (BCAT)

0
CHy O o
o H,C 0
HAC ° M
: CHy OH
CHs OH

OH
k. u-ketoisokapronova k. u-keto-p-metylvalerova k. u-ketoisovalerova
dehydrogenaza (BCED)
CHj 0 0 HaC /D
_-CoA >—<
/__,C'DA HaC S
H.C g H.C S—CoA
3 CHB 3
isovaleryl-CoA a-metylbutyryl-CoA isobutyryl-CoA
acetyl-CoA sukcinyl-CoA sukemyl- CoA
acetyl-CoA

=

\ citratovy cyklus

Obrazek 5: Schéma metabolismu BCAA [17, 20].
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1.2.1 Fyziologické ucinky BCAA

Hlavni funkci vétvenych aminokyselin je snizeni katabolismu bilkovin a snizeni poskozeni
kosternich svalil vyvolané naroénym tréninkem [7, 11, 13, 18-20]. Dopliiky s BCAA obsahuji
vysoce kvalitni bilkoviny a G¢inné podporuji syntézu svalové hmoty [20, 21]. Jednorazovou
konzumaci aminokyselin vyraznych zmén nelze dosdhnout, ovSem jejich dlouhodoba
konzumace v kombinaci s pravidelnym cvi¢enim miize vést ke zvySené aktivaci rustového
hormonu a syntézy kosterniho svalstva [2, 7]. Nabizi se spousta klinickych studii, kde jsou tyto

ucinky prokazovany [2, 17, 20] ¢i vyvraceny [22].

Ze studie zkoumajici u€inky BCAA [23] bylo zjiSténo, Ze tyto AK maji anabolické ucinky
zejména béhem regenerace po tréninku, a to béhem nékolika hodin az dni. Bylo také zjisténo,
ze uzivani kombinace BCAA, glutaminu a syrovatkového proteinu pii silovém tréninku
vykazuje antikatabolické a ergogenni vlastnosti [21]. V jiné studii ov§em nebyly zaznamendny
ucinky ovlivilujici vykon sportovce konzumaci BCAA béhem tréninku [22]. Vysledky mohou
byt také zavislé na proménnych, jako je slozeni téla, faze tréninku, ¢i vhodné nacasovani, proto

je potieba dalsich vyzkumt [21].

Suplementaci BCAA se také predpokladd oddaleni centrdlni unavy. Konkurence s
aromatickymi AK (fenylalanin, tyrosin, tryptofan) muze ovlivnit syntézu nékterych
neurotransmitertt v mozku [21, 17]. Tryptofan patii mezi nepoldrni esencialni aminokyseliny,
kter¢ ziskavame z potravy nebo $té€penim bilkovin. Jednd se prekurzor serotoninu, melatoninu,
¢i niacinu [2, 4] a je nezbytny pro spravné fungovani centralniho nervového systému [1, 2, §].
Bylo prokézano, Ze ovliviiuje syntézu a uvolfiovani serotoninu [2, 24]. Serotonin je
neurotransmiter zodpovédny za pocit Unavy po naroéném cviceni a predpoklada se, ze

suplementaci BCAA lze jeho produkei tlumit [22, 24].

BCAA maji také pozitivni G€inky na respiracni funkci organismu. Studiemi bylo zjisténo, Ze
suplementaci doslo ke sniZeni koncentraci COz v krvi a zlepSeni citlivosti dychaciho centra
v mozku, coz mlZe souviset se snizenou hladinou serotoninu v centralnim nervovém systému

[20].

Jsou také dilezitymi biomarkery pro odhaleni cukrovky a obezity. ZvySena hladina BCAA
v plazmé mize vést k inzulinové rezistenci a rozvoji diabetu 2. typu. MoZnym mechanismem
muZe byt trvala aktivace signdlni drahy proteinu mTOR. Jedna se o protein patfici do skupiny

kinéz, ktery zvySuje produkci inkreatinu GLP-1 a signalizuje tak té€lu pocit nasyceni [2, 17, 18].
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Draha mTOR ma klicovy vyznam pro intracelularni procesy spojené s diferenciaci a bunéénym
rustem. Pfi nespravném fungovani mize dojit k odpojeni inzulinového receptoru od jeho
substratu [6, 18, 20]. DalSim moznym mechanismem je vznik a akumulace toxickych
metabolith BCAA zplsobenou nadmérnym piijmem téchto aminokyselin. Byl také prokazan

pozitivni vliv na funkei stfev, kde se také velka ¢ast BCAA oxiduje [6, 18].

vvvvvv

vvvvvv

katabolismus bilkovin a hromadéni tuku v téle a chut’ k jidlu [2, 6, 20, 25]. Postranni fetézec je
tvofen isobutylovou skupinou zajist'ujici jeho hydrofobni charakter [1]. Vyskytuje se ve dvou
enantiomerech, ovSem v pfirodnich bilkovinach se nachazi pouze v L-form¢ [2]. Bohatym
zdrojem leucinu jsou zejména mlécné produkty [26]. Reguluje protein mTOR, ktery také
ovliviiyje syntézu svalovych bilkovin nebo aktivaci T a B lymfocytl. Jeho nedostatkem by tak
mohlo dojit k vyraznému naruseni imunitnich reakci organismu [2, 18]. Leucin absorbovany
do svalové tkané¢ se z20 % zabuduje do svalu, dalSich 40 % je akumulovano
v aminokyselinovém rezervoaru a zbylych 40 % je oxidovano [18, 20]. Byl prokazan pfimy
stimulaéni Gi¢inek pro sekreci inzulinu [2, 18, 27], kdy byl po infuzi leucinu do svalu sledovan
vzestup hladiny inzulinu v plazmé a zvySené uvoliiovani glutaminu ze svalu [20]. Obecné
leucin nezplisobuje zavazné vedlejsi ucinky, pokud je uzivan v doporucenych davkach. Uvadi
se, Ze jeho nadmérnou suplementaci miZze dojit ke zhorSeni dostupnosti valinu a isoleucinu do
organismu, nebot’ aktivita enzymu dehydrogenaza (BCKD) je v pfitomnosti leucinu vysoce

stimulovana [2].

Piijem BCAA se doporucuje také pro prevenci ubytku svalt pti lehkych 1 téZkych onemocnéni.
Byly zji§tény pozitivni G¢inky pii podani BCAA pacientim s tézkymi popaleninami, sepsemi
¢1 pooperacnimi traumaty. Zvysil se také pocet perifernich lymfocytil, coz svédc¢i o pozitivnim
vlivu na imunitni funkci [20]. Déle je doporucena suplementace BCAA pro pacienty
s chronickym selhanim ledvin, poruchami mocovinového cyklu, ale také pti 1écbé obezity.
Ohledné pouziti BCAA v klinické praxi existuje mnoho kontroverzi a otazek, proto je nutné

provést dalsi dikladné studie [2, 17, 20, 25].
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1.2.2 Metabolismus BCAA

Na rozdil od ostatnich aminokyselin, které se primarn¢ odbouravaji v jatrech, se vétsSina BCAA
(75 %) dostava do systémového obehu [20] a proces metabolismu probihd extrahepatilné
v kosternim svalu [17, 18, 20, 28]. Ve svalech mohou byt BCAA zabudovany do dalSich
proteinti nebo vyuzity jako zdroj energie. Prvnim krokem metabolismu (Obrazek 5) je reverzni
transaminace katalyzovana specifickym enzymem aminotransferazou (BCAT), ktery se v téle
vyskytuje ve dvou isoformach. Zatimco mitochondridlni BCAT je Siroce distribuovana
v organismu, cytosolicka forma je koncentrovana hlavné v mozku [2, 20, 27]. Jelikoz se jedna
o reverzibilni reakci, je mozna zpétna syntéza ketokyselin na aminokyseliny. Transaminaci
BCAA vznikaji pfislusné ketokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCKA) — z leucinu vznika
kyselina a-ketoisokapronova (KIC), z isoleucinu kyselina a-keto-f-metylvalerovd (KMV) a
z valinu kyselina a-ketoisovalerova (KIV) [17, 18, 20, 28]. Pfesunem aminoskupiny dochazi
zaroven k pfeméné a-ketoglutaratu na kyselinu glutamovou a vznikly glutamat mize byt vyuzit
k tvorbé alaninu nebo glutaminu [17]. Syntéza glutaminu probihd v jatrech, kde glutamat

reaguje s amoniakem a tato reakce také slouzi k regulaci hladiny amoniaku v téle [20].

BCKA jsou déle uvoliovany do krevniho ob¢hu a putuji do télnich organt, kde pomahaji zlepsit
retenci dusiku a slouzi jako dilezity energeticky substrat [2]. Jednd se hlavné o srde¢ni

svalovinu, ledviny, mozek nebo jatra [20].

Dalsim krokem metabolismu je irreverzibilni oxidativni dekarboxylace ketokyselin. Reakce je
katalyzovana enzymem dehydrogenazy o-ketokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCKD), coz
je multienzymovy komplex, ktery se nachazi uvnitt mitochondridlni membrany [17, 20].
Dekarboxylaci vznikaji ptislusné thioestery koenzymu A, které jsou enzymatickymi reakcemi
metabolizovany za vzniku kone¢nych derivati koenzymu A. Napftiklad z KIC vznika acetyl-
CoA a acetoacetat, KIV se pfeméni na sukcinyl-CoA a KMV se katabolizuje na acetyl-CoA a
sukcinyl-CoA. Vzniklé produkty nasledné€ vstupuji do citratového cyklu, kde jsou pfeménény

na oxid uhli¢ity a vodu [2, 17, 18].

Metabolismus BCAA mtiZe byt ovlivnén katalyzujicimi enzymy (BCAT, a BCKD), nebot jejich
pfitomnost v jednotlivych organech vykazuje rizné hodnoty aktivit. Uvadi se, ze aktivita BCAT

je nejvyssi v srdci, zatimco pro BCKD je aktivita nejvyssi v jatrech [20, 27].

Nedostatkem komplexu BCKD dochazi k akumulaci a-ketokyselin s rozvétvenym fetézcem

v moci, BCAA a allo-isoleucinu v plazmé, ktery miize vyvolat zdvazny neurotoxicky stav
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s mentalni retardaci, nazyvany jako onemocnéni javorového sirupu. Jednd se o vrozenou
poruchu, kterd se projevuje jiz u novorozenych déti. Typickym ptiznakem nemoci je zapach
moci piipominajici javorovy sirup, letargie, opozdény vyvoj a problémy s vyzivou ditéte. Pii
neposkytnuti véasné 1écby miize dojit az k nevratnym neurologickym komplikacim nebo smrti.
Lécba probiha predevsim omezenim ptisunu BCAA a dikladnym sledovanim metabolismu [ 12,

20, 29].

1.3 BILKOVINY

Bilkoviny jsou pfirodni makromolekuly nachazejici se v kazdém zivém organismu [1]. Skladaji
se z aminokyselin, které jsou spojeny peptidovymi vazbami [6, 2, 10] a tvoii dlouhé lineéarni
fetézce [1, 10]. Jejich biologicka aktivita a vlastnosti jsou dany pofadim, druhem AK a jejich
prostorovym uspoiadanim [2, 7, 30]. Z celkové hmotnosti lidského téla ptipada na bilkoviny
priblizné 18 % a podili se na kazdém biologickém procesu [2]. Jsou nejvyznamnéjsi skupinou
makromolekul, nejsou dulezité pouze pro tvorbu svalové hmoty, ale hraji dtlezitou roli i pfi
udrzbé télesnych tkani a pii hubnuti [10, 13, 15, 31]. SlouZi k eliminaci hladu, chuti na sladké

a podporuji zdravy metabolismus [3].

1.3.1 Kilasifikace bilkovin
Bilkoviny Ize rozdélit do nékolika kategorii. Podle poctu zapojenych aminokyselin je lze
klasifikovat do nékolika skupin. Retézce obsahujici vice nez 100 AK nazyvame proteiny a
fetézce s poctem do 100 AK se oznacuji jako peptidy [2]. Podle chemického slozeni se déli na
jednoduché bilkoviny, které hydrolyzou poskytuji pouze aminokyselinové jednotky. Naproti
tomu sloZené bilkoviny obsahuji také nebilkovinné latky, jako jsou napfiklad nukleové
kyseliny, sacharidy a tuky. Déle se bilkoviny klasifikuji na zakladé tvaru jejich molekuly, a to
na fibrilarni (vlaknité) a globularni bilkoviny. Fibrilarni jsou pevné, ve vodé nerozpustné
bilkoviny s dlouhym polypeptidickym fetézcem a jsou zndmé také jako skleroproteiny.
Disponuji podptrnou funkei pii tvorbé pojivové tkané, Slach, svall, ¢i kize. Typickymi
zastupci skleroproteini jsou kolageny, elastiny, keratiny, myosiny a fibrinogen [1]. Globularni
bilkoviny jsou obecné& rozpustné ve vodé a tvoii klubkovité utvary. Radime mezi né vétsinu

enzymu [1, 32], insulin, hemoglobin, ribonukleazu nebo imunoglobuliny. [1]

Struktura proteinti vychazi z usporadani aminokyselin v fetézci a je velmi dulezita pro jejich
funkci. Celkem rozliSujeme primarni, sekundarni a terciarni strukturu, a u nékterych slozitych

proteintt 1 kvartérni strukturu. Primarni struktura je definovdna pifesnou sekvenci AK
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Vv polypeptidovém ftetézci [1, 3]. Sekundarni strukturou rozumime prostorové usporadani
jednotlivych Gseki peptidového fetézee (3-30 zbytkl) a rozliSujeme 2 nejbéznéjsi typy: a-helix
a B-skladany list. Retdzec o-helixu (Obrazek 6) se sta¢i do pravotoéivé Sroubovice a je
stabilizovan vodikovymi vazbami mezi amidovymi a karbonylovymi skupinami. Prostoroveé
usporadani proteint vyzaduje tvorbu maximalniho po¢tu vodikovych mustki. Spousta a-helixt
ma hydrofobni skupiny na jedné stran¢ osy Sroubovice a hydrofilni na druhé strané. Délka
jednoho zavitu Sroubovice je tvofena 3,6 aminokyselinovymi zbytky [1, 4, 32]. Struktura (3-
skladaného listu (Obrazek 6) je tvofena rovnobézné a antiparaleln¢ uspotadanymi fetézci, které
ptipominaji slozeny list papiru a lze ji pozorovat v n€kterych usecich globularnich bilkovin.
Antiparalelni uspofadani je energeticky vyhodnéjsi [1]. Stejné jako a-helix zisk&va svoji
stabilitu z vodikovych vazeb mezi karbonylovymi kysliky a amidovymi vodiky peptidovych
vazeb [32].

Obréazek 6: Struktura a-helixu (vlevo) a B-skladaného listu (vpravo) [1].

Terciarni struktura je dana uspotadanim sekundarni struktury do kone¢ného prostorového tvaru
molekuly bilkoviny [4]. Krom¢& vodikovych vazeb se na jeji stabilité podileji také disulfidické
vazby mezi cysteinovymi zbytky, hydrofobni interakce nebo iontové vazby (tzv. solné mustky)
mezi pozitivné a negativné nabitymi skupinami v postrannich fetézcich AK [1, 3, 4]. Kvartérni
struktura vznika u proteini sloZzenych ze dvou nebo vice polypeptidovych fetézci, které jsou
spojené nekovalentnimi vazbami. Typickym piikladem tohoto uspofadani je molekula

hemoglobinu, kterd je tvotena ze dvou a a dvou B-podjednotek [1, 4, 32].

1.3.2 Zdroje bilkovin
Dle puvodu je mizeme rozdélit na Zivo¢isné a rostlinné. Mezi rostlinné bilkoviny patii

napiiklad mandle, fazole, cocka ¢i vlasské ofechy [10]. Obsahuji hodné vlakniny a maji
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antioxidacni Gc¢inky. Jsou vhodnou alternativou suplementace pro vegetariany nebo vegany,
ktefi odmitaji konzumovat potraviny Zivo¢isného puvodu [13]. Bohaté zdroje zivoc¢isnych
bilkovin nachazime zejména ve vejcich, ¢erveném mase, nebo v mléku a mléénych produktech.
Jejich pfijem je dulezity, nebot’ obsahuji vSechny esencialni kyseliny [10, 13] a jsou lépe
stravitelné nez rostlinné bilkoviny [11]. M1é¢né proteiny pochazi z mléka koz, krav, ovci nebo
buvoli a maji rozsahlé spektrum U¢inkG na lidsky organismus. Reguluji imunologické,
gastrointestindlni a neurologické reakce, coz hraje vyznamnou roli pfi prevenci osteopordzy,

hypertenze nebo nadorového onemocnéni [30].
1.3.3 Denaturace bilkovin

Aby mohl byt protein biologicky aktivni a ucastnit se biochemickych reakci, musi dosahnout
stabilniho, trojrozmérného tvaru, ktery je dan interakcemi mezi riznymi ¢astmi molekuly [2,
14, 33]. Denaturace je proces, kdy dochazi k naruseni a zmén¢ prostorové struktury bilkovin a
fyzikalnich i biologickych vlastnosti [1, 14]. Primarni struktura zlstava zachovana, ale
poruSenim intramolekularnich vazebnych interakci polypeptidové fetézce ztraci Svoji
sekundarni nebo terciarni prostorovou strukturu a zacnou se ménit v neuspofadané klubko [1,
3]. Denaturaci mize zptsobit vysoka teplota, zména pH prostiedi [14, 33], ionty téZkych kovl
(Hg?*, Ag*, Pb?") interagujici se skupinami -SH nebo -COOH [3], rentgenové zafeni, UV svétlo
nebo k denaturaci dochazi pusobenim enzymu, kyselin nebo zasad [1, 2, 14]. Nejcast&j$im
pfikladem je denaturace vaje¢né bilkoviny za piasobeni vyssi teploty [1]. Po ochlazeni
neziskame ptivodni bilek, proto se tento d¢j nazyva nevratna (ireverzibilni) denaturace. Obecné
je denaturace nevratny proces, ale za urcitych podminek muize byt reversibilni. Vysolovani je
metoda separace proteinu, kdy dojde k denaturaci a koagulaci proteinu z roztoku, ktery lze

nasledn¢ izolovat nebo znovu rozpustit v roztoku s nizsi koncentraci soli [14, 33].

1.3.4 Rychlost obratu proteinii

Rychlost obratu nebo také délka zivota proteint vyjadiuje, jak rychle se bilkoviny degraduji a
syntetizuji. Pomoci radioaktivnich aminokyselin bylo mozné piiblizné stanovit biologicky
polocas rozpadu lidskych bilkovin. Naptiklad polocas jaternich proteinti je ptiblizné 10 dni,
zatimco polocas hemoglobinu 120 dni a svalové bilkoviny dokonce 180 dni. Enzymové a
polypeptidové hormony maji mnohem kratsi polo¢asy, a to fadové v minutach. Casty obrat
bilkovin je pro té€lo vyhodny, nebot’ umozni té€lu rychle reagovat na zmény v organismu a

obnovit diilezité molekuly [3].
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1.4 POTRAVINOVE DOPLNKY

Dopliky stravy jsou potraviny, které obsahuji vysoké mnozstvi mineralti, vitamind, bylinnych
extrakti ¢i dalSich latek s fyziologickym Uc¢inkem, ktery piiznivé ovliviiuje zdravotni stav
jedince. Suplementy s obsahem aminokyselin nebo proteini se staly nedilnou soucasti
jidelnicku dnesni populace. Jedna se o Sirokou Skalu pfipravkd zahrnujici formy v podobé
tablet, prasku, pastilek nebo tekutin [5, 15, 22, 34, 35]. Proteinové dopliky stravy, nejcastéji
uzivané sportovci, lze rozdélit podle typu obsazeného proteinu na syrovatkové, kaseinové, a

sojove [13].

Syrovatkové proteiny tvoii okolo 20 % obsahu mléénych bilkovin kravského mléka [30, 36]
s obsahem biologicky aktivnich latek jako jsou vitaminy, mineraly nebo enzymy [22, 30]. Jedna
se o velmi kvalitni protein s rychlou vstiebatelnosti. Po poziti dochazi ke strmému nartstu
hladin AK, coz zpusobuje stimulaci syntézy svalové hmoty [13, 21, 37, 38]. Kasein je hlavni
mlécna bilkovina savcll a tvofi piiblizné 80 % mléénych proteini. Chemicky se jednd o
nerozpustne micely slozené ze 4 proteinovych podjednotek a kazda podjednotka se od sebe lisi
strukturou, molekulovou hmotnosti a chovanim pfi interakci s vodou [30, 39, 40]. Kaseinoveé
proteiny vyvolévaji pomalejsi vstiebani do organismu, pozvolny rist plazmatické koncentrace
AK a siln¢ blokuji degradaci bilkovin [26, 37]. V porovnani se syrovatkou kasein neobsahuje
takové mnozstvi aminokyselin a do organismu se vstiebava pomaleji [13, 21, 26, 37]. Optimalni
je uzivani obou druht bilkovin — syrovatka podpofii tvorbu a kasein zabraniuje odbourani
bilkovin [13, 21]. S6jové proteiny patii mezi kvalitni a plnohodnotné bilkoviny diky vysokému
obsahu esencialnich aminokyselin (zejména lysinu), které jsou potiebné pro rust a idrzbu tkani.
Naopak jsou chudé na aminokyseliny obsahujici siru (napt. methionin). Bohatym zdrojem jsou

hlavné obiloviny a lusténiny, proto jsou vyhledavanou slozkou vegetarianské stravy [37, 41].

Obecné vSak plati, ze kvalitni a vyvaZenou stravou lze aminokyseliny snadno ziskat

z ptirodnich potravin a dopliiky stravy tak neni potieba uzivat [22, 31, 42].
1.4.1 Denni pFijem

Je zcela logické, ze diky pravidelnému cviceni maji sportovci vyssi denni potiebu bilkovin nez
sedavi jedinci [5]. Doporuceny denni piijem (DDP) bilkovin u dospélych je 0,8 g/kg, u
aktivnich sportovci je to v rozmezi 1,2-1,8 g/kg. Kulturisté a silovi sportovci konzumuji
potravinové doplnky i v daleko vysSich davkach [19, 22, 31, 43, 44], a to az okolo 4 g/kg.

Prebyte¢né mnozstvi vSak nemusi byt vyuZito na tvorbu svalové tkan€ a organismus jej
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transformuje a uklada ve formeé sacharidu a tukd, coz mize byt nezadoucim efektem [7, 11].
Potieba bilkovin je pro kazdého jedince velmi individualni a zavisi na provadéné ¢innosti nebo
vysledném efektu [10]. N¢které studie tvrdi, ze by DDP u silovych sportovet mél byt az o 50-
100 % vyssi [45, 46]. Vyzkumy také ukazuji, Ze vytrvalostni sportovci trénujici déle nez 100
minut pfi stfedni az vysoké intenzité potiebuji 1,2 az 1,4 g/kg bilkovin, aby doslo k vyrovnani
rozpadu proteini béhem cviceni [11]. U vyvazené stravy se podil bilkovin pohybuje mezi 10-
15 % z celkového energetického piijmu, ovSem u kulturistii se mize tato hodnota pohybovat

okolo 50 % a vice [2, 46].
1.4.2 Kvalita a bezpecnost suplementii

Trh nabizi Siroky vybér proteinovych dopliki, Které nejsou z hlediska Eistoty a inzerované
ucinnosti nijak regulované [11]. Jak tedy poznat, Ze se jedna o kvalitni vyrobek? Kvalitu
proteinu obecné urcuji faktory, jako je zdroj bilkoviny (slozeni esencidlnich kyselin) nebo
stravitelnost. Nejkvalitn¢js$i jsou Zzivoc¢isné bilkoviny, nebot’ obsahuji vSechny esencialni
kyseliny [13, 41]. Nazyvaji se jako plnohodnotné proteiny a ty, které jsou o nékteré esencialni
AK ochuzeny, se nazyvaji neplnohodnotné proteiny [21, 37]. Hodnoceni kvality proteint se
nejCastéji provadi pomoci indexu vstiebatelnosti podle slozeni aminokyselin (PDCAAS).
Idedlni hodnota je 1,00 a ¢im vic se této hodnoté skore blizi, tim je bilkovina kvalitné;si.
Z tabulky 2 1ze vy¢ist, Ze bilkoviny zivo¢isného ptiivodu, jako je maso, vejce a mléko, jsou

vysoce kvalitni [13, 26].

Tabulka 2: Hodnoty PDCAAS u vybranych zdroji bilkovin [13, 41].

Zdroj bilkovin PDCAAS
Sojové boby 0,92
Kasein a syrovatka 1,00
Hovézi maso 0,91
Kravské mléko 1,00
Ryby 1,00
Vejce 1,00
Cocka (konzervovana) 0,52
Ovesné vlocky 0,57
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Na rozdil od 1é¢ivych ptipravki, které pied uvedenim na trh podléhaji ptisné legislativeé, u
doplikt stravy neni posuzovana jejich farmakologicka t¢innost, biologicka dostupnost nebo
farmakokinetika a neexistuje ani zaruka skute¢ného obsahu ucinnych latek. Pro uvedeni
dopliku stravy na trh je potieba pouze prohlaseni o bezpe¢nosti [48, 49]. A¢ vyrobci zarucuji
kvalitu svych produktu, zfidka se z obalu dozvime o potencialni $kodlivosti, toxicité nebo
ptitomnosti vedlejSich ucinkt [47]. Neovétené suplementy mohou obsahovat stopy zakazanych
latek, které do nich vyrobci nelegélné piidavaji za ucelem zvySeni pozadovanych schopnosti.
Jedna se napiiklad o anorektické, stimulujici latky nebo diuretika, kterd mohou byt nejen
pfic¢inou pozitivnich dopingovych testl, ale zejména zvysSuji riziko poSkozeni zdravi jedince
[34, 11, 15, 48, 50]. I pies to, Zze ne€které vyrobky obsahuji certifikdty o nezavadnosti, neni
zajisténa 100% jistota, ze vyrobek neobsahuje zadné stopy zakazanych latek [48]. Vysledky
studie [11] ukazaly, ze 15-20 % ze 600 vzorka doplikl stravy obsahovalo neoznacené latky.
Pravé kvuli nedostateéné kontrole kvality téchto produkti doporucuje mezinarodni olympijsky
vybor sportovcim, aby se pfed uzivanim suplementt nejdiive poradili se svym Iékafem nebo

nutricnim specialistou.

1.5 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Termin chromatografie byl poprvé uveden ruskym botanikem M. S. Tswettem, ktery v letech
1899-1901 provadél experimenty s rostlinnymi pigmenty a pozdéji publikoval ¢lanek o nové
technice adsorp¢ni analyzy popisujici Separaci chlorofyli v rostlinach [51]. Nejvétsiho
rozmachu chromatografie doslo poc¢atkem 30. let 20. stoleti [52, 53] a nyni patii k celosvétove

nejrozsifengj$im separa¢nim a analytickym metodam [54, 55].
15.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je chromatograficka technika, kterd slouzi
K separaci jednotlivych slozek ve smési. Zakladnim principem je rozd€lovani slozek mezi
mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Vzorek je undsen mobilni fazi (MF) a
sleduje se jeho interakce se stacionarni fazi (SF), ktera je umisténa v kolon¢. Analyty, které
siln€ interaguji se staciondrni fazi, jsou zadrzovany déle a pohybuji se pomaleji nez analyty,

které se na stacionarni fazi tolik nezadrzuji [32, 54, 56, 57, 58].
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HPLC se oproti klasickému sloupcovému provedeni kapalinové chromatografie lisi zejména
Vv ptitomnosti vysokotlakého cerpadla, které umozni pritok mobilni faze kolonou. Diky tomu

dosahuje HPLC vysoké ucinnosti separace za kratkou dobu [57, 58].

Podle typu mobilni a stacionarni faze rozlisujeme systémy HPLC s normalnimi a obracenymi
fazemi [58, 59]. V systému s normalnimi fd&zemi (NP-HPLC) probih& separace mezi nepolarni
mobilni fazi a polarni stacionarni fazi. Mezi u¢inna rozpoustédla v NP-HPLC patii nepolarni
rozpoustédla jako hexan nebo heptan ve smési s nizkym misitelnym alkoholem (napi. 2-
propanol). Stacionarni faze je tvofena silikagelem nebo aluminou [58, 60]. V systémech
s obracenymi fazemi (RP-HPLC) se pouziva polarni mobilni faze a nepolarni faze stacionarni.
Jako stacionarni faze se nejcast&ji vyuziva silikagel s chemicky vazanou nepolarni fazi,
naptiklad oktadecylsilikagel (Cig) nebo oktylsilikagel (Cg) a jako mobilni faze smés
organického rozpoustédla (acetonitril nebo metanol) a vody. Volba rozpoustédel, a predev§im

volba stacionarni faze mé vliv na selektivitu separace [57].

1.5.1.1 Instrumentace
Kapalinovy chromatograf (Obrdzek 7) se sklada ze zasobniku mobilni faze, odplyiovaciho
zafizeni, vysokotlakého cerpadla, davkovaciho ventilu (pfedev$im Sesticestného),

chromatografické kolony, detektoru a pfistroje s pfisluSnym softwarem pro zaznam a

zpracovani dat [56, 57, 61].

ODPLYNOVAC
-~ KOLONA
+ POCITAC
DAVKOVAC
v

ZASOBNIK ;

MOBILNi T @-@—1 — <]

FAZE VZOREK

ODPAD

Obréazek 7: Schéma kapalinového chromatografu [56].
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1.5.1.2 Dévkovaci ventil

Déavkovani do chromatografického systému je mozné¢ provadét ruéné nebo pomoci

automatického davkovace (autosampleru) [56].

V soucasnosti jsou nejéastéji pouzivané Sesticestné davkovaci ventily s vyménitelnou smyc¢kou
(Obrazek 8), které slouzi k zavedeni piesného objemu vzorku do kolony. Plnéni smycky se
provadi pomoci injekéni stiikacky a po nadavkovani vzorku do smycky je ventil otocen a
analyty jsou unaseny mobilni fazi na kolonu, kde dochazi k separaci. Tato zafizeni mohou byt
ovladdna mechanicky nebo elektricky. Automatické davkovace jsou vybaveny robotickym
systémem, ktery sam vybere pozadovanou vialku se vzorkem a provede nastiik pomoci

integrované jehly [56, 57, 59, 61].

Existuji také deseticestné i cCtrnacticestné davkovaci ventily, které umoziiuji soucasné

davkovani vzorku pro 2-3 rtizné kolony [56].

PLNENI SMYCKY NASTRIK

___KOLONA PUMPA _ KOLONA
— — —
vatm—‘ | P SMYCKA
VZOREK ODPAD VZOREK ODPAD

Obrazek 8: Schéma Sesticestného davkovaciho zatizeni [56].

1.5.1.3 Mobilni faze
Mobilni faze unasi analyzované latky kolonou, kde dochazi k jejich separaci [58]. Mezi
zakladni poZzadavky na MF patfi vysoka Cistota, chemickd inertnost, kompatibilita

s detektorem, cenova dostupnost ¢i nizka toxicita. [56].

Pted vstupem do kolony je nutné provést odplynéni mobilni faze z divodu eliminace tvorby
bublinek rozpusténého plynu, které mohou zpusobit problémy projevujici se nestabilitou
zékladni linie nebo $patnou opakovatelnosti a reprodukovatelnosti. V praxi se pouziva helium
nebo vakuové odplynovace [56, 59, 62]. Po odplynéni je MF vedena do vysokotlakého
Cerpadla. V piipadé zachovani stalého sloZzeni mobilni faze se jedna o izokratickou eluci. Pokud
se slozeni mobilni faze béhem eluce méni, jedna se o gradientovou eluci. Tvorba gradientu
mobilnich fazi se provadi bud’ za nizkého nebo za vysokého tlaku. Pfi nizkotlakém gradientu
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jsou slozky mobilni faze ptivadény do sméSovace a po smiseni jsou vedeny vysokotlakym
Cerpadlem na kolonu. Jedna se o levné&jsi variantu, kde postaci pouze jedno ¢erpadlo pro vice
slozek mobilni faze. Naproti tomu vysokotlaky gradient vyzaduje nejméné 2 Cerpadla a
k miseni slozek dochazi az ve vysokotlaké ¢asti. Volbou optimalnich podminek gradientu

muzeme docilit zrychleni analyzy a lepsiho rozliseni [55, 56, 59].

1.5.1.4 Cerpadla mobilni fize

V soucasné dobé se pouzivaji zejména dvoucinna pistova Cerpadla S malym objemem ¢inné
casti, kde dochazi k soucasnému plnéni a vytlaovani kapaliny do systému. Princip
jednoduchého pistového Cerpadla je znazornén na obrazku (Obrdzek 9). Hlavnimi pozadavky
na kvalitni ¢erpadlo je stabilni pritok MF, chemicka inertnost materialt (ocel, keramika, plast),

minimalni tlakové pulsy a pfesna tvorba gradientu [56, 57, 59].

1 - elektromotor

2 - pfevodni
mechanismus

3 - pist

4 - vytlaény ventil

5 - saci ventil

6 - zasobnik
mobilni faze

Obrazek 9: Schéma pistového Cerpadla [56].

1.5.1.5 Kolony pro HPLC

Kolonu pro HPLC tvoii trubice (kovova, sklenéna, plastova nebo kiemenna), ktera je naplnéna
vhodnou stacionarni fazi. Nejcastéji se pouzivaji napliové kolony, které jsou plnény poréznimi
nebo povrchové poréznimi ¢asticemi o praméru ¢astic 2-7 um. Jako nosi¢ se tradiéné vyuziva
silikagel, nebo oxid hlinity ¢i polymerni materialy. U RP-HPLC je polarni silikagel
modifikovany pomoci nepolarnich skupin (-Cs, Cis, -alkyl, -aryl a dalsi varianty), zatimco u
NP-HPLC je mozné pouzit samotny silikagel, ¢i chemicky modifikovany pomoci polarnich
skupin (-OH, -NHz, -CN) [56, 57, 60, 61]. Velikost ¢asti a jejich distribuce maji velky vliv na
i¢innost separace. Cim jsou Gastice mensi, tim je separace u¢inngjsi [58]. Dalsim typem
stacionarnich fazi jsou monolitické SF, které jsou tvofeny jednim kusem porézniho materiélu.
Jejich vyhodou je odolnost vii¢i vysokym prutoktim a tlakiim. Podle zptisobu piipravy se déli

na anorganické, polymerni nebo stlacitelné [63].
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Dnes jsou kolony pro HPLC konstruovany predevsim z nerezové oceli, aby odolaly vysokym
pracovnim tlakiim (az 100 MPa). Délka kolony dosahuje 5-25 cm s vnitinim pramérem cca
2,1-4,6 mm. Kratké kolony (cca 3 cm) jsou vhodné piedevsim pro rychlé separace. Disponuji

malou spotfebou mobilni faze a jsou relativné levné [56, 58, 59, 61].

K ochran¢ kolony se pouzivaji piedkolonKy, coz jsou velmi kratké kolony, které se umist'uji
tésn¢ pred analytickou kolonu a slouzi k zachyceni necistot. Napln je obvykle tvofena stejnou

SF jako samotna analyticka kolona [56].

1.5.1.6 Detekcni systemy

Detektory jsou zafizeni umisténa za kolonou, ktera na zaklad¢ fyzikalné chemickych principt
monitoruji zmény ve slozeni eluatu prochazejiciho kolonou [56]. Detektory se déli na nékolik
skupin podle riznych hledisek. Destrukéni detektory zplsobi ireverzibilni zménu analytu,
zatimco v nedestruktivnich detektorech nedochazi ke zméné detekované latky. Univerzalni
detektory reaguji na vSechny analyty a méfi vlastnost systému jako celku. Selektivni detektory
poskytuji odezvu pouze na uréité skupiny latek nebo vybrané analyty a fadime mezi né
spektrofotometrické, fluorescencni, elektrochemické, ¢i vodivostni detektory. Selektivni
detekce disponuje vyssi citlivosti, coz umoziiuje analyzu vzorki i v komplikovanych matricich.
Hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky eluentu do detektoru
(dm/dt), zatimco koncentra¢ni detektory reaguji na zménu hmotnostni koncentrace slozky

v eluentu (dm/dV). [56, 58, 59].

Detektory v HPLC by mély disponovat vysokou citlivosti a malym vnitinim objemem, aby
nedochéazelo k velkému rozmyvani elu¢nich zén. Dalimi dileZitymi parametry je dobra
odezva, Siroky linearni rozsah, selektivita, univerzalnost, nedestruktivnost, spolehlivost, ¢i

nezavislost na slozeni MF [57-59].

Mezi nejéastéji pouzivané detektory v HPLC patii spektrofotometricky, fluorimetricky,

refraktometricky, elektrochemicky a hmotnostni spektrometr [58].

e Spektrofotometricky detektor (UV/VIS)

Spektrofotometrické detektory patii dnes mezi nejbéznéji pouzivané detektory v HPLC [56].
Principem je méfeni absorbance eluatu vychézejiciho z kolony v oblasti vinovych délek 190-
800 nm. Zakladnim vztahem pro kvantitativni spektrofotometrické stanoveni je Lambert-
Beeriv zakon, ktery vyjadiuje linedrni zavislost absorbance na koncentraci absorbujici slozky,

ptfiCemz zavisi na tloust'ce absorbujici vrstvy a molarnim absorpénim koeficientu [56, 59].
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Jednoduché detektory mohou méfit pti jedné vinové délce (fixni detektory) a jako zdroje zateni
obvykle pouzivaji rtutovou, kadmiovou nebo zinkovou vybojku. [56]. EXistuji i detektory se
Naptiklad detektor s diodovym polem (DAD — diode array detector) dokaze v realném Case
snimat celé spektrum vinovych délek, a to i bez pieruSeni chromatografické separace. Diky
zaznamu celého spektra mizeme ziskat vice informaci o slozeni vzorku. Ze zdroje zéfeni
prochazi svétlo méfici celou, ve které je umistén vzorek, a poté pres Sté€rbinu (monochromator)
dopada na disperzni prvek, ktery rozptyli paprsek na pole fotodiod (Obrazek 10). Limit detekce
mize dosahovat az 101° gml? [52, 57, 59].

Spektrofotometricke detektory jsou selektivni a maji vysokou citlivost, ktera je zavisla na délce
optické drahy [56, 59].

Diodové pole

Disperzni prvek

Stérbina
‘ MéFici cela
m Zdroj

420

Obrazek 10: Schéma detektoru diodového pole (DAD) [56].

¢ Fluorescencni detektor (FLD)

Principem fluorescen¢niho detektoru je méfeni sekundarniho (emisniho) zéateni, které vyzari
latka po absorpci primarniho (excitacniho) elektromagnetického zaieni [56, 59]. Absorpci
elektromagnetického zateni se latka dostava ze zakladniho elektronového stavu na rtizné vyssi
hladiny. Pfi navratu na zakladni hladinu mize excitovana latka absorbovanou energii vyzafit
ve formé fluorescence nebo ji piedat jinym molekulam. Jedna se o selektivni detektor, ktery Ize
kombinovat se spektrofotometrickymi detektory [57]. Detektory vyuzivaji jako zdroj
excita¢niho zafeni rtutové vybojky, lasery, wolframové ¢i xenonové lampy. Dnesni moderni
ptistroje dovoluji nastavit vinové délky excitacniho i emitovaného zateni a k dosazeni

maximalni citlivosti 1ze vinové délky v priubéhu eluce programovat [56, 57, 59].
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e Hmotnostni spektrometr (MS)

Hmotnostni spektrometr (MS) je iontové-optické zatizeni, které detekuje ionty v zavislosti na
poméru jejich hmotnosti a ndboje m/z. Mobilni faze obsahujici analyt je nejprve odpaiena a
poté dochazi k ionizaci molekul. Vzniklé ionty putuji do analyzatoru, kde jsou separovany
podle hodnoty m/z a detekovany. Bézny MS sestava z iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni [57]. Jedna se o vysoce citlivou a rychlou

metodu poskytujici reprodukovatelné kvalitativni i kvantitativni vysledky [58].

Mezi nejbéznéjsi hmotnostni analyzatory patii kvadrupdlovy analyzator, iontova past ¢i
analyzator doby letu. V piipadé zapojeni dvou analyzatorti za sebou mluvime o hybridnich
hmotnostnich spektrometrech, které se vyuzivaji ptredev$im pro tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS) [56].

1.5.2 Iontové-vyménna chromatografie (IEC)

Stacionarni fazi je v IEC ménic iontt [64]. Jedna se o makromolekularni matrici, vétsinou na
bazi polystyrenu nebo celuldozy obsahujici funkéni skupiny zésadité nebo kyselé povahy.
Katexy jsou iontoménice s kyselou skupinou (karboxylova nebo sulfonova kyselina) a slouzi
k vyméné kationtll. Anexy maji navazanou bazickou funkéni skupinu (aminoskupinu) a slouzi
K vyméné anionti. Pfi prutoku mobilni faze kolonou pak dochazi k zachyceni a vymeéné
ekvivalentniho mnozstvi iontdl vazanych na stacionarni fazi (Obrazek 11). Jako mobilni faze se
pouzivaji pufry a retence je zavisla na zméné pH nebo iontové sily pufru. Vyuziva se pro

separaci 1é¢iv, nukleovych kyselin, aminokyselin a anorganickych ionti [32, 57, 65].

@ {katicn vzorku v mobiinf f4zl) @
e .

o -
COOH COOH COOH COOH COOH COOM COOH COOH

Obrazek 11: Vyména iontd na iontoménici [56].

1.6 DERIVATIZACE

Vétsina volnych AK neobsahuje ve své molekule chromofor, a proto je nelze detekovat

s vyuzitim spektrofotometrického detektoru. Pti jejich analyze je tedy nutné vyuzit univerzalni
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detekci nebo aminokyseliny nejprve derivatizovat s vyuzitim vhodného derivatiza¢niho ¢inidla.
Podle typu cinidla je pak mozné vznikly derivat detekovat spektrofotometrickym ¢i
fluorescenénim detektorem. Derivatizace je rychla, citliva a u¢inna metoda a lze ji vyuzit pro

analyzu primarnich a sekundarnich aminokyselin v proteinovych hydrolyzatech [62, 66-68].

Vybér derivatiza¢niho c¢inidla zavisi na nékolika aspektech, mezi které patii kvantitativni
prabeh reakce a reprodukovatelnost. Dale musi ¢inidlo reagovat rychle se vsemi AK (nejlépe
jak s primarnimi, tak sekundarnimi), reakce by méla byt jednoducha a méla by probihat za
mirnych podminek. Vzniklé produkty by mély vykazovat dobrou stabilitu. Vitana je i moznost

automatizace reakce [12, 67, 71].

Jako derivatizaéni Cinidla se uZzivaji napfiklad ninhydrin, fenylisothiokyanat (PITC) [69],
naftalen-2,3-dikarboxaldehyd, 9-fluorenylmetoxychlorformiat (FMOC) [62, 70], 6-
aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat (AQC) [12, 32], benzoylchlorid, dabsyl-
chlorid (DBS) [67], dansylchlorid (Dns-Cl) [71] nebo o-fthaldialdehyd (OPA) [62, 69].

Porovnani nej¢astéji pouzivanych derivatiza¢nich ¢inidel je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Porovnani vybranych derivatiza¢nich ¢inidel [12, 67, 69, 77].

Parametr OPA FMOC PITC Dns-Cl  Ninhydrin  AQC
Citlivost fmol fmol pmol pmol pmol pmol
(nmol) (fmol)
pH reakce 9,5 8,5 10,5 9,5 6,0 8,2-
10,0
Rychlost rychla rychla stiedni Mala Mala rychla
Stabilita Spatna dobra stiedni Dobré o stfedni
derivatu 24 hod. (ve
tmg)
Interference ne ano ano Ano Ne ano
reagentu
Sekundarni AK ne ano ano Ano Ano ano
Detekce FLD, UV FLD FLD, UV, FLD uv uv,
uv FLD

FLD = fuorescencni detektor, UV = spektrofotometricky detektor
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1.6.1 Ninhydrin

Ninhydrin tvoii s a-aminokyselinami fialové derivaty, které absorbuji pfi vinovych délkach 570
nm a s iminokyselinami (prolin a hydroxyprolin) tvofi zluté komplexy absorbujici pfi 440 nm.
Pii reakci dochazi k dekarboxylaci a deaminaci primarnich a sekundarnich AK (Obrazek 12).
Jako nejpouzivanéjsi postkolonové ¢inidlo se pouziva pii identifikaci AK separovanych
iontoménic¢ovou nebo tenkovrstvou chromatografii. Nevyhodou je dlouha doba analyzy, nizsi

citlivost detekce, interference s matrici vzorku a nestabilita ninhydrinu [12, 32, 64, 72-76].
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Obrazek 12: Schéma reakce AK s ninhydrinem [71].

1.6.2 O-ftaldialdehyd (OPA)

OPA reaguje s aminokyselinami v pfitomnosti 2-merkaptoetanolu, ethanthiolu nebo 3-
merkaptopropionové kyseliny (Obrazek 13) jiz pii pokojové teploté. Volba merkaptanu mize
mit vliv na stabilitu derivatl nebo intenzitu fluorescence. Derivatizace probiha pii pokojové
teploté v bazickém pufru (napf. boritan sodny) o pH 9,5. Velmi rychle (1-3 min) vznikaji
fluorescenéni derivaty, které se sleduji pti excitaénich vinovych délkach 230-340 nm a
emisnich vinovych délkach 450-470 nm. OPA derivaty lze sledovat také spektrofotometricky
pii vinové délce 338 nm [12, 62, 69, 75, 77-80] nebo amperometricky [74].

Metoda OPA nabizi vysokou citlivost a je jednou z nejoblibenéjsich soucasnych technik pro
HPLC analyzu AK. Poskytuje stabilnéjsi derivaty nez ninhydrin, ale maji omezené pouziti
pouze pro primérni AK a u lysinu a cysteinu je pozorovana nizka vytéznost. Ke zvySeni
vytéznosti téchto AK je nutny piidavek dalSich oxidacnich reagenti. OPA je vhodny pro
stanoveni AK jak v zivocisnych tkanich, tak v potravinach [12, 62, 64, 67, 69, 76, 81].
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Obrazek 13: Schéma reakce OPA s primarnim aminem v pfitomnosti merkaptoethanolu [71].

1.6.3 Fenylisothiokyanat (PITC)

Fenylisothiokyanat (PITC) reaguje sprimarnimi a sekundarnimi AK za wvzniku
fenylthiokarbamylovych derivati (Obrazek 14) [12, 69, 82]. Reakce probiha jiz pfi laboratorni
teploté a pH 10,5 po dobu piiblizn¢ 10-20 minut. Derivatizacni smés se pfipravuje z etanolu,
fenylisothiokyanatu, vody a trietylaminu v pomérech 7:1:1:1 [12, 73, 76, 82-85]. Pted
chromatografickou separaci je nutné odstranit ptebyte¢né ¢inidlo, které muze snizovat zivotnost

kolony. To se obvykle provadi v rota¢ni vakuové odparce [67, 69, 76, 82].

PITC derivaty absorbuji pfi vinové délce 254 nm [12, 73, 84, 85] a lze je uchovat suché nebo
zmrazené 1 po dobu né€kolika tydnd, aniz by doslo k jejich degradaci. Ov§em ponechéani PITC
derivatd na svétle pii pokojové teploté po dobu 10 hodin zpisobuje jejich degradaci. Bylo
zjisténo, ze delsi reakéni doba, vétsi objem Cinidla nebo vyssi teplota nema vliv na vytéznost
reakce, ba naopak dochazi ke ztratam kyselych AK jako je kyselina glutamova a asparagova
[69, 76, 83]. Chromatograficka separace hydrolyzovanych AK trva ptiblizné 20 minut, zatimco
u derivatt fyziologickych AK dosahuje az 50 minut [12, 69].

N=C=S NH R
H,N 0 I I
N > V4 —C—NH—CH —COOH
> I
R OH S

Obrazek 14: Schéma reakce PITC s AK [71].

1.6.4 9-fluorenylmethoxychlorformiat (FMOC)

9-fluorenylmethoxychlorchlorformiat byl vyvinut pro derivatizaci AK a peptidi pro chiralni i
nechiralni separaci pomoci LC nebo CE. Vysledkem jsou stabilni derivaty primarnich i
sekundarnich aminokyselin schopné fluorescence a méfitelné pii excita¢ni vinové délce 263
nm a emisni vinové délce 313 nm [67, 75, 86]. Reakce probiha v prostiedi acetonu nebo

acetonitrilu a pro derivatizaci je nutné pouzit nadbytek ¢inidla [67, 70, 87]. Nadbytek vsak musi
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byt pfed chromatografickou analyzou odstranén extrakci S pentanem, jinak mulze dojit
k nezadoucim interferencim a nedokonalé separaci AK [67, 69, 75, 78]. Extrakci ov§em hrozi
riziko ztraty hydrofobnich derivata [81, 87]. FMOC reaguje nejen s aminoskupinami, ale také

s alkoholy, fenoly, thioly a sekundarnimi aminy, coz ukazuje na jeho nizkou selektivitu [67].
1.6.5 6- aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbaméat (AQC)

AQC reaguje s primarnimi i sekundarnimi AK za vzniku velmi stabilnich derivata [12, 74, 88]
detekovatelnych flourescen¢né pii excitacnich a emisnich vinovych délkach 250 a 395 nm nebo
spektrofotometricky pii 254 nm (tryptofan). Reakce probiha rychle v prostfedi boratového
pufru a v rozmezi pH 8,2-10,0. Nadbytek ¢inidla se v pribéhu reakce spotiebuje vlastni
hydrolyzou na aminochinolon, ktery ma velmi slabé fluorescen¢ni vlastnosti, takze netvoii
interferujici pik v chromatogramu. Nevyhodou této metody je Spatné rozliSeni pii identifikaci
fyziologickych vzorku [12, 67, 74].

1.6.6 Dansyl-chlorid (Dns-Cl)

Dansyl-chlorid neboli 1-dimethylamino-naftalen-5-sulfonylchlorid (Dns-Cl) je jedno
z nejstarSich ptredkolonovych derivatizacnich ¢inidel pro aminokyseliny a peptidy. Reaguje
s primarnimi i sekundarnimi AK (Obréazek 15) v mirn¢ alkalickém prostiedi vodného acetonu
a fluoridu draselného [71, 75]. Derivatizace standardné probiha bez piistupu svétla pii pokojové
teploté a pH 9,5 po dobu jedné hodiny, nebo 15 minut pfi teploté 60 °C [12, 75]. Literatura
uvadi [12], ze lze reakci provést i béhem dvou minut pii teploté¢ 100 °C. Vzniklé vysoce
fluoreskujici dansylsulfonamidy absorbuji pfi excitanich vlnovych délkach 350-370 nm a
emituji zateni o vinovych délkach 490-530 nm [12, 71, 75, 79, 86].

Derivaty je mozné uchovavat ve tmé 7 dni pii - 4°C. Vyhodou je jednoduchy derivatiza¢ni krok
a vynikajici linearita pro cystein [12]. Nevyhodou je tvorba interferenéniho piku
V chromatogramu, ktery vznika hydrolyzou <¢inidla na vysoce fluoreskujici kyselinu
dansylsulfonovou. Dal§im problémem je tvorba vice derivata s histidinem, lysinem a

tyrosinem, které mohou zpusobit §patnou reprodukovatelnost vysledku [12, 71, 79].

S0,Cl 50,—NH—CH—COOCH
|
R
4+ H,N—CH—COOH —n
| - HCI
R
N(CHE-]Q N‘:CHslz

Obréazek 15: Schéma reakce Dns-Cl s aminokyselinami [71].
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1.6.7 Dabsyl-chlorid (DBS)

Dabsyl-chlorid, chemicky 4-dimethyl-aminoazobenzen-4’-sulfonyl chlorid, tvofi s primarnimi
i sekundarnimi AK stabilni derivaty detekovatelné v rozsahu vinovych délek 448-468 nm.
Reakce trva ptiblizn€ 15 minut pfi teploté¢ 70 °C a probiha v bazickém prosttedi s prebytkem
¢inidla. Uginnost reakce je silné ovlivnéna piitomnosti chloridovych soli a dalgich
interferujicich latek. Razné vedlejsi produkty reakce absorbujici pti stejné vinové délce jako

cilové derivaty mohou ztiZit interpretaci chromatografickych dat [12].
1.6.8 N-hydroxysukcinimidyl-a-(9-acridin)-acetat (HSAA)

HSAA je relativné nové, ale a¢inné derivatiza¢ni ¢inidlo, jehoz amidové derivaty jsou vysoce
selektivni, citlivé a stabilni i po dobu nékolika dni v neutralnim roztoku. Reakce probiha v
roztoku boratového pufru o pH 8,0-9,0. Jedna o jednoduchou metodu poskytujici dobré
vysledky a pouzitelnou pro AK a peptidy v riznych matricich. Fluorescenéni detekce derivata

se provadi pii vinovych délkach 385 a 435 nm [67].

1.7 ANALYZA AMINOKYSELIN

Aminokyseliny se vyskytuji v riznych matricich bud’to jako volné nebo jsou piitomné ve formé
bilkovin. Z bilkovin je pfed analyzou nutné aminokyseliny nejprve uvolnit, a proto piiprava
vzorku zahrnuje kvantitativni pfevedeni vazanych aminokyselin do jejich volné formy.
Uvolnéné AK jsou poté derivatizovany a analyzovany zvolenou instrumentélni technikou [71,
75, 89].

Rychly rozvoj vyzkumu v biochemii a fyziologii bilkovin vyzaduje piesné, rychlé a
reprodukovatelné metody stanoveni AK. Navzdory Sirokému spektru pouZitelnych metod
neexistuje takova, ktera by byla nejvyhodnéjsi [62, 68, 88]. Stanoveni aminokyselin se provadi
V riznych vzorcich potravin a potravinovych dopliki [74], Zivocisnych tkani [62, 78, 89],
krmiv [74], rostlinnych tkani [70, 84] nebo 1é¢iv [89]. Analyzou vzorkd té€lnich tekutin je mozné
diagnostikovat onemocnéni metabolismu AK, tyrosinémie, fenylketonurie, onemocnéni

javorového sirupu [28, 90, 91], rakoviny, ¢i diabetu 2. typu [88].

Mezi nejcastéji pouzivané techniky analyzy aminokyselin patii iontové-vyménna
chromatografie s postkolonovou derivatizaci nebo vysokou¢innd kapalinova chromatografie
v systémech s obracenymi fazemi s pied- nebo postkolonovou derivatizaci [64, 66, 67, 69, 71,

78, 80, 88, 92]. Déle je mozné pro stanoveni AK vyuzit plynovou chromatografie (GC) [88, 93-
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95], tenkovrstvou chromatografii (TLC) s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem [51, 71, 73],
¢i kapilarni elektroforézu (CE) [72, 86, 88, 96].

1.7.1 Hydrolyza

Prvnim krokem analyzy aminokyselin vazanych v bilkovindch je hydrolyza, ktera slouZi
Kk rozruseni peptidovych vazeb a uvolnéni volnych aminokyselin. Hydrolyza je kritickym
krokem analyzy, proto je spravnost jejiho provedeni pfedpokladem tspésné analyzy AK. Jedna
se 0 Casove¢ naro¢nou metodu zavislou na teploté, reakéni dobé nebo volbé ¢inidla. Podle typu
pouzitych ¢inidel se hydrolyza déli na chemickou a enzymatickou. Enzymatickd hydrolyza
probiha za pouziti enzymu, zatimco chemickd za pouziti rGznych chemickych cinidel.

Chemicka hydrolyz se dale déli na kyselou nebo alkalickou [32, 62, 71, 75].

Nejbéznéjsim zpusobem uvolnéni AK z bilkovin je kyseld hydrolyza, kde se pouziva 6 M
kyselina chlorovodikova pfi 110 °C po dobu 12-70 hodin v prostiedi plynného dusiku nebo
vakua (Tabulka 4) [32, 62, 75, 87, 89]. Po dokon¢eni hydrolyzy je ptebyte¢na ¢ast Cinidla
odpaiena [89]. Ve vétsin¢ piipadt dochazi k uvolnéni AK priblizné z 80-100 %. Asparagin,
glutamin a tryptofan jsou vsak hydrolyzou deaminovany nebo zcela zniceny. Jejich zachyceni
se provadi selektivnimi enzymatickymi reakcemi [62] nebo se do roztoku ptidavaji ochranna
¢inidla, jako je fenol, indol, merkaptoethanol nebo kyselina thioglykolova [89]. Rychlost
hydrolyzy je zavisla na druhu pfitomnych aminokyselin a jejich struktute. Naptiklad k dosazeni
kvantitativniho uvolnéni valinu a isoleucinu je nutna hydrolyza po dobu 70 hodin [75] nebo
dokonce az 120 hodin [89], nebot’ tyto AK se z peptidickych vazeb uvolnuji velmi obtizné.
Threonin a serin mize vykazovat ztraty 3-16 % a tyrosin 1-14 % [75].

Simpson a spol. [97] pouzili jako hydrolyzni ¢inidlo kyselinu methansulfonovou (MSA)
s piidavkem 3-(2-aminoethyl) indolu. Vyhoda tohoto ¢inidla spo¢iva v tom, ze pfi jeho pouziti
nedochdazi k degradaci tryptofanu a methioninsulfoxidu (produkt oxidace methioninu), jako je
tomu u hydrolyzy s HCI [97]. Naproti tomu Inglis ve své préaci [98] popisuje zptisob hydrolyzy
vSech AK véetné tryptofanu a cysteinu najednou. U této metody je nejprve provedena alkylace
kyselinou jodoctovou nebo 4-vinylpyridinem a poté hydrolyza derivati pomoci MSA
Vv pfitomnosti tryptaminu. Tento piistup je vsak pro sériové analyzy neprakticky a pouziva se
jen ve vyjime¢nych ptipadech [98]. MSA je netékava kyselina, tudiz ji po hydrolyze nelze
odparit a pro naslednou chromatografickou separaci je tieba hydrolyzat ziedit a upravit pH na
hodnotu 2,3 [99]. Chiou a Wang [100] zjistili, Ze po hydrolyze pomoci MSA pii 160 °C bylo
dosazeno za 45 min obdobnych vysledkt jako po hydrolyze pii 110 °C po dobu 24 h. Dalsi
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¢inidla, jako je napfiklad kyselina p-toluensulfonovd nebo smés kyseliny propionové a
chlorovodikové, se pfilis neujala [99]. Nejcastéji pouzivana Cinidla a jejich podminky jsou
uvedeny v tabulce 4. Vyznamného zkréceni celkové doby hydrolyzy bylo dosazeno vyuzitim
energie mikrovlnného zafeni. Mikrovlnna zatizeni jsou odolna vuci vysokym teplotam a tlakam

[101, 102, 84].

Tabulka 4: Priklady ¢inidel pouzivanych pro kyselou hydrolyzu [97-100, 102-104]

Cinidlo Podminky Piidatné latky Specifikace metody
hydrolyzy
6 M HCI 110°C, 24 h 0,02 % fenol vsechny AK kromé
cysteinu a tryptofanu
6 M HCl nebo4 M 110 °C, 24 h 0,2 % azid sodny Cystein
MSA
6 M HCI 110 °C, 18 h 5 % kys. Cystein
thioglykolova, 0,1%
fenol
4 M MSA 110°C. 24 h 3-(2-aminoethyl) tryptofan,
indol methioninsulfoxid
4 M MSA 115°C, 22 h 0,02 % tryptamin vSechny AK
3 M kys. p- 110 °C, 22 h - methioninsulfoxid

toluensulfonova

Alkalické hydrolyza se pouZiva zejména k selektivnimu stanoveni tryptofanu. Jako ¢inidlo se
zde pouzivaji silné hydroxidy (NaOH, Ba(OH)., LiOH nebo KOH) s moZznym piidavkem
thiodiglykolu, pti¢emz hydrolyza probiha pfi 110 °C po dobu alespoii 18 hodin. Tohoto postupu
se vyuziva zejména ve vzorcich potravin s vysokym procentem sacharidli (napf. obiloviny).

Omezeni této metody spociva v destrukci serinu, threoninu, cysteinu nebo argininu [12, 62, 89].

Enzymatickd hydrolyza se provadi pomoci proteolytickych enzymt, jako je naptiklad
chymotrypsin, trypsin, karboxypeptiddza, termolysin nebo papain. Pouziva se pro analyzu
jednotlivych AK i pro analyzu specifickych aminokyselinovych sekvenci [12, 62]. Touto
metodou byl stanoven obsah tryptofanu v potravinovych dopliicich na bazi s6ji a mléka [105].
D’Aniello a kol. ve své praci [106] popisuje metodu zahrnujici téi po sob& nasledujici kroky.
Nejprve byla provedena hydrolyza pomoci HCI pii 80-90 °C po dobu 15 minut, poté
enzymatické $té€peni pronazou pti teploté 50 °C po dobu 12-16 hodin a na konec enzymaticka
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hydrolyza pomoci leucinaminopeptidazy a hydrolazy peptidyl-D-aminokyseliny. Metodu lze

pouzit na vzorky zvifeci nebo rostlinné tkang, ale je velice zdlouhavé a komplikovana.

1.7.2 lonexovéa chromatografie s postkolonovou derivatizaci
Prvni metoda v oblasti chromatografické analyzy aminokyselin je uvedena v publikaci Moora
a kol. z roku 1958 [91]. Kompletni analyza trvala pfiblizné¢ 72 hodin a zahrnovala separaci na
iontom¢ni¢ovych kolonach se sulfonovanou polystyrenovou pryskyfici S naslednou
postkolonovou derivatizaci pomoci ninhydrinu [91]. Separa¢ni mechanismus je zaloZen na
iontové interakci skyselym cinidlem. Nejprve dochazi keluci kyselych AK, poté
hydroxylovych, neutralnich a nakonec zésaditych [72]. Od té doby je analyza AK stale

dulezitou oblasti vyzkumu, a to zejména v potravinaiském a farmaceutickém pramyslu [77].

Prvni automaticky analyzator aminokyselin byl vyvinut spole¢nosti Spackman, ¢imz se rychlost

analyzy vyrazné zkratila [1, 99] a dnes trva i mén¢ nez 2 hodiny [64].

Vyuziti postkolonové derivatizace se uplatnilo pouze u derivatiza¢nich cinidel OPA/2-
merkaptoethanolu, ninhydrinu a fluoreskaminu. Vyhodou této metody je odstranéni
interferujicich latek pted derivatizaci [62, 68, 74, 75, 91, 107, 108]. Ackoli je separace AK na
ionexech v riznych modifikacich uzivana dodnes, kvuli omezené citlivosti a dlouhé dobé

piipravy vzorku ¢i jednotlivych analyz, byva nahrazena HPLC [64, 68, 72].
1.7.3 RP-HPLC s pfedkolonovou derivatizaci

Diky vysoké spolehlivosti se metoda RP-HPLC stala jednou z nejéastéjsich metod pro analyzu
AK [51, 73, 76, 78, 84, 102]. Ve srovnani s IEC poskytuje RP-HPLC nizsi detekéni limity,
krat8i reten¢ni Casy a stabilnéj$i zakladni linii [62, 65, 72, 76].

Pfi separaci aminokyselin pomoci RP-HPLC s ptedkolonovou derivatizaci se jako mobilni faze
pouziva nejcastéji vodny roztok methanolu [28, 50, 67, 73, 76, 80], acetonitrilu (ACN) [70, 76,
79, 84, 85, 87, 92, 102] nebo jejich smési [69, 71, 76, 82, 109]. V literatuie se Casto uvadi
pouziti 60 % [65, 76, 83, 84] nebo 80 % ACN [85] jako silngjsiho elu¢niho solventu. Do vodné
slozky mobilni faze se ptidavaji pufry ¢i jind aditiva pro Upravu pH a iontové sily. NejCasteji
se setkdme s fosfatovym pufrem [69, 73, 80, 92], mraven¢anem amonnym [28], ¢i octanovym
pufrem [70, 76, 79, 82, 83, 85, 87, 102] cCasto i s ptidavkem trietylaminu (TEA) [76, 85]. pH
mobilnich fazi vhodné pro separaci AK se nejéastéji pohybuji v rozmezi od 6,35 do 6,8 [69, 76,
82-85], ale bylo pouzito i pH 5,5 [73].

45



Pro chromatografickou separaci lze vyuzit specialné vyvinutych kolon Pico Tag [76, 78,83-85,
110], ale jejich pouziti je pro rutinni stanoveni AK pfili§ nakladné [109]. Proto separace probiha
predevsim na nepolarnich silikagelovych kolonach s chemicky vazanou Csg [78, 82] nebo Cis
stacionarni fazi [62, 67, 70, 73, 78, 82, 85, 87, 109]. V posledni dobé se také vyuzivaji
monolitické kolony s oxidem kifemicitym [88]. Pii analyze fyziologickych vzorkd se pfi
separaci muze objevit fada nezadoucich pikti z matrice, proto je nutné peclivé zvolit vhodnou
kolonu a optimalizovat separaci. V piipadé jednodussich vzorku hydrolyzati lze vyuzit kratSich
kolon [12]. Teplota kolony pii chromatografické analyze se standardné pohybuje v rozmezi 37-
40 °C [69, 73, 83, 84], 45 °C [85] nebo 52 °C [82].

Protoze se vétSina studii zabyva separaci Sirokého spektra aminokyselin, Casto trvaji analyzy
déle nez 30 minut [12, 69, 73, 82]. Délka separace je rovnéz ovlivnéna zplisobem derivatizace
a tvorbou riznych degradacnich ¢i hydrolyznich produkti, které ztézuji separaci. Separace
PITC derivata 23 aminokyselin byla s tspéchem provedena do 30 minut [85]. Zkraceni doby
separace na 21 minut [111], 13 minut [110] nebo 12 minut [76, 83, 84] bylo dosazeno pouzitim
kratSich analytickych kolon Pico Tag, kde vSak nebylo mozné stanovit Stopovad mnozstvi
nékterych AK [110].

Jako vnitini standardy se pouzivaji naptiklad norvalin, norleucin, kyselina a-aminomaselna, -

aminomaselna, y-aminomaselna [75], etanolamin [62, 75] nebo homoarginin [28, 70].

Kvuli rozdilnym polaritam jednotlivych AK se v pribéhu separace vyuziva gradientové eluce
[50, 69-73, 76, 80, 82-85, 87]. Na zacatku separace se voli mobilni faze s nizkym obsahem
organického rozpoustédla pro eluci velmi polarnich AK a postupnym zvySovanim organické
slozky dochézi k vymyti nepolarnich latek [109]. V piipadé stanoveni pouze BCAA lze zvolit
i podminky izokratické eluce [92].

Detekce derivati probiha nejcastéji pomoci fluorescenéniho [67, 80, 87] nebo
spektrofotometrického detektoru [69, 73, 84, 85, 92], a to v zavislosti na pouzitém
derivatiza¢nim ¢inidle [72, 79]. Mezi ¢inidla pouzivana u RP-HPLC s ptedkolonovou
derivatizaci patii FMOC [70, 79, 102], Dns-Cl, AQC, HSAA [67, 86], OPA [78, 102] nebo
PITC [73, 76, 82-85, 110].

Ve studii [69] zkoumajici pouziti riznych derivatizacnich ¢inidel pii analyze fyziologickych

tekutin dosli autofi k zavéru, ze vhodnym ¢inidlem pro separaci AK je z hlediska jednoduchosti
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a rychlosti OPA. V pfipadé soucasného stanoveni i sekundarnich AK je preferovana
derivatizace s PITC [69, 78].

Kromé aminokyselin se v potravinovych dopliicich mohou vyskytovat vitaminy, mineralni
latky nebo rizné kontaminanty, které nemusi byt uvedeny na obalu. Protoze dopliiky stravy
také nepodléhaji kontroldm a klinickym studiim pfed uvedenim na trh, mize jejich analyza
slouzit také k odhaleni neoznacenych a nedovolenych latek. Pro pfesnou identifikaci a
kvantifikaci kontaminantd se uziva napiiklad kapalinovd chromatografie ve spojeni

s hmotnostni detekci (HPLC-MS) [50, 112].

Kvantitativni stanoveni leucinu a isoleucinu pomoci RP-HPLC mize byt velmi komplikované,
protoze se jedna o polohové izomery s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a jejich
kompletni separace je tedy velmi naro¢na. Pii pouziti PITC jako derivatiza¢niho ¢inidla doslo
v né€kolika pracich k ptekryvu piki obou AK nebo k jejich nedokonalému rozliseni [63, 83, 84].
V nékterych studiich [69, 76] doslo ke zlepSeni separace, ale piky Ile a Leu nebyly stale zcela
odd¢leny az na z&kladni linii. Dostacujiciho rozliseni obou izomeri bylo dosaZzeno v nékolika
pracich [73, 82, 85]. Ve studii [73] se uplatnilo pouziti metanolu a fosfatového pufru pii teploté
40 °C. Heinrikson a Meredith [82] testovali vliv typu a sloZeni organické MF na separaci AK a
uvadi, ze lepsiho rozliSeni a ostiejSich piki téchto izomerd lze dosdhnout pouzitim 50% ACN
nebo kombinace ACN a metanolu pti teploté 52 °C. Janssen a kol. [85] dosahli kvalitni separace
pikd Ile a Leu za pouziti vodné MF sestavajici z 0,7 M octanu sodného a ptidavku TEA.
Organickou ¢ast MF pak tvofil 80% ACN a separace probihala pfi teploté 45 °C. Nevyhoda
metod vsech tii zminovanych metod [73, 82, 85] spocivala v dlouhém ¢ase analyzy (ptiblizné
30 minut).
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2 CILPRACE

Cilem teto prace byla optimalizace a validace metody pro stanoveni rozvétvenych aminokyselin
pritomnych v potravinovych dopliicich pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie

S obracenymi fazemi a ptedkolonovou derivatizaci.
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a vybaveni

Analyza vybranych aminokyselin byla provedena pomoci kapalinového chromatografu LC-
30AD slozeného zdegaseru DGU-20 A5, vysokotlakych cerpadel LC-30AD a
spektrofotometrického detektoru s diodovym polem SPD-M30A (vSe Shimadzu, Kyoto,
Japonsko). Pro separaci byly pouzity kolony Zorbax SB-Aq o rozmérech 150 x 3 mm, velikost
¢astic 3,5 um (Agilent, USA) a Ascentis Express F5 o rozmérech 150 x 3 mm a velikosti ¢astic
2,7 pm (Sigma-Aldrich, USA), které byly umistény v termostatu kolon LCO 102 Single
(ECOM, CR). Davkovaci zafizeni bylo tvofeno 3esticestnym ventilem s vng&j$i davkovaci
smyckou o objemu 2 pl. Vzorky byly davkovany mikrostiikackou Hamilton o objemu 10 pl
(Hamilton CO., Nevada, USA).

Piesné navazky chemikalii byly vazeny na analytickych vahach Sartorius (Goettingen,

Némecko)

Filtrace mobilni fize probihala na vakuové filtra¢ni aparatuie slozené z vakuové jednotky
Labobase SBC 860 (KnF, Stockholm, §Védsk0) a regulatoru vakua CVC 3000 (Vacuubrand,
Wertheim, Némecko), kde byl pouZzity membranové filtry Nylon o velikosti port 0,2 pm a
praméru 47 mm (Supelco, USA). Homogenizace mobilni faze se provadéla v ultrazvukové
lazni (Kraintek, Podhdjska, Slovensko) nebo pomoci magnetického michadla Color Squid
White (IKA, Némecko). Hodnota pH mobilni faze byla métfena pomoci pH metru 827 pH Lab
(MetrOhm, Praha, CR). Deionizovana voda pouZivana pro fedéni mobilni fize byla &isténa

pomoci zatizeni Mili-Q (Merck, Némecko).

Derivatiza¢ni reakce standardu a vzorkt byly provedeny v 1,5 ml mikrozkumavkéach Eppendorf
(Hamburg, Némecko). Pro smiseni reagujicich ¢inidel byla pouZzita tfepatka REAX top
(Heidolph, Schwabach, Némecko). Ptipravené derivaty byly poté odstfedény v centrifuga¢nim
zatizeni Centrifuge 5424 (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko) a prefiltrovany pomoci PTFE
stiikackovych filtri (0,45 pm, 4 mm, Labicom, Olomouc, CR).

Dale byly pouZivany pipety s nastavitelnym objemem a bézné laboratorni pomdcky.
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3.2 Pouzité chemikalie

e Standardy aminokyselin
Pro optimalizaci metody byly pouzity standardy aminokyselin L-isoleucinu, L-leucinu a L-
valinu s ¢istotou > 98 % (vSechny Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

e Mobilni faze
Pro piipravu mobilni faze byl pouzit acetonitril s ¢istotou pro HPLC pouziti (gradient grade,
Sigma-Aldrich, USA), octan amonny p. a. (Lachema n.p., Brno, CR), octan sodny (Lach-Ner
s.r.0., Neratovice, CR) a deionizovana voda pie¢isténa na zafizeni Mili-Q (Merck, Némecko).
Uprava pH mobilni faze byla provedena roztokem 1 M hydroxidu sodného (Penta s.r.o., Praha,

CR) nebo kyselinou octovou 99 % p. a. (Penta s.r.0., Praha, CR)

e Derivatizace
Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl pouzit fenylisothiokyanat (Sigma-Aldrich, USA). Pro vytvoreni
derivatizacni smési byl déale pouZit metanol s Cistotou pro HPLC (gradient grade, Sigma-

Aldrich, USA) a triethylamin (Lachema n.p., Brno, CR).

3.3 Pracovni roztoky

Zasobni roztoky standardd aminokyselin

Do 10 ml odmérnych ban€k bylo navazeno 10 mg jednotlivych aminokyselin a po rozpusSténi
byly bainky doplnény destilovanou vodou po rysku. Tyto roztoky slouzily k optimalizaci
metody a byly uchovavany v lednici pfi teploté 5-8 °C.

Zasobni roztoky vzorkt potravinovych dopliku

Do 50 ml odmémé banky bylo navazeno ptesné 25 mg potravinového doplitku s obsahem
BCAA a po rozpusténi latek v ultrazvukové lazni byla baiika doplnéna destilovanou vodou po

rysku.

Mobilni faze — slozka A

Jako vodna slozka mobilni faze byl testovan roztok octanu amonného (¢ = 70 mmol/l a 0,1
mol/l) nebo octanu sodného (¢ = 70 mmol/l). Do kadinky bylo navazeno vypocitané mnozstvi
octanu sodného nebo amonného a rozpusténo v odpovidajicim mnozstvi redestilované vody.
Po rozpusténi byla mobilni faze zfiltrovana na vakuové filtracni aparatuie a pH bylo upraveno

na pozadovanou hodnotu pomoci kyseliny octové.
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3.4 Vzorky

Analyzovéano bylo celkem 10 vzorkd potravinovych doplikii s obsahem BCAA komercéné

dostupnych na trhu (Tabulka 5). Jako optimalni slozeni BCAA se udava pomér Leu:lle:Val

2:1:1 nebo 4:1:1. Tento pomér je dan tim, ze pravé leucin ma na syntézu svalovych bunék

nejvetsi vliv. Pouze u vzorku ¢. 8 je obsazeno dvojnasobné mnozstvi valinu, pravdépodobné

proto, ze tento pfipravek neni cilen¢ urcen pro sportovce. Pro zisk reprezentativnich vysledkt

byly zahrnuty také vzorky od zahrani¢nich vyrobcu.

Tabulka 5: Ptehled vzorku potravinovych doplikii pro analyzu BCAA.

Cislo Vyrobce Pomér BCAA | Deklarovany obsah AK v 1g
vzorku (Leu:lle:Val) [mo]
Leucin | Isoleucin | Valin
1 Nutri Works 2:1:1 350 mg 175mg | 175mg
(Helsinki, Finsko)
2 Myprotein 2:1:1 384,6 mg | 192,3mg | 192,3 mg
(Manchester, Anglie)
3 Ober Nutritions 2:1:1 420 mg 210mg | 210 mg
(Ostrava, CR)
4 Nutrend 4:1:1 400 mg 100 mg | 100 mg
(Chvélkovice, Olomouc,
CR)
5 Extrifit 2:1:1 384,6 mg | 192,3mg | 192,3 mg
(Dolni Ujezd, CR)
6 BioTech USA 2:1:1 333 mg 166 mg | 166 mg
(USA)
7 Amix Nutrition 2:1:1 350 mg 175mg | 175mg
(Manchester, Velka
Britanie)
8 Vital Max 1:1:2 245 mg 245mg | 490 mg
(Praha, CR)
9 GymBeam 2:1:1 330 mg 165 mg 165 mg
(Berlin, Némecko)
10 Prom-In 2:1:1 250 mg 125 mg 125 mg
(Touzim, CR)
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3.5 Pracovni postup analytického stanoveni BCAA ve vzorcich potravinovych
dopliiki pomoci RP-HPLC s PITC derivatizaci

3.5.1 P¥iprava vzorki
Vzorky 1-7 a 10 byly zakoupeny ve formé instantnich prasku, které se konzumuji po rozpusténi
v uvedeném objemu vody. Vzorek 8 obsahoval krystalické AK v Zelatinovych kapslich. Obsah
jedné kapsle byl kvantitativné pfeveden do Eppendorfovy mikrozkumavky, ze které byl poté
odebiran pro dalsi zpracovani. Vzorek 9 byl ziskan ve formé lisovanych tablet, které byly v tfeci
misce rozemlety na jemny prasek. VSechny vzorky byly po dobu méfeni uchovavany

v Eppendorfovych mikrozkumavkach ve tmé a suchu.

3.5.2  Priprava zdsobnich roztokit vzorki
Do 50 ml odmérné baiiky bylo na analytickych vahach navézeno 25 mg potravinového dopliku
S obsahem aminokyselin a po jeho rozpusténi byla bankka doplnéna destilovanou vodou po

rysku. Zéasobni roztoky vzorkl byly uchovavany v lednici pfti teploté 5-8 °C.

3.5.3 Derivatizace
Pro derivatizaci standardi aminokyselin i vzorkii byl jako derivatizacni Cinidlo vybran
fenylisothiokyanat. Derivatizace aminokyselin vychazela zjiz optimalizovaného postupu

vyvinutém na pracovisti [113,114].

Prvni metoda derivatizace AK spocivala v ptipravé dvou Cerstvych derivatiza¢nich ¢inidel a
zahrnovala kroky suseni vzorku. Nejprve bylo do Eppendorfovy mikrozkumavky pfevedeno
150 pl standardnich roztokd aminokyselin (od kazdé AK 50 ul) a ponechano k vysuSeni pod
proudem plynného dusiku. Poté je k vysusenému vzorku piidano 10 pl smési, ktera je tvofena
metanolem, 1 M octanem sodnym a TEA (2:2:1, v/v). Po fadném promiseni a opétovném
vysuseni pod proudem dusiku bylo do mikrozkumavky ptidano 25 ul €erstvé ptipravené smeési
slozené z metanolu, destilované vody, TEA a PITC v pomérech 7:1:1:1 (v/v) a smés se nechala
reagovat 20 minut pfi laboratorni teploté. Po derivatizacni reakci byl roztok opét vysusen pod
proudem dusiku. Po rozpusténi v 250 pl redestilované vody a promiseni na ttepacce byla smés
zfiltrovana pies stiikackovy PTFE filtr (0,45 pm, mm) a takto pfipraveny derivat byl pomoci

Hamiltonovy stiikacky nadavkovan do kapalinového chromatografu a prométen.

Druhym postupem byla novéjs$i metoda derivatizace AK zroztoku [113] a probihala
nasledovné. Ze zasobniho roztoku vzorku (c = 0,5 g/l) bylo do Eppendorfovy mikrozkumavky

odpipetovano 300 pl vzorku. Poteé bylo ptidano 30 ul destilované vody, 50 ul octanu sodného
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(c = 1 mol/l), 50 ul trietylaminu a 50 pl fenylisothiokyanatu. Po dikladném promiseni fazi na
ttepacce se derivatizani smés nechala reagovat pii laboratorni teploté po dobu 20 minut. Smés
byla poté centrifugovana po dobu 3 minut a 10 000 otackach, aby doslo k odd¢leni vodné a
organické faze. Vodna faze byla odebirana pomoci automatické pipety a filtrovana pres

stiikackovy PTFE filtr do Eppendorfovy mikrozkumavky.

3.6 Optimalizované podminky pro stanoveni aminokyselin v potravinovych
dopliicich
Separace a identifikace derivati AK byla provedena pomoci kapalinové chromatografie
s obracenymi fazemi ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem.
V ptipadé gradientové eluce byla po kazdé analyze kolona regenerovana a ekvilibrovana na
pocate¢ni podminky po dobu alespon 10 minut. Derivéaty byly do kapalinového chromatografu
davkovany pomoci Hamiltonovy stfikacky a kazdy vzorek byl proméfen nejméné tiikrat za

nasledujicich podminek:

e Mobilni faze A: 70 mM octan amonny; pH 4,55

e Mobilni faze B: 100% acetonitril

e Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um)
e Teplota kolony: 40 °C

e Objem davkovaného vzorku: 2 pl

e Pritok: 0,6 ml/min

o Detekce: 254 nm

e Eluce: Gradientova (tabulka 6)

Tabulka 6: Podminky gradientové eluce pro separaci aminokyselin BCAA v potravinovych
doplicich.

Cas [min] Mobilni faze B
[%6]
0 15
6,5 23
7 100
8 15
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Profil optimalizované gradientové eluce je znazornén v tabulce 6. Na zakladé znalosti
retencnich charakteristik aminokyselin bylo po analyze mozné identifikovat jednotlivé
aminokyseliny. Valin eluoval v ¢ase 4,41 minut, isoleucin v ¢ase 6,63 minut a leucin v Case
6,81 minut. Mimo aminokyseliny byly v chromatogramu piitomny také piky hydrolyznich
produktu ¢inidla. Vysledny chromatogram separace derivati standarda je uveden v kapitole
4.2.4 (Obrézek 20).

3.7 Kvantitativni stanoveni BCAA v potravinovych dopliicich
Pro kvantitativni stanoveni obsahu vybranych aminokyselin v potravinovych dopliicich byla

pouzita metoda kalibracni pfimky.

3.7.1 Priprava standardit aminokyselin pro sestrojeni kalibracni piimky

Do 25 ml odmérné baiiky bylo navdZeno po 25 mg od kazdé¢ AK (Ile, Leu, Val). Pomoci
ultrazvukové 1azné byl zasobni roztok zhomogenizovan a poté doplnén destilovanou vodou po
rysku. Z tohoto zasobniho roztoku (¢ = 1 g/l) bylo do 10 ml odmérnych ban¢k fedénim
ptipraveno devét standardnich roztokd v koncentra¢nim rozsahu 0,01 — 0,3 g/l. Kalibra¢ni
roztoky byly derivatizovany pomoci PITC ¢inidla dle postupu derivatizace uvedeného v
kapitole 3.5.3. Vzniklé derivaty byly nasledné proméfeny pomoci optimalizované RP-HPLC
metody (kap. 3.6). Kazdy kalibra¢ni roztok byl zméten nejméné pétkrat.

3.8 Statistické zpracovani experimentalnich dat
Na zékladé znalosti retencnich c¢asii vybranych aminokyselin ziskanych proméfenim
standardnich roztokii AK bylo mozné stanovit jejich obsah ve vzorcich vybranych
potravinovych dopliikkd. Pro zdznam a vyhodnoceni chromatogramt byl vyuzit softwarovy

program LabSolutions.

Statisticka analyza dat a zpracovani ziskanych vysledkt bylo provedeno v programu Microsoft
Office Excel 2016 a QC Expert 2.9. (Trilobyte, Pardubice, CR).

54



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku
Pro ptedkolonovou derivatizaci aminokyselin byl jako derivatizacni c¢inidlo vybran
fenylisothiokyanat, ktery rychlou derivatizacni reakci poskytuje stabilni derivaty. Z hlediska

optimalizace derivatizace byly testovany dva odlisné derivatiza¢ni kroky.

Prvni derivatiza¢ni metoda zahrnovala nutnost piipravy dvou Cerstvych derivatizac¢nich smési
a také kroky suSeni pod proudem dusiku, ¢imz se proces derivatizace zna¢né prodluzoval. Proto
bylo od této metody upusténo a pro derivatizaci byl pouzit novy rychlejsi postup, ktery byl
vyvinut Klikarovou a kol. [113]. Postup obou metod je popsany V experimentalni ¢asti
v kapitole 3.5.3. Vyhodou metody derivatizace z roztoku, s vynechanim susicich kroku, byla
rychlost reakce (20 min. pfi laboratorni teploté) a jednoduchost provedeni. Nevyhodou této
metody byla pfitomnost interferujicich piki v chromatogramu zpisobenych hydrolyznimi
produkty c¢inidla a mensi citlivost reakce. Z hlediska tGspory ¢asu byl pro tuto préci vybran

postup derivatizace aminokyselin z roztoku.

4.2 Optimalizace podminek separace PITC derivati aminokyselin pomoci RP-HPLC
Za ucelem ptfesné a citlivé analyzy AK obsaZenych v potravinovych doplicich byly
optimalizovany jednotlivé chromatografické parametry jako jsou slozeni, koncentrace a pH
mobilni faze, dale typ kolony a elu¢ni podminky. Cilem bylo dosdhnout co nejlepsiho rozliSeni
V co nejkrat§im ¢ase. Kritickym parametrem bylo rozliSeni piki isoleucinu a leucinu, které patii
mezi polohové izomery a jejich separace byla problematicka. Z davodu kontroly vlivu matrice

vzorki na analyzu byly optimalizace provadény s roztoky po derivatizaci standardt i vzorki.

4.2.1 Vliv mobilni faze
Nejprve byl pro optimalizaci mobilni faze vybran octan amonny, ktery byl pro separaci
aminokyselin v literatuie pouzivan nejcastéji. Diky schopnosti amonnych iontt tvofit stabilni
iontové pary, byly pozorovany symetrické piky AK. Na zakladé poznatka z literatury byl
testovan rovnéZ octan sodny. Pfi pouziti octanu sodného vSak na oktadecylové koloné doslo
k prodlouzeni celkové doby analyzy a pii vétsim piiblizeni pikd na chromatografickém
zdznamu byla pozorovana asymetri¢nost jednotlivych pikt, coZ neni Zadouci zejména pro
citlivou kvantitativni analyzu. V ramci testovani vlivu typu vodné slozky mobilni faze na

separaci derivati AK byla také pouzita voda okyselena kyselinou octovou na pH 4,55 bez
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ptidavku soli. Pouziti okyselené vody se ukazalo byt naprosto nevhodné, nebot’ kvili
nepfitomnosti iontl tvoticich iontové pary s AK nedochazelo k jejich zadrzeni na nepolarni
stacionarni fazi a pouhé okyseleni mobilni faze disociaci, a tedy eluci derivati zasadnim

zpusobem neovlivnilo (Obrazek P1).

Zaroven s testovanim dvou typu soli byl sledovan vliv pH vzniklého pufru na separaci BCAA,
predevsim na rozliSeni leucinu a isoleucinu. pH bylo upraveno kyselinou octovou na hodnoty
6,55; 5,55; 4,55 a 3,55. Bylo prokazano, ze pH mobilni fdze ma na separaci aminokyselin
znaény vliv. Jak je patrné z obrazku 16 a 17, retence derivat jednotlivych aminokyselin se
s klesajicim pH zvysuje.

Na zakladé experimentalnich dat byla jako vodna slozka mobilni faze vybran octan amonny
okyseleny na pH 4,55, protozZe pii pouziti tohoto pufru bylo dosazeno ostrych a symetrickych

pikt a lep$imu rozliSeni derivati Leu a lle (obrazek 17).

mAU
1 -.—-pH355 lle + Leu
600 - ;
—pH 4,55 '
"
"
500 1 —meem pH555  Val i
"
1"
i it
400 - ' :l
" "
" "
[ "
] "
" h
300 A " Val EE lle+ Leu
i ¥
200 - } i
]
i E i Val lle + Leu
" H
ss I |
] t R X
" (I 1
A Ty Y
0 y '-,&A'u-l . ".‘.;' , , . A P T . \ WL IT Y . .
0 5 10 15 20 ¢as [min]

Obrazek 16: Chromatograficka separace vzorku BCAA za pouziti mobilni faze 70 mM
octanu sodného pii vybranych hodnotach pH.

Kolona: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: 70 mM octan sodny; MF-B: 60% ACN; pritok
MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovéni: 2 pl; izokratickd eluce: 30 % B,
derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smési metanol,
voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obrézek 17: Chromatograficka separace vzorku BCAA za pouziti mobilni faze 70 mM

octanu amonného pii vybranych hodnotach pH.

Kolona: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: 70 mM octan amonny; MF-B: 60% ACN;
pritok MF: 0,6 ml/min, teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka eluce: 30 %
B, derivatizace: 150 pl AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smési
metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).

4.2.2 Vliv koncentrace
Dale byla testovana rizna koncentrace octanu amonného, a to 70 a 100 mmol/l. Bylo zjisténo,
Ze zména koncentrace soli neméla vliv ani na retenci derivati BCAA ani na kvalitu separace
lle a Leu (Obrézek P2 a P3). Aby se piedeslo zatizeni kolony, byla pro analyzu aminokyselin

vybrana mobilni faze s nizsi koncentraci amonnych iontu.

Kromé optimalizace vodné slozky mobilni fidze byl sledovan vliv koncentrace acetonitrilu na
separaci derivatt BCAA. Na zaklad¢ informaci z literatury [65, 76, 83, 84] byl pro analyzu
nejprve vybran 60% ACN. Protoze vSechny derivaty BCAA jsou méné polarni, bylo mozné
60% ACN nahradit 100% acetonitrilem, coz usnadnilo vymyti mén¢ polarniho nezreagovaného

¢inidla z kolony a navic byla jednodussi ptiprava mobilni faze.
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4.2.3 Vliv stacionarni faze

Pti optimalizaci RP-HPLC separace byly testovany dvé ruzné stacionarni faze. V literatufe se
nejcastéji uvadi jako vhodna stacionarni faze chemicky vazana oktadecylsilikagelova ¢i
oktylsilikagelova faze. Na zakladé¢ literatury [62, 67, 70, 73, 78, 82, 85, 87, 109] byla proto
nejprve vybrana kolona Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um) s oktadecylovym fetézcem, ktera
je upravend pro pouziti mobilnich fazi s vysokym obsahem vody, coz je u separaci
aminokyselin nutnosti. Derivaty AK byly proméfeny pomoci izokratické eluce s ménici se
koncentraci acetonitrilu, pH a typu soli, jak bylo diskutovano v ptedchozi kapitole. Pfi niz§im
pH mobilni faze byly pozorovany ostiejsi piky (Obrézek 16 a 17), ale Ile a Leu se nepodatilo
kvalitn¢ rozseparovat za zadnych z testovanych podminek. Nejlepsiho rozliseni bylo dosazeno
za podminek uvedenych na obrazku 18. Proto byla zvolena kolona Ascentis Express F5 (150 x
3 mm; 2,7 um) s chemicky fazanym pentafluorfenylpropylem, ktera je vhodna piedevsim pro
separaci polohovych izomeri. Navic tato kolona obsahovala povrchové porézni Castice
s men§im pramérem, takze se jednalo o kolonu s vyssi ucinnosti separace. Derivaty AK byly
na této stacionarni fazi prométeny za stejnych podminek jako v ptipadé oktadecylsilikagelové
stacionarni faze. Dle oc¢ekavani se zlepsila uc¢innost separace i rozliseni pikt Ile a Leu a jak je
patrné z obrazku 19 jejich rozliseni se blizilo R = 1,5.
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Obréazek 18: Chromatograficka separace standardi BCAA za podminek izokratické eluce
s kolonou C1g Zorbax SB-Ag.

Kolona: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B: 60%
ACN; prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka eluce:
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35 % B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smési
metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obréazek 19: Chromatograficka separace derivati standardd BCAA za podminek izokratické

eluce s kolonou Ascentis Express F5.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
60% ACN; prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka
eluce: 35 % B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul
smési metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).

4.2.4 Gradientova eluce
Po spésném rozseparovani pikll Ile a Leu pomoci izokratické eluce bylo testovano nékolik
profild gradientové eluce. Sledovanymi kritérii pfi vybéru vhodného gradientu byla doba
analyzy a rozliSeni téchto izomerl. RozliSeni je vyjadieni miry kvality separace dvou

sousednich pikt a je dano vztahem:

- kde tg 1, tg, jsou elucni Casy sousednich pikd a wy, w, Sitky pikt pii zakladné [115]

Rozlieni téméf na zakladni linii nabyva hodnoty 1,5. Optimalizaci gradientové eluce bylo
dosazeno rozliSeni pikti izomerd 1,45, coz bylo povazovano za vyhovujici. Finalni

optimalizovana chromatograficka separace derivati AK je zobrazen na obrazku 20. Testovani
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gradientt s v&tsi strmosti sice nabizelo zkraceni celkové doby analyzy, ale také dochazelo ke

zmen$eni rozliSeni Ile a Leu, coz je pro kvantitativni analyzu nezadouci.
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Obrazek 20: Optimalizovana chromatograficka separace standardi BCAA aminokyselin.
Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-
B: 100% ACN; prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul;
gradientové eluce: 0 min—15 % B, 6,5 min—23 % B, 7 min— 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace:
300 pl vzorku + 30 pl destilované vody + 50 pl 1 M octanu sodného + 50 pl TEA + 50 pl PITC.

4.3 Kvantitativni stanoveni BCAA v potravinovych dopliicich
4.3.1 Kalibrace
Kvantitativni analyza BCAA byla provedena metodou vnéjsiho standardu pomoci kalibracni
pfimky. Pro konstrukei kalibraéni pfimky byla na osu x vynesena koncentrace c (g/l) a na osu
y byly vyneseny hodnoty ploch pikii derivati aminokyselin. Ve statistickém programu QC
Expert byla experimentalné¢ namétfena data proloZena linearni regresi a poté byly pomoci

grafickych diagnostik (Pregibontv, Williamstuv a L-R graf) odstranény odlehlé hodnoty.
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Obréazek 21: Kalibra¢ni pifimky vybranych aminokyselin.

Ve vSech ptipadech bylo dosazeno dostacujici linearity, coz dokazuji korelacni koeficienty
pohybujici se v rozsahu 0,9986 az 0,9995. Z kalibra¢nich zavislosti zobrazenych v obrazku 21
je patrné, ze citlivost detekce je u vSech analyzovanych AK témét shodna. VSechny parametry

kalibra¢nich pfimek a intervaly spolehlivosti jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Parametry kalibra¢nich pfimek vybranych aminokyselin.

AK Smérnice + interval Usek + interval Koeficient
spolehlivosti spolehlivosti determinace R?
Valin 4768 + 66 22,52 £ 8,72 0,9990
Isoleucin 4899 + 80 22,86 + 9,94 0,9986
Leucin 4588 + 53 34,95 + 6,39 0,9995
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4.3.2 Analyza vzorki
Na zaklad¢ kalibrac¢nich zavislosti a experimentalné¢ ziskanych hodnot ploch pikd byly
vypocteny koncentrace vSech BCAA piitomnych Vv potravinovych dopliicich a nasledné byly
porovnany s deklarovanym mnozstvim uvadéném na obalu. Chromatografické separace
ziskané pfi méfeni jednotlivych vzorkd jsou zobrazeny v piiloze (Obrazky P4-P11) a vzorky 7
a 9 v kapitole 4.5 (Obréazky 23 a 25). Kvantitativni zastoupeni jednotlivych BCAA je uvedeno
v tabulkach P1-P3. Z hlediska lepsi piehlednosti byly také sestrojeny grafy, kde jsou porovnany
deklarované hodnoty s mnozstvim stanovenym metodou RP-HPLC s PITC derivatizaci (Grafy
1-3). Protoze dopliky stravy nejsou pted vstupem na trh podrobeny dikladnym kontrolam
bezpecnosti a jakosti, neni mozné s jistotou fict, zda je obsah uvedeny na obalu pravdivy.

Mnozstvi aminokyselin by vSak nemélo byt mensi nez toto deklarované mnozstvi na obalu.

Z vysledkd méfeni je patrné, Ze kromé vzorkl 3, 8 a 9 bylo udavané mnozstvi valinu ve
vzorcich splnéno (Graf 1, Tabulka P1). Nejvyssiho podilu valinu bylo dosaZzeno u vzorki 2, 6
a 7, kde bylo stanoveno dokonce o 30 % vice oproti obsahu uvedenému na etiketé. V piipadé
isoleucinu (Graf 2, Tabulka P2) nesplnily deklarované mnozstvi vzorky 8 a 9, pfiblizn€¢ 0 12 a
20 %. Vysledky méfeni posledni studované AK ukazuji (Graf 3, Tabulka P3), Ze deklarovany
obsah leucinu nebyl splnén u 4 vzorkl dopliki stravy. Konkrétné se jednalo o vzorky 4, 5, 7,
uvadénym 330 mg/g stanoveno pouze 271 mg/g. Vzorek 8 se pohyboval tésné nad hranici
deklarované hodnoty. Nejvy$si mnozstvi leucinu bylo detekovano u vzorkd 1 a 6 a ¢inilo
sledovanych aminokyselin, a to témét o 20 % oproti obsahu uvedenému na obalu. V tomto
ptipad¢ se jednalo o kapsli potravinového dopliiku a rozdil mezi deklarovanym a namétenym
mnozstvim mohl byt zpisoben nedokonalym rozpusténim rozemleté kapsle. V piipad¢ vzorku
8 bylo stanoveno velmi nizké mnoZzstvi valinu 372 mg/g oproti deklarovanym 490 mg/g, coz

¢ini ptiblizné€ 76 %. Ostatni aminokyseliny jsou jiz ve vétsi shodé s deklarovanym obsahem.
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Graf 1: Grafické srovnani experimentalné zjisténého obsahu s deklarovanym mnozstvim

valinu uvedenym na obalu vzorku.
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Graf 2: Grafické srovnani experimentalné zjist€éného obsahu s deklarovanym mnozstvim

isoleucinu uvedenym na obalu vzorku.
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Graf 3: Grafické srovnani experimentalné zjisténého obsahu s deklarovanym mnozstvim

leucinu uvedenym na obalu vzorku.

4.4 Validace analytické metody
Validace metody je duleZzita pro ovéfeni, zda jsou parametry analytické metody natolik validni,
aby bylo mozné ziskat piesné a spravné vysledky. V této diplomove préci byly k verifikaci
metody vybrany nasledujici valida¢ni parametry: mez stanovitelnosti, mez detekce, spravnost

(navratnost) a opakovatelnost (intradenni i mezidenni).

4.4.1 Mez detekce a mez stanovitelnosti
Mezi detekce (LOD) se rozumi nejmensi signal poskytujici analyt, ktery Ize odlisit od Sumu ¢i
jinych rusivych signald. LOD se stanovuje jako koncentrace rovna trojnasobku Sumu zakladni
linie. Mez stanovitelnosti (LOQ) je definovana jako nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které
je mozné kvantitativné stanovit s vymezenou presnosti a spravnosti. LOQ odpovida

koncentraci, ktera je rovna desetinasobku Sumu zakladni linie.

Kuréeni meze detekce a stanovitelnosti byl nafedénim standardniho kalibra¢niho roztoku
pfipraven roztok o koncentraci 0,001 g/l. Po prométeni vzorku byl z chromatogramu odecten
Sum zakladni linie a vysky pikii vybranych AK. Na zaklad¢ ptedchozich definic byly vypocteny
piislusné hodnoty LOD, které Cinily 0,0945 pg/ml pro valin, 0,0997 pg/ml pro isoleucin a
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0,0764 pg/ml pro leucin. Vypoctené koncentrace LOQ Cinily 0,3151 pg/ml pro valin, 0,3332
pg/ml pro isoleucin a 0,2547 pg/ml pro leucin. Pro ovéfeni byly tyto vysledky porovnany
S hodnotami LOD a LOQ vypocitanymi z kalibra¢niho roztoku o koncentraci 0,01 g/l. Métfenim
na obou koncentra¢nich hladinach bylo dosazeno témét identickych vysledkii. Zatimco LOD i
LOQ valinu a isoleucinu nabyvaly téméf shodnych hodnot, pro leucin byly ziskany hodnoty

jesté nizsi.

4.4.2 Navratnost metody
Dalsim sledovanym parametrem byla navratnost, kde byly ovéfeny odchylky mezi zndmou
koncentraci aminokyselin v pfipravenych roztocich a experimentalné zjisténou koncentraci na
zékladé vypoctu s vyuzitim kalibraénich zavislosti. Ovéfeni navratnosti bylo provedeno na
dvou koncentra¢nich hladinach. Byly vybrany koncentrace z po¢atku a konce kalibracni fady,
0,02 g/l a 0,3 g/l. Z kazdé koncentra¢ni hladiny byly v jeden den ptipraveny tfi derivaty, které
byly za stejnych podminek dvakrat proméfeny a spocitana relativni smérodatna odchylka.
Relativni smérodatna odchylka (RSD) je vhodna pro srovnavani vzajemné variability dat. Je
charakterizovana jako podil smérodatné odchylky a aritmetického priméru a vysledek se
obvykle uvadi v procentech. Cim je jeji hodnota nizsi, tim je metoda piesngjsi. RSD byla
vyjadiena ze Sesti méfeni provedenych pro kazdou aminokyselinu a koncentraci. Z vysledk
uvedenych v pfiloze (Tabulky P4-P6) lze konstatovat, Ze navratnost ve vSech piipadech
ptesahovala 100 %. V ptipadé¢ stanoveni leucinu pii koncentraci 0,02 g/l dokonce 120 %. Pro
lepsi prehlednost jsou primérné hodnoty koncentraci a navratnosti jednotlivych aminokyselin
uvedeny v tabulce 8. Dle valida¢nich protokold [116] by se hodnoty ndvratnosti kalibraéni fady
mély pohybovat v rozsahu 90-107 % u koncentrace 0,3 g/l a 80-110 % u koncentrace 0,02 g/I,
coz nebylo splnéno ani Vv jednom piipadé. Duvodem vzniku vétSich odchylek mohl byt
nedokonaly prabéh derivatizace aminokyselin, ¢i vliv okolnich podminek na prubéh
derivatizace. Béhem méfeni totiz doslo k velkému otepleni a teplota v laboratofi se zménila o

vice nez 5°C.

Hodnoty RSD vSech aminokyselin se pro koncentraci 0,02 g/l pohybovaly okolo 4,2 % a pro
koncentraci 0,3 g/l vrozmezi 2,93 az 3,07 %. Z toho vyplyva, Ze vétSich odchylek bylo

dosazeno na niz8i koncentra¢ni hlading.
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Tabulka 8: Primérné hodnoty koncentraci, navratnosti a ziskané relativni smérodatné

odchylky jednotlivych AK na vybranych koncentra¢nich hladinach.

Kalibraéni roztok Priamérna Navratnost [%0] RSD
0,02 g/l koncentrace [g/1]

Valin 0,0222 110,93 4,23
Isoleucin 0,0224 112,57 4,29
Leucin 0,0233 116,69 4,24
Kalibraéni roztok Primérna Navratnost [%6] RSD
0,39/l koncentrace [g/1]

Valin 0,3281 109,37 2,99
Isoleucin 0,3277 109,22 2,93
Leucin 0,3293 109,76 3,07

RSD = Relativni smérodatna odchylka

4.4.3 Opakovatelnost
Opakovatelnost metody neboli preciznost je tésnost shody mezi naméfenymi hodnotami, které
byly ziskdny opakovanym meéfenim vzorkil na stejném pfistroji, stejnym pracovnikem a za
identickych pracovnich podminek. Timto zplsobem byly provedeny analyzy v uréitém
Casovém useku (intradenni a mezidenni opakovatelnost). Pro zjisténi intradenni
opakovatelnosti analytické metody byl vybran vzorek, z néhoz byly v jeden den pfipraveny tii
derivaty. Kazdy derivat byl za stejnych podminek ttikrat zméfen. RSD ziskana z deviti méteni

¢inila pro valin 3,67 %, pro isoleucin 3,95 % a pro leucin 4,62 % (Tabulka P7).

Po né¢kolika dnech bylo ze stejného vzorku identickym postupem piipraveno pét derivati a
kazdy byl opét tikrat analyzovan. Z namétenych hodnot byly vypocteny piisluSné koncentrace
AK a intradenni opakovatelnost metody byla vyjadiena jako RSD z patnacti opakovani. Pro
valin ¢inila hodnota RSD 6,01 %, pro isoleucin 7,01 % a pro leucin 7,41 % (Tabulka P8).

Z celkového poctu 24 opakovani méteni jednoho vzorku v riznych dnech, ale za stejnych
podminek, byla ziskana mezidenni opakovatelnost. RSD ze vSech ziskanych hodnot pro valin
byla rovna 9,37 %, pro izoleucin 9,89 % a pro leucin 6,66 %. Dle valida¢nich protokolt [116]
by pro danou koncentra¢ni hladinu neméla RSD ptekrocit hodnotu 3 %. Rozdily v méteni

uskute¢nénych v jiné dny mohou byt zptisobeny jednak matri¢nimi efekty vzorki jednak také
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chybami zptisobenymi pfi Gpravé vzorku nebo samotnym méfenim. Vyznamny vliv na tyto
odchylky m¢l také jednozna¢né prubéh derivatizace aminokyselin. Bylo pozorovano, ze
opakovanym méfenim po nékolika dnech dosahovaly koncentrace AK vyssich hodnot nez pii
prvnim méfeni. V laboratofi, kde byla realizovana vSechna méteni, neni zajisténa klimatizace,
diky které by laboratorni teplota byla temperovéana na konstantni hodnotu. Zejména ke konci
méfeni dochazelo k ¢astym zménam pocasi, a tedy i kolisani teplot v laboratofi, coz mélo
negativni dopad na nékteré vysledky méfeni. Z divodu nedostatku ¢asu nemohl byt vliv teploty

na priabéh derivatizace aminokyselin podrobnéji prozkouman.

4.5 Porovnani derivatiza¢nich metod
Ve zbyvajicim Case byly vybrany vzorky 7 a 9, které byly podrobeny derivatizaci metodou se
susicimi kroky, jejiz postup je uveden v experimentalni ¢asti (kapitola 3.5.3) a vysledné
derivaty byly prométeny za identickych podminek. Z chromatogramii obou vzorki (Obrazek
22, Obrazek 24) je patrné, Ze v piipadé derivatizace se suSicimi kroky bylo dosazeno vyssich
intenzit pikl, a to i v pfipadé, Ze davkovany objem vzorku pro derivatizaci byl polovi¢ni.
V porovnani s chromatogramy vzorkd, které byly derivatizovany metodou z roztoku (Obrazek
23 a 25), lze u derivatizace se suSicimi kroky zaznamenat absence pikd v reten¢nich ¢asech
1,55, 1,75 a 3,11 min, coz jsou ziejmé produkty hydrolyzy ¢inidla. Pfitomnost interferenénich
piktt mize pii stanoveni vétsiho mnozstvi analytd rusit odezvu a ztizit tak jejich identifikaci.
V piipad¢ derivatizace zahrnujici suseni derivatizaéni smési dochazi k eliminaci tvorby
hydrolyznich produktl a vétsi vytéznosti derivatizacni reakce. Tento postup je vSak Casoveé

velmi naro¢ny vlivem dlouhodobého a n¢kolikandsobného suSeni derivatizani smési.

Podle informaci uvedenych na obalu vzorku 9, byla v tomto potravinovém dopliiku obsazena
také aminokyselina lysin. V zavéru prace jsme se tedy pokusili o jeho identifikaci, ale vzhledem
k rozdilné retenci oproti stanovovanym BCAA nebyla nami optimalizovana metoda vhodné pro
jeho kvantifikaci. Z obrazku 24 je vSak patrné, Ze u separace vzorku 9 je pied pikem ¢inidla
pozorovan velky pik, ktery nebyl pfitomen u ostatnich vzorka (Obrazek P4-P11 a Obrazek 23).
Jedna se pravé o lysin, ktery koeluuje s pikem derivatizacniho ¢inidla, coz bylo potvrzeno

analyzou derivatu standardu a slepého pokusu (derivatizace bez aminokyseliny).
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Obrazek 22: Chromatograficky zaznam vzorku 7 za podminek ptedkolonové

derivatizace s PITC susici metodou.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55;
MF-B: 100% ACN; priitok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul;
gradientové eluce: 0 min — 15 % B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B,
derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smési
metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obrazek 23: Chromatograficky zaznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 7 za

podminek piedkolonové derivatizace s PITC metodou z roztoku.
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Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-
B: 100% ACN; pritok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul;
gradientové eluce: 0 min—15%B, 6,5 min—23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace:
300 pl vzorku + 30 ul destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 pl TEA + 50 ul PITC.
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Obrazek 24: Chromatograficky zéznam vzorku 9 za podminek piedkolonové

derivatizace s PITC susSici metodou a koeluce lysinu s ¢inidlem.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH
4,55; MF-B: 100% ACN, pritok MF: 0,6 ml/min,; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm,
davkovani: 2 ul; gradientové eluce: 0 min — 15 % B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B,
8 min —15 % B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1)
+ 25 ul smési metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obrazek 25: Chromatograficky zdznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 9 za

podminek piedkolonové derivatizace s PITC metodou z roztoku.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, pritok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 pl; gradientové
eluce: 0 min—-15%B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 pl 1 M octanu sodného + 50 pl TEA + 50 pul PITC.
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5 ZAVER

NéplIni této diplomové prace bylo stanoveni aminokyselin srozvétvenym fetézcem
Vv potravinovych dopliicich vhodnych zejména pro sportovce. Aminokyseliny byly
identifikovany metodou kapalinove chromatografie s obracenymi fazemi po piedchozi
derivatizaci fenylisothiokyanatem. Fenylisothiokyanat poskytuje rychlou derivatiza¢ni reakci
stabilni derivaty, které Ize uchovdvat vchladu nékolik tydnt. Pro optimalizaci
chromatografickych podminek bylo testovano slozeni, koncentrace a pH mobilni faze, typ
stacionarni faze ¢i gradientovy profil. U optimalizované metody byla jako mobilni faze pouzita
smés acetonitrilu a octanu amonného o pH 4,55. Analyzované latky byly separovany pomoci
gradientové eluce na koloné Ascentis Express F5, ktera byla naplnéna ¢asticemi s chemicky
vazanym pentafluorfenylpropylem a pro separaci polohovych izomert Ile a Leu se jevila jako

nejvhodngjsi. Detekce probihala spektrofotometricky pti vinové délce 254 nm.

Vyvinutad metoda byla validovana pro v§echny studované aminokyseliny z hlediska piesnosti,
navratnosti a opakovatelnosti (intradenni a mezidenni). Linearita standardi aminokyselin byla
ovéfena v rozsahu koncentraci 0,01 az 0,3 g/l. Prab¢h derivatizace AK byl pravdépodobné
ovlivnén teplotou v laboratofi, kterd v pribéhu meéteni znacné kolisala, a proto nebyly pii

validaci metody splnény nékteré parametry dany valida¢ni priruckou.

Po vypoéteni koncentraci jednotlivych AK byl jejich obsah porovnan s deklarovanym
mnozstvim uvedenym na etiketé potravinového dopliiku. Nejnizsich hodnot bylo zaznamenano

u aminokyseliny leucinu, kde obsah uvedeny na obalu nesplnily 4 vzorky.

Porovnanim obou derivatiza¢nich kroki bylo zjisténo, Ze derivatizace vyuZivajici v postupu
susici kroky by z hlediska citlivosti byla pro stanoveni AK vhodné&jsi. Pro velkou ¢asovou tisent
vSak byla pro stanoveni rozvétvenych aminokyselin vyuzita metoda derivatizace z roztoku,
ktera je daleko rychlejsi a vzhledem k velkému obsahu aminokyselin v doplicich stravy ji Ize
s tspéchem vyuzit. Nakonec byla ve vzorku 9 identifikovana také aminokyselina lysin, ale z

divodu koeluce s derivatiza¢nim ¢inidlem nemohla byt kvantifikovéana.
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Obréazek P1: Chromatograficka separace standardi BCAA za pouziti okyselené redestilované vody

jako mobilni faze bez ptidavku soli.

Kolona: Zorbax SB-Ag (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: redestilovana voda o pH 4,55; MF-B: 60%
ACN; prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka eluce:
30 % B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smeési
metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obrazek P2: Chromatograficka separace vzorku BCAA za podminek izokratické eluce a pfi

pouziti mobilni faze octanu amonného o koncentraci 70 mM.

Kolona: Zorbax SB-Aqg (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B: 60%
ACN; priitok MF: 0,6 ml/min, teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka eluce: 30
% B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul smési
metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obréazek P3: Chromatograficka separace standardit BCAA za podminek izokraticke

eluce a pfi pouziti mobilni faze octanu amonného o koncentraci 0,1 M.
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Kolona: Zorbax SB-Aq (150 x 3 mm; 3,5 um); MF-A: 0,1 M octan amonny o pH 4,55; MF-B: 60%
ACN:; pritok MF: 0,6 ml/min, teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; izokraticka eluce:
30 % B, derivatizace: 150 ul AK + 10 ul smési metanol, 1 M octan sodny, TEA (2:2:1) + 25 ul
smési metanol, voda, TEA, PITC (7:1:1:1).
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Obréazek P4: Chromatograficky zaznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 1.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-
B: 100% ACN; pritok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 l,
gradientové eluce: 0 min—15%B, 6,5 min—23 % B, 7 min— 100 % B, 8 min —-15 % B, derivatizace:
300 pl vzorku + 30 pl destilované vody + 50 pl 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 ul PITC.
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Obréazek P5: Chromatograficky zaznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku €. 2.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN; priitok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; gradientové
eluce: 0 min—15 % B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 pl PITC.

mAU Leu
150 A
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Obrazek P6: Chromatograficky zaznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 3.
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Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; gradientové
eluce: 0 min—15%B, 6,5 min—23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 pl PITC.
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Obrazek P7: Chromatograficky zdznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 4.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-
B: 100% ACN; pratok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul;
gradientové eluce: 0 min —15 % B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace:
300 pl vzorku + 30 pul destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 ul PITC.
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Obréazek P8: Chromatograficky zaznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku €. 5.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; gradientové
eluce: 0 min—15%B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 pl PITC.
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Obrazek P9: Chromatograficky zdznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku €. 6.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, pritok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 pl; gradientové
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eluce: 0 min—15%B, 6,5 min—23 % B, 7 min— 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 ul 1 M octanu sodného + 50 ul TEA + 50 pl PITC.
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Obréazek P10: Chromatograficky zd&znam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 8.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; gradientove

eluce: 0 min—15%B, 6,5 min—23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 pl 1 M octanu sodného + 50 pl TEA + 50 pul PITC.
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Obréazek P11: Chromatograficky zdznam stanoveni aminokyselin BCAA ve vzorku ¢. 10.

Kolona: Ascentis Express F5 (150 x 3 mm; 2,7 um); MF-A: 70 mM octan amonny o pH 4,55; MF-B:
100% ACN, prutok MF: 0,6 ml/min; teplota: 40 °C; detekce: 254 nm, davkovani: 2 ul; gradientové
eluce: 0 min—15%B, 6,5 min — 23 % B, 7 min — 100 % B, 8 min —15 % B, derivatizace: 300 pl vzorku
+ 30 pl destilované vody + 50 pl 1 M octanu sodného + 50 pl TEA + 50 pul PITC.
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TABULKY

Tabulka P1: Kvantitativni stanoveni valinu v potravinovych vzorcich.

Vzorek Stanovena Prepoet na  Deklarované Splnéni
koncentrace mg/g + mnozstvi  deklarovaného
[mg/l] interval [mg/g] mnoZstvi [%]
spolehlivosti
1 111,16 222,33 £4,8 175 127,05
2 133,31 266,62 + 2,33 192,3 138,65
3 102,73 205,46 + 1,55 210 97,84
4 53,57 107,14 £ 2,07 100 107,14
5 100,74 201,49 + 6,42 192,3 104,78
6 115,00 230,00 £ 2,11 166 138,55
7 117,99 235,99 +1,72 175 134,85
8 185,91 372,31 +1,48 490 75,98
9 68,19 136,37 £ 2,21 165 82,65
10 76,47 152,94 + 4,52 125 122,35

Tabulka P2: Kvantitativni stanoveni isoleucinu v potravinovych vzorcich.

Vzorek Stanovena Prepocet na  Deklarované Splnéni

koncentrace mg/g + interval mnozstvi  deklarovaného

[ma/l] spolehlivosti [ma/g] mnozstvi [%]
1 115,58 231,16 £ 4,96 175 132,09
2 105,62 211,25+ 2,78 192,3 109,85
3 124,27 248,54 + 3,88 210 118,35
4 49,92 99,84 + 1,58 100 99,84
5 98,01 196,02 + 6,21 192,3 101,94
6 107,33 214,66 + 3,98 166 129,32
7 98,45 196,91 + 1,27 175 112,52
8 106,96 213,92 + 3,04 245 87,31
9 66,21 132,42 + 0,28 165 80,26
10 76,05 152,09 + 1,48 125 121,67
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Tabulka P3: Kvantitativni stanoveni leucinu v potravinovych vzorcich.

Vzorek Stanovena Pi‘epocet na Deklarované Splnéni
koncentrace mg/g * interval mnozstvi  deklarovaného
[ma/l] spolehlivosti [ma/g] mnoZstvi [%]
1 211,427 422,85 + 7,95 350 120,82
2 207,849 415,70 £ 7,65 384,6 108,09
3 217,375 434,75 + 4,68 420 103,51
4 187,584 375,17+ 1,58 400 93,79
5 172,630 345,26 + 6,09 384,6 89,77
6 202,901 405,80 £+ 10,31 333 121,86
7 171,563 343,13+ 1,41 350 98,04
8 122,719 245,44 + 1,84 245 100,18
9 135,388 270,78 £ 2,35 330 82,05
10 139,904 279,81 + 5,69 250 111,92

Tabulka P4: Experimentalné zjisténa koncentrace, ndvratnost a relativni smérodatna

odchylka derivati valinu prométenych v jeden den za stejnych podminek.

VALIN Stanovena Navratnost RSD
koncentrace [g/l] [9%6] [%6]
Kalibraéni roztok 0,0220 110,05 4,23
0,02 g/l 0,0203 101,64
0,0232 116,07
0,0230 115,13
0,0222 110,97
0,0223 111,74
Primér 0,0222 110,93
Kalibraéni roztok 0,3436 114,54 2,99
0,3 g/l 0,3384 112,81
0,3266 108,85
0,3242 108,06
0,3161 105,36
0,3198 106,60
Primeér 0,3281 109,37

RSD = relativni smérodatna odchylka
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Tabulka P5: Experimentalné zjisténa koncentrace, ndvratnost a relativni smérodatna

odchylka derivati isoleucinu proméfenych v jeden den za stejnych podminek.

ISOLEUCIN Stanovena Navratnost RSD
koncentrace [g/1] [90] [90]
Kalibraéni roztok 0,0225 112,63 4,29
0,02 g/ 0,0204 102,14
0,0230 114,89
0,0235 117,57
0,0227 113,32
0,0225 112,57
Pramér 0,0224 112,57
Kalibraéni roztok 0,3307 110,24 2,93
0,39/l 0,3448 114,94
0,3271 109,02
0,3259 108,64
0,3253 108,43
0,3122 104,06
Pramér 0,3277 109,22

Tabulka P6: Experimentalné zjisténa koncentrace, ndvratnost a relativni smérodatna

odchylka derivati leucinu proméfenych v jeden den za stejnych podminek.

LEUCIN Stanovena Navratnost RSD
koncentrace [g/l] [%%0] [90]
Kalibraéni roztok 0,0244 122,09 424
0,02 g/l 0,0243 121,68
0,0242 121,01
0,0221 110,67
0,0224 112,20
0,0226 112,49
Pramér 0,0233 116,69
Kalibraéni roztok 0,3382 112,73 3,07
0,3 g/l 0,3447 114,91
0,3236 107,88
0,3277 109,25
0,3283 109,42
0,3132 104,40
Pramér 0,3293 109,76
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Tabulka P7: Vysledky méteni vzorku po trojnasobné derivatizaci v jeden den za

identickych podminek.

Aminokyselina Valin Isoleucin Leucin

Obsah [mg/g] 184,75 175,60 328,18

183,89 180,76 328,38

184,29 162,93 319,73

170,59 174,47 284,51

166,01 158,93 295,07

170,78 162,34 304,57

176,52 168,58 314,56

179,65 171,47 316,53

180,96 171,69 299,21

Prumér 177,49 169,64 310,08
RSD [%0] 3,67 3,95 4,62

Tabulka P8: Mnozstvi aminokyselin, pramér a jejich RSD ziskané opakovanym

méfenim péti derivata vzorku v jiny den za stejnych podminek.

Aminokyselina Valin Isoleucin Leucin

Obsah [mg/g] 153,29 140,79 267,20

155,55 149,54 314,17

157,76 149,27 313,37

144,57 135,13 288,26

146,24 135,55 297,96

145,52 135,29 265,33

142,72 136,82 288,51

146,40 142,57 303,85

145,28 140,61 301,76

168,71 164,84 329,53

168,91 161,49 338,15

163,61 162,49 340,22

145,62 135,43 305,09

144,10 137,66 301,35

141,79 138,89 271,99

Primér 151,34 144,42 301,78
RSD [%0] 6,01 7,1 7,49
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