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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva vyvojem a optimalizaci metody plynové a kapalinové
chromatografie pro stanoveni vybranych aminokyselin v matefském mléce. Derivaty
aminokyselin derivatizovanych ethylchlorformiatem byly stanoveny metodou plynové
chromatografe s hmotnostni detekci. Derivaty aminokyselin derivatizovanych naftalen-2,3-
dikarboxaldehydem byly stanoveny metodou kapalinové chromatografie s fluorescencni
detekci.
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TITLE

Possibilities of determination of selected amino acids in breast milk by gas and liquid

chromatography methods

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the development and optimization of gas and liquid
chromatography for the determination of selected amino acids in breast milk. Amino acids
derivatives derivatized with ethyl chloroformate were determined by gas chromatography with
mass detection. Amino acid derivatives derivatized with naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde

were determined by liquid chromatography with fluorescence detection.
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SEZNAM ZKRATEK

AMK  aminokyseliny

CE kapilarni elektroforéza, z angl. capillary electrophoresis

DMS  sucha kapka matefského mléka, z angl. dried milk spot

ECD  detektor elektronového zachytu, z angl. electron capture detector
ECF  ethylchlorformiat

EtOH ethanol

FID plamenové ioniza¢ni detektor, z angl. flame ionization detector
FLD  fluorescenéni detektor, z angl. fluorescence detector

GC plynova chromatografie, z angl. gas chromatography

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie, z angl. high-performance liquid
chromatography

IS vnitini standard, z angl. internal standard

LC kapalinova chromatografie, z angl. liquid chromatography
MCF  methylchlorformiat

MF mobilni faze

MM matei'ské mléko

MZ  mléénd Zlaza

NDA naftalen-2,3-dikarboxaldehyd

Nleu  norleucin

OPA  o-ftalaldehyd

PITC fenylisothiokyanat

SF stacionarni faze



UvVOD

Matetské mléko je nejvhodnéjsi potravou pro kojence. Obsahuje bilkoviny, tuky a
sacharidy v stravitelné formé, dale mineraly, stopové prvky a vitaminy, které jsou dulezité pro
spravny rast a vyvoj ditéte. Slozeni matefského mléka se 1i$i nejen v pribéhu laktace, ale také
béhem dne. Jednou z dulezitych slozek matefského mléka jsou aminokyseliny (AMK), na které
jsme se v této diplomové praci zaméfili.

AMK jsou slouceniny, které tvoii peptidy a proteiny. Jsou potiebné pro syntézu bilkovin
a dalSich dilezitych sloucenin, které obsahuji dusik. Maji fadu funkci v bunééném
metabolismu. Pro stanoveni AMK se nejcastéji pouziva vysokoucinna kapalinova
chromatografie s fluorescen¢ni detekci nebo i plynova chromatografie s hmotnostni detekci.

Tyto dvé metody stanoveni AMK Vv matefském mléce jsou v praci porovnany a detailnéji

popsany.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Materské mléko

Lidské matetské mléko (MM) je jedinou potravinou, kterd dokaze béhem prvnich Sesti
meésicil zivota ditéte splnit vSechny nutrini a fyziologické pozadavky. Kojeni je nejlepsim a
doporu¢enym zptisobem vyzivy novorozenych déti. Veskeré slozky MM jsou nezbytné pro
spravny rist a vyvoj ditéte [1]. MM je optimalni vyZiva pro kojence. Jedna se o komplexni
sm¢s zZivin s proménlivym slozenim. Mléko se méni s dobou laktace. Snizuje se obsah bilkovin
a zvySuje obsah tuku. Mezi dalsi faktory ovliviiujici laktaci patii délka t€hotenstvi, nemoci

matky jako je diabetes mellitus, podvyziva, genotyp a matetska strava [2].

1.1.1 Tvorba materského mléka

V obdobi puberty dochdzi ke stimulaci rastu epitelidlni sité a tukové tkéné. K témto
zméndm dochdzi v pribéhu ovula¢nich cykll a jsou regulovany hormony, jako jsou estrogeny,
progesteron, prolaktin, luteiniza¢ni hormon, hormon stimulujici folikuly a rtistovy hormon.
Béhem folikularni faze menstruacniho cyklu jsou laloky malé a maji malo alveol. Béhem
lutealni faze stimuluje progesteron lobulo-alveolarni vyvoj. V dospélosti pifevazuje pojivova a
tukova tkan, zatimco tkan epitelialni je fidka. Behem t€hotenstvi dochazi ke zménam v bunécné
1 funk¢ni organizaci mlécné zlazy. Dochazi k proliferaci alveolarnich bunék a redukei tukového
polstare [3].

Ejekéni reflex je neurohormonalni reflex, ktery je spoustén stimulaci bradavky. Aktivaci
nervové drahy dochazi k uvolnovani oxytocinu ze zadniho laloku hypofyzy. Oxytocin
zpusobuje kontrakci myeloepitelidlnich bun€k obklopujicich alveolus a vytlatovani mléka
smérem k bradavce. Nonapeptid oxytocin [1-({(4R,7S,10S,13S,16S,19R)-19-amino-7-(2-
amino-2-oxoethyl)-10-(3-amino-3-oxopropyl)-16-(4-hydroxybenzyl)-13-[(1S)-1-
methylpropyl]-6,9,12,15,18-pentaoxo-1,2-dithia-5,8,11,14,17-pentaazacykloeikosan-4-
yl}karbonyl)-L-prolyl-L-leucylglycinamide], ktery kromé toho, ze zpusobuje ejekci mléka,
ovliviiuje funkci reprodukéniho systému a srdce, také moduluje socialni, reprodukéni a
agresivni chovani. Na tvorbu a regulaci mnozstvi mléka ma vliv i hormon prolaktin. Tvofi se
koncem téhotenstvi v pfednim laloku hypofyzy a ptisobi na tvorbu nezralého MM, tzv. kolostra.

Podnétem pro vylu¢ovani tohoto hormonu je séni ditétem, zv1asté v prvni ptlhodin€ po porodu

[4].
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1.1.2 Anatomie mlécné Zlazy

Mléena zldza (MZ) je zdrojem potravy. Vyviji se z ektodermalnich zahuiténi zvanych
mlécna linie, kterd se rozprostira po obou strandch téla, od krku po tfiselnou oblast vyvijejiciho
se plodu. Prsni Zl4za je lokalizovana na predni sténé hrudniku. Epitel MZ pochézi z mlé&ného
pupenu, ktery tvoii primitivni bradavku, a zasahuje do tukové podlozky MZ jako fada vétvicich
kanalkt. Rychlost riistu pied pubertou je relativné pomala a pak se zrychluje. MZ roste z vétvi
koncovych pupent, které obsahuji nediferencované progenitorové nebo kmenové buiky.
Terminalni vétve tak vytvafeji funkéni laloky MZ [5].

Zlaza je rozdélena na 15-25 oddilti navzajem oddélenych piepazkami. Kazdy oddil je
tvoten stovkami lalicki, ve kterych se tvoti mléko. Z nich vychéazeji vyvodné kanalky, které

se smérem k bradavce spojuji ve vétsi (obrazek 1). Usek vyvodi pod dvorcem prsu je rozsiten

a zde se mléko shromazd'uje [6].

Hrudni sténa
e i
Lymfoidnf uzliny o 2
o @ ;

\»_\9 s <
o g Zebra » Tukové tkéii
o>%5

J \

e s Svaly <4t MIééné Zléza

\\‘ N \? \

Vyvod mlécné
; Zlazy

N // Prsni
Py \/ dvorec
2t e } Bradavka

- 1

G5 Flazowy
lalicek

Obrazek 1 Anatomie mlécné zlazy. Upraveno dle [7].
Rist a morfologie parenchymu prst je regulovana fadou systémovych a lokéalnich faktord,

tukové a pojivové tkané pusobenim hormont. Tkanémi prsa je syntetizovana fada ristovych

regula¢nich molekul [6].
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1.1.3 SloZeni materského mléka

Lidské mléko je komplexni tekutina, ktera obsahuje velké mnozstvi latek produkovanych
matefskym organismem (endogenni metabolity) a latek vpravenych do téla matky pozitim jidla,
piti a 1kt nebo inhalaci chemikalii ¢i dermalni expozici (exogenni metabolity) [1].

MM obsahuje bilkoviny, tuky a sacharidy v stravitelné form¢, mineraly, stopové prvky a
vitaminy, které jsou dulezité pro rist a vyvoj ditéte. Dale obsahuje rizné faktory spojené
S vrozenym imunitnim systémem, ktery usnadiiuje ptechod novorozence z relativné sterilniho
prostiedi matefské délohy do prostiedi obsahujiciho mnozstvi mikrobti a patogeni. MM také
poskytuje novorozenci ristové faktory a hormony [4].

Vétsina proteintl je syntetizovéana v laktocytech na hrubém endoplazmatickém retikulu a
je prenasena do Golgiho aparatu, kde je zabalena do sekre¢nich vezikul a exocyt6zou
vylu¢ovana do alveolarniho lumen. Proteiny a peptidy, jako jsou albumin, sekre¢ni
imunoglobuliny IgA, IgG a inzulin, jsou vychytavany z krve endocytézou v bazolateralni
membrané¢ a transportovany pres cytosol do membrany laktocytu. Bud’ se uvoliuji pfimo do
alveolarniho lumen, nebo se secernuji S mléénymi proteiny. V mléce jsou dvé hlavni skupiny
proteint, kaseiny a syrovatkové bilkoviny. Kaseiny jsou definovany jako proteiny, které mohou
byt vysrazeny z mléka pii pH 4,6, zatimco syrovatkové proteiny zustavaji v roztoku. k-Kasein
je strukturné piibuzny y-fibrinogenu a jeho nepfitomnost ma za nésledek selhani laktace
v disledku blokovani alveolarniho lumen a mléénych kandalkli proteinovymi agregaty.
Kaseinové micely vytvareji porézni struktury, které se agreguji pii dehydrataci [4].

Mezi syrovatkové proteiny patii a-laktalbumin, ktery je hlavni mlécnou bilkovinou
v MM, dale kyselé bilkoviny syrovatky, sérovy albumin, peptid inzulin a mnoho enzymu a
hormonti. Dominantnim sacharidem v MM je laktéza. Zahajeni laktace je spojeno s nartstem
syntézy laktdzy, ktery ma za nasledek zvyseni jeji koncentrace a soucasné zvySeni objemu
mléka. Laktoza je také dominantnim dietnim sacharidem v mléce. Oligosacharidy obsahuji dvé
az deset monosacharidovych jednotek, které se kombinuji za vzniku mnoha riznych molekul.
Oligosacharidy nejsou snadno Stépeny, proto je lze kvalifikovat jako rozpustnou vlakninu.
Témet veskery tuk v MM je pfitomen ve formé triacylglycerold. Kyselina palmitova ve formé
monoacylglycerolu se absorbuje z tenkého stfeva u¢innéji, nez kdyby byla volna [4].

MM mizeme rozdé€lit do tii vyvojovych etap. Prvni je kolostrum, nasleduje pfechodné

mléko, které se pfeménuje ve zralé¢ mléko. Zralé mléko je produkovano az do odstaveni kojence

[8].
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1.1.3.1 Kolostrum

Prvotni mléko neboli kolostrum je tvofeno v mlécné zldze bezprostiedné po narozeni.
Produkce kolostra trva 2-4 dny od zacatku laktace. Toto mléko je bohaté na bilkoviny a je také
zdrojem tuki, cukr@, vitaminu a minerali. Je zdrojem pasivni imunity, ktera se pfenasi z matky
na dité. Obsahuje sekrecni IgA, ktery chrani gastrointestinalni trakt novorozence pied riznymi
infekcemi [9]. Tvofi se pouze v malém mnozstvi, odpovidajici velikosti zaludku ditéte.
Kolostrum ma zlutou barvu a je husté. Ma vysoky obsah bilkovin a nizky obsah tukt a cukrd.
V porovnani se zralym mlékem obsahuje kolostrum az tiikrat vice bilkovin [10]. Slozeni
kolostra je ovlivnéno stravou, délkou téhotenstvi, stadiem laktace 1 nékterymi chorobami. Je
prokazano, ze slozeni kolostra odrazi dlouhodobé stravovaci navyky zeny. Z nasycenych
mastnych kyselin je v kolostru nejvice zastoupena kyselin palmitova, stearovd a myristova.
V kolostru se nachdzi 1 nejvysSi obsah polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem. Patii mezi né kyselina dokosahexaenova, dokosapentaenova, eikosapentaenova a
arachidonova. Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem maji vliv na rist a funkci
bun¢k, regulaci kardiovaskuldrniho a imunitniho syst¢ému a mnoha dalSich fyziologickych

funkei. Jejich mnozstvi ve zralém mléku je téméft polovicni [11].

1.1.3.2 Prechodné mléko

Od 5. do 14. dne se tvoii pfechodné mléko. M4 nazloutlou barvu. Obsahuje vice tukd,
kalorii i laktdzy a stava se tak idealni potravou pro rychle rostouciho novorozence. Mnozstvi

piechodného mléka postupné stoupd, stoupa i obsah mastnych kyselin se sttednim fetézcem

(C6-C12) [12].

1.1.3.3 Zralé mléko

Zralé mléko se zacina produkovat ¢tyfi tydny po porodu. Toto mléko je bohaté na dobie
stravitelné¢ bilkoviny, cukry, vitaminy, minerdly a mnoho bioaktivnich slozek (hormony,
enzymy, ristové faktory a zivé bunky). Slozeni zralého mléka se neustdle méni. Zralé mléko
obsahuje 3-5 % tuku, 0,8-0,9 % bilkovin a 6,9-7,2 % laktozy. Hlavnimi bilkovinami, které
zralé mléko obsahuje, jsou kasein, alfa-laktalbumin, laktoferin, imunoglobulin A, lysozym a
sérovy albumin. Oproti kolostru obsahuje zralé mléko az dvojndsobek tuku. Mlécny tuk
obsahuje pfevazné kyselinu palmitovou a olejovou. Slozeni mastnych kyselin v mlééném tuku
se lisi se sloZzenim stravy a mastnych kyselin v ni pfijimanych. Hlavni mineralni slozky
matefského mléka jsou Na, K, Ca, Mg, P a Cl. V matefském mléce se také nachazeji AMK,

nejvice kyselina glutamova a taurin, a vSechny vitaminy, krom¢ vitaminu K [13]. Kvalita a
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mnozstvi bilkovin jsou kli¢ovymi aspekty nutriéni hodnoty kojencti. Obsah AMK v matetfském
mléku je tvoren celkovymi AMK a volnymi AMK. Volné AMK se z traviciho traktu vstiebavaji
do krevniho ob¢hu diive nez AMK vzniklé hydrolyzou proteini. Jsou tak snadnégji
absorbovany. Hraji dilezitou ulohu Vv ¢asném postnatdlnim vyvoji. Jejich uplny biologicky
vyznam v$ak neni dosud pIn¢ definovan. Studie Zhanga a kol. poukazala na to, Ze celkovy dusik
a volné¢ AMK v lidském mléku prudce klesaji v prvnich dvou mésicich, v dalSich mésicich je
jejich pokles mirny. Hladiny vétSiny volnych AMK se s progresi laktace postupné zvySuji.
Nejvice se zvysuje hladina glutamatu, az 20x, a taurinu [14].

1.2 Sucha kapka materského mléka

Prvni technologie vyuzivajici suchy vzorek kanalyze je sucha kapka krve. Tato
technologie je jednoducha z hlediska odbéru vzorku, jeho skladovani i pfepravy. Sucha kapka
krve se piivodné pouZivala pro stanoveni hladiny glukézy v krvi. Od roku 1963 se zacala
pouzivat 1 pro novorozenecky screening vrozenych onemocnéni a pti genetickych testech. Déle
se tato metoda vyuziva pii monitorovani hladin 1éki a dopingu u sportovct. Vzhledem
k mozZnosti stanoveni Siroké skaly hormonti a souvisejicich biomarkerd, je tato metoda zajimava
i pro psychoneuroendokrinologii. V soucasné dob¢ se touto technologii zpracovavaji ruzné
vzorky, jako jsou sliny, moc, krevni sérum, plazma i matei'ské mléko [15-17].

Metoda suché kapky mléka (DMS) byla poprvé popsana roku 1982. V dalsich letech byla
metoda DMS rozsifena a vyuzivala se pro diagnostiku riznych infekci. Nyni se také pouziva
pro sbér vzorki v terénu a stanoveni konkrétnich biomarkert v MM. U techniky DMS je
potieba pouze malé mnozstvi vzorku. Skladovéani vzorku ve formé suché kapky miize také
zvysit stabilitu stanovovanych latek. Staci pouze jedna kapka MM, ktera se nakape na filtra¢ni
papir, ktery miize byt oSetien uréitym stabilizatorem. DMS slouZi i pro ruzné studie stanovujici

hladiny 1éka, které mohou byt uzivany béhem laktace [18, 19].
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1.3  Aminokyseliny

AMK jsou slouCeniny, které tvoii peptidy a proteiny. Kazda AMK je tvofena
aminoskupinou, karboxylovou skupinou, atomem vodiku a postrannim fetézcem R, ktery je
ptipojen K a-uhliku. Vyjimkou je prolin, ktery ma cyklickou strukturu a obsahuje sekundéarni
aminoskupinu. AMK jsou klasifikovany podle chemickych vlastnosti postranniho fetézce R.
Podle rozpustnosti mizeme AMK rozdélit do ¢tyf skupin — nepolarni, kyselé, bazické a

neutralni AMK (tabulky 1-4). R fetézce se lisi velikosti, tvarem a dal§imi vlastnostmi [20].

Tabulka 1 Prehled nepoldrnich proteinogennich aminokyselin. Upraveno dle [20].

Hydrofobni, nepolarni aminokyseliny

OH
Glycin Gly H,N /wr neesencialni
O
CHj
Alanin Ala OH neesencialni
H,N
O
H,C CHj;
Valin Val esencialni
OH
HoN
(@]
Leucin Leu ﬁ;CHS esencialni
OH
H,N
o
CHs
«CH3
Isoleucin lle esencialni
OH

(0]
Fenylalanin Phe esencialni
OH
HyN
o]
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Hydrofobni, nepolarni aminokyseliny

Methionin Met esencialni

HyN
neesencialni
N

=
Tryptofan Trp l\ I esencialni
OH
H N
o]
S/CH3
OH
o]
Prolin Pro QTOH
O

Tabulka 2 Prehled kyselych proteinogennich aminokyselin. Upraveno dle [20].

Kyselé aminokyseliny

OH
Kyselina asparagova Asp © neesencialni
OH
HoN
0
HO o}
-
Kyselina glutamova Glu neesencialni
OH
HyoN
®]
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Tabulka 3 Prehled bazickych proteinogennich aminokyselin. Upraveno dle [20].

Bazické aminokyseliny

NH,
Lysin Lys esencialni
OH
H,N
o]
NH
- | L -
Histidin His N semiesencialni
OH
H,N
o]
HoN NH
T
Arginin Arg semiesencialni
OH
H,N
o]
Tabulka 4 Prehled polarnich proteinogennich aminokyselin. Upraveno dle [20].
Polarni aminokyseliny
OH
Serin Ser neesencialni
OH
H,;N
@]
H4C OH
Threonin Thr OH esencialni
HoN
O
SH
Cystein Cys OH neesencialni
H5N
@]
OH
Tyrosin Tyr neesencialni
OH
HoN
o




Polarni aminokyseliny

NH»
Asparagin Asn © neesencialni
OH
H,N
el
H,N_ O
Glutamin GIn neesencialni
OH
HaN
(o]

AMK jsou potiebné pro syntézu bilkovin a dalSich dulezitych sloucenin obsahujicich
dusik. Osm AMK (isoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan a valin)
si lidé nedokazou syntetizovat a do téla musi byt dodavany ve stravé. Tyto AMK se nazyvaji
esencialni AMK. Zbylé AMK jsou v téle syntetizovany riznymi biochemickymi cestami [20,
21].

AMK maji fadu funkci v bunééném metabolismu. Jsou strukturalnimi jednotkami
proteini a substraty biologicky vyznamnych latek. Nékteré¢ AMK, jako je kyselina asparagova,
glutamova, y-aminomaselna a taurin, plisobi jako neurotransmitery. Reguluji synapticky ptenos
a pamét. AMK s rozvétvenym fetézcem, mezi které patii leucin, isoleucin a valin, se ucastni
modulace syntézy proteinti a inhibuji katabolismus proteint. Fenylalanin a tyrosin se podileji
na biosyntéze aminu a katecholamint [22].

Byly popsany stovky AMK, 20 z nich jsou proteinogenni. S vyjimkou glycinu obsahuji
AMK alespon jeden asymetricky uhlik. V diisledku toho jsou AMK chiralni a mohou existovat
V jedné ze dvou enantiomernich forem L- nebo D-aminokyselin. Pfirodni proteiny jsou tvoieny

prevazné L-aminokyselinami [23].
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Aminokyseliny s nepolarnim retézcem

Glycin

Glycin je jednoducha neesencialni AMK s atomem vodiku jako R skupinou. Je to jedina
a-aminokyselina, kterd neni opticky aktivni. Jedna se o malou molekulu, ktera se vyuziva pro
biosyntézu mnoha neproteinovych sloucenin, jako jsou porfyriny a puriny. Spolu s taurinem je
konjugovan se zlu¢ovymi kyselinami, které jsou dilezité pii absorpci lipidd. Glycin je také
neurotransmiter, ktery ma inhibi¢ni G¢inky v mise a excita¢ni v mozkové kute [20].

Alanin

Alanin je maléd neesencialni AMK. Je tvofen v téle pfeménou pyruvatu nebo rozpadem
DNA, karnosinu a anserinu. Je dilezitym zdrojem energie pro svaly a centralni nervovy systém.
Alanin je také regulatorem metabolismu glukdzy, tryptofanu a pyridoxinu. Spolu s taurinem ¢i
glycinem je inhibi¢nim neurotransmiterem v mozku [24].

Valin, leucin, isoleucin

Valin, leucin aisoleucin jsou alifatické AMK s rozvétvenym fetézcem. Obsahuji objemné
nepolarni postranni fetézce a ucastni se hydrofobnich interakci. VSechny ti1 jsou esencialni
AMK. Poruchav jejich katabolismu vede ke vzniku leucindzy neboli nemoci javorového sirupu
[20].

Fenylalanin a tryptofan

Fenylalanin je esencialni aromatickou AMK. Bicyklicky dusikaty aromaticky kruhovy
systém (indolovy kruh) je pfipojen k B-uhliku alaninu za vzniku tryptofanu. Tato AMK je
prekurzorem serotoninu, nikotinamidu a mnoha dalSich pfirozené¢ se vyskytujicich 1é¢ivych
latek odvozenych z rostlin. Tryptofan je esencialni AMK. Indolova skupina absorbuje UV
zateni pii 280 nm. Tato vlastnost je uziteCna pro spektrofotometrické méfeni koncentrace
proteinu [20].

Methionin a prolin

Postranni fetézec methioninu obsahuje methylovou skupinu navizanou na siru. Tato
esencialni AMK slouzi jako donor methylové skupiny v mnoha transmethylacnich reakcich.
Prolin obsahuje misto primarni aminové skupiny sekundarni aminovou skupinu, ktera se
nazyva imin. K hydroxylaci vyZaduje kofaktor kyselinu askorbovou (vitamin C). Nedostatek

vitaminu C zpUsobuje torbu defektniho kolagenu a kurdgje [20].
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Kyselé aminokyseliny

Kyselina asparagova a kyselina glutamova

Kyselina asparagova a kyselina glutamova jsou dikarboxylové kyseliny. Kyselina
asparagova je dulezitd pro de novo syntézu purinovych a pyrimidinovych nukleotidd.
Aniontové skupiny aspartatu a glutamatu se vyskytuji na povrchu proteinti ve vodném prostiedi.

Glutamat je primarni excita¢ni neurotransmiter v mozku [20].

Bazické aminokyseliny

Lysin a arginin

Lysin je esencialni AMK. Je dulezity pro tvorbu pfi¢nych mustki v kolagenu. Postranni
fetézec lysinu se ucastni zesiténi pii tvorbé fibrinu, coz je proces nezbytny pro srazeni krve.
Arginin se vyuZziva pti syntéze kreatinu a je soucasti ureosyntetického cyklu, pti kterém se tvori
mocovina. Déle je zdrojem oxidu dusnatého, ktery ovliviiuje fadu biologickych aktivit, jako je
vasodilatace a neurotransmise [20].

Histidin

Diky histidinu maji bilkoviny schopnost udrzovat stalé pH, funguji jako pufr. Postranni
fetézec histidinu je schopen vazat a odStépovat proton v oblasti fyziologického pH.
Dekarboxylaci histidinu vznika histamin, ktery ma dtilezitou funkci pfi alergickych reakcich,

pii kterych se uvoliiuje ve vysokych koncentracich [20].

Aminokyseliny s polarnim ietézcem

Serin a threonin

Serin a threonin obsahuji hydroxyskupinu (-OH), na kterou se vaze nejcastéji fosfat pii
fosforylaci proteinti. Serin je soucasti fosfolipidi a miize byt syntetizovan z meziprodukti
glykolyzy. Threonin je esencialni AMK [20].

Cystein a tyrosin

Cystein obsahuje v postrannim fetézci thioskupinu (-SH), ktera je nezbytna pro funkci
mnoha enzymu a strukturalnich proteinti. Cystein je soucasti glutathionu, ktery je v redukované
form¢ dulezitym intracelularnim antioxidantem. Tyrosin je aromaticka AMK. Hromadi se
v tkanich a krvi pii tyrosinémii I. a II. typu, které jsou zpusobeny dédi¢nymi poruchami
katabolismu této AMK. Tyrosin je biosyntetickym prekursorem tyroxinu, katecholamini a

melaninu [20].

23



Asparagin a glutamin

Asparagin a glutamin jsou neutralni AMK, které obsahuji amidovou skupinu (-CO-NH>).
Patii k donorim aminoskupiny pfi mnoha biochemickych syntézach. Asparagin se hydrolyzuje
za katalyzy enzymem asparagindzou na kyselinu asparagovou a amoniak. Glutamin je
nejhojnéjsi AMK v téle a je metabolizovan ve tkanich jater a stiev. Glutamin je donorem dusiku
pfi syntéze purind a pyrimidint, které jsou vyuzivany pro syntézu nukleovych kyselin. Je
syntetizovan v astrocytech, které jsou podptrnymi buitkami pro neurony. Asparagin a glutamin
jsou také zdrojem neurotransmiteru, Kyseliny y-aminomaselné. Glutamin muize byt klasifikovan
jako esencidlni AMK bé&hem tézkého traumatu nebo nemoci, protoze pozitivné ovliviiuje

imunitni funkce u pacientl zotavujicich se z chirurgickych zakroku [20].

1.4  Metody pro stanoveni aminokyselin v biologickych vzorcich

Stanoveni AMK v biologickych vzorcich je narocné pro pritomnost mnoha dalSich
slozek, jako jsou mastné kyseliny, kyselina mlé¢né atd. Méteni koncentraci AMK v lidskych
biologickych vzorcich je dilezité pro diagnostiku a vyzkum mechanismu nemoci. Pro stanoveni
AMK se bézn¢ pouzivaji rtzné separacni metody, jako je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), plynova chromatografie (GC) a kapilarni elektroforéza (CE).
V posledni dobé¢ se rozviji mikrofluidni zatizeni, které snizuje spotiebu vzorku. Jedna se o

miniaturizovany format pro CE na ¢ipu. Ma vyssi separa¢ni Gi¢innost a propustnost vzorku [22].
1.4.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) byla zavedena v roce 1941. Pracuje na principu separace
latek mezi mobilni fazi (MF) a stacionarni fazi (SF). SF je nejCastéji pevna latka, ktera je
schopna drzet ¢astice kapaliny na svém vnéjSim povrchu. MF je Cerpana ze zasobni lahve a
prochazi davkovacim zatizenim, kde se smichd se vzorkem. Poté prochazi kolonou, kde je
vzorek rozdélen na jednotlivé slozky. Kazda slouc¢enina eluuje z kolony v pofadi zavislém na
sile jeji interakce se SF a MF. Tyto interakce mohou byt zaloZzeny na velikosti molekuly
(vyluCovaci chromatografie), ndboji (iontové-vyménna chromatografie), hydrofobicité
(hydrofobni interakéni chromatografie) nebo specifickych vazebnych interakcich (afinitni
chromatografie). Jednotlivé slozky jsou po uvolnéni z kolony neseny MF do detektoru. Zptsob
detekce se lisi podle detekovaného analytu. Casto se pouziva UV/Vis detektor, ktery je pfipojen

za kolonou pro nepfietrzité sledovani eluovanych latek z kolony. Monitoruji se koncentrace
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sloucenin eluovanych z kolony v pribéhu Casu, ¢imz se ziska chromatogram. Zjednodusené

schéma LC je znazornéné na obrazku 2 [25-28].

il il Hmotnostni
A\ spektrometr

i ; Kolona
Vet tkowacs (Staciondrni fize) Dlesekins
zanzeni

Obrazek 2 Schéma kapalinového chromatografu. Upraveno dle [29].

LC je pouzivana pro separaci komplexnich smési za tcelem stanoveni pifitomnosti a
mnozstvi analytu v rtiznych fyziologickych materidlech, vzorcich z zivotniho prostiedi ¢i
potravinarskych vyrobcich. Tato metoda hraje dilezitou tlohu v analytické chemii, biochemii,
medicing i ekologii [26].

Pti LC analyze AMK se ptevazné pouzivaji kolony z monolitického oxidu kiemicitého
nebo kolony plnéné ¢asticemi pod 2 um. Doba analyzy se vyrazné zkratila. Pro analyzu AMK

byla také vyvinuta metoda LC ve formé¢ ¢ipu [22].

Chromatografie s obracenymi fazemi

Chromatografie s obracenymi fazemi je bézné pouzivanou technikou pti analyze AMK.
Toto stanoveni je zalozené na piedkolonové derivatizaci AMK. Nevyhodou této metody je
slozité zpracovani vzorku pied analyzou a omezena stabilita vzniklych derivati. Vyhodou vsak
zUstava, Ze se jedna o metodu, kterd je ptistupna vétSin€ labratofi, protoze nevyzaduje zadné
specialni nastroje. Automatizace metody se snazi eliminovat nevyhody. Derivatizace se provadi
tésné pred injekci vzorku a omezuje se i ruéni manipulace se vzorky [30]. Pouziva nepolarni
SF a polarni MF. Nepolarni SF mulZe byt pfipravena potaZzenim silanizovaného silikagelu
nepolarni kapalinou. Nejpolarnégjsi slouceniny v roztoku vzorku budou eluovany jako prvni.

K eluci slozek z kolony s obracenymi fazemi se pouzivaji smési vody nebo vodnych pufri a
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organickych rozpoustédel. Tato chromatografie je dnes nejrozsitenéjsim typem LC. Pouziva se
prevazné pii provadéni HPLC, kde se jako SF pouzivd vazand kapalnd faze. Méné polarni

kapalina je chemicky vazana na polarni silikagel v kolon¢ [27, 28].

Chromatografie s normalnimi fazemi

V chromatografii s normalnimi fazemi je SF polarni a MF nepolarni. SF je obvykle oxid
ktemicity nebo organické latky s kyanoskupinami nebo aminoskupinami. MF je hexan nebo
heptan smichany s mirn¢ polarnéjsim rozpoustédlem, jako je isopropanol, ethylacetat nebo
chloroform. Nejprve eluuji nejméné polarni slouceniny a jako posledni eluuji nejvice polarni
slouceniny. Tento typ chromatografie se pouziva pro separaci sloucenin citlivych na vodu, Cis-
trans isomert a chiralnich sloucenin [27, 28].

Kapalinova chromatografie s hydrofilni interakci (HILIC) je relativné novy typ LC
snormalni fazi. Separace je zalozena na polarit¢ analyti. Nejprve jsou eluovany AMK
S nepolarnim postrannim fetézcem, a nakonec polarni AMK, které maji vétsi retenci. HILIC je

vhodna pro ptimou a rychlou analyzu AMK. [31]

Iontové vyménna chromatografie

SF u iontové vymeénné chromatografie obsahuje iontové skupiny (napft. sulfonické) a MF
je vodny pufr. Tento typ chromatografie lze dale rozdélit na kationtoméniCovou a
aniontoménic¢ovou chromatografii. Iontové vyménna chromatografie se nejcastéji pouziva
Kk separaci anorganickych a organickych anionti a kationti ve vodném roztoku [27, 28]. Moore
a Stein [32] poprvé analyzovali AMK metodou iontové vyménné chromatografie s post-

kolonouvou derivatizaci a jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili ninhydrin.

1.4.1.1 Derivatizace v kapalinové chromatografii

V moderni chemické analyze je poptavka po co nejcitlivéjsich, nejpfesngjsich a
nejjednodussich metodach, které vyzaduji co nejmensi zasah Elovéka. Jednim z moznych
postupt, jak zvysit citlivost a pfesnost analytické metody, je pouziti specifickych chemickych
reakci K pfevedeni stanovovanych latek na derivaty, které 1ze snadngji separovat a detekovat
[33]. Derivatizace muze probihat pted kolonou (ptedkolonova) nebo za kolonou (post-
kolonova). Pfedkolonova derivatizace probihéd pied vstupem analytli na kolonu. Derivatizace
pfed kolonou ovliviiuje separaci slouCenin. Pro takovou derivatizaci musi byt vybrana
kvantitativni reakce bez vedlejsich produkti. Reakéni podminky Ize optimalizovat bez

Casovych omezeni. Post-kolonova derivatizace se provadi mezi kolonou a detektorem.
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Ovliviiuje detekei, zvySuje citlivost a selektivitu. Tato technika se pouziva pfevazné pro
slou¢eniny s nizkou nebo zadnou odezvou na pozadované detekéni vlastnosti. Reakce nemusi
byt kvantitativni. Reakéni ¢as je obvykle omezen konstrukei reaktoru a mél by byt dostate¢né
rychly, aby nebylo zhorSeno rozliSeni diftzi. [34].

Derivatizace se pouziva ke zvySeni citlivosti metody LC, zejména v kombinaci s laserem
indukovanou fluorescenci (LIF), kterd poskytuje dobré detekéni limity pro stanoveni derivati.
Nejpouzivangj$im derivatizacnim ¢inidlem pouzivanym pro piedkolonovou derivatizaci AMK
je fenylisothiokyanat (PITC), lze pouzit i naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA), dabsyl a
dansylchlorid. Pro derivatizaci AMK v koloné a pro post-kolonovou derivatizaci se pouziva

nejéastéji o-ftalaldehyd (OPA) [35, 36].

o-Ftalaldehyd

Jednim z nejlépe charakterizovanych derivatizacnich ¢inidel pro derivatizaci AMK je
OPA. PouZiva se pro post-kolonovou derivatizaci AMK, protoZe vzniklé isoindolové derivaty
jsou nestabilni (obrazek 3). OPA je jedno z nejrozsifengjsich derivatiza¢nich ¢inidel pro
primarni aminy z ditvodu jeho nizkych nakladd, rychlé reakce a vysoce fluorescen¢nich adukti.
Nevyhodou tohoto typu derivatizace je jak nestabilita vzniklych derivatt, tak i nestabilita
samotného OPA deivatiza¢niho Cinidla. Sekunddrni AMK s timto derivatizaénim cinidlem

nereaguji [37, 38].

H R,SH — T
+R_NH2 > —
H
2 Primarni
Derivat
OPA i erva

Obrazek 3 Schéma reakce o-ftalaldehydu s primdarnim aminem. Upraveno dle [39].

Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd

Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA) reaguje s AMK podobné jako OPA, vzniklé derivaty
jsou vsak daleko stabilnéjsi a vykazuji vyssi fluorescenci oproti OPA derivatim. Excitacni a
emisni maxima derivati jsou 440 nm a 490 nm. Nevyhodou je, Ze slouceniny derivatizované

na vice nez jednom misté vykazuji zhaseni, coz vylucuje pouziti fluorescenéni detekce [36].
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Fenylisothiokyanat

Fenylisothiokyanat (PITC) se pouziva pii piedkolonové derivatizaci primarnich i
sekundarnich amint. Reakce PITC s AMK (obrazek 4) trva asi 10-20 minut, poté je nutné
nadbytek derivatizacniho C¢inidla odstranit ze smési. Derivaty absorbuji v UV oblasti.
Nevyhodou tohoto typu derivatizace je slozitd pfiprava vzorku a interference stopového

mnozstvi soli a dalsich slou¢enin s derivatizaénim krokem [37, 40, 41].

S
S
/ . o NH ‘< R
RN v
H,N OH HO
PITC mlmlok}rse]ﬁm Dervat

Obrazek 3 Schéma reakce fenylisothiokyandtu s aminokyselinou. Upraveno dle [40].

Dabsyl a dansylchlorid

Dabsyl a dansylchlorid tvofi derivaty s primarnimi i sekundarnimi aminokyselinami, které
jsou fluorescencni (dansyl) nebo absorbuji zafeni v rozsahu vinovych délek viditelného svétla
(dabsyl). Obé& reakce jsou Casové narocné a vyzaduji vysoké teploty. Vzniklé derivaty jsou
relativné nestabilni a reakce neni piili§ selektivni [41].

Ninhydrin

Ninhydrin je ¢inidlo, které se pouziva pro post-kolonovou derivatizaci. Reaguje
S primarnimi 1 sekundarnimi aminy pii teploté 100-120 °C a pH 5. Toto derivatiza¢ni ¢inidlo se

pouziva pro stanoveni AMK metodou iontové vyménné chromatografie [37, 42].

1.4.1.2 Detektory pouzivané v kapalinové chromatografii

Detektory slouzi k detekci analytii, které vstupuji do detektoru. Dillezitymi vlastnostmi

detektort jsou citlivost, Sum, selektivita a linearita odezvy. [43].

Fluorescenc¢ni detektor

Fluorescencni detektory (FLD) jsou nejcitlivejsi HPLC detektory. PouZivaji se pro analyzy,

které vyzaduji vysokou citlivost a selektivitu, zejména pokud analyt absorbuje UV zafeni malo
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nebo viibec. Pro danou molekulu jsou jak excitacni, tak emisni vinové délky specifické, proto
mohou byt fluorescencni detektory velmi selektivni. Nejpokrocilejsi FLD maji tepelné
regulovanou celu, ktera zajistuje stabilni analyzu, i kdyZ okolni teplota kolisa. Detekce je
zalozena na fluorescenci neboli schopnosti latek absorbovat zatfeni nasledné jej emitovat o vyssi
vinové délce. Molekula je vystavena zafeni o definované vinové délce, jehoz zdrojem byva
xenonova lampa, a dojde k excitaci. Pfi navratu molekuly z excitovaného stavu na nizsi
energetickou hladinu dojde k fluorescenci. Fotonasobié, ktery je v detektoru umistén kolmo ke
zdroji svétla, detekuje fluorescenci dané molekuly [44, 45]. AMK s vyjimkou Trp, Tyr a Phe
nefluoreskuji, proto je nutné ptfed stanovenim provést derivatizaci napt. OPA derivatiza¢nim

¢inidlem nebo dansylchloridem. [22]

Hmotnostni detektory

Hmotnostni spektrometr je jediny detektor pouZivany v chromatografické analyze, ktery
je schopen identifikovat jakoukoli organickou slouceninu. Stal se tak vyhleddvanym
detektorem v analytickych technikach, jako je LC, CE a GC [46, 47]. Hmotnostni spektrometr
se sklada ze tii hlavnich ¢asti: iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor (obrazek 6).

Nejcastéji pouzivanymi hmotnostnimi detektory jsou s iontovou pasti a kvadrupdlem [47].

I . -
j‘___ _—zdroj elektroni

l _akcelerator

_— magnet

vakuova
pumpa

___ iontovy
kolektor

Obrazek 4 Schéma hmotnostniho spektrometru. Upraveno dle [48].

Jednotlivé latky jsou po vstupu do hmotnostniho spektra ionizovany a fragmentovany na
ionty. Tyto ionty jsou separovany podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a nasledné

detekovany. Separace probihd ve vysokém vakuu, proto musi byt MS nepietrzité pfipojen
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k vakuovému systému [46, 49]. Vyhodou pouziti tohoto detektoru je, Ze Casto neni nutna
derivatizace pted vlastni analyzou a ptiprava vzorku je tak jednodussi [22].

Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci (LC-MS) mtize byt aplikovano
na $irokou $kalu biologickych sloucenin. Zacala se pouzivat pro diagnostiku vrozenych vad
metabolismu v suché kapce krve novorozencu. Pro vétsi vyuziti LC v klinickych praxich a pro
Sirsi rozsah biologickych molekul, které 1ze analyzovat, je LC-MS pouzivanéjsi nez spojeni MS
s plynovou chromatografii. Vyhodou tohoto spojeni je vyssi citlivost metody, vyssi specifita a
schopnost analyzy slozitych smési. Pro zlepSeni citlivosti a specifity je vhodné provést
derivatizaci [22, 50].

Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) je technika vhodna pro analyzu
metabolitl. Pro kvantitativni méfeni je nezbytné pouzit derivatizacni ¢inidlo. NejpouZzivanéjsi
ionizacni technikou pro GC-MS je elektronova ionizace. CE-MS byla pouzita pro stanoveni
AMK v biologickych vzorcich bez pfedchozi derivatizace. Pro citlivou analyzu byla pouzita

ionizace elektrosprejem s analyzatorem trojitého kvadrupolu [22].

lontové zdroje

¢ FElektronova ionizace
Zahiivana civka z wolframového vlakna emituje elektrony, které vstupuji do komory
iontového zdroje na zaklad¢ rozdilu potenciali mezi vlaknem a komorou, ten se pohybuje
vétsSinou v rozmezi 50-70 V. Molekuly jsou ionizovany odstranénim elektronu, vznika
pozitivné¢ nabity ion, tzv. radikalovy kation. Prvni ionizacni energie vétSiny organickych
sloucenin je fadoveé 10 eV. Standardni rozdil potencialu pouzitého k urychleni elektront je
obvykle 70 eV, diky tomu lze u metody GC-MS porovnavat ziskana spektra s knihovnou
hmotnostnich spekter. Molekularni ionty generované V iontovém zdroji maji velkou vnitini
energii, proto dochazi k jejich fragmentaci. Vytvari se tak hmotnostni spektra. Fragmentace
pokracuje do té doby, dokud se neuvolni nadbytek vnitini energie [46, 51].
e lonizace elektrosprejem
lonizace elektrosprejem (ESI) je ioniza¢ni technika, ktera se pouziva pii méfeni
metabolitd v biologickych vzorcich. Vyuziva elektrickou energii k pfenosu iontt z roztoku do
plynné faze. Z kapilary, na kterou je vloZeno vysoké napéti, se uvoliiuje mlha vysoce nabitych
kapicek se stejnou polaritou jako kapildrni napé&ti. Pouziti rozprasovaciho plynu zvySuje pritok
vzorku. Nabité kapicky prochazeji tlakovym a potencidlovym gradientem do analyzatoru MS.
S pomoci zvysené teploty zdroje ESI se nabité kapicky neustdle zmensuji, coz vede k zvySeni

hustoty povrchového néboje a ke snizeni polomeéru kapicek. Sila elektrického pole uvniti nabité
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kapicky dosahne kritického bodu a ionty z povrchu kapicek jsou vytlaceny do plynné faze.

Tento typ ionizace se bézné pouziva pro metabolické profiloani AMK z krevnich skvrn [52].
Analyzatory hmotnostnich detektori

e Kvadrupélovy analyzator

Sklada se ze Ctyf kovovych ty¢i, které jsou usporadany kolem centralni osy (obrazek 7).
Na 2 protilehlé tyce je vlozeno vysokofrekvencni stiidavé napéti a na zbylé dvé tyce je vlozeno
stejnosmerné napéti. Tim se vytvari kolem ty¢i slozité elektrostatické pole, které odchyluje

ionty Vv zavislosti na jejich poméru m/z [46, 51].

=

Detektor

Kvadrupdlovy

Tontovy
zdroj analyzétor

Obrazek 5 Schéma kvadrupdlového analyzdtoru. Upraveno dle [46].

Vzorek se zavede do ioniza¢ni komory, kde dochazi k ionizaci a fragmentaci. lonty jsou
urychlovany smérem k hmotnostnimu analyzatoru. Jsou ovliviiovany elektrostatickym polem a
jejich pohyb kolem ty¢i 1ze ptirovnat ke dvéma superponovanym sinusovym vinam. Napéti na
ty¢ich mize byt zvoleno tak, aby do detektoru prosly pouze ionty o uré¢ité hodnoté m/z, které
budou mit stabilni trajektorii [46, 51]. Citlivost kvadrupdlového analyzatoru se da zvysit
rozs§ifenim rozsahu hodnot m/z, ¢imz se vSak snizi jeho rozliSeni. Tento analyzator je snadno
ovladatelny, skenuje dostate¢né rychle, vyZaduje pfiméfené vakuové podminky, nabizi

dostate¢né rozliseni a je cenové dostupny [46].
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e Jontova past

Iontové past pracuje na podobném principu jako kvadrupdlovy analyzator. Obsahuje dva
koncové kryty a prstencovou elektrodu, na kterou je vloZzeno vysokofrekvencni stfidavé napéti.
Koncové ¢asti jsou bud’ uzemnény, nebo je na né vlozeno stiidavé ¢i stejnosmérné napéti. Po
ionizaci jsou ionty udrzovany ve stfedu pasti a kmitaji na stabilni obézné draze. ZvysSenim
amplitudy vysokofrekvenéniho stfidavého napéti jsou ionty postupné vytlatovany ze svych
stabilnich drah do detektoru [46, 51].

Detektor

Detektor je posledni sou¢asti hmotnostniho spektrometru. Pouziva se pro monitorovani a
zaznamenavani pritomnosti oddélenych iontl pochazejicich z hmotnostniho analyzatoru.
V zavislosti na analytickych aplikacich a konstrukci pfistroje 1ze pouzit rizné detektory, jako
je elektronovy multiplikator, Faradaytv pohar, detekce negativnich iontd a dalsi. Signaly se

zaznamenavaji do grafu vynesenim poméru signalu k poméru m/z [53].

Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce dokaze detekovat elektrické proudy generované oxida¢nimi nebo
reduk¢nimi reakcemi ve stanovovanych slou¢eninach. Derivatizace je nékdy nutna pro zvyseni

citlivosti. Vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem je OPA [22].

1.4.2 Plynova chromatografie

GC je nejdéle zavedena instrumentalni chromatograficka technika. Dominovala od
pocatku 50. let 20. stoleni do poloviny 70. let, kdy ji zac¢ala konkurovat HPLC. Béhem téchto
dvaceti let bylo vynalozeno zna¢né usili k tomu, aby byly slouCeniny piistupnéjsi pro analyzu
polarni [54]. GC je bézny typ chromatografie, ktery se pouziva v analytické chemii pro separaci
a analyzu sloucenin, které mohou byt odpafeny bez rozkladu. Typické pouziti GC zahrnuje
testovani Cistoty konkrétni latky, separaci riznych slozek smési nebo identifikaci slou¢enin [46,
55]. GC zahrnuje separaci slozek smési na zakladé rozdili v rovnovazném rozdé€leni slozek
mezi dvé faze. Plynnd (mobilni) fdze se pohybuje v daném sméru, zatimco druhd faze je pevna

(stacionarni) [12].
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Obrazek 6 Schéma plynového chromatografu. Upraveno dle [56].

Chromatograf se sklada ztlakové lahve, kterd slouzi jako zdsobnik nosného plynu,
regulatoru prutoku MF, davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony, termostatu kolon,
detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni, které zpracovava signal z detektoru (obrazek 5). Vzorek
je davkovan do pristroje, kde se vypaii a vstoupi do proudu nosného plynu, ktery ho unasi na
kolonu. MF je inertni plyn, ktery sanalyty neinteraguje. Nejcastéji pouzivanym nosnym
plynem (MF) je helium, vodik a dusik. SF muze byt pevny adsorbent nebo kapalina navazana
na inertni nosi¢, ta je v soucasné dobé nejpouzivanéjsi a slouzi k separaci organickych
sloucenin [12, 46, 55, 57].

Pti GC analyez AMK jsou nezbytné derivatizacni procesy. Pro uspokojivou GC analyzu
musi byt derivatizovany vSechny reaktivni skupiny AMK, coz mize byt nevyhodu této metody.
Naopak vyhodou metod GC analyzy jsou nizké naklady, dostupnost nastroje GC, snadna
obsluha a stabilita vzniklych derivati. Kromé toho je relativné jednoduché propojeni GC
S hmotnostnim spektrometrem. To umoznuje identifikaci derivatt AMK a odliSuje je od

kontaminace ve vzorki [58].

1.4.2.1 Derivatizace v plynové chromatografii

AMK nejsou dostatecné tekavé ani tepelné stabilni latky, proto nemohou byt jako takové
analyzovany metodou GC, a proto musi byt pred vlastni analyzou pfevedeny na vhodné tékavé

a stabilni derivaty [59].
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Acylace

Acylace se pouziva pro snizeni polarity a zlepSeni separace AMK. Pouze derivatizace
acetylovymi skupinami nebo fluorovanymi acylovymi skupinami vede ke vzniku vhodnych
derivati AMK, které jsou dostatecné tékavé a tepelné stabilni, jiné acylové skupiny nejsou
vhodné. Naptiklad acylace trifluoroacetamidem (TFA) nebo anhydridem Kkyseliny
heptaflurobutyrové (HFBA) se provadi pti 100 °C nebo vysSich, nejcastéji v pfitomnosti
rozpoustédla, jako je dichlormethan [33, 54].

Silylace

Silylace je chemickd reakce, pfi niz dochazi k nahrazeni reaktivniho atomu vodiku za
silylovou skupinu, nejéastéji trimethylsilylem (TMS; obrazek 8). Ugelem silylace je sniit
polaritu analytu a zvysit jeho stabilitu. Reaktivita funkénich skupin se silylacnim €inidlem klesa
ve sméru alkoholy — fenoly — kyseliny — aminy — amidy. Nevyhodou silylace je nutnost
pracovat v bezvodém prostiedi. Stanovované latky museji byt tedy ze vzorku extrahovany a
extrak¢éni médium se musi odpatfit, az poté je mozné v bezvodém prostiedi proveést derivatizaci

[33, 54].

I
HyCo 13 i o
Silylac % 3 ; 3C—sj N
- oH Silylace /SI\NH O\Si/ Silylace i 0 CHs
ol 0 HiC Si 0
7\
HiC  CH,
Gly Gly2TMS Gly3TMS

Obrazek 7 Schéma silylace glycinu. Upraveno dle [60].

Chlorformiaty

V 90. letech 20. stoleti byly pro derivatizaci skupin s aktivnim vodikem pouzity
chlorformiaty. Tuto techniku zavedl profesor Husek. Chlorformiaty reaguji s karboxylovymi
kyselinami za vzniku anhydridi, které jsou vhodné pro GC analyzu [54]. Alkylchlorformiaty

se pouzivaji pro derivatizaci latek obsahujicich aminoskupinu nebo karboxylovou skupinu [61].
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Obrdazek 8 Schéma reakce chlorformidtu s aminokyselinou. Upraveno dle [61].

Methyl- a ethylchlorformiat (MCF a ECF) jsou vhodna derivatiza¢ni ¢inidla pro
derivatizaci AMK. Derivatizace je jednostupnova, probiha ve vodném prostiedi v pfitomnosti
pyridinu pii laboratorni teploté a za mirnych podminek prakticky okamzité, ¢imz je zabranéno
mozné racemizaci. Schéma reakce je zndzornéno na obrazku 9. Alkylova skupina
derivatiza¢niho ¢inidla a alkoholu nemusi byt stejnd, vysledkem je vznik rtznych estert.

K detekci téchto derivati AMK se pouziva FID ¢i MS [23, 54, 62].
1.4.2.2 Detektory pouzivané v plynové chromatografii

Plamenové ioniza¢ni detektor

Plamenové¢ ionizacni detektor (FID) je nejpouzivanéjSim detektorem v GC. Je vysoce
citlivy, spolehlivy a poskytuje linearni odezvu. GC-FID je velmi rychld metoda a je vhodna pro
rutinni analyzu AMK. FID schopen detekovat téméf vSechny organické latky. Je tvotfen
hotédkem a elektrodami. Na spodni ¢asti hofaku se misi nosny plyn s vodikem. Tato sm¢s je
nasledné ptivedena na trysku hotéku. Vzduch se ptivadi do spodni ¢asti hotaku. Elektrické pole
je aplikovano bud’ na dvé rovnobézné elektrody umisténé na obou strandch plamene, nebo mezi
trysku a sbérnou elektrodu obklopujici plamen. S nosnym plynem je do detektoru piivedena i
stanovovand latka, ktera se spali ve vodikovém plameni. Pfi spaleni vzniknou iontové
fragmenty a elektrony, které zvysuji elektrickou vodivost plamene. Tim se zvysi i ioniza¢ni

proud [43].

Detektor elektronového zachytu

Detektor elektronového zachytu (ECD) je vhodny pro detekci molekul se silnou afinitou
Kk elektronim, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky, molekuly se systémem
konjugovanych dvojnych vazeb nebo slouceniny obsahujici atomy halogenu (pesticidy). ECD
je vysoce citlivy detektor, detekéni limity mohou byt u ECD desetkrat nizsi nez u FID.

rve v

emituje elektrony, které se srazi s molekulami nosného plynu nebo stanovované latky a ionizuji
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je. Témito narazy vznikaji volné elektrony, které jsou pomalé a vytvareji rovnomérny méfitelny
proud pozadi. Pii eluci analytu reaguji jeho molekuly s elektrony a zachycuji je, coz vede
K tvorbé aniontl. Zaporné ionty driftuji mnohem pomaleji v elektrickém poli a s kladnymi ionty
reaguji rychleji nez elektrony. Pozorovany proud takto klesd o mnozstvi odpovidajici poctu
zachycenych elektroni [39]. ECD se pouziva pro detekci AMK po ptedchozi derivatizaci 1-
fluor-2,4-dinitrobenzenem za vzniku stabilnich dinitrofenylovych derivati. Metoda GC-ECD

je citliva a presna [63].

1.4.3 Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera je zaloZzena na migraci a separaci nabitych ¢astic vlivem
elektrického pole. Elektroforeticky systém je tvofen dvéma elektrodami opacného ndboje
(anoda a katoda), které jsou spojené vodivym médiem (elektrolytem). Latky jsou separovany
podle naboje a velikosti ¢astic [64]. Sestava CE se sklada z tzké sklenéné kapilary, nadobky se
zakladnim elektrolytem, nadobky se vzorkem, dvou elektrod pfipojenych k vysokonapétovému
napajecimu zdroji, detektoru, ktery je nejcastéji piipojen ke kapilate a pocitace se softwarem.
CE zahrnuje techniky, kterymi jsou kapilarni izoelektricka fokusace, kapilarni gelova
elektroforéza a kapilarni zonova elektroforéza [65]. Separace latek je obvykle rychla s vysokou
ucinnosti [66].

CE se pouzivd pro stanoveni Cistoty AMK, pro sledovani jejich syntézy, izolace,
chemické derivatizace a také pro zkoumani jejich interakci s ligandy. Metoda je vysoce citliva
a je oblibend diky své vysoké Uc¢innosti separace, snizenym provoznim nakladim a malé
spotiebé rozpoustédla [67]. Spojeni CE s hmotnostni spektrometrii s elektrosprejovou ionizaci
byla pouzita pro stanoveni a kvantifikaci malych nabitych sloucenin v biologickych vzorcich.
CE nabizi velkou hmotnosni selektivitu a citlivost a MS poskytuje moznost strukturalnich
informaci, propojeni CE-MS zvySuje spolehlivost analyzy bez potfeby rozsahlého a

komplikovaného zpracovani vzorku [68].
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2 Cil prace

Cilem této prace bylo zavést a validovat metody plynové a kapalinové chromatografie

pro stanoveni vybranych aminokyselin v matefském mléce.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1

Seznam pristrojui a pomiicek

Analytické vahy Adventure™ Pro AV114C (Ohaus, Nénikon, Svycarsko)
Automatické pipety Biohit (Biohit PLC, Helsinky, Finsko)
Odstiedivka Sorvall TC6 (Sorvall Instruments, Wilmington, DE, USA)
Filtra¢ni aparatura Supelco (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Kapalinovy chromatograf (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)

o Cerpadla LC-20AD

o Termostat kolon CTO-20AC

o Odvzdusinova¢ mobilni faze DGU-20A5

o Fluorescen¢ni detektor RF-20A

o Ridici systém CBM-20A

o Software LabSolution, verze 5.97 SP1
Analyticka kolona Ascentis Express 150 x 4,6 mm, 5 um (Supleco, Bellefonte,
PA, USA)
Piedkolona Ascentis Express 5 x 4,6 mm, 5 um, (Supleco, Bellefonte, PA, USA)
Kombinovana chladnicka s mraznickou (AEG, Frankfurt nad Mohanem,
Némecko)
Laboratorni sklo (kadinky, zkumavky, odmérné barky, nalevky)
Magnetické michadlo Heidolph (Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko)
Nylonové filtry pro filtrovani mobilni faze, porozita 0,20 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA)
Odpafovaci zafizeni Thermo Scientific, model TS-18825 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
pH-metr inoLab, level 2, (WTW, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten,
Weilheim, Némecko)
Plynovy chromatograf shmotnostnim detektorem GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu, Kjoto, Japonsko)
Kapilarni kolona HP-5, 30 m, vnitini primér 0,32 mm, tloustka filmu 0,25 pm

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

38



3.2

e Polypropylenové (PP) zkumavky s vickem typu eppendorf; 1,5 ml (Fisher
Scientific, Pardubice, CR)

e Predvazky Adventurer™ Pro AV212C (Ohaus, Nénikon, Svycarsko)

e Zkumavky z pyrex skla steflonovym tésnénim, 10ml (Barloworld Scientific
Group Limited, Stone, Staffs, Velka Britanie)

e Sklenéné vialky se §roubovacim uzavérem (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

e Sklen&né vialky s krimpovacim uzavérem (Fisher Scientific Pardubice, CR)

e Termoblok, model 18821, (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

e Termoblok PIERCE, model18971 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA)

e Ttepacka Reax top (Heidolph, Frankfurt nad Mohanem, Némecko)

e Ultrazvukova Cisticka Ecoson (Ecoson, Nové Mesto nad Vahom, Slovensko)

e Vortex Reax top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

e Zafizeni na Upravu vody Smart2pure (TKA, Niederelbert, Némecko)

e Odbérové karty Protein Saver™ 903™ (Whatman™, GE Healthcare Bio-

Sciences, Dassel, Némécko)

Seznam chemikalii

e Acetonitril (C2H3N); Mr 41,05; (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Decionizovana voda (H20); Mr 18,00; G = 0,055 uS

e Diethylether (C4H100); Mr 74,12; (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Dichlormethan (CH2Cly); Mr 84,93; (Sigma Chemical Company, St. Luis, MI,
USA)

e Ethanol (C2HsO); Mr 46,07; (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Ethylacetat (C4HgO2); Mr 88,11; (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Ethylchlorformiat (C3sHsCIO2); Mr 108,52; (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Chloroform (CHCIs); Mr 119,38; (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Helium 5.0 (Linde Gas, Praha, CR)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na2HPO4); Mr 119,98; (Sigma Aldrich, Steinheim,
Némecko)

e Hydrogenuhli¢itan draselny (KHCO3); Mr 100,12; (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Hydroxid sodny (NaOH); Mr 40,00; (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
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Kyanid draselny (KCN); Mr 65,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
Kyselina borita (HsBOz3); Mr 65,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Alanin (CsH7NO>); Mr 89,09; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Arginin (CeH14N402); Mr 174,20; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Asparagin (CsHgN203); Mr 132,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Asparagova kyselina (CsH7NOs4); Mr 133,11; (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

L-2-Aminomaselna kyselina (CsHgNO2); Mr 103,12; (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

L-Citrulin (CeH13N30Oz3), Mr 175,20, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Fenylalanin (CoH11NO32); Mr 165,191; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamin (CsH10N203); Mr 146,14; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Glutamova kyselina (CsHgNO4); Mr 147,13; (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

L-Glycin (C2HsNO»); Mr 75,07; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Histidin (CeHoN3Oz2); Mr 155,15; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Isoleucin (CeH13NO2); Mr 131,17; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Leucin (CeH13NO2); Mr 131,17; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Lysin (CeéH14N202); Mr 146,19; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Methionin (CsH1:NO2S); Mr 149,21; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Norleucin (CsH13NO2); Mr 131,17; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Prolin (CsHgNO2); Mr 115,13; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Serin (C3H7NOs3); Mr 105,09; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

L-Taurin (C2H7NOsS); Mr 125,15; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Threonin (C4HgNO3); Mr 119,1192; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Tyrosin (CoH1:NO3z); Mr 181,19; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Tryptofan (C11H12N202); Mr 204,23; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
L-Valin (CsH1:NO2); Mr 117,151, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)
n-Butanol (CsHeOH); Mr 74,12; (Merck, Darmstadt, Némecko)

n-Hexan (CsH12); Mr 86,18; (Merck, Darmstadt, Némecko)
Naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (C12HgO2); Mr  184,19; (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Némecko)
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e Pyridin (CsHsN); Mr 79,10; (Merck, Darmstadt, Némecko)

e Siran sodny (NaxS0O4); Mr 142,04; (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Uhli¢itan draselny (K2CO3); Mr 138,21; (Sigma Chemical Company, St. Louis,
MI, USA)

3.3  Pracovni roztoky

Deionizovana voda

Deionizovana voda ur¢ena na proplachnuti HPLC systému byla prefiltrovana skrz

nylonovy filtr s porozitou 0,2 um a odvzdusnéna ultrazvukem.

Smé&s acetonitrilu a 10mmol/l hydrogenfosforeénanu sodného (5:95, v/v, pH 7,2)

V 950 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 1,35 g NaoHPOs. Po tplném
rozpu$téni bylo ptidano 50 ml ACN a pH bylo upraveno 6 mol/l roztokem kyseliny
chlorovodikové na hodnotu 7,2. Takto pfipravena mobilni faze byla ptefiltrovana skrz nylonovy

filtr s porozitou 0,2 um a odvzdusnéna ultrazvukem.

Smés acetonitrilu a 10mmol/l hydrogenfosforeénanu sodného (65:35. v/v, pH 7,2)

V 350 ml deionizované vody byla rozpusténa navazka 0,5 g NaHPOs. Po uplném
rozpu$téni bylo pfidano 650 ml ACN a pH bylo upraveno 6 mol/l roztokem kyseliny
chlorovodikové na hodnotu 7,2. Mobilni faze byla prefiltrovana skrz nylonovy filtr s porozitou

0,2 um a odvzdusnéna ultrazvukem.

Boratovy pufr (asi 0,1 mol/l)

Navazka 0,31 g kyseliny borité byla rozpusténa v 50 ml deionizované vody, pH bylo
upraveno asi 6 mol/l hydroxidem sodnym na hodnotu 9,3. Pufr byl uchovan pii teploté 4 °C

maximalné po dobu 1 tydne.

Roztok kyanidu draselného (asi 40 mmol/l)

Navazka 0,0130 g kyanidu draselného byla rozpusténa v 5 ml deionizované vody. Roztok

kyanidu byl uchovan v chladnicce pfi teploté 4 °C maximalné po dobu 1 tydne.

Roztok naftalen-2,3-dikarboxaldehydu v ethanolu (asi 1 mg/ml)

Navazka 0,0100 g NDA byla rozpusténa v 10 ml ethanolu. Roztok byl uchovan pii teploté

-80 °C maximalné po dobu 1 mésice.
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Z4sobni roztok hydroxidu sodného (asi 6 mol/1)

Navazka 2,4 g NaOH byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody.

Pracovni roztok hydroxidu sodného (asi 2 mol/l)

K 200 pl asi 6 mol/l NaOH bylo pfidano 400 ul deionizované vody. Roztok byl uchovan
pii 4 °C.

Smés uhliditanu draselného a hydrogenuhliditanu draselného (asi 1 mol/l)

Navazky 6,30 g uhlic¢itanu draselného a 3,40 g hydrogenuhli¢itanu draselného byly

rozpu$tény v 100 ml deionizované vody. Smés byla uchovana pti 4 °C.

Z4sobni roztok norleucinu (asi 22.5 mmol/I)

Navazka 0,0295 g norleucinu byla rozpusténa v 10 ml deionizované vody. Zasobni roztok

byl po 1 ml pipetovan do 1,5 ml PP zkumavek a uchovan pii -80 °C.

Pracovni roztok norleucinu (asi 10 umol/I)

Objem 90 ul zasobniho roztoku norleucinu byl nafedén ethanolem do objemu 10 ml.
Tento roztok byl dale 20x nafedén ethanolem v mnoZstvi potiebném pro pfipravu vzorki

v jednom dni.

Pracovni roztok norleucinu (asi 2,25 mmol/l)

Zasobni roztok norleucinu byl 10x nafedén deionizovanou vodou v mnozstvi potiebném

pro piipravu vzorku v jednom dni.

Zasobni roztoky aminokyselin

Navazky jednotlivych aminokyselin, které jsou uvedeny v tabulce 5, byly rozpustény
v 10 ml deionizované¢ vody kromé tyrosinu a kyseliny glutamové, které byly rozpustény
v 50 ml deionizované vody. Zasobni roztoky byl pipetovany po 1 ml do 1,5 ml PP zkumavek a

uchovany pii -80 °C.
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Tabulka 5 Priprava zdsobnich roztokii aminokyselin

AMK Navazka Koncentrace AMK Navazka Koncentrace
[a] [mmol/l] [a] [mmol/l]

Ala 0,0907 101,8 Leu 0,1065 81,2

Arg 0,2101 99,7 Met 0,1440 96,5

Asn 0,1329 100,6 Phe 0,1328 80,4

Asp 0,0283 21,3 Ser 0,1077 102,5

Cit 0,1744 99,5 Tau 0,1271 101,6

Gln 0,1488 101,8 Thr 0,1189 99,8

Glu 0,2215 30,1 Trp 0,0620 30,4

Gly 0,0784 104,4 Tyr 0,0098 11

His 0,1568 101,1 Val 0,1141 97,4

lle 0,1325 101,0 2-AB 0,1061 102,9

Smésny pracovni roztok aminokyselin, standard Ss

Smésny pracovni roztok aminokyselin byl pfipraven pipetovanim odpovidajiciho

mnozstvi zdsobniho roztoku jednotlivé aminokyseliny, ktery je uveden v tabulce 6, do odmérné

bariky o objemu 25 ml a dopInén po rysku deionizovanou vodou.

Tabulka 6 Priprava smésného pracovniho roztoku aminokyselin, standard Ss

AMK Objem Koncentrace AMK Objem Koncentrace
[d] [nmol/1] (] [pmol/1]

Ala 250 1018,1 Leu 80 259,8
Arg 15 59,8 Met 10 38,6
Asn 25 100,6 Phe 35 112,5
Asp 120 102,1 Ser 125 512,4
Cit 15 59,7 Tau 125 507,8
Gln 125 509,1 Thr 65 259,5
Glu 1700 2047,4 Trp 25 30,4
Gly 120 501,3 Tyr 1200 51,9

His 25 101,1 Val 65 253,2
lle 25 101,0 2-AB 15 61,7
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3.4 Vzorky mateiského mléka

Bylo analyzovéano 20 vzorkll matefského mléka. Od kazdé zeny bylo ziskano ptiblizné
500 pl zadniho mléka. Od osmnacti Zen byl ziskan vzorek kolostra nebo zralého mléka
technikou suché kapky. Mléko (mlezivo) bylo kapnuto na specialni odbérovou kartu Protein
Saver™ 903™ (Whatman™, GE Healthcare Bio-Sciences, Dassel, Némécko). Po uschnuti
vzorku mléka (mleziva) pii pokojové teploté, béhem asi 3 hodin, byly odbérové karty v den
odbéru dopraveny do laboratofe a pred zpracovanim uchovavany pii -20 °C. Studie byla
odsouhlasena etickou komisi Krajské nemocnice Pardubice a darkyné poskytly informovany

souhlas.

3.5 Postup stanoveni vybranych aminokyselin v materském mléce

metodou plynové chromatografe
Aminokyseliny byly pied GC-MS analyzou derivatizovany ECF.

3.5.1 Priprava vzorki

K 200 ul Vzorku matetského mléka (standardu) bylo ptidano 400 ul ACN, 200 ul EtOH
a 20 ul roztoku norleucinu o koncentraci 2,25 mmol/l. Smés byla inkubovana 5 min pii -20 °C,
a odstfedéna (2058 x g, 5 minut, laboratorni teplota). Do ¢isté zkumavky bylo pieneseno 600 pl
supernatantu, piidany 3 ul 2 mol/l NaOH a 500 ul hexanu, smés byla intenzivné tfepana
3 minuty na vortexu a poté odstifedéna (1563 X g, 3 minuty, laboratorni teplota). Vrchni
hexanova vrstva byla odstranéna a 500 pl vodné faze pieneseno do Cisté zkumavky, pfidano
40 pl pyridinu a 40 pl ECF, smés promichana a inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté, poté
piidano 500 ul smési KHCO3 a KoCO3 a 300 pl chloroformu s 1 % ECF, smés tiepana 3 min a
odstfedéna (1563 x g, 3 minuty, laboratorni teplota). Vrchni vodna vrstva byla odstranéna, 250
ul organické faze (chloroform) pieneseno do ¢isté zkumavky a vysuseno piidanim 50-80 mg
siranu sodného. Smés byla odstiedéna (1563 x g, 3 minuty, laboratorni teplota) a 200 pl
organické faze preneseno do Cisté zkumavky. Chloroform byl pii labotorni teploté odpaien
v atmosféie dusiku, odparek rozpustén v 200 pl dichlormethanu a smés prenesena do insertu

vialky s uzavérem.
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3.5.2 Priprava smésnych standardnich roztokid aminokyselin pro konstrukci

kalibraéni krivky

Redénim smésného standardu AMK Ss deionizovanou vodou byly piipraveny standardni

roztoky AMK S:-S4 (tabulka 7).

Tabulka 7 Priprava smésnych standardnich roztokii aminokyselin pro konstrukci kalibracni krivky metody plynové

chromatografie s ~imotnostni detekci

Standard Ss [ul] H.0 [ul]
S4 100 100
S3 40 160
S2 20 180
S1 10 190
So 0 200

3.5.3 Podminky pro stanoveni aminokyselin plynovou chromatografii

S hmotnostni detekci

Prutok nosného plynu: 20,4 ml/min
Teplota nésttiku: 300 °C
Moéd nastiiku: split v poméru 10:1
Teplota iontového zdroje: 200 °C
Teplota interface: 280 °C
Ionizac¢ni energie: 70 eV
Objem davkovaného vzorku: 2 ul
Teplotni gradient:
o 0,01 -5min, 50°C
o 5 —30min, narast 10 °C/min do 300 °C
o 30-32min, 300 °C
Doba analyzy: 32 min
Typ snimani: SIM

V tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty m/z iontu, které byly pouzity pro vytvoieni SIM

metody. Uvedené hodnoty byly ziskany proméfenim standardii jednotlivych derivati AMK

metodou SCAN, kdy pro jejich identifikaci byla pouzita knihovna spekter. V tabulce je uveden

pomér m/z nejintenzivnéjsiho iontu ve spektru pro dany derivat AMK (Identifikator), reten¢ni

45



¢as (RT) a pomér m/z referencnich iontd, které slouzi k zajisténi selektivity. Pomér m/z urcuje
hmotnost Castic. Retencni Cas je doba, kterd uplyne od néstfiku vzorku po dosazeni maxima
piku. V Priloze 1 je zobrazen chromatograficky zdznam stanovenych AMK ze vzorku

matefského mléka, zpracovaného podle kapitoly 3.5.1, metodou SIM.

Tabulka 8 Retencni casy a poméry hmotnosti k ndboji (m/z) derivatii aminokyselin urcenych metodou plynové chromatografie

S hmotnostni detekct

Identifikator ] Referencni ionty
AMK RT [min]

m/z m/z
Ala 116.00 13.020 70.00; 72.00
Gly 102.00 13.100 74.00; 56.00
2-AB 130.00 14.110 58.00; 84.00
Val 144.00 14.725 72.00; 116.00
Leu 158.00 15.670 102.00; 86.00
lle 158.00 15.880 102.00; 86.00
Nleu (1S) 158.00 16.280 86.00; 58.00
Asp 188.00 17.900 116.00; 142.00
Met 129.00 18.710 101.00; 175.00
Glu 128.00 19.220 156.00; 202.00
Phe 91.00 19.980 176.00; 192.00
Gln 84.00 20.855 128.00; 173.00
His 154.00 23.870 238.00; 254.00
Tyr 107.00 24.900 192.00; 264.00
Trp 130.00 25.750 131.00; 77.00

m/z = pomér hmotnosti a naboje, RT = retencni cas

3.5.4 Kalibrace

Pro kvantitativni analyzu vybranych AMK Vv matefském mléce byla pouzita metoda
kalibra¢ni kiivky. Na osu X byla vynesena koncentrace v pumol/l a na ose y pomér ploch pikt
konkrétniho derivatu AMK K plo$e piku derivatu norleucinu. ProloZenim zavislosti téchto dvou

proménnych byla ziskana rovnice kalibra¢ni kiivky.
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3.6  Stanoveni vybranych aminokyselin v matei'ském mléce metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenc¢ni detekei

po derivatizaci naftalen-2,4-dikarboxaldehydem

3.6.1 Priprava vzorki pro stanoveni aminokyselin v matei'ském mléce

K 10 ul vzorku (standardu) bylo ptidano 190 pl pracovniho roztoku norleucinu o
koncentraci asi 10 umol/l, sm&s dikladné promichana a inkubovana 5 minut pii -20 °C. Po
inkubaci byla smés odstfedéna (4430 x g, 5 minut, laboratorni teplota), 100 ul supernatantu
pieneseno do vialky z hnédého skla a ptidano 300 ul boratového pufru, 20 ul roztoku KCN a

20 pl roztoku NDA v ethanolu. Smés byla inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté.

3.6.2 Priprava vzorki pro stanoveni aminokyselin v mateiském mléce,

ziskanych technikou suché kapky

Pro analyzu AMK v DMS byl ze stfedu odbérové karty vyseknut ter¢ik o priméru 6 mm
(odpovida 10 pl mléka) a umistén do 1,5 ml PP zkumavky. Na povrch ter¢iku bylo pipetovano
50 ul deionizované vody a AMK byly eluovany 10 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo
K teréiku piidano 150 pl roztoku norleucinu (asi 10 umol/l) a PP zkumavka byla umisténa na
10 minut do ultrazvukové lazn¢. Po vyjmuti zkumavky z ultrazvukové lazné byl obsah
zkumavky inkubovan 20 minut pii laboratorni teploté. Poté byl obsah zkumavky odstfedén
(1 minuta, 1000 x g, laboratorni teplota), 100 ul supernatantu pieneseno do 1,5ml vialky
Z hnédého skla, ptidano 300 ul boratového pufru, 20 pl roztoku KCN a 20 pl roztoku NDA
Vv ethanolu. Obsah vialky byl fadné promichan a smés byla inkubovana 15 minut pfi laboratorni
teploté. Standardy byly zpracovany stejnym zplisobem, jen namisto terciku bylo do 1,5ml PP
zkumavky pipetovano 10 pl (odpovida objemu mléka v 6 mm terciku) jednotlivého smésného

standardu AMK a ptiddno namisto 50 pl deionizované vody, jen 40 pl.

3.6.3 Piiprava smésnych standardnich roztoki aminokyselin pro konstrukci
kalibra¢ni krivky

Redénim smésného standardu AMK Ss deionizovanou vodou byly piipraveny standardni

roztoky Si-Ss (tabulka 9).
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Tabulka 9 Priprava smésnych standardnich roztokii aminokyselin pro konstrukci kalibracni kiivky metody kapalinové

chromatografie s fluorescencni detekci

Standard Ss [ul] H2O [ul]
So 0 10

S1 20 380

S2 20 180

Ss 20 80

S4 50 50

Ss 10 0

3.6.4 Podminky pro stanoveni aminokyselin v mateiském mléce metodou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci

e Pritok mobilni faze: 0,75 ml/min
e Tlak na Cerpadlech:
o  maximalni 20,0 MPa
o minimalni 2,0 MPa
e Teplota kolony: 37 °C
e Vzorky pred nastfikem chlazeny pfi: 8 °C
e Objem davkovaného vzorku: 5 pl
e Detektor:
o A (excitacni) 420 nm
o A (emisni) 480 nm
o teplota cely: 37 °C
o citlivost: nizka
o zesileni: x4
e Eluce: gradientova
Mobilni fize A: smés acetonitrilu a 10 mmol/l NazHPO4 (5:95, v/v), pH 7,2
Mobilni faze B: smés acetonitrilu a 10 mmol/l NaaHPO4 (65:35, v/v), pH 7,2
o 0,01 min, 20% B
o 20min,32% B
o 35min, 54,5 %B
o 35,01 min, 100 % B
o 40 min, 100 % B
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o 40,01 min,20% B
o 45,00 min, STOP

3.6.5 Analytické parametry

Linearita

Linearita vyjadiuje schopnost metody poskytovat v ur¢itém rozmezi koncentraci méieny
signal ptfimo imérny koncentraci analytu ve vzorku. Je popisovana jako interval mezi nejnizsi
a nejvyssi namétenou koncentraci standardniho roztoku, kde miZeme s urCitou piesnosti a
spravnosti stanovit koncentraci analyzované latky. Kalibra¢ni zavislost tak miizeme znazornit
kiivkou. Koncentraci analytu, kterd je vysSi neZ horni hranice linearity, miiZzeme vyftesit

vhodnym natedénim vzorku nebo sniZenim dédvkovaného objemu vzorku.

Piesnost

Ptesnost metody je definovana jako mira shody mezi opakovanymi méfenimi stejného
vzorku za piedem stanovenych podminek. Pocet opakovani méfeni musi byt dostatecné velky,
aby bylo umoznéno statistické vyhodnoceni. Podle podminek, za kterych analyza probiha,
rozliSujeme opakovatelnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost je mira shody mezi vysledky
meéieni stejného analytu jednou metodou, stejnou osobou, za stejnych laboratornich podminek,
na stejném pristroji a v kratkém ¢asovém intervalu. Reprodukovatelnost vyjadiuje miru shody
mezi vysledky ziskanymi méfenim stejného analytu ve stejném vzorku, stejnou metodou, ale
za riznych podminek. Lisi se pracovnik, pfistroj, ¢as ¢i misto.

Ptesnost metody je statistické vyhodnoceni nahodnych chyb. Smérodatna odchylka (SD)
neboli mira nepiesnosti se uvadi jako odchylka namétenych hodnot od hodnot skute¢nych. Mira

piesnosti je posuzovana variacnim koeficientem (CV).

3(x; — AVG)?

SD =
n—1

AVG — aritmeticky priumeér, xi — koncentrace analytu ve vzorku, n — pocet vzorki v sérii

Rovnice 1 Vypocet smérodatné odchylky

SD
CVI[%] = mxlOO

SD = smérodatna odchylka, AVG = aritmeticky priimeér

Rovnice 2 Vypodet variaéniho koeficientu
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3.7 Zpracovani vysledku

Pti analyze metodou HPLC s FLD byly pro identifikaci jednotlivych pikit AMK (derivata
AMK) ve vzorcich pouzity reten¢ni Casy ziskané proméfenim standardnich roztokit AMK.
Pfi analyze GC-MS byly standardy AMK (derivaty AMK) identifikovany pouzitim knihovny
spekter (NIST 14 Mass Spectral Library), ¢imz byly ziskany specifické ionty pro jednotlivé
derivaty AMK, spole¢n¢ s retencnimi casy.

Pro vyhodnoceni zaznamut byl pouzit program LabSolution od firmy Shimadzu a pro
zpracovani vysledkt byl pouzit program MS Excel a Statistica 12 (StatSoft CR s.r.o., Praha,
CR).
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4 Vysledky a diskuze

Pro stanoveni hladin AMK v matetském mléce byly pouzity dva typy vzorku. Jedny byly
ziskany technikou suché kapky a druhé byly uchovany v tekuté formé. Metodou GC-MS se
nam nepovedlo stanovit hladiny AMK ve vzorcich ziskanych technikou suché kapky, protoze
obsahuji pouze malé mnozstvi matetského mléka. Proto byly pro tuto metodu vyuzity pouze
tekuté vzorky. Prozatim neexistuji ani zadné studie, které by popisovaly uspésnou GC-MS
analyzu derivati AMK ve vzorku matefského mléka ziskan¢ho technikou suché kapky. Tato
metoda by mohla byt v budoucnu velmi pfinosna pro nizkou spotiebu vzorku, snadny odbér,
transport i jeho uchovani.

Metodou GC-MS, s pouzitim ECF jako derivatiza¢niho ¢inidla, se nam podatilo stanovit
ve vzorcich matefského mléka hladiny 14 aminokyselin. Derivaty argininu a citrulinu, zfejmeé
diky nedostate¢né derivatizaci, nebyly detekovany [69, 70]. Dalsi problém jsme méli s
polarnimi AMK serinem, threoninem a asparaginem, jejichz derivatizace je silné ovlivnéna pH
reakéni smési, které se nam nepodafilo nastavit na optimalni hodnotu. Re$enim by mohla byt
dvoukrokova derivatizace [71].

Metodou LC-FLD byly ve vzorcich mateiského mléka stanoveny hladiny celkem 20
AMK. Jako derivatizacni ¢inidlo byl pouzit NDA. Nevyhodou tohoto derivatiza¢niho ¢inidla
je, Ze nereaguje se sekundarnimi aminy, tim padem nebylo mozné ve vzorcich stanovit hladinu
prolinu. Dalsimi AMK, jejichZz hladiny Ize s obtiZemi stanovit, jsou ornithin a lysin, jelikoz
reakci s NDA vznika vice derivata [72].

4.1 Optimalizace metody plynové chromatografie s hmotonostni
detekci

4.1.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku

Byly testovany dva moZné postupy pro derivatizaci AMK pied GC analyzou. Prvnim
Z nich bylo prevedeni AMK na trimethylsilylderivaty pouzitim
N,O-bistrimethylsilyltrifluoroacetamidu (BSTFA) s 1% trimethylchlorsilanem (TMCS).
Nevyhodou této derivatizace je, Ze reakce musi probihat v bezvodém prostiedi pti zvysené
teploté, a navic muze vznikat vice derivatt jednotlivych AMK, dimethylsilyl-, trimethylsilyl-,
ptipadné tetramethylsilylderivaty [73, 74]. Z téchto divodu bylo od této derivatizace upusténo.

Druhym postupem je derivatizace AMK ECF. Reakce probiha ve vodném prostiedi

Vv pfitomnosti alkoholu a pyridinu a pifi laboratorni teplot€¢ za vzniku pfislusnych
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ethoxyethylesterit AMK. Optimalni pomér vodné a organické faze je 3:2 (v/v). Co se tyka
poméru ethanolu a pyridinu, tak se jako optimalni uvadi pomér 4:1 (v/v) nebo pomér methanolu,
acetonitrilu a pyridinu 2:2:1 (v/v/v) [75].

Byly testovany rizné poméry pyridinu a ethanolu (1:2, 1:4 a 1:5, v/v) a ruzné objemy
derivatiza¢niho ¢inidla ECF (10, 20 a 40 pl). Z grafu 1 je patrné, ze plochy pikt se zvysuji
s rostouci koncentraci ECF v reakéni smési. Nejlepsi odezvu dava pomér pyridinu a ethanolu
1:5 (v/v) se 40 ul ECF v reakéni smési. V tomto piipadé bylo dosazeno maximalnich ploch pika
odpovidajicich derivatim AMK.
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Graf 1 Zavislost souctu ploch pikii derivanii aminokyselin na objemu ethylchlorformidtu

4.1.2 Optimalizace extrakce derivati aminokyselin z reak¢éni smési

Bylo testovano Sest typt extrakénich ¢inidel, konkrétné n-hexan, diethylether,
chloroform, chloroform s 1 % ECF, ethylacetat a dichlormethan. Z grafu 2 je patrné, Ze nejnizsi
plochy pik byly dosazeny pti extrakci n-hexanem a ethyletherem, nebot’ do n-hexanu se
obtizné extrahuji polarni derivaty, coz je vidét napiiklad u derivatu glycinu [76].

Nejvyssi plochy pikil byly dosaZeny pfi extrakci ethylacetatem, chloroformem s 1 % ECF
a samotnym chloroformem. U téchto tii extrakénich postupli byla vypocitana relativni
vytéznost vztazena k nejvyssi vytéznosti, ktera je vynesena v grafech 3 a 4. Pfi porovnani téchto
tii extrakénich ¢inidel, byl jako nejvhodnégjsi extrakéni ¢inidlo vybran chloroform s 1 % ECF.

Kromeé toho se ethylacetatem neextrahuje derivat histidinu.
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Graf 2 Zavislost souctu ploch pikii derivatii aminokyselin na pouzitém extrakcénim cinidle
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Graf 3 Procentudlni zastoupeni jednotlivych derivatii aminokyselin pii pouZiti riiznych extrakcnich cinidel
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Graf 4 Procentudlni zastoupeni jednotlivych derivatii aminokyselin pii pouziti riznych extrakcnich cinidel

4.1.3 Analytické parametry

4.1.3.1 Kalibrace

Pro kvantitativni stanoveni AMK v matefském mléce byla konstruovana kalibracni

ktivka. Parametry kalibra¢nich kiivek jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10 Parametry kalibracnich kiiivek pro stanoveni aminokyselin v materském mléce metodou plynové chromatografie

S hmotnostni detekci

AMK Smérnice Intercept Korelacni koeficient
Ala 0,00003 0,0003 0,9916
Gly 0,00020 -0,0099 0,9687
2-AB 0,00020 0,0000 0,9998
Val 0,00010 0,0007 0,9945
Leu 0,00220 -0,0050 0,9939
lle 0,00070 -0,0008 0,9927
Asp 0,00530 -0,0016 0,9998
Met 0,00050 0,0013 0,9999
Glu 0,00620 0,0064 0,9995
Phe 0,00570 -0,0638 0,9988
Gln 0,00150 -0,0018 0,9997
His 0,00003 0,0003 0,9916
Tyr 0,00020 -0,0099 0,9687
Trp 0,00020 0,0000 0,9998
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4.1.3.2 Nepresnost v sérii

Pro urceni nepfesnosti v sérii byl stejny vzorek matefského mléka analyzovan desetkrat,
ve stejny den, za stejnych podminek a pifi pouziti jedné kalibra¢ni kiivky. V tabulce 11 jsou
uvedeny variaéni koeficienty, které¢ vyjadiuji nepfesnost metody. U vSech AMK se varia¢ni
koeficienty pohybovaly vyrazn¢ nad 10 %. Divodem mohou byt nizké koncentrace AMK ve

vzorku matetského mléka, ale spiSe nereprodukovatelnost naméienych dat.

Tabulka 11 Nepresnost v sérii metody stanoveni aminokyselin plynovou chromatografii s hmotnostni detekci

AMK AVG SD Ccv AMK AVG SD Ccv
[pmol/l]  [umol/l] [%0] [wmol/l]  [pmol/l] [%)]
Ala 25,81 17,85 69,16 Met 7,50 4,67 62,23
Gly 14,46 3,88 26,83 Glu 19,36 8,77 45,31
2-AB 16,21 7,48 46,13 Phe 20,00 5,92 29,58
Val 22,18 10,99 49,55 Gln 65,13 21,29 32,68
Leu 13,65 1,62 11,88 His 30,09 17,54 58,28
Iso 15,02 2,46 16,36 Tyr 17,77 5,39 30,34
Asp 13,21 6,77 51,26 Trp 6,82 2,11 30,93

SD = smerodatna odchylka, AVG = aritmeticky primer, CV = variacni koeficient

4.2 Optimalizace metody kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni

detekci

4.2.1 Optimalizace derivatiza¢niho kroku

Pro citlivé a spravné stanoveni AMK byla optimalizovana teplota a Cas reakce, slozeni
reakéni smési a také mnozstvi derivatizacniho Cinidla. V této praci jsme jako derivatizacni
¢inidlo pouzili NDA.

Derivatizaéni krok byl optimalizovan k ziskani maximalni vytéznosti 1-kyano-2-
substituovanych-benz[flisoindolovych (CBI) derivati AMK. Maximalni fluorescence bylo
dosazeno po patnactiminutové inkubaci pfi laboratorni teploté, kdy slozeni reakéni smési bylo
nasledujici: 18 pg NDA a 52 ug KCN v 68mmol/l boratovém pufru, pH 9,3. Reakce je rychla
a probiha za laboratorni teploty. Zjistili jsme, Ze CBI derivaty vétSiny AMK jsou stabilni
minimalné 48 h pti laboratorni teploté. Vyjimkou jsou derivaty methioninu, serinu a threoninu.
Jejich derivaty jsou stabilni pouze po dobu 24 h pti 8 °C. Vzniklé derivaty byly detegovany pfi

emisni vinové délce 480 nm s excitaci pii 420 nm. Bylo optimalizovéno i sloZeni mobilni faze
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pro ziskani relativné nejlepsi separace CBI derivatl jednotlivych AMK, v co nejkratSim case.
Pro optimalizaci metody byl pouzit smésny standard AMK a smésny vzorek matefského mléka,
ktery byl smichén z n¢kolika vzorkli matefského mléka dobrovolnych darkyi. Byla testovana
cela fada mobilnich fazi, predevs§im smési riznych pufri a organickych rozpoustédel, jako jsou
ACN, methanol a ethanol a fada sekvenci gradientové eluce. Kritéria byla rozliSeni, stabilita

fluorescence a rychlost analyzy.

4.2.2 Identifikace derivati aminokyselin na zakladé retencnich ¢asi

Analyzou jednotlivych standardi AMK byly uréeny retencni Casy derivati AMK, které
jsou uvedeny v tabulce 12. Varia¢ni koeficienty retencnich Casii se pohybovaly pod 5 %.
V ptiloze 2 je chromatograficky zaznam stanoveni vybranych AMK v matefském mléce
metodou kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci, ptilohy 3 a 4 jsou piiblizenim

ptilohy 2.

Tabulka 12 Retencni casy derivatit stanovenych aminokyselin za podminek uvedenych v experimetdlni casti

AMK RT[min] AMK RT[min] AMK RT [min] AMK RT [min]

Asp 2,9 Cit 12,1 Tau 20,8 Phe 31,8
Glu 3,8 Arg 14,2 2-AB 24,8 Leu 32,3
Asn 8,7 Gly 15,1 Val 28,1 Nleu 32,8
His 10,0 Thr 15,4 Met 28,6
Gln 10,5 Ala 19,0 Trp 29,9
Ser 11,1 Tyr 20,2 lle 31,4

RT = retencni cas

4.2.3 Analytické parametry

4.2.3.1 Linearita

Pro kvantitativni stanoveni AMK ve vzorku matefského mléka i vzorcich matetském
mléka ¢i kolostru, ziskanych technikou suché kapky, byla pouzita metoda kalibra¢ni kiivky.

Parametry péti kalibra¢nich kiivek shrnuje tabulka 13.
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Tabulka 13 Priimérné parametry kalibracnich kiivek, mez stanovitelnosti a mez detekce metody vysokoucinné kapalinové

chromatografie s fluorescencni detekci

Smérnice Intercept Korelaéni LOQ LOD Pracovni
AMK AVG (SD) o rozmezi

AVG (SD.10%) koeficient [pmol/l] [pmol/l]

[nmol/1] [pmol/l]

Asp  0,0052 (91) 0,0007 (0,0029) 0,9998 5,6 1,8 5,6-212,6
Glu 0,0053 (340) 0,0346 (0,0106) 0,9998 20,1 6,6 20,1-2002,3
Asn  0,0050 (13) 0,0013 (0,0011) 0,9997 2,3 0,8 2,3-201,2
His 0,0048 (12) 0,0038 (0,0018) 0,9996 3,8 1,3 1,3-202,1
Gln 0,0049 (30) 0,0066 (0,0042) 0,9998 8,6 2,8 8,6-509,1
Ser 0,0044 (125) 0,0256 (0,0051) 0,9998 11,5 3,8 11,5-512,4
Cit 0,0058 (9) 0,0153 (0,0029) 0,9992 4,9 1,6 4,9-199,1
Arg  0,0051 (137) 0,0031 (0,0015) 0,9997 3,1 1,0 3,1-199,5
Gly  0,0055 (91) 0,0116 (0,0040) 0,9999 7,2 2,4 7,2-522,2
Thr 0,0045 (116) 0,0133 (0,0020) 0,9998 4,4 1,4 4,4-249,5
Ala 0,0051 (20) 0,0194 (0,0031) 0,9999 6,1 2,0 6,1-1018,1
Tyr 0,0050 (5) 0,0022 (0,0006) 0,9997 1,3 0,4 1,3-97,4
Tau  0,0056 (65) 0,0048 (0,0025) 0,9996 4,5 1,5 4,5-507,8
2-AB  0,0055 (30) 0,0011 (0,0020) 0,9997 3,6 1,2 3,6-205,8
Val 0,0054 (81) 0,0041 (0,0027) 0,9998 50 1,6 5,0-243,5
Met  0,0054 (44) 0,0011 (0,0011) 0,9997 2,1 0,7 2,1-193,0
Trp 0,0045 (9) -0,0004 (0,0008) 0,9998 1,8 0,6 1,8-182,1
lle 0,0056 (32) 0,0010 (0,0014) 0,9999 2,6 0,9 2,6-202,0
Phe 0,0054 (26) 0,0011 (0,0026) 0,9999 4,9 1,6 4,9-241,2
Leu 0,0055 (39) 0,0023 (0,0017) 0,9999 3,1 1,0 3,1-243,6

Mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. limit of quantification) a mez detekce (LOD, z angl. limit of detection) byly
vypodteny z nasledujicich rovnic: LOQ = 10 Su/b; LOD = 3,3 Si/b, kde S; je standardni odchylka interceptu a b je
pramérna smérnice kalibra¢nich ktivek; x-intercept (umol/l) je bod, ve kterém kiivka protina osu x (kde hodnota

y = 0). AVG, aritmeticky primér; SD, smérodatna odchylka

4.2.3.2 Nepresnost v sérii

Pro uréeni nepiesnosti v sérii byl stejny vzorek mateiského mléka analyzovan desetkrat,
ve stejny den, za stejnych podminek a pii pouziti jedné kalibracni kiivky. V tabulce 14 jsou

uvedeny variacni koeficienty, které vyjadiuji nepiesnost metody. U vSech AMK se varia¢ni
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koeficienty nepfesnosti pohybovaly pod 10 %. Pro takto zpracované biologické vzorky, jakou

je technika suché kapky, jsou vysledky uspokojivé.

Tabulka 14 Nepresnost v sérii pro stanoveni vybranych aminokyselin v materském mléce a kolostru, ziskanych technikou suché

kapky a stanovenych metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekct

AMK AVG SD CcVv AMK AVG SD CVv
[umol/l]  [pmol/1] [90] [pmol/l] [pmol/l] [%0]
Asp 74,2 6,8 9,2 Ala 208,9 11,5 55
Glu 689,0 52,3 7,6 Tyr 8,2 0,5 6,1
Asn 22,1 2,1 9,5 Tau 201,5 11,1 55
His 33,2 2,4 7,2 Val 9,8 0,9 9,2
Gln 201,4 14,9 7,4 Met 35,6 2,0 5,6
Ser 98,9 7,0 7,1 Trp 4,9 0,3 6,1
Cit 10,2 0,8 7,8 lle 3,1 0,3 9,7
Arg 124,5 8,2 6,6 Phe 8,5 0,3 3,5
Gly 94,5 6,3 6,7 Leu 10,6 0,6 57
Thr 66,9 4,1 6,1 2-AB

AVG = aritmeticky priumeér, SD = smérodatna odchylka, CV = variacni koeficient

4.3  Porovnani hladin aminokyselin v matei'ském mléce ziskanych
metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci a metodou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenc¢ni detekei

Bylo proméieno 20 vzorkli matefského mléka metodou plynové chromatografie
s hmotnostni detekci a metodou kapalinové chromatografii s fluorescenéni detekei. V tabulce
15 jsou uvedeny mediany a mezikvartilové rozpéti (IQR) hladin AMK v 20 vzorcich

matefského mléka.
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Tabulka 15 Zdkladni statistickd analyza a korelace hladin vybranych aminokyselin ve vzorcich mateiského miéka (n = 20)

dobrovolnych darkyn stanovenych metodou kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci a metodou plynové

chromatografie s hmotnostni detekci

Median (IQR)

Median (IQR)

AMK LC-FLD GC-MS Kor?lééni
[amol] (umol/l] koeficietn
Ala 346,3 (198,5) 436,9 (405,5) 0,0003
Gly 138,8 (64,9) 266,4 (389,1) 0,0998
2-AB 15,7 (4,4) 31,3 (62,8) 0,0096
Val 52,5 (13,5) 216,9 (577,3) 0,3789
Leu 31,4 (7,4) 40,3 (20,4) 0,2035
lle 9,8 (4,6) 21,5 (21,9) 0,5699
Asp 20,5 (10,9) 10,2 (12,2) 0,2018
Met 6,4 (1,9) 3,5(1,7) 0,0262
Glu 933,2 (530,3) 4749 (242,0) 0,1140
Phe 17,0 (5,1) 9,5 (5,6) 0,0007
Gln 362,8 (265,4) 209,5 (203,2) 0,1465
His 35,1 (17,1) 20,5 (12,8) 0,0127
Tyr 11,8 (4,1) 5,6 (3,4) 0,0809
Trp 2,1(0,9) 1,4 (0,8) 0,0062
Asn 9,6 (6,8)
Ser 100,9 (50,6)
Cit 10,7 (2,3)
Arg 4,6 (2,4)
Thr 74,6 (22,9)
Tau 215,0 (34,2)

IQR = mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range)

Utelem porovnani dvou metod je zjistit, zda vysledky ziskané jednou metodou jsou
totozné s vysledky ziskanymi druhou metodou. Pro porovnani byla pouZita metoda linedrni
regrese. Mira shody vysledkll je ddna korelacnim koeficientem, kdy v pfipadé shodnych
vysledkl je roven 1, a vSechny body vyneseny v grafu by lezely na jedné ptimce. Do grafu se
vynasi zavislost vysledki naméfenych jednou metodou oproti vysledklim ziskanych druhou

metodou pii proméfeni stejnych vzorkt (graf 5).
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Graf 5 Porovndni metod plynové chromatografie S hmotnostni detekci a kapalinové chromatografie s fluorescencni

detekci pri stanoveni isoleucinu

Z vysledku, které jsou uvedeny v tabulce 15, je patrné, Ze metodou GC-MS byly ziskany
naprosto odlisné koncentrace AMK nez metodou HPLC-FLD. Metoda HPLC-FLD pro
stanoveni AMK v riznych biologickych vzorcich je na pracovisti Katedry biologickych a
biochemickych véd pouzivana jiz fadu let, byla pouzita v mnoha studiich a hladiny AMK
v raznych biologickych vzorcich jsou porovnatelné s literarnimi udaji, proto ji povazujeme za
spravnou a dostatené citlivou. Proto se domnivame, ze metoda GC-MS pro stanoveni AMK
derivatizovanych ECF je v souCasné podobé nepouzitelna pro kvantifikaci hladin AMK
V matefském mléce. Problémem je 1 citlivost metody, jelikoz ve vzorcich zralého matetského
mléka a kolostra, ziskanych technikou suché kapky, jsme prakticky nedetekovali Zadnou z

AMK.

4.4  Zakladni statisticka analyza namérenych dat metodou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenc¢ni detekei

Zakladni statisticka analyza namé&fenych dat je shrnuty v nasledujich tabulkach 16-19 a
Vv ptilohach 3-5.

V tabulce 16 jsou uvedeny hladiny AMK ve vzorcich kolostra a zralého mateiského
mléka, ziskanych technikou suché kapky a stanovené metodou kapalinové chromatografie

s fluorescencni detekci. Hladiny kyseliny glutamové a glutaminu jsou ve zralém mléce
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statisticky vyznamné vys$i nez v Kolostru (tabulka 18). Kyselina glutamova je nejvice

zastoupenou AMK v matefském mléce a je zdrojem energie [77]. Naopak hladiny AMK

asparaginu a argininu, se s délkou laktace snizuji.

Tabulka 16 Zdkladni statisticka analyza hladin vybranych aminokyselin v kolostru (n = 8) a matei'ském mléce (n = 10)

dobrovolnych dérkyi
Parametr Median IQR Median IQR Median IQR
[Jednotka] (vSe) (vSe) (kolostrum)  (kolostrum) (mléko) (mléko)
Asp [umol/l] 35,3 14,9 28,0 19,8 37,4 7,4
Glu [umol/1] ~ 555,6 360,0 395,9 312,2 688,0 234,8
Asn [umol/l] 9,5 10,8 14,5 13,3 7,2 8,2
His [umol/] 14,6 9,3 12,4 13,5 19,4 8,8
Gln [umol/l]  153,7 164,0 68,4 72,8 229,0 214,0
Ser [umol/1] 63,8 28,7 58,3 57,2 69,8 24,5
Cit [umol/l] 9,7 6,5 8,5 1,6 11,4 5,8
Arg [umol/l]] 8,0 5,9 14,7 13,0 6,8 33
Gly [umol/] 71,4 27,9 54,8 42,2 76,4 53,1
Thr [umol/1] 38,3 20,1 43,8 21,9 37,3 13,0
Ala [pumol/I] 139,3 61,2 1211 159,4 1511 43,4
Tyr [umoll] 11,8 6,1 12,1 9,9 11,6 3,6
Tau [umol/1] 106,0 106,3 115,0 109,4 103,6 109,8
2-AB [umol/l] 6,0 43 5,2 3,9 8,5 3,5
Val [umol/I] 27,9 16,1 27,0 17,9 29,0 16,2
Met [umol/l] 3,6 2,6 3,7 3,7 3,4 1,2
Trp [umol/l] 2,6 1,2 2,9 3,2 2,3 0,9
lle [umol/1] 7,9 6,6 9,3 9,0 7,4 50
Phe [umol/1] 9,8 55 9,5 7,5 10,4 4,2
Leu [umol/1] 17,8 14,7 18,4 22,7 16,8 13,2

IOR = mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range)
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V tabulce 17 je uvedeno procentualni zastoupeni nami stanovovanych AMK v mléce a
kolostru. Secetli jsme koncentrace vSech stanovovanych AMK a uvedli procentualni zastoupeni
jednotlivé AMK. Statisticky vyznamné rozdily v procentudlnim zastoupeni jednotlivych AMK
mezi kolostrem a mlékem jsou u 11 AMK (tabulka 19). V kolostru jsou statisticky vyznamné
vice zastoupené esencidlni aminokyseliny (arginin, threonin, methionin, tryptofan, isoleucin,

fenylalanin a leucin), tedy vSechny, krom¢ valinu.

Tabulka 17 Zdkladni statisticka analyza procentudlniho zastoupeni vybranych aminokyselin v kolostru (n = 8) a mateiském

mléce (n = 10) dobrovolnych darkyn

Parametr Median IQR Median IQR Median IQR
[Jednotka] (vSe) (vSe) (kolostrum)  (kolostrum)  (mléko) (mléko)
Asp [%] 2,22 1,01 2,22 0,73 2,25 1,38
Glu [%] 40,27 7,72 36,14 13,52 41,01 2,25
Asn [%] 0,84 0,82 1,21 0,57 0,52 0,54
His [%)] 1,08 0,36 1,14 0,39 0,98 0,33
Gin [%] 12,00 9,14 7,01 4,42 16,74 5,35
Ser [%] 5,03 0,83 571 1,80 4,74 0,96
Cit [%] 0,80 0,32 0,85 0,51 0,72 0,32
Arg [%] 0,54 0,46 1,10 1,36 0,43 0,13
Gly [%] 5,26 1,70 5,23 0,88 5,60 2,04
Thr [%] 3,16 1,14 4,00 1,13 2,79 0,87
Ala [%] 9,67 3,64 12,38 10,39 9,25 1,82
Tyr [%] 0,83 0,25 1,01 0,26 0,73 0,22
Tau [%] 8,64 3,55 8,92 8,06 8,48 3,45
2-AB [%] 0,51 0,18 0,48 0,32 0,54 0,15
Val [%] 2,23 0,88 2,52 0,71 2,01 0,45
Met [%] 0,25 0,11 0,33 0,13 0,23 0,06
Trp [%] 0,18 0,11 0,27 0,10 0,16 0,05
lle [%)] 0,67 0,32 0,84 0,40 0,48 0,15
Phe [%)] 0,83 0,27 0,91 0,20 0,65 0,25
Leu [%] 1,35 0,68 1,81 0,77 1,15 0,34

IQR = mezikvartilové rozpéti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range)
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Tabulka 18 Porovndni hladin vybranych aminokyselin mezi kolostrem a zralym mlékem

AMK Kolostrum, n =8 Miléko, n =10 o
Median (IQR) Median (IQR)

Asp [umol/1] 28,0 (19,8) 37,4 (7,4) 0,198
Glu [pumol/1] 395,9 (312,2) 688,0 (234,8) 0,029
Asn [umol/1] 14,5 (13,3) 7,2(8,2) 0,450
His [umol/1] 12,4 (13,5) 19,4 (8,8) 0,625
GlIn [umol/] 68,4 (72,8) 229,0 (214,0) <0,001
Ser [umol/1] 58,3 (57,2) 69,8 (24,5) 0,824
Cit [umol/1] 8,5 (1,6) 11,4 (5,8) 0,143
Arg [umol/1] 14,7 (13,0) 6,8 (3,3) 0,029
Gly [umol/] 54,8 (42,4) 76,4 (53,1) 0,100
Thr [umol/] 43,8 (21,9) 37,3 (13,0) 0,756
Ala [umol/l] 121,1 (159,4) 151,1 (43,4) 0,689
Tyr [umol/] 12,1 (9,9) 11,6 (3,6) 0,824
Tau [umol/1] 115,0 (109,4) 103,6 (109,8) 0,689
2-AB [pumol/I] 5,2 (3,9) 8,5 (3,5) 0,029
Val [umol/l] 27,0 (17,9) 29,0 (16,2) 0,450
Met [umol/I] 3,7 (3,7) 3,4 (1,2) 0,894
Trp [umol/l] 2,9 (3,2) 2,3(0,9) 0,450
lle [umol/1] 9,3 (9,0) 7,4 (5,0) 0,399
Phe [umol/l] 9,5 (7,5) 10,4 (4,2) 0,564
Leu [umol/1] 18,4 (22,7) 16,8 (13,2) 0,894

IOR = mezikvartilové rozpeti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range); *Mann-

Whitney U test
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Tabulka 19 Porovndni procentudiniho zastoupeni vybranych aminokyselin mezi kolostrem a zralym mlékem

AMK Kolostrum, n=8 Miléko, n =10 o
Median (IQR) Median (IQR)

Asp [%] 2,22 (0,73) 2,25 (1,38) 0,564
Glu [%] 36,14 (13,52) 41,01 (2,25) 0,046
Asn [%] 1,21 (0,57) 0,52 (0,54) 0,019
His [%)] 1,14 (0,39) 0,98 (0,33) 0,100
Gln [%] 7,01 (4,42) 16,74 (5,35) 0,001
Ser [%] 5,71 (1,80) 4,74 (0,96) 0,004
Cit [%] 0,85 (0,51) 0,72 (0,32) 0,689
Arg [%] 1,10 (1,36) 0,43 (0,13) <0,001
Gly [%] 5,23 (0,88) 5,60 (2,04) 0,505
Thr [%] 4,00 (1,13) 2,79 (0,87) 0,002
Ala [%] 12,38 (10,39) 9,25 (1,82) 0,230
Tyr [%] 1,01 (0,26) 0,73 (0,22) 0,003
Tau [%] 8,92 (8,06) 8,48 (3,45) 0,450
2-AB [%] 0,48 (0,32) 0,54 (0,15) 0,450
Val [%] 2,52 (0,71) 2,01 (0,45) 0,069
Met [%] 0,33 (0,13) 0,23 (0,06) 0,019
Trp [%] 0,27 (0,10) 0,16 (0,05) 0,002
e [%] 0,84 (0,40) 0,48 (0,15) <0,001
Phe [%] 0,91 (0,20) 0,65 (0,25) 0,009
Leu [%] 1,81 (0,77) 1,15 (0,34) 0,007

IOR = mezikvartilové rozpeti, rozdil mezi 75. a 25. percentilem (z angl. interquartile range); *Mann-

Whitney U test

Metodou korela¢ni analyzy jsme zjistovali, zda hladiny jednotlivych AMK v kolostru a
mléku, jen v kolostru a jen v mléku, spolu statisticky vyznamné koreluji (ptilohy 3-5). Z tak
malého mnozstvi analyzovanych vzorki nelze €init Zzadné zavéry, ale prvni vysledky naznacuji,

7e nékteré AMK s jinymi vyznamné koreluji a jiné viibec.

64



5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo zavést metody pro stanoveni aminokyselin v matetském
mléce. Byla zavedena metoda plynové chromatografie shmotnostni detekei, kdy
aminokyseliny byly pted vlastni analyzou derivatizovany ethylchlorformiatem na odpovidajici
tékavé a tepelné stabilni derivaty. Dalsi metodou pro kvantifikaci aminokyselin v matefském
mléce byla kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekci, aminokyseliny byly pred vlastni
analyzou derivatizovany naftalen-2,3-dikarboxaldehydem na odpovidajici 1-kyano-2-
substituované-benz[f]isoindolové derivaty.

ProtoZe je metoda kapalinové chromatografie s fluorescen¢ni detekci dostatecné robustni
a velmi citlivd, dokazali jsme kvantifikovat hladiny 20 aminokyselin ve vzorcich zralého
matetfského mléka a kolostra, ziskanych technikou suché kapky. To ma pro klinickou praxi
velky vyznam, protoze technika suché kapky vyZaduje velmi malé mnoZstvi vzorku, fadové
desitky mikrolitrti, také transport a uchovavani takovych vzorki je mnohem jednodussi nez je
tomu u vzork kapalnych.

Porovnanim metod plynové chromatografie shmotnostni detekci a kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci jsme zjistili, Ze hladiny aminokyselin se vyrazné lisi.
Analytické parametry metody plynové chromatografie byly vyrazné horSi pfi porovnani
s kapalinovou chromatografii a také citlivost metody plynové chromatografie je daleko horsi,
touto metodou jsme nedokazali detekovat aminokyselin ve vzorcich suché kapky mléka. Nami
vyvinuta metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci je pro stanoveni aminokyselin
vV mateiském mléce nevhodna.

Metodou kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci jsme stanovili hladiny
20 aminokyselin ve vzorcich zralého mateiského mléka a kolostra, ziskanych technikou suché
kapky, a 1 kdyZ byl soubor maly, ziskali jsme zajimavé vysledky, které budou piredmétem

dalsiho zkoumani.
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Piiloha 1: Chromatograficky zdznam standardu Ss stanoveni vybranych aminokyselin metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Ala (13,02 min); Gly (13,10 min); 2-AB (14,11 min); Val (14,72 min); Leu (15,67 min); lle (15,88 min), Nleu (16,28), Asp (17,90 min), Met (18,71 min), Glu (19,22 min), Phe
(19,98 min), Gln (20,85 min), His (23,87 min), Tyr (24,90 min), Trp (25,75 min)
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Piiloha 2: Chromatograficky zdznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-Kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivati) ve vzorku mateiského mléka
ziskaného technikou suché kapky

Asp (35,6 umol/l, 2,94 min); Glu (599,2 umol/l, 3,75 min); Asn (23,5 umol/l, 8,69 min); His (16,6 umol/l, 9,99 min); Gin (151,3 umol/l, 10,48 min); Ser (83,8 umol/l,
11,06 min),; Cit (8,7 umol/l; 12,13 min); Arg (12,5 umol/l, 14,19 min); Gly (83,4 umol/l, 15,13 min); Thr (50,6 umol/l, 15,44 min); Ala (296,5 umol/l, 18,99 min),; Tyr (15,0
umol/l, 20,22 min); Tau (86,5 umol/l, 20,79 min); 2-AB (12,1 umol/l, 24,79 min); Val (36,4 umol/l, 28,14 min); Met (5,4 umol/l, 28,60 min); Trp (4,2 umol/l, 29,86 min);
lle (12,6 umol/l, 31,41 min); Phe (14,7 umol/l, 31,79 min); Leu (28,5 umol/l, 32,34 min),; Nleu (32,80 min)

HPLC podminky: mobilni fizi A byla smés acetonitrilu a 10mmol/l Na;HPOa (5:95, vv), pH 7,2, mobilni fazi B smés acetonitrilu a 10mmol/l Na;HPO4 (65:35, viv), pH 7,2,
eluce byla gradientova, 0,01 min —20 % B, 20,00 min — 32 % B, 35,00 min — 54,5 % B, 35,01 min — 100 % B, 40,00 min — 100 % B, 40,01 min — 20 % B; priitok mobilni fize
byl 0,75 ml/min pri 37 °C, detekce byla fluorescencni (Lex =420 nm, Jem = 480 nm, nastaveni citlivosti bylo nizké se zesilenim 4x), nastiik byl 5 ul.
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Piiloha 2A: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivati) ve vzorku matefského mléka

ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Asp (35,6 umol/l, 2,94 min),; Glu (599,2 umol/l, 3,75 min); HPLC podminky: viz priloha 2
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Piiloha 2B: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-Kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivati) ve vzorku matefského mléka
ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)
Asn (23,5 pumol/l, 8,69 min); His (16,6 umol/l, 9,99 min); GIn (151,3 umol/l, 10,48 min); Ser (83,8 umol/l, 11,06 min); Cit (8,7 umol/l; 12,13 min); Arg (12,5 umol/l,
14,19 min); Gly (83,4 umol/l, 15,13 min),; Thr (50,6 umol/l, 15,44 min); HPLC podminky: viz piiloha 2
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Piiloha 2C: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivati) ve vzorku mateiského mléka

ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)

Ala (296,5 umol/l, 18,99 min), Tyr (15,0 umol/l, 20,22 min); Tau (86,5 umol/l, 20,79 min); 2-AB (12,1 umol/l, 24,79 min); HPLC podminky: viz piiloha 2

79



uv

30000

25000+

20000+

15000+

10000+

5000+

280 285 290 295 300 305 310 315 320 325  330min
Piiloha 2D: Chromatograficky zaznam stanoveni vybranych aminokyselin (1-kyano-2-substituovanych-benz[flisoindolovych derivati) ve vzorku mateiského mléka
ziskaného technikou suché kapky (pfiblizeni)
Val (36,4 umol/l, 28,14 min); Met (5,4 umol/l, 28,60 min); Trp (4,2 umol/l, 29,86 min),; Ile (12,6 umol/l, 31,41 min); Phe (14,7 umol/l, 31,79 min); Leu (28,5 umol/l,
32,34 min); Nleu (32,80 min); HPLC podminky: viz priloha 2
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Glu Asn His Gin Ser Cit Arg Gly Thr Ala Tyr Tau 2-AB Val Met Trp lle Phe Leu
Asp | 0,823 | 0,455 | 0,630 0,345 0,555 0,327 0,039 0,366 0,516 0,673 0,584 0,136 0,409 0,642 0,755 0,448 0,491 0,759 0,580
*kk X *% X * X X X * *% * X X *% *kk X * *kk *
Glu 0,436 | 0,510 0,640 0,488 0,366 -0,216 | 0,547 0,512 0,664 0,486 0,149 0,648 0,664 0,574 0,234 0,390 0,711 0,510
X * *% * X X * * *% * X *% *% * X X *% *
Asn 0,424 -0,116 | 0,447 -0,040 | 0,175 0,488 0,484 0,672 0,461 0,105 0,090 0,301 0,487 0,474 0,502 0,547 0,469

X X X X X * * *% X X X X * * * * *
His 0,136 0,784 0,456 0,577 0,460 0,661 0,412 0,779 0,258 0,217 0,738 0,787 0,827 0,823 0,870 0,861

X *k*k X * X *% X *kk X X *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Gin 0,272 0,534 -0,289 | 0,446 0,254 0,192 0,250 0,146 0,818 0,569 0,216 -0,127 0,089 0,316 0,267

X * X X X X X X il * X X X X X
Ser 0,509 0,618 0,619 0,805 0,356 0,849 0,216 0,332 0,745 0,870 0,825 0,868 0,788 0,880

* *% *% *kk X *kk X X *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Cit 0,461 0,573 0,128 -0,001 | 0,505 0,088 0,206 0,369 0,353 0,411 0,371 0,416 0,510

X * X X * X X X X X X X *
Arg 0,315 0,287 -0,161 | 0,577 0,189 -0,361 0,206 0,486 0,798 0,641 0,350 0,604

X X X * X X X * *kk *k X *%
Gly 0,298 0,195 0,547 0,228 0,264 0,399 0,394 0,371 0,404 0,448 0,506

X X * X X X X X X X *
Thr 0,485 0,743 0,238 0,432 0,815 0,801 0,656 0,854 0,801 0,795

* *kk X X *kk *kk *% *kk *kk *kk
Ala 0,510 -0,009 | 0,485 0,558 0,568 0,373 0,455 0,698 0,510

* X * * * X X *% *
Tyr 0,224 0,318 0,804 0,860 0,873 0,915 0,872 0,942

X X *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Tau 0,111 0,344 0,194 0,187 0,294 0,157 0,303

X X X X X X X
2-AB 0,697 0,379 0,013 0,219 0,454 0,347

** X X X X X
Val 0,803 0,601 0,790 0,847 0,862
Met 0,825 0,870 0,886 0,894
Trp 0,929 0,783 0,897
lle 0,863 0,967
Phe 0,908

Priloha 3: Korelace mezi hladinami jednotlivych aminokyselin v matetském mléce a kolostru dobrovolnych darkyn

Pearsoniiv korelacni koeficient; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, *p > 0,05
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Glu Asn His Gin Ser Cit Arg Gly Thr Ala Tyr Tau 2-AB Val Met Trp lle Phe Leu
Asp | 0,920 | 0,891 | 0,784 | -0,096 | 0,770 0,177 0,241 0,507 | 0,879 0,744 0,821 0,034 0,326 0,930 0,885 0,745 0,826 0,908 0,795
*kk *% * X * X X X *% * * X X *kk *% * * *% *
Glu 0,962 | 0,623 | 0,112 0,622 -0,082 | -0,001 | 0,378 | 0,893 0,825 0,681 -0,128 | 0,579 0,880 0,794 0,588 0,720 0,880 0,678
*kk X X X X X X *% * X X X *% * X * *% X
Asn 0,645 | 0,297 0,671 0,066 0,085 0,504 | 0,828 0,832 0,711 -0,170 | 0,642 0,849 0,785 0,623 0,700 0,888 0,692
X X X X X X * * * X X ** * X X ** X
His -0,202 | 0,992 0,617 0,767 0,873 | 0,798 0,308 0,930 0,124 -0,072 | 0,886 0,931 0,970 0,969 0,896 0,971
X *kk X * *% * X *kk X X *% *kk *kk *kk *% *kk
Gin -0,137 | 0,072 -0,199 | 0,146 | -0,193 | 0,268 -0,039 | -0,600 | 0,668 -0,115 | -0,233 | -0,158 | -0,236 | 0,009 -0,138
X X X X X X X X X X X X X X X
Ser 0,620 0,762 0,895 | 0,787 0,336 0,918 0,114 -0,021 | 0,873 0,921 0,966 0,952 0,901 0,964
X * *% * X *kk X X *% *kk *kk *kk *% *kk
Cit 0,914 0,830 | 0,056 -0,245 | 0,602 0,096 -0,347 | 0,272 0,407 0,645 0,459 0,314 0,549
ekl * X X X X X X X X X X X
Arg 0,874 | 0,266 -0,277 | 0,670 0,230 -0,457 | 0,421 0,554 0,780 0,652 0,445 0,702
** X X X X X X X * X X X
Gly 0,495 0,139 0,859 -0,018 | 0,001 0,677 0,770 0,901 0,799 0,739 0,868
X X *% X X X * *% * * *%
Thr 0,550 0,707 0,075 0,206 0,901 0,842 0,712 0,859 0,895 0,784
X * X X *% *% * *% *% *
Ala 0,473 -0,337 | 0,749 0,646 0,563 0,327 0,400 0,658 0,417
X X * X X X X X X
Tyr 0,019 0,164 0,921 0,965 0,967 0,938 0,917 0,972
X X *kk *kk *kk *kk *kk *kk
Tau -0,322 | 0,012 0,056 0,164 0,145 -0,058 | 0,061
X X X X X X X
2-AB 0,296 0,219 0,025 0,058 0,344 0,090
X X X X X X
Val 0,985 0,886 0,953 0,985 0,937
Met 0,949 0,978 0,974 0,979
Trp 0,964 0,889 0,987
lle 0,941 0,985
Phe 0,940

Priloha 4: Korelace mezi hladinami jednotlivych aminokyselin v kolostru dobrovolnych darkyn

Pearsoniiv korelacni koeficient; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, *p > 0,05
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Glu Asn His Gin Ser Cit Arg Gly Thr Ala Tyr Tau 2-AB Val Met Trp lle Phe Leu
Asp | 0,709 | 0,092 | 0,343 | 0,423 | 0,251 | 0,395 0,021 | 0,088 0,092 0,684 | 0,305 | 0,286 | 0,369 0,372 0,689 0,271 0,200 | 0,537 | 0,380
* X X X X X X X X * X X X X * X X X X
Glu 0,346 | 0,454 | 0,693 | 0,593 | 0,701 0,599 | 0,527 0,379 0,881 | 0,596 | 0,594 | 0,538 0,546 0,681 0,572 0,586 | 0,717 | 0,715
X X * X * X X X il X X X X * X X * *
Asn 0,134 | 0,019 | 0,092 | -0,002 | 0,094 | 0,794 -0,020 | 0,427 | 0,040 | 0,480 | -0,070 | -0,045 | -0,051 | -0,063 | 0,075 | 0,078 | 0,110

X X X X X ** X X X X X X X X X X X
His 0,336 | 0,302 | 0,224 0,597 | -0,024 | 0,445 0,756 | 0,472 | 0,516 | 0,569 0,672 0,456 0,792 0,656 | 0,811 | 0,691

X X X X X X * X X X * X ** * ** *
Gin 0,828 | 0,694 0,745 | 0,350 0,830 0,538 | 0,815 | 0,498 | 0,851 0,842 0,825 0,668 0,855 | 0,718 | 0,880

*% * * X *% X *% X *% *% *% * *% * *kk
Ser 0,455 0,675 | 0,487 0,851 0,415 | 0,704 | 0,399 | 0,890 0,735 0,752 0,607 0,755 | 0,552 | 0,723

X * X *% X * X *kk * * X * X *
Cit 0,572 | 0,270 0,314 0,509 | 0,519 | 0,076 | 0,400 0,394 0,413 0,613 0,560 | 0,598 | 0,614

X X X X X X X X X X X X X
Arg 0,330 0,767 0,587 | 0,763 | 0,609 | 0,694 0,761 0,505 0,818 0,912 | 0,749 | 0,884

X *% X *% X * * X *k *kk * *kk
Gly 0,258 0,424 | 0,413 | 0,493 | 0,180 0,165 0,113 0,153 0,331 | 0,271 | 0,330

X X X X X X X X X X X
Thr 0,355 | 0,806 | 0,481 | 0,893 0,861 0,730 0,669 0,878 | 0,670 | 0,805

X *% X *kk *kk * * *kk * *%
Ala 0,617 | 0,706 | 0,504 0,619 0,583 0,690 0,636 | 0,839 | 0,757

X * X X X * * *% *
Tyr 0,578 | 0,721 0,838 0,614 0,798 0,904 | 0,809 | 0,886

X * *% X *% *kk *% *kk
Tau 0,478 0,656 0,467 0,413 0,613 | 0,524 | 0,686

X * X X X X *
2-AB 0,925 0,861 0,740 0,845 | 0,706 | 0,842
Val 0,783 0,819 0,926 | 0,802 | 0,940
Met 0,521 0,644 | 0,711 | 0,719

X * * *
Trp 0,899 | 0,880 | 0,889
lle 0,847 | 0,974
Phe 0,888

Piiloha 5: Korelace mezi hladinami jednotlivych aminokyselin v mateiském mléce dobrovolnych darkyn
Pearsoniiv korelacni koeficient; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, *p > 0,05
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