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ANOTACE

Tato bakalatska prace je literarni reSerSi zaméfenou na stanoveni aminokyselin v potravinovych
dopliicich. Nejprve byla popsdna obecna charakteristika aminokyselin, vcetné jejich
klasifikace, a poté byly detailngji diskutovany vyznamni zastupci. Nasledné byly
charakterizovany a porovnavany vybrané sportovni dopliikky stravy skladajici se z riznych
druhti aminokyselin. Posledni ¢ast bakaldiska prace se vénuje analytickému stanoveni
aminokyselin pomoci technik vysokouc¢inné kapalinové chromatografie a zonové

elektroforézy.
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TITTLE

Use of Modern Analytical Techniques for the Analysis of Amino Acids in Dietary Supplements

ANNOTATION

This bachelor thesis is a theoretical research focused on the determination of amino acids in
dietary supplements. First, the general characteristics of amino acids, including their
classification, were described, and then important representatives were discussed in more detail.
Subsequently, selected dietary supplements for athletes comprising of different types of amino
acids were characterized and compared. The final part of the bachelor thesis dealt with the
analytical determination of amino acids using techniques of high-performance liquid

chromatography and capillary zone electrophoresis.
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SEZNAM ZKRATEK
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6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbaméat
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aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem
aminotransferaza s rozvétvenym fetézcem
aktivovany komplex a-ketokyseliny s dehydrogendzou s rozvétvenym fetézcem
kreatinfosfat

kapilarni zéonova elektroforéza

dabsylchlorid

diethyl-ethoxymetylenmalonat
2,4-dinitrofluorbenzen

esencidlni aminokyseliny

flavinadenindinukleotid

9-fluorenylmethyl chlorformiat

kyselina guanidinooctova

hydroxymethylbutyrat

vysokou¢inna kapalinova chromatografie
hmotnostni spektrometrie
nikotinamidadenindinukleotid

neesencialni aminokyselina

vysokoucinna kapalinové chromatografie s normalnim fazovym uspofadanim

o-ftalaldehyd



PITC fenylizothiokyanat

RP-HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenym fazovym uspotradanim



UvVoD
Aminokyseliny patfi mezi zékladni stavebni jednotky peptidi a bilkovin, a jsou tak
nepostradatelnou soucasti lidského téla. Aminokyseliny obecné délime na postradatelné,
nepostradatelné a casteCn¢ postradatelné, nicméné¢ kazdda aminokyselina ma své

charakteristické vlastnosti jedine¢né pro spravné fungovani organismu.

Jednotlivé aminokyseliny jsou v téle zastoupeny v rizném mnozstvi a jejich nedostatek je
mozné fesit potravinovymi dopliiky, kterych je na svétovém trhu bohaty vybér. Mohou si zde
vybrat jak sportovci, ktefi uptednostnuji latky pro zlepsSeni télesné kondice, regenerace c¢i
k potlaceni fyzické unavy, tak i bézni lidé uzivajici spiSe razné druhy minerali nebo vitamina

pro preventivni ucely.

Pro stanoveni aminokyselin se nej¢astéji vyuziva vysokoucinnad kapalinova chromatografie
nebo elektroforéza. Jelikoz aminokyseliny nemaji vhodné chemické vlastnosti pro jejich
analytické stanoveni, je pfed vlastni analyzou nutna jejich derivatizace pomoci derivatizacnich

¢inidel.
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1 Aminokyseliny

1.1 Obecné informace

Aminokyseliny (AK) jsou substitucni derivaty karboxylovych kyselin obsahujici ve své
struktufe aminovou skupinu -NH2 a karboxylovou skupinu -COOH, ob¢ vazané na tzv. a-uhlik
(obrazek 1). Alfa uhlikem se rozumi takovy uhlik, ktery se nachéazi jako prvni za funkéni

karboxylovou skupinou.

H,N
0

Obrazek 1:0becny vzorec AK.

V ptirodé se nachazi vice nez 300 druhti AK, které plni rizné nutri¢ni, senzorické nebo
regulacni funkce. AK mohou byt ve vSech Zivych organismech ve form¢ volné nebo vazané
pomoci amidové (peptidové) vazby. Vznik peptidové vazby spociva v reakci a-karboxylové
skupiny jedné AK s a-aminoskupinou druhé AK. Pfi reakci dochazi k odstépeni molekuly vody
(obrazek 2). Peptidovou vazbou mohou byt spojeny AK v proteinech, peptidech i v nékterych

bioaktivnich molekulach.!!

Obrazek 2: Schéma vzniku peptidové vazby.

AK miizeme rozdélit na kodované a nekddované. Koédovanych neboli proteinogennich AK je
pouze 20, maji vyhradné L- konfiguraci a tvofi zakladni stavebni jednotky vSech bilkovin. Déj,
pii kterém dochazi ke vzniku proteindi, je nazyvan proteosyntéza.l’! Nekodované AK se
nepodileji na proteosyntéze. Vznikaji vétSinou posttranslaénimi modifikacemi a jsou
soucasti nebilkovinnych struktur, jako jsou hormony, enzymy ¢i koenzymy. Mohou se také

v lidském téle vyskytovat jako metabolické meziprodukty.=
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Dle vyznamu ve vyzivé ¢lovéka mizeme proteinogenni AK rozdélit do tii skupin: esencialni
(nepostradatelné), neesencialni (postradatelné) a semiesencidlni (Castecné postradatelné).
Esencialni AK si télo nedokaze syntetizovat samo, a proto je jejich pfijem vyhradné podminény
stravou. Jedna se o devét AK: valin, leucin, izoleucin, lysin, treonin, fenylalanin, tryptofan,
methionin a v posledni dobé byl zafazen i histidin.'¥! Opakem jsou pak AK neesencialni, které
jsou lidskym organismem produkovany v dostatecném mnozstvi de novo. Mezi tyto AK fadime
glycin, alanin, serin, kyselina asparagova, asparagin, kyselina glutamova, glutamin, tyrosin a
prolin. Specidlni skupinu tvoii tzv. semiesencidlni neboli podminéné esencidlni AK, jez
organismus syntetizuje jen v omezeném mnozstvi (hlavné u kojencli), a proto musi byt

soucasné pfijimany i potravou. Patii mezi né cystein a arginin.!

Nadbytek AK v téle je metabolizovan za vzniku pfislusnych metaboliti. VétSina AK je
metabolizovana na gluk6zu. Tyto AK nazyvame glukogenni. Vyjimku tvofi leucin a lysin, které
pii degradaci tvoii acetoacetat a acetylkoenzym A, jez jsou prekurzorem ketolatek, a proto tyto
AK nazyvame ketogenni. Nékteré AK dokéazou tvorit oba produkty degradace, a fadime je tedy
do obou skupin zaroven. Mezi takové AK patii fenylalanin, tryptofan, izoleucin, tyrosin a
treonin. Neesencidlni AK (NEAK) lze degradovat i jinou cestou, a to pomoci oxidativni
deaminace, pii niz dojde k odstranéni aminoskupiny za uvolnéni amoniaku ve form¢ amonného

iontu, ktery je ddle metabolizovan v mo&ovinovém cyklu na mocovinu.!®

AK jsou pochopitelné i nezbytnou soucasti téla zvirat i rostlin. Pro rostliny maji AK nejvétsi
vyznam v padé, ¢imz rostlinu vyzivuji a umoziuji jeji rist.l”) Jsou také sekundarnimi
metabolity n&kterych syntéz nebo meziprodukty pfi tvorbé vitamint.®! U zvifat maji AK

podobné funkce jako u ¢lovéka, a hraji tak velmi vyznamnou roli v jejich fyziologii.l”

1.2 Stereochemie

Stereochemie je védni obor, ktery se zabyva prostorovym uspotfaddanim (konfiguraci) atomi
v molekulach. Stereoizomery jsou chemické struktury se stejnou konstituci, ale rozdilnou
konfiguraci. Kazda molekula, kterd ve své struktuie obsahuje alespont jedno chiralni centrum
(atom) charakterizované pfitomnosti riznych substituentli na kazdé vazbé, je schopna tvofit
stereoizomery. V biologii tvoii chirdlni centra vétSinou uhlik, avSak chirdlni mize byt jakykoli

jiny atom se ¢tyfmi valenénimi elektrony.

Chiralni latky mGzeme dé&lit na diastereoizomery a enantiomery.®! Diastereoizomery jsou ltky
lisici se konfiguraci na jednom nebo vice chiralnich centrech (ne viak na vsech).!!% Zvlastnim

pfipadem diastereoizomeril jsou pak enantiomery, které maji opacnou konfiguraci na vSech
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chiralnich centrech, a jsou tedy svymi zrcadlovymi obrazy.*!®) Enantiomery se vyznacuji
identickou chemickou strukturou, diky které maji stejné fyzikalni i chemické vlastnosti. Jedinou
rozdilnou vlastnosti enantiomert je odlisny smér stadeni roviny polarizovaného svétla!'%, ¢imz
nasledn¢ rozliSujeme L- a D- izomery. D-izomery (z latinského slova dexter = vpravo)
nazyvame pravotoCivé, jelikoz staci polarizované svétlo ve sméru hodinovych rucicek. Naopak
L-izomery (z latinského slova laevus = vlevo) staci polarizované svétlo proti hodinovym

rucickam, a jsou tedy levotocCivé.

Vétsina a-AK jsou opticky aktivni latky sjednim chirdlnim centrem. Vyjimku tvofi
aminokyseliny glycin, izoleucin a treonin. Zatimco glycin neobsahuje ve své struktuie zadny
chirdlni uhlik, izoleucin s treoninem maji naopak centra chirality dvé, a to na a- i B-uhliku.!'!
V ptirodé€ je zastoupeni levoto¢ivych aminokyselin daleko castéj$i nez pravotocivych, které

maji vét§inou mikrobidlni ptivod.?!

Optickou otacivost latek 1ze métit pomoci jednoduché analytické metody zvané polarimetrie

nebo ji 1ze vypocitat podle rovnice:
[a] = [a]spec." L - ¢

Veli¢ina a udava celkovou otacivost, kterd se méni v zavislosti na specifické otacivosti (dspec),
délce kyvety (L) a koncentraci zkoumané latky (c). Specificka otacivost je pak tihel, o ktery se
oto¢i rovina polarizovaného svétla (o vinové délce 590 nm), pfi jednotkové tloust'ce (1 dm) a

jednotkové koncentraci zkoumané latky pfti teploté 20 ° C.

1.3 Esencialni aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem

Specidlni podskupinu esencidlnich aminokyselin (EAK) predstavuji tfi hydrofobni alifatické
aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem, valin, leucin a izoleucin, vétSinou oznafované
zkratkou BCAA. Ackoli tyto AK tvofi pfedevsim stavebni kameny tkanovych bilkovin (asi
35 % EAK ve svalech), maji v organismu 1 dal$i funkce. Reguluji energetickou homeostazu
téla, zvysuji absorpci glukozy a zlepsuji sliznici stiev.['¥] Na druhou stranu BCAA snizuji
hladinu dvou enzyml (izoformu kreatinkindzy a fosfaty aktivovanou glutaminazu)

zodpovédnych za metabolismus neurotransmiterti a energie.

BCAA se od ostatnich AK 1i8i zeyména mistem, kde probiha jejich katabolicky metabolismus.
VétsSina AK je katalyzovéana v jatrech, zatimco BCAA jsou primarné oxidovany v kosternim

[14

svalstvu za pomoci enzymii produkovanych mitochondriemi.!'*! B&hem jejich katabolismu pak

vznikaji koenzymy NADH (nikotinamidadenindinukleotid) a FADH;
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(flavinadenindinukleotid), které jsou nasledné vyuzivany pro syntézu slouceniny ATP
(adenosintrifosfat), jez slouzi jako univerzalni zdroj energie pro buiiku.'>) Prvni dva
katabolické kroky jsou pro vsechny tfti BCAA stejné (obrazek 3). V prvni reakci probihd
reverzibilni transaminace katalyzovana aminotransferazou (BCAT), pii které z aminokyselin
skupiny BCAA vznika piislusnd rozvétvena o-ketokyselina. Druhou reakci je nasledna
nevratnd oxidacni dekarboxylace a-ketokyselin katalyzovand aktivovanym komplexem
a-ketokyseliny s dehydrogenazou s rozvétvenym tetézcem (BCKDH) za vzniku pfisluSnych
sloucenin koenzymu A (R-CoA), které se dale ucastni riznych metabolickych cykli. Aktivni
komplex BCKDH vznikd zjeho inaktivni formy vratnym procesem fosforylace pomoci
fosfatazy.['*] Nasledné se katabolicka cesta BCAA rozchazi. Béhem celého procesu je piitom

nutna aktivni Gi¢ast riiznych enzymd, které jsou pro kazdou AK specifické. 13161

Rozvétvené aminokyseliny
(valin, leucin, isoleucin)

alfa-ketoglutarat

BCAT

glutamat

Rozvévené a-ketokyseliny
Koenzym A NAD* ATP
Kinaza
Aktivni BCKDH komplex <=———2= Inaktivni BCKDH komplex

Fosfataza

oxid uhli¢ity NADH + H*

R-CoA

Obrazek 3: Spole¢na katabolicka cesta BCAA. !4

1.3.1 L-Valin

Valin je a-aminokyselina, jejiz bo¢ni fetézec tvoii izopropyl (obrazek 4). V lidském organismu
ho nalezneme v elastinu (15%), ktery je hlavnim komponentem elastickych vlaken v tkénich
zivo¢icht.l!'”! Dale ho miizeme nalézt v kosternim svalstvu, kde podporuje riist svalové hmoty,

opravu tkani a v neposledni fadé zvysuje vytrvalost organismu pii télesné ¢innosti.l! Valin je
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také hojné vyuzivan primyslové. V kosmetickych produktech je zvlhcujici slozkou raznych
krémi ¢i Samponi, ve farmaceutickém primyslu je souc€dsti antibiotik ¢i antivirotik, a v

poslednich letech se rovnéz vyuziva i v zemé&délstvi, a to jako piisada do krmiv pro zvifata.['®]

CH,
H,C
NH,
HO—{
0

Obrazek 4: Chemicka struktura valinu.

Valin 1ze vyrdbét chemickou syntézou ¢i technologii mikrobidlni kultivace vychazejici
z mikroorganismu Corynebacterium glutamicum, méng ¢asto potom z kmene Escherichia Coli.
Corynebacterium glutamicum byl ptvodné zndm jako producent kyseliny L-glutamové.
Pomoci genového inzenyrstvi byla tato grampozitivni pidni bakterie béhem nékolika let

postupné vyslechténa ve velice efektivniho primyslového vyrobee i jinych L-aminokyselin. [*]

Biosyntéza valinu spoc¢iva ve Ctyfstupnové reakci. Vychozi slouceninou je pyruvat, ktery se
v téle ziskdva dekarboxylaci koenzymu-A. Nejprve je pyruvat pieveden pomoci enzymu
syntaza acetohydroxykyseliny na 2-acetylacetdt, ktery je enzymem izomeroreduktazou
nasledné transformovan na 2,3-dihydroxyizovalerat., jez je dehydratizou pteveden na
2-ketoizovalerat. Poslednim krokem této syntézy je transaminazou katalyzovana reakce

2-ketoizovaleratu za vzniku valinu.!'®!%]

1.3.2 L-Leucin

Dalsim zastupcem BCAA je leucin, jehoZz postranni fetézec tvoii izobutyl (obrazek 5). Na rozdil
od valinu a izoleucinu je leucin Cisté ketogenni AK. Leucin se v organismu nachéazi hlavné
v kosternim svalstvu a mozku. V mozku miZe byt leucin enzymaticky degradovan za vzniku
dalezitych ketolatek (acetoacetat, acetyl-CoA, B-hydroxybutyrat apod.), které mohou nasledné
nahradit funkci gluko6zy, jakozto energetického paliva pro metabolismus. Leucin se dale podili
na metabolismu neurotransmiteru glutamatu.’”) Dale je soucasti peptidového hormonu

oxytocinu, ktery ovliviiuje funk&nost mlééné Zlazy a regulaci d&lozniho svalstva.l*!]
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H,N OH
H,C

H,C
Obrazek 5: Strukturni vzorec leucinu. 24

Joshuoa C. Anthon je povazovan za prikopnika ve vyzkumu leucinu. Od roku 1999 provedl
mnoho studii tykajicich se u¢inka leucinu na syntézu bilkovin ve svalech. Anthon zjistil, ze
leucin stimuluje regeneraci proteinii kosterniho svalstva po cviceni. Od té doby bylo

uskute¢néno n&kolik experimenti, které potvrzuji jeho vysledky.!??!

Syntéza leucinu probiha obdobné jako syntéza valinu, pouze jsou do reakce zapojeny odlisné

enzymy, specifické jen pro leucin.!

1.3.3 L-Izoleucin

Posledni BCAA aminokyselinou je izoleucin, jez ma stejny sumdarni vzorec jako leucin,
nicmén¢ se lisi polohou jedné methylové skupiny (obrazek 6). Izoleucin je tedy pozicnim
izomerem leucinu, ¢imZ vykazuji stejné fyzikalné-chemické vlastnosti. Izoleucin zabranuje
zvySovani hladiny glukézy v krevni plazmé,'*)! podporuje sekreci hormont, hojeni ran a
detoxikaci téla od dusikatych latek.**! Hraje také diileZitou roli pfi syntéze hemoglobinu,
tvoii prekurzor propionyl-koenzymu A pfi B-oxidaci nenasycenych mastnych kyselin, ktery se

néasledné& pfeméni na vyznamny substrét citritového cyklu sukcinyl-koenzym A.[2!

CH,
H,C NH,

HO O
Obrazek 6: Strukturni vzorec izoleucinu.

Vyroba izoleucinu kopiruje syntézu valinu, a to v€etné zapojeni stejnych enzymu. Rozdilna je
pouze vychozi latka, kterou je vtomto ptipad¢ 2-ketobutyrat vznikly katalyzou treoninu

pomoci treonindeaminazy. !

1.4 Neesencialni proteinogenni aminokyseliny

Neesencialni proteinogenni AK jsou dilezité pro vyvoj a fungovani organismu. Jednd se o 11

latek, jez se vedle genové exprese mohou aktivné podilet také na bunécné signalizaci,
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antioxidac¢nich dé&jich, utvareni imunity a regulaci syntézy oxidu dusného, oxidu uhlicitého c¢i
sirovodiku. VétsSina NEAK mize slouzit jako substrat pro syntézu jinych dusikatych

slou¢enin.

V lidském organismu jsou syntetizovany z uhlikovych struktur vznikajicich béhem glykolyzy
nebo Krebsova cyklu. Aminoskupiny jsou pak do uhlikovych struktur navazany enzymaticky
katalyzovanou transaminaci z jiz hotovych AK. NEAK se mohou tvofit napf. z pyruvatu, o-
ketoglutaratu nebo oxaloacetatu. Popis jednotlivych krokii glykolyzy a Krebsova cyklu

k ziskani potfebnych prekurzori znazorfiuje obrazek 7.1

Glukoza
\
Glukoza-6-fosfat
Frukt6za-6-fosfat
Tridza-3-fosfat > Glykolyza
Glyceraldehyd-3-fosfat
Fosfoenolpyruvat
J/
Alanin ——— Pyruvat
Acetyl-CoA Izocitrat
s \ P Glutamin
Citrat a-Ketoglutarat Glutamat
Proli
Asparagin o
Aspartat Oxalacetat Sukcinyl-CoA
Threonin
Krebsiv cyklus
Malat Sukcinat
\ Fumarat ’/

Obrazek 7: Schéma syntézy NEAK znazoriiuje meziprodukty glykolyzy a Krebsova cyklu.[%!
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V nasledujici ¢asti jsem vybrala nékolik zajimavych proteinogennich NEAK a podrobnéji

popsala jejich vyznam v organismu.

1.4.1 Glycin

Glycin byl izolovan z Zelatiny v roce 1820, ¢imz se stal prvni objevenou AK vibec.!'! Jeho
nazev byl odvozen od feckého slova glykys (v piekladu sladké), protoze svou sladkosti
piipominal glukézu. Glycin je nejjednodussi a-aminokyselinou, neobsahuje chirdlni centrum, a
netvoii tedy zadné izomery (obrazek 8). Glycin je NEAK nejen pro lidi, ale i pro zvifata. Tvoii
zhruba 11,5% vSech AK v lidském téle a asi 20% celkového dusiku v bilkovinach. Ve velké
mife se podili na metabolickych reakcich v organismu a je hlavni aminokyselinou
extracelularnich bilkovin, jako jsou naptiiklad kolagen ¢i elastin. Ve velké koncentraci je
pritomen i v centralni nervové soustave, kde plni funkci neurotransmiteru, a pomaha tak tidit

piijem potravy nebo udrzovat homeostazu celého té&la.l*”]

H 0
H4_</
NH, OH

Obrazek 8: Strukturni vzorec glycinu.

Glycin se v dnesni dob¢ vyrabi vyhradné chemickou syntézou, pti které se vyuzivaji dva
reakéni mechanismy. Prvni vyuZivanou metodou je pfima aminace kyseliny chloroctové s
velkym prebytkem amoniaku (obrazek 9). Tato syntéza poskytuje velmi dobré vytéZky bez
vedlejSich produkth. Alternativni metodou je Bucherer-Bergsova reakce (obrazek 10), pii které
dochazi k reakci formaldehydu s kyanidem draselnym za vzniku hydantoinu. Tato reakce je
katalyzovana uhli¢itanem ¢i hydrogenuhli¢itanem amonnym. Vysledny produkt ziskdme

néslednou hydrolyzou hydantoinu."

Cl—CHz\ 0 o
z NH
(|J s /CHz—C/
OH -HCl1
H,N OH

Obrazek 9: Syntéza glycinu pomoci pfimé aminace kyseliny chloroctové.!
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/
(NH,),CO, HN/<NH
-K(NH4)COT \\/

H-CH=0 + K—C=N

0
0
HN/Z( NaOH,H,0 40
NH —» CH,—C
L/ /N
A\ N on
0

Obréazek 10: Syntéza glycinu pomoci Bucherer-Bergsovy reakce.!

1.4.2  L-Prolin
Prolin se od ostatnich AK odliSuje svou strukturou, v niz je priméarni aminova funk¢éni skupina
nahrazena iminoskupinou véazanou v pyrrolidinovém kruhu (obrazek 11), coz vede k

neobyéejnym konformacnim vlastnostem.’]

Prolin je vyznamnou soucasti zejména
pojivovych tkéani ¢i globularnich bilkovin, v nichz tvofi charakteristické cis-peptidové vazby.
Spolu s hydroxyprolinem tvoii z velké ¢asti kolagen. Prolin je 1 hlavnim strukturnim prvkem
nékterych pankreatickych hormoni a neuropeptidt.*®) Poméh4 udrzovat bun&¢nou homeostazu

a redoxni rovnovahu."]

Dulezitou roli hraje prolin i ve farmaceutickém a chemickém primyslu, kde se podili na tvorbé

nekolika kratkych peptidovych l1é¢ivech.

|
N \\H 0
<
OH

Obrézek 11: Struktura prolinu.

Prolin je syntetizovan z glutamatu v cytosolu bunky. Glutamét je enzymem pyrrolin-5-
karboxylat syntetdzou nejprve redukovan na glutamat-semialdehyd. Nésleduje spontanni
reakce za vzniku pyrrolin-5-karboxylatu, ktery se redukuje na prolin pomoci enzymu pyrrolin-

5-karboxylat reduktazy. Alternativné lze prolin syntetizovat transaminaci ornithinu pomoci
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ornithin-delta-aminotransferazy za vzniku meziproduktu glutaméat-semialdehydu. Dalsi kroky

syntézy jsou shodné jako v piipadé glutamatu jako substratu.!

1.4.3 L-Glutamin

Glutamin je velmi rozsitena NEAK, jejiz strukturu zndzornuje obrazek 12. V lidském téle je
nejrozsifenéjsi volnou AK nachézejici se predevSim v intracelularnich zasobach téla a
kosternim svalstvu, odkud je transportovana do krevniho fecisté. V lidském organismu ma
glutamin pfevazné fidici funkce. Ovlivituje funk¢nost vnitinich organt, jako jsou jatra, ledviny
i srdce. V jatrech naptiklad zachycuje a nasledné odbourdava amoniak. Velky vliv ma i na
bunécny metabolismus, kde slouzi jako palivo pro fadu rychle se délicich bunck a tkani.
Glutamin je prekurzorem fady kli¢ovych syntéz, mezi které patii i syntéza glutathionu, a patii
také mezi dualezit¢ signalni molekuly. Jednou z dalSich funkci glutaminu je stimulace
anabolickych funkci, ze kterych vychazi napiiklad syntéza proteind, ¢i rust a diferenciace
bunck. Pfevazna ¢ast glutaminu v organismu hydrolyzuje a stdva se substratem pro mocovinovy

cyklus, lipogenezi nebo jaterni glukoneogenezi.l*!!

O O

H,N OH
NH,

Obrazek 12: Strukturni vzorec glutaminu.

Syntéza glutaminu vychazi z glutamatu, v jehoz struktufe dojde k pfeméné postranni
karboxylové skupiny na amidovou funkéni skupinu. Celd reakce je katalyzovana pomoci
enzymu glutaminsyntetdzy za pfitomnosti energie ATP a amoniového iontu. Reakci vznika
amoniak, ktery je nasledné katalyzovan enzymem glutaminazou a zapojen do mo¢ovinového

cyklu.32

1.5 D-aminokyseliny

D-aminokyseliny jsou neproteinogenni molekuly, které¢ se ale rovnéz podili na fyziologii a
patologii ¢loveéka. Jelikoz je 1ze enzymaticky pievadét na jejich L-izomer, tvoii zdsobarnu AK
nezbytnych pro syntézu proteinu a pro anaplerotické reakce v Krebsové cyklu (pfevazné

glutaminu a asparaginu).
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D-aminokyseliny jsou produkovany, vyuzivany i metabolizovany mikroby, a to pfedevSim
bakteriemi rodu Acetobacter, Lactobacillus, Micrococcus a Streptococcus, jez se pouzivaji jako

vychozi kultury pfi vyrobé fermentovanych potravin a napoju.

Nékteré syntetické nebo pfirodni peptidy obsahujici D-aminokyseliny maji antimikrobialni
vlastnosti, a jsou proto soucdsti nékterych antibiotik, jako je naptiklad valinomycin,
aktinomycin, gramicidin a mnoho dalSich. Mechanismus tuc¢inku téchto D-antibiotik je
naruSovani bakteridlnich membran prostiednictvim tvorby iontovych kanalt, a to ma za

nasledek smrt buiiky.?!

1.5.1 D-Valin

D-valin je velmi dulezitym substratem pro prumyslovou syntézu nékterych polosytetickych
veterinarnich antibiotik, farmaceutickych 1éki nebo zeméd¢lskych pesticidd, jako je napiiklad
pyrethroidovy Sirokospektralni insekticid fluvaninat. Derivaty D-valinu maji velky vyznam v
oblasti klinické 1é€by. VyuZzivaji se pro onemocnéni spojené s imunitnim deficitem nebo pro
protinadorovou terapii.**! Pfi primyslové vyrobé D-valinu je vychozi latkou aldehyd, ktery
nasledné reaguje skyanovodikem a uhli¢itanem amonnym za vzniku hydantoinu
substituované¢ho v poloze 5 pfislusnou aldehydovou skupinou. Tento meziprodukt nasledné

podléhd enzymatické hydrolyze za vzniku D-valinu.%!

1.5.2 D-Aspartat

D-aspartat neboli stl kyseliny asparagové je endogenni AK nachazejici se u bezobratlych 1
obratlovci. Hraje dualezitou roli v neuroendokrinnim  systému. Plsobi jako
neurotransmiter/neuromodulator uvolnujici se po chemickych nebo elektrickych podnétech.
V endokrinnim systému se D-aspartat podili na regulaci syntézy hormonii. Nachazi se ve
varlatech v Leydigovych bunkéach, kde uvoliluje hormony testosteron a progesteron.

V hypofyze pak stimuluje sekreci hormonu prolaktinu a riistového hormonu.**!

1.5.3 D-Serin

D-serin je vyznamnou latkou ve fyziologii a patologii mozkové kiiry. Nachazi se zde jako
neuromodulator glutamatergické neurotransmise, coz je proces excitacni signalizace centralni
nervové soustavy. V mozku savcll plisobi D-serin jako antagonista glutamatovych receptorii

odpovédnych za udeni, pamét’ a chovani. Mizeme ho také najit v sitnici viech obratlovci.[*?]
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2 Doplnky stravy na bazi aminokyselin

Dopliiky stravy jsou komer¢né dostupné produkty, které se vyuzivaji nad ramec obvyklé, pestré
stravy. Druhti dopliikd stravy existuje nepieberné mnozstvi. Casto se jedna o aminokyseliny,
vitaminy, mineraly ¢i vybrané proteiny, sacharidy nebo tuky, a to v riznych formach. Podavani
doplikii stravy mize vést ke zlepSeni kognitivnich funkci, fyzickych vykont, ke snizeni
nadvahy, k utlumeni svalové bolesti ¢i obecné ke zlepsSeni celkového zdravotniho stavu.

Nejvyuzivangjsi jsou ale dopliiky stravy, které ovlivituji metabolické procesy téla.

Suplementaci vyuzivaji nejvice sportovci, a to jak profesionalové, tak 1 amatéfi, kteti diky tomu
mohou zvysit svou fyzickou vykonnost a regeneraci po naro¢ném tréninku. K nejrozsitenéjSim
doplnktiim stravy pro sportovce patii kreatin, BCAA a v neposledni fad¢ i syrovatkovy protein.
Vse ma ale své pro i proti a dopliky stravy nejsou vyjimkou. Nadmérné uzivani potravinovych
doplikl miize zpisobovat poruchy ¢i dokonce kolabovéni nejen jednotlivych orgéand, ale i
celého organismu. NejcastéjSimi poSkozenymi organy byvaji ledviny a jatra. DalSim
nezadoucim u¢inkem muze byt vzajemna interakce dvou a vice latek, které mohou sviij uc¢inek

nasobit nebo negativné ovlivnit, coz bezprostiedné vede ke vzniku zdravotnich problémi.[*®!

2.1 Kreatin

Kreatin je semiesencialni makroergni dusikaté latka (obrazek 13), kterd se syntetizuje v jatrech,
ledvinach nebo ve slinivce bfisni ze tii AK: glycinu, argininu a methioninu. Jelikoz tato syntéza
neni pro potieby organismu dostatecna, je kreatin nutné pfijimat i z potravy. Hlavnim zdrojem
kreatinu je maso, vnitfnosti a ryby, tedy vyhradné Zivoc¢isné produkty. Denné bychom m¢li

u.738 Kreatin je uloZen hlavné v kosternim

z potravy piijmout néco mezi 1-1,5 g kreatin
svalstvu, a to ve formé volné (40 %) i vdzané na fostat (60 %, tzv. fosforylovana forma). Kreatin
je dulezita latka pro svalovou kontrakci, béhem které je za pfitomnosti inzulinu a sodiku

pievadén z krevniho fe¢isté do svalu.®!

Suplementaci kreatinu by méli vyuZivat zejména vegetariani a vegani, avSak velké oblibé se
té$1 1 u sportoved, u nichz je to velmi diskutované téma. Bylo totiz prokdzano, ze zvySeny piijem
kreatinu vede v kombinaci s vhodnym tréninkem k lepsi odolnosti svalll viici fyzické zatézi, a
tedy ke zvySovani sily. Trh dnes nabizi Siroké spektrum riznych forem kreatinu, z nichz
nejpouzivanéjsi je kreatin monohydrat ve formé tablet, kapsli nebo prasku. MiiZzeme se vSak
setkat 1 s tekutou formou kreatinu nebo ho suplementovat ve formé organickych soli, jako

naptiklad kreatin pyruvat, citrat, malat ¢i fosfat.
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Na druhou stranu si ale musime dat pozor na naduzivani kreatinu, které vede k fadé onemocnéni
ledvin. Z tohoto diivodu by jeho denni piijem mél byt hlidan a nemél by piekracovat davku cca

20 g (v zavislosti na télesné hmotnosti a fyzickém vykonu).!

NH

M 0
H,N IT/Y
CH, OH

Obrazek 13: Struktura kreatinu.

Biosyntéza kreatinu je relativné jednoduchy proces zahrnujici pouze dvé enzymatické reakce
(obrazek 14). Vychozimi latkami pro syntézu kreatinu jsou glycin, arginin a methionin.
V prvnim kroku dochézi ke kondenzaci glycinu a argininu za vzniku guanidinoacetatu (GAA).
Tato reakce je katalyzovana pomoci arginin-glycin amidinotransferazy, ktera je pfitomna
v ledvinach, mozku a slinivee bfiSni. Druhym krokem syntézy je pieneseni methylové skupiny
z S-adenosylmethioninu, ktery si té€lo vyrobilo z methioninu, na GAA za vzniku kreatinu. Tento
krok je katalyzovany pomoci enzymu guanidinoacetat-N-methyltransferdza, ktery je pfitomny
v jatrech, mozku a slinivee bfi$ni. Potravou ¢i endogenné ziskany kreatin je v mitochondriich
preménovan na kreatinfosfat (CP) za uvolnéni energie ATP (obrazek 14). Stabilizace zasob CP
je fizena tzv. kyvadlovou dopravou kreatinfosfatu z mitochondrii do cytosolu bunky, ktera

omezuje nezadouci metabolickou pfeménu kreatinu na kreatinin.[*”!
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Guanidinacetat
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Kreatinfosfat Kreatin

Obréazek 14:Syntéza kreatinu.[*®!

2.2 Syrovatkovy protein

Syrovatkovy protein je nejoblibenéjsim doplitkem stravy podporujici rist svalové hmoty. Ve
srovnani s ostatnimi bilkovinnymi zdroji se v syrovatkovém proteinu nachazi velka koncentrace
BCAA (az 26 %). Déle je v ném pfitomné velké mnoZstvi cysteinu a methioninu, které zlepSuji

imunitni systém prostfednictvim intracelularni pfemény na silny antioxidant glutathion. "’

Syrovatka je vedlejSim produktem pfi sraZzeni mléka. Pfedstavuje zdroj mnoha vyznamnych
bilkovin, jako je laktoferin, B-laktoglobulin, o-laktalbumin apod. Nejvétsi zastoupeni v
hovézi syrovatce ma prave jiz zmiflovany B-laktoglobulin (50%), ktery je obrovskym zdrojem
BCAA. Surova syrovatka se dale zpracovava riznymi délicimi metodami, jako je mikrofiltrace,
ultrafiltrace, iontova vyména nebo také reverzni osmoza. V zavislosti na metod€ zpracovani,
mnozstvi bilkovin, sacharidii ¢i laktézy délime syrovatkovy protein do tii zakladnich skupin.
Do prvni skupiny spada tzv. syrovatkovy koncentrat, ktery obsahuje 25-90% bilkoviny a
pomérné velké mnozstvi minerali, tukii a cukrti, pfiCemz s rostouci koncentraci proteinu se

snizuje mnozstvi téchto vedlejSich latek. Do druhé skupiny fadime tzv. syrovatkové izolaty,
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které se vyznacuji extrémné vysokou koncentraci proteinu (vétSinou 95%) a Zadnym nebo
velmi malym mnozstvim vedlejSich produkti. Ve tfeti skupiné jsou zastoupeny tzv.
syrovatkové hydrolyzaty, jez se od pfedeslych dvou druhti odliSuji zejména svou strukturou.
Hydrolyzaty jsou totiz uz pii svém zpracovani Stépeny na mensi peptidy, a jsou tedy Iépe

stravitelné.!*%)

Dodnes jiz bylo provedeno nékolik studii tykajici se vlivu syrovatkového proteinu na rast
svalové hmoty. Napiiklad studie uskuteénéna védeckou skupinou kolem Burkeho prokazala,*!]
Ze muzi uzivajici syrovatkovy protein vykazovali mnohem vétsi zlepsSeni v silovém tréninku
nez muzi uzivajici placebo. Studie byla provadéna po dobu 6 tydnl na skupiné 36 muzi ve
véku 18-31 let. Aktudlné se studuje vyuziti syrovatkového proteinu v klinickych aplikacich, a
to pfi 1écbé rakoviny, obezity, Zloutenky typu B a C, kardiovaskularnich onemocnéni nebo

osteopordzy. [+

2.3 BCAA (Valin, Leucin, Izoleucin)

vvvvvv

regeneraci a ochran¢ kosterniho svalstva. Praveé proto se také v komerénich BCAA produktech
vyskytuje az v pétindsobné vyS$im mnozstvi, nez je mnozstvi valinu a izoleucinu. Trh nabizi
velké mnozstvi riznych BCAA dopliki liSici se pravé pomérem piitomnych AK. Bohuzel zde
neplati pfima uméra, ze ¢im je vetsi pomér mezi leucinem a zbylymi AK, tim je efektivita
produktu vyssi.*?l Nejucinngjsim, a proto i nejrozsifendjsim pomérem jednotlivych AK je

pomér 2:1:1 (leucin: valin: izoleucin).[**!

Béhem tréninku vyuzivad mozek neesencialni AK zvanou tryptofan. Tato AK se béhem fyzické
aktivity vyplavuje a je vtéle pfeméiovdna na S-hydroxytryptamin, obecné¢ znamy jako
serotonin. Tato latka patii spolu s amoniakem a laktatem mezi slouceniny, které jsou pro télo
ukazatelem tGnavy a vycerpanosti svalu. BCAA reguluji produkci serotoninu v organismu, coz
ma za nasledek potlaceni svalové Gnavy pfi zvySené namaze. BCAA maji soucasné vliv i1 na
rychlejsi regeneraci namahanych svalovych partii po tzv. svalové unave. Tento d€j se odborné
nazyva zpozdény nastup svalové bolestivosti a projevuje se po dobu 24—48 hodin od ukonceni
fyzické aktivity. Vyznacuje se pocitem ztuhlosti, citlivosti svalu nebo také bolesti pii

pohybu.[*?]

Studie ukézala, ze dlouhodobé podavani BCAA brani piredCasné unave, kterd je obvykle
zpisobena vyCerpanim glykogenu ze svalu v pozdé€jsi fazi cviceni. Glykogen je ve svalu

nahrazen pravé BCAA, které se zde oxiduji a nasledné t&€lu dodavaji pottebnou energii.l*¥]
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Naopak bylo dokazano, ze suplementace BCAA nema zadny vliv na svalovy rast a zvySovani

sily.[]

Existuje cela fada onemocnéni, kterd jsou vyvolana snizenou nebo zvySenou hladinou BCAA
v téle. Nejcastéjsi onemocnénim pii snizené koncentraci BCAA byva cirhdza jater. Oproti tomu

nadmémé uzivani BCAA ma za nasledek onemocnéni zvané inzulinova rezistence.[*°]

2.4 Hydroxymethylbutyrat

Hydroxymethylbutyrat (B-hydroxy-B-methylbutyrat; HMB) je metabolit leucinu (obrazek 15),
ktery ma na lidsky organismus fadu pozitivnich G¢inkl. Snizuje metabolismus cholesterolu a
bilkovin v kosternim svalstvu, pfi kterém dochazi k degradaci extracelularniho i
intracelularniho svalového proteinu. Z tohoto diivodu je HMB vyuzivan predevsim sportovci
zameértujici se na silovy trénink. Naopak sportovci zamétujici se na aerobni trénink vyuzivaji
HMB pro zlepSeni mitochondrialni biogeneze a oxidaci tukii v téle.*”l Védecka studie dale
dokazuje,[*8! Ze suplementace HMB je diilezita i pro lidi star§iho véku, ktefi trpi ochabovanim
¢i onemocnénim svalové soustavy. HMB pak spolu s aktivnim pohybem muiize zmirnit rozpad

svalové hmoty.

Jako suplement je na trhu vétSinou dostupny ve formé vapenaté soli a jeho doporuc¢ena denni

davka je 3 g4l

OH
//O

|
H3C—$—CH2—C\OH
CH,

Obrazek 15: Struktura hydroxymethylbutyratu.

2.5 L-Karnitin

L-karnitin je kvartérni amin skladajici se ze dvou esencidlnich aminokyselin, methioninu a
lysinu (obrazek 16).*”] Karnitin si dokéaze lidsky organismus v dostate¢né mife syntetizovat
sam, a to ve Ctyfech enzymaticky katalyzovanych krocich ze substratu 6-N-trimethyl-lysinu,
ktery vznika degradaci proteind. Prvni krok zahrnuje hydroxylaci substratu na jeho tfetim
uhliku, katalyzovanou enzymem trimethyl-lysin-3-hydroxyldzou. Vznikly 3-hydroxy-
trimethyl-lysin podléha aldolovému Stépeni mezi druhym a tfetim uhlikem, pfi kterém vznika
glycin a 4-N-trimethyl-aminobutyraldehyd. Tietim krokem je dehydrogenace aldehydu za
vzniku 4-N-trimethyl-aminobutyratu, ktery je v poslednim kroku enzymem 4-butyrobetain-

dioxygenazou hydroxylovén na tfetim uhliku za vzniku L-karnitinu.
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V potravé jsou jeho hlavnimi zdroji mlécné vyrobky a cervené maso. V téle se nachazi
v intracelularnich 1 v extracelularnich tkanich a jeho celkové mnozstvi se odhaduje na

300 mg/kg. Nejvétsi zasobarnou L-karnitinu je bezpochyby kosterni svalstvo.?!

O O
74
CH,
+
CH, OH

Obrazek 16: Struktura L-karnitinu.

L-karnitin reguluje hladinu glukézy v krvi, ¢imZ podporuje 1écbu obezity. Vyznamnou roli v§ak
hraje predev§im v mitochondridlni matrici pfi procesu tzv. B-oxidace, béhem niz dochazi
k odbouravani mastnych kyselin za vzniku energie. Karnitin je totiz nezbytny pro transport
mastnych kyselin s dlouhym postrannim fetézcem pies mitochondridlni membranu praveé do
mitochondrialni matrice. Mezi laickou vefejnosti je proto L-karnitin ozna¢ovan jako ,,spalovac
tukti“. Pfi jeho nedostatku muize dojit ke zhorSeni oxidace mastnych kyselin nebo dokonce k

nervosvalovému onemocnéni zvané myopatie.[*”]

Komercné je dostupny ve formé kapsli ¢i sirupu. Suplementace L-karnitinu je ale stale velice
diskutované téma. Nékteré studie dokazuji,>! ze suplementace karnitinu urychli oxidaci tukd,
¢imz nésledné dojde k postupnému snizovani tukové tkané. Jiné studie to vyvraci a tvrdi, Ze

peroralni uzivani L-karnitinu nema u zdravych jedinct zadny vliv na hubnuti.!>
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3 Stanoveni aminokyselin v doplncich stravy

Aminokyseliny tvoii velkou skupinu latek, kterou je nezbytné sledovat v rtiznych chemicko-
biologickych oblastech. Nejcastéji jsou ale AK stanovovany v potravinach a potravinovych
dopliicich.>*! Spole¢nym krokem pfi stanoveni je spravné zvoleni piipravy vzorku k analyze a

vhodné zvolen4 analytickd metoda.>3->4]

3.1 Hydrolyza proteinu
AK se v potravinovych doplicich nachéazi ve volné formé, ¢i jsou vazané v polypeptidickém
fetézci, z kterého je nutné jednotlivé AK nejprve hydrolyticky uvolnit. RozliSujeme rizné typy

hydrolyzy, kyselou, bazickou a enzymovou.

Kyselé hydrolyza peptidové vazby probiha za vakua pii 110—185 °C v pfitomnosti vody a 6M
HCI. Rychlost hydrolyzy zéavisi na zvolené teploté, primarni struktufe a stabilité proteinu a
v neposledni fadé na sile peptidové vazby v polypeptidovém fetézci bilkoviny. Tento zptisob
hydrolyzy je vhodny pro vS§echny AK kromé tryptofanu, u kterého kyselou hydrolyzou dochazi
k celkové destrukci. Nékteré AK vSak vyzaduji ptidavek pomocnych latek. Naptiklad sirné¢ AK
(cystein a methionin) potiebuji k uplné oxidaci ptidavek kyseliny performové. BCAA pak spolu

s fenylalaninem vyzaduji prodlouzenou hydrolyzu za pfitomnosti fenolu.[3*%

Pro alkalickou hydrolyzu se nejcastéji vyuziva 4,2M hydroxid sodny, poptipadé 4M hydroxid
lithny nebo 2M hydroxid barnaty. Tato reakce probiha pii 110 °C po dobu 22 hodin. B€hem
alkalické hydrolyzy vSak rovnéz dochézi k destrukci nékterych AK, jako je naptiklad cystein a
arginin, a proto je dnes vyuzivana vyhradné pro tryptofan.!*!

Enzymatickd hydrolyza je komplikovany nékolikastupiiovy proces nevyuZivajici Zadna

(331 Doba trvani zavisi

organicka rozpoustédla, ¢imZ nedochazi k znec€isténi findlniho produktu.
na poZadovaném stupni hydrolyzy, velikosti AK a sloZeni proteinu. Mezi nejbéznéjsi pouzivané
protedzové enzymy patii pepsin, chymotrypsin ¢&i trypsin.l*®) Napiiklad syrovatkovy protein
muze byt enzymaticky hydrolyzovan za pouziti pepsinu pii 400 MPa, 37 °C po dobu 30 minut.
Vysledkem této hydrolyzy je velké mnozstvi peptidit <10 kDa, které nasledné degraduji na

mensi fragmenty (AK).57!

3.2 Derivatizace AK

AK jsou nete¢kavé, vysoce polarni latky neobsahujici chromofor, elektrofor nebo fluorofor, coz

velice zt&Zuje jejich analytické stanoveni.’®*1 Z tohoto diivodu jsou AK &asto podrobeny
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procesu derivatizace, diky které je jejich struktura chemicky modifikovéna. Vznika tak nova

latka s vhodné&jsimi fyzikalné-chemické vlastnostmi pro separaci ¢i detekei.[>”!

Obecné rozlisujeme dva typy derivatizaci, predkolonovou a postkolonovou. Predkolonova
derivatizace se provadi pfed samotnou separaci analytu na kolon¢, a to bud’ v off-line
(manudlnim) nebo on-line (automatizovaném) rezimu. Pomoci pfedkolonové derivatizace
muzeme ovlivnit nejen citlivost detekce, ale 1 separacni chovani latky, jako je jeji selektivita, ¢i
rozlisSeni. Vyhodou pfedkolonové derivatizace je vysoka flexibilita pfi optimalizaci reak¢nich
podminek a §irok4 dostupnost réiznych derivatizaénich ¢inidel.[*”) Pfedkolonova derivatizaéni
reakce musi byt dostatecné selektivni, kvantitativni, s vysokym vytézkem, bez vedlejSich
produkti a vysledkem musi byt dlouhodobé stabilni derivat.’® Velmi vyuZzivanym
pfedkolonovym derivatizacnim c¢inidlem je o-ftalaldehyd (OPA), ktery se stejné jako 6-
aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidylkarbamat (AQC) nebo 9-fluorenylmethyl chlorformiat
(FMOC-CI) vyuziva pro fluorescenéni detekci. Hlavni nevyhodou OPA je jeho neschopnost
reagovat se sekundarnimi aminy (nelze stanovit prolin a hydroxyprolin). Detekce OPA derivati
pak probiha pfi excitaéni vinové délce 330 nm a emisni vinové délce 440 nm.[*! Oproti tomu
¢inidlo AQC reaguje se vSemi AK za vzniku stabilnich fluorescenénich derivati a jeho detekce
probiha pii excitaéni vinové délce 250 nm a emisni vinové délce 395 nm.[” Cinidlo FMOC-CI
reaguje s AK v alkalickém prostfedi velmi rychle a detekce probiha pfi excitacni vinové délce
260 nm a emisni vlnové délce 310 nm. Dal§imi €asto pouzivanymi derivatiza¢nimi ¢inidly AK
jsou dabsylchlorid (DBS-CI), fenylizothiokyanat (PITC) ¢i diethyl-ethoxymetylenmalonat
(DEEMM), jejichz derivaty se detekuji pomoci UV zateni.[®') DBS-CI se primarné vyuziva pro
derivatizaci lysinu, histidinu a tyrosinu. Tyto tfi AK pii derivatizaci DBS-CI vykazuji podstatné
vy$si absorpéni signal oproti ostatnim AK, kde se absorpéni maximum pohybuje v rozmezi
448-468 nm. 8] PITC se vyuzivd pro svou vyssi citlivost pii derivatizaci prolinu a
hydroxyprolinu. PITC reaguje jak s primarnimi, tak se sekundarnimi AK, za vzniku velmi
stabilnich derivatl absorbujici pfi vinové délce 254 nm.[*] Mezi novéjsi a komeréné dobie
dostupné derivatizacni ¢inidlo patti DEMM. Derivatizace pomoci DEEMM absorbujici pfi
vlnové délce 280 nm, muze poskytovat chromatografickou separaci az 25 AK (s vyjimkou
prolinu, ktery se pomoci DEEMM detekuje Spatn€) Pro vétSinu Cinidel je velice obtizné
separovat takové velké mnozstvi AK, a proto lze fict, ze pro derivatizaci AK je
nejoptimalngjsi.l! Reakce vybranych derivatizaénich ¢inidel (OPA, FMOC a AQC)

s primarnimi aminy jsou znizorn&ny na obrazcich 17A—C.58
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Obrazek 17: Chemicka reakce derivatizac¢nich ¢inidel OPA (A), FMOC-CI (B) a AQC (C)

s primarni aminy.

Postkolonova derivatizace je provadéna aZ po separaci analytu na koloné, tésné pied detekénim
systémem, coz s sebou piinasi vysoké naroky na instrumentaci a na rychlost derivatizacni
reakce probihajici Casto 1 za extrémnich reak¢nich podminek (teplota, pH). Postkolonova
derivatizacni reakce sice nemusi byt selektivni a kvantitativni bez vedlejSich produktii a ani

nevyzaduje zrucnost a zkuSenost operatora, ale musi poskytovat velmi dobrou
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reprodukovatelnost. Typickym postkolonovym derivatiza¢nim ¢inidlem AK je ninhydrin, ktery
reaguje s primarnimi nebo sekundarnimi aminoslouc¢eninami za vzniku barevnych derivatu.
Derivatizace ninhydrinu je znazornéna na obrazku 18. Primarni AK dévaji po reakci
s ninhydrinem modrofialové az hnédé¢ komplexy s absorpénim maximem pii 570 nm.
Sekundarni AK, prolin nebo hydroxyprolin, poskytuji zluté komplexy, které mizeme detekovat

pfi 440 nm. %"

0
/

j 7 %

HO NH, o -
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Obrazek 18: Chemicka reakce ninhydrinu s a-AK.

3.3 Analytické stanoveni AK

Pro stanoveni AK jsou nejvice pouzivané separacni techniky, jako je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie, kapilarni zonové elektroforéza, iontové vyménna chromatografie a méné casto
pak plynova chromatografie, s riznymi typy detekce. Bézné se jiz vyuziva spojeni separacnich

technik s moderni hmotnostni spektrometrii.[>*

3.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni analytickd technika vyvinuta jiz
vroce 1960 zklasické sloupcové chromatografie. V dneSni dob& patii mezi jednu
nejriznéjsiho charakteru. Z tohoto divodu ma HPLC nezaménitelné misto v mnoha
prumyslovych oblastech (potravinaistvi, farmacie apod.), v nichz se pouziva ke stanoveni AK,

bilkovin, sacharidil, vitaminti, organickych kyselin, lipidd, 1é¢iv, ale i pesticidi nebo toxini.[®]
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3.3.1.1 HPLC instrumentace

Instrumentace HPLC zahrnuje ¢erpadlo, davkovaci systém, kolonu, detektor a pocitac (obrazek

19).

VIOREK

&

VSTRIKOVAC

TPRACOVANI DAT

HPLC KEOLONA
ROTPOUSTEDLO CERPADLO DETEKTOR ODFPAD

Obrazek 19: Schéma HPLC instrumentace. ]

Prvni ¢asti pfistroje je vysokotlaké cerpadlo slouzici k pumpovani mobilni faze do systému.
V HPLC se pouzivaji pievdzné pistova Cerpadla, kterd jsou vyrobena z oceli odolné vici
oxidac¢nim ucinklim. Tato Cerpadla jsou citliva na pfitomnost vzduchu, prachu a pevnych castic
v eluentu, a proto se doporucuje mobilni fazi pred pouzitim zfiltrovat a odplynit. Jednou
z nevyhod pistovych Cerpadel je produkce pulzniho toku, ktery vyzaduje ptitomnost pulznich
tlumi¢t k potlaceni kolisani pritoku mobilni faze. Dalsi ¢asti systému je davkovaci ventil, jehoz
ulohou je aplikace vzorku na kolonu. Nejbézné&j$im typem ventilu je Sesticestny ventil se
smyckou definovaného objemu. Dnes se jiz béZzné setkame 1 s automatickymi davkovaci, tzv.
autosamplery, které jsou ovladany pocitatem, a jejichz vyuziti mize snizit ndklady a zejména
vyrazné zptesnit stanoveni. Nedilnou soucasti instrumentace je analytick4 kolona. Kolony jsou
vétSinou vyrobeny z nerezové oceli, skla, oxidu kiemicitého nebo titanu. Jejich délka se
pohybuje mezi 5 az 25 cm a vnitini pramér je do 5 mm. Pro urychleni separace se mize vyuzit
1 kratSich kolon o délce 3 cm. VétSina kolon je naplnéna piisluSnou stacionarni fazi, na které
probiha vlastni separace analyti. Nejbéznéjsi naplni je chemicky modifikovany silikagel rizné
zrnitosti. Mén¢ Casto se vyuZziva i syntetické organické pryskyfice. Jednou z poslednich ¢asti
celého sytému je detektor, ktery pfevadi informace o zménéch eluatu z kolony na elektricky
signal. Vysledkem je chromatogram s ptisluSnymi piky jednotlivych latek, ktery je zobrazen
v programu na pocitaci. Nej€astéji se pouzivaji spektrofotometrické detektory absorbujici
ultrafialové a viditelné spektrum zateni (UV-Vis) nebo citlivéjsi a selektivnéjsi fluorescencni

detektory.
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Princip separace latek metodou HPLC je zaloZzen na distribuci analytu mezi mobilni (vzdy
kapalnou) a stacionarni (dnes jiz vyhradné pevnou) fazi, ktera je zakotvena v chromatografické
koloné. V prib¢hu celé separace dochdzi k riznym druhlim interakci (analyt - mobilni féaze,
mobilni - stacionarni faze a analytu - stacionarni faze) a k opakovanému ustanoveni rovnovahy
mezi jednotlivymi fazemi, ¢imz nasledné dojde k separaci analytu. Po priichodu analytickou

kolonou jsou analyty v mobilni fzi detekovany v priitokové cele detektoru.[¢]

3.3.1.2 Fdzové systémy HPLC

Dle fazovych systéml muze byt HPLC rozdélena na nékolik podskupin, z nichz nejznamé;jsi je
separace v systémech s normalnimi a obracenymi fazemi. Pfi normalnim fazovém usporadani
HPLC (NP-HPLC) je stacionarni faze polarnéjsi nez mobilni a obvykle ji tvoii oxid kiemicity.
Jako mobilni faze jsou vyuzivana nepolarni rozpoustédla, ¢asto hexan ¢i heptan, do nichz se ve
vétSiné pripadi pridavaji polarnéjsi modifikatory (methylenchlorid, chloroform nebo
ethylacetat). Toto fazové usporadani se vyuziva zejména pfi stanoveni vitamini ¢i pfirodnich
karotenoidovych pigment(.[®® P¥i obraceném fazovém uspoiadani HPLC (RP-HPLC) je
mobilni faze polarn&j$i nez faze staciondrni. Stacionarni fazi je chemicky modifikovany
silikagel, oproti tomu polarni mobilni fazi tvofi vétSinou voda smichand s methanolem,

tetrahydrofuranem anebo acetonitrilem. [©”1 V dnesni dobé se metoda RP-HPLC vyuziva

mnohem castéji, a to diky jejimu univerzaln&jSimu pouziti na riizné druhy analytl, véetné AK.

3.3.1.3 Analyza AK pomoci HLPC

Pro analyzu AK v potravinovych dopliicich se v dnesni dob¢ z velké €asti pouziva RP-HPLC
s UV nebo fluorescencni detekci. Klicovou roli hraje derivatizace a vybér derivatizacniho
¢inidla. (viz. derivatizace AK). DalSim velmi diillezitym aspektem je volba mobilni faze, ktera
sesklddd z vodné a organické faze. Vodnou fizi nejéast&ji tvoii pufry (pf. boritanovy,*!
fosfatovy!6468)) ptipadné vodné roztoky organickych kyselin o velmi nizké koncentraci (0,05%
kyselina mravendi). [** Organickou fazi pak nejéastéji tvoii acetonitril (6264681 &i metano] [63:64.681
s malym podilem vody. Velmi casté jsou i jejich kombinace v rizném poméru. K samotné
separaci AK se pak vyuZzivaji pfedev§im oktadecyl-silikagelové kolony o teplot€ maximalné do
40°C I8! Celkova doba separace se miize liSit v z4vislosti na zvoleném elu¢nim gradientu

mobilni faze.

3.3.2 Kapilarni zénova elektroforéza
Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) patii na rozdil od HPLC mezi elektromigracni separacni

techniky, v nichZz se latky separuji na zaklad€ pohybu castic v elektrostatickém poli.
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3.3.2.1 Princip a instrumentace CZE

CZE separace analytil je zalozena na dvou déjich, elektroforéze (pohyb iontl) a elektroosmoze
(pohyb elektroosmotického toku). Principem elektroforézy je rozdilna mobilita jednotlivych
nabitych c¢astic v elektrickém poli, jez je dana velikosti iontl a jejich ndbojem pii daném pH.
Separace probihd v elektrolytem naplnéné kiemenné kapilare, jejiz silanolové skupiny jsou
vlivem elektrolytu ionizovany (nesou negativni naboj), a mohou tak pfitahovat kationty
zroztoku za vzniku elektrické dvojvrstvy. Po zavedeni elektrického proudu dochazi
k pistovému toku téchto kationtli smérem ke katod¢, ktery s sebou strhava neutralni latky 1
k anod¢ mifici anionty. Tomuto jevu se fika elektroosmoéza, jejiz tok zptisobuje zrychleni
kationtd, a naopak zpomaleni aniontli. Mobilita neutrdlnich molekul je pak dana mobilitou
elektroosmotického toku. Vhodné zvolenymi podminkami separace Ize tedy separovat neutralni
molekuly i kladné a zdporné€ nabité ionty. Vyhodou CZE oproti ostatnim technikdm je zejména

rychlost analyzy bez ztraty rozliSeni a také mala spotteba vzorku a chemikalii.

CZE instrumentace je jednoduchd askldda se zvysokonapétového napdjeciho zdroje
(= 20—60 kV), dvou zasobniku elektrolytu, separacni kapildry z taveného kiemene, detektoru a

pocitade (obrazek 20). Pfesné a reprodukovatelné davkovani je pak zajisténo autosamplery.[®”]

® O

yyzokEeho napéti

detektor

* wstup wistip —
kapilara .
| |
t t
wzorek rezervodr pufiu

rezervoar pufr

Obrazek 20: Obecné schéma instrumentace kapilarni elektroforézy.!”"!
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3.3.2.2 Analyza AK pomoci CZE

I kdyz CZE nepatii mezi nejbé€znéjsi metody pro stanoveni AK, disponuje fadou benefitti.
Oproti ostatnim metodam ma velmi dobré rozliSeni a kratkou dobu analyzy, ktera netrva déle
jak 10 minut.’!l Jesté pied samotnou separaci musi dojit k promyti kapilary, nejdiive

hydroxidem sodnym a nasledné vodou po dobu minimaln¢ 10 minut.

Jelikoz CZE muze vyuzivat stejné detek¢ni systémy jako HPLC, musi se vzorek s AK rovnéz
derivovat pomoci jiz zminénych derivatizacnich ¢inidel. Velmi ¢astym derivatizaénim ¢inidlem
je PICT, jehoz derivaty tvoii v neutrdlnich a alkalickych médiich aniontové formy.l”
K separaci hotovych derivatt se asto vyuzivaji pufrovaci systémy (uhlicitan, fosfat, boritan) o

rtizné iontové sile a pH. Separace AK probiha v kapilafe z taveného oxidu kiemigitého [7>73]

[73 [72,74]

nebo ze skla,!”’! na kterou je piivadéno napéti v rozmezi +20-25 kV.

Analyzovat AK pomoci této metody lze i pomoci pfimé UV detekce. Pii tomto zpiisobu
separace neni nutnid pfedchozi derivatizace. Absorp¢ni vlnova délka se pohybuje kolem
190 nm. ">75761 Pro analyzu nederivovanych AK se jako zakladni elektrolyt nejéastéji vyuziva
tetraboritan sodny s malym pifidavkem cyklodextrinu. Béhem pfimé separace mohou nékteré
AK (zejména methionin, tyrosin a fenylalanin) tvofit skupiny neodd¢litelnych slozek. To lze
vyfesit pfidanim cyklodextrinu k zakladnimu elektrolytu. Cyklodextrin je totiz schopen tvofit

komplexy s neutralnimi i nabitymi analyty, ¢imz zméni jejich selektivitu.[’!
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4 ZAVER

Bakalatska prace pojednava o aminokyselinach ptitomnych v potravinovych doplicich stravy
pro sportovce. Nejprve byly v praci shrnuty vSeobecné informace o aminokyselinach tykajici
se zejména jejich struktury, stereochemie ¢i rozdéleni. Déle byl diskutovan vyznam, vyskyt a
syntéza vybranych aminokyselin. Velkd pozornost byla pfitom vénovana hlavné
aminokyselindm s rozvétvenym fetézcem (valin, leucin, izoleucin), zajimavym neesencidlnim
proteinogennim aminokyselindm (glycin, prolin a glutamin) a nékterym D-aminokyselindm
podilejicich se rovnéz na fyziologii a patologii ¢loveéka. V dalsi ¢asti bakalarské prace byly
popsany nejcastéji pouzivané dopliky stavy pro sportovce, kterymi je kreatin, syrovatkovy
protein, BCAA, hydroxymethylbutyrat a L-karnitin. U kazdého dopliiku je vysvétlena jeho
charakteristika, katabolické a anabolické metabolické reakce a pfinosy ¢i negativni ucinky pro
organismus. Posledni ¢ast prace je vénovana dnes nejpouzivanéjSim analytickym technikam

slouzicim ke stanoveni AK, véetn¢ vysvétleni jejich instrumentace a zdkladnich principa.
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