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ANOTACE

Tato diplomova prace se zaméfuje na stanoveni L-citrulinu elektrochemickymi metodami.
Citrulin je aminokyselina, ktera se uziva ve form¢ doplnku stravy a zkouma se jako indikator stfevnich
nebo nefrotickych poruch a pro podporu anabolismu. Optimalizace stanoveni L-citrulinu byla provedena

pomoci voltametrickych technik na elektrodach uhlikového typu.

KLICOVA SLOVA

L-citrulin, doplngk stravy, elektrochemické stanoveni, elektrody

TITLE

Electrochemical determination of citrulline

ANNOTATION

This thesis focuses on the determination of L-citrulline by electrochemical methods. Citrulline is an
amino acid that is taken in food supplement form and is being studied as an indicator of intestinal or
nephrotic disorders and to promote anabolism. Optimization of the determination of L-citrulline was
performed using voltammetric techniques on carbon-type electrodes.

KEYWORDS
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Seznam pouzitych zkratek

OCT ornitinkarbamoyltransferaza

ASS argininosukcinatsyntetaza

ASL argininosukcinatlyaza

ATP adenosintrifosfat

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat

Pi monofosfat

GC-MS plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

HPLC-ECD  vysoko u¢innd kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci
HPLC-FLD  vysoko uc¢inna kapalinova chromatografie s fluorescen¢ni detekei

RP-HPLC-UV vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi a ultrafialovou detekci

NMR nuklearni magneticka rezonance
DPV diferen¢ni pulsni voltametrie

SWvV square-wave voltametrie

LSV voltametrie s linearni zménou napéti
HMDE visici rtutova kapkova elektroda
GCE skelna uhlikova elektroda

GCPE skelna uhlikova pastova elektroda
CPE uhlikova pastova elektroda

BRB Britton-Robinsoniv pufr

OPA o-ftalaldehyd



Uvod
Aminokyseliny jsou zakladni stavebni jednotkou proteinti a nezbytné pro fungovani
organismu. Hraji kli¢ovou roli jako prekurzory neurotransmiterti, hormont a podileji se na fad¢

metabolickych procest. Z tohoto diivodu je jejich pfitomnost a rovnovaha v organismu diilezita pro

zdravi a spravné fungovani organismu.

Vzhledem k dilezité roli aminokyselin v lidském téle i vyzive je dalezité znat nejen jejich
biologicky vyznam, ale také mit k dispozici ptesné a spolehlivé metody pro jejich stanoveni.
Analyza aminokyselin nachédzi uplatnéni v riznych oblastech jako je biomedicina, klinicka
diagnostika, potravinafstvi a kontrola kvality krmiv. Aminokyseliny se stanovuji pro zjisténi
nutricnich hodnot potravin nebo druhu surovin, ve vyzivovych dopliicich obohacenych o
aminokyseliny, charakterizaci bilkovinné frakce nebo konkrétni bilkoviny a zjisténi nepiitomnosti

aminokyseliny pfi riznych onemocnéni, jako je napiiklad fenylketonurie.

Stanoveni aminokyselin je analyticky naro¢ny proces, ktery ¢asto vyzaduje predipravu
vzorku, jako je naptiklad hydrolyza bilkovin, derivatizace nebo separace jednotlivych slozek. Mezi
nejcastéji pouzivané metody patii chromatografie, hmotnostni spektrometrie a dalsi techniky, které

umoznuji pfesnou kvantifikaci jednotlivych aminokyselin.

Hlavnim cilem této prace je optimalizace stanoveni aminokyseliny L-citrulinu pomoci

voltametrickych technik na elektrodach uhlikového typu.
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2 Teoreticka cast

2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou organické slouceniny, které obsahuji aminovou (-NH) a karboxylovou
(-COOH) funk¢ni skupinu. Tvofi zakladni slozku pro stavbu proteinti. Proteiny se skladaji z vice nez
100 aminokyselin spojenych peptidovou vazbou (-CO-NH). Existuje 20 zakladnich aminokyselin.
Ty jsou rozdéleny podle vyznamu ve vyzivé pro lidsky organismus do 3 kategorii: neesencialni,
semiesencialni a esencialni. Mezi neesencialni, které si télo dokdze generovat samo se fadi alanin,
asparagin, kyselina asparagova, kyselina glutamova a serin. Semiesencialni jsou arginin, cystein,
glutamin, glycin, prolin, tyrosin. Esencialni, které si t€lo nedokaze generovat, musi se pfijimat potravou,

jsou histidin, leucin, izoleucin, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, tryptofan a valin [1].

7 20 zékladnich aminokyselin m& kazd4 znich jiny postranni fetézec a rizné fyzikalné-
chemické vlastnosti. Z tohoto ditvodu jsou rozdeleny do dalsich 3 kategorii: hydrofobni, hydrofilni a
nabité (obr. 1). Hydrofobni aminokyseliny obsahuji nepolarni postranni fetézec a patii sem fenylalanin,
methionin, tryptofan, leucin, izoleucin, valin, prolin, glycin a alanin. Hydrofilni aminokyseliny maji
polarni postranni fetézec a fadi se sem asparagin, glutamin, cystein, serin, threonin, tyrosin. Nabité
aminokyseliny jsou kyselé (zaporn¢ nabité) a bazické (kladn€ nabité). Mezi kyselé aminokyseliny nalezi

kyselina asparagova a kyselina glutamova. Bazické jsou lysin, histidin a arginin [2].
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Obrazek 1 Rozdéleni zakladnich aminokyselin podle polarity postranniho retézce [3]
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2.2 Citrulin

Citrulin je neesencialni, levotoCiva alfa-aminokyselina. Nejcastéji ve formé bilého
krystalického prasku. Systematicky nazev je 2-amino-5-(karbamoylamino)pentanova kyselina (obr. 2),
sumarni vzorec je C¢Hi3N303, m& molekulovou hmotnost 175,19 g/mol a disocia¢ni konstantu 2,43 pfi
25 °C. Zastava dalezitou roli jako meziprodukt v mocovinovém cyklu, kde se vyrabi z ornitinu a
karbamoylfosfatu. Citrulin je neproteinova aminokyselina, nepodili se na syntéze bilkovin a neni
aminokyselinou kddovanou DNA, ale nalezneme ho ve vysokych koncentracich ve vodnim melounu.

Vodni meloun je latinsky Citrullus lanatus, odtud byl odvozen i nazev citrulinu [4].

O

HZNJ\H OH

NH,

Obrazek 2 Strukturni vzorec L-citrulinu [7]

2.2.1 Vyskyt citrulinu

Citrulin byl poprvé identifikovan a izolovan spolecnosti Koga ze §tavy vodniho melounu. Ma
antioxidaéni a vazodilatacni vlastnosti a ucastni se lidského systému oxidu dusnatého. Pro své
anabolické ucinky se podava jak podvyzivenym a sarkopenickym pacientim, tak ho uzivaji i
profesionalni sportovci nebo lidé pro sportovni ucely. Cirkulujici citrulin je uvoliiovan z enterocytd,
pfevazné v jejunu a duodenu, kde je syntetizovan z prekurzorovych aminokyselin odvozenych z
nutri¢nich proteind. Vzhledem k tomu, Ze ledviny jsou hlavnim organem pro metabolizaci citrulinu na

arginin, vysoké hladiny citrulinu v plazmé mohou odrazet selhani ledvin [8§].

Citrulin je syntetizovan vyhradné ve stfevé z glutaminu. Je hlavnim prekurzorem argininu, takze
jeho stanoveni slouzi jako indikator o existujicich poruchach ve stfeve kriticky nemocnych pacientd.
K pfemeéné citrulinu na arginin dochazi v ledvinach. Nepravidelnosti v metabolismu citrulinu mohou
znamenat problémy s ledvinami. ZvySenim produkce oxidu dusnatého se zvysuji koncentrace citrulinu
v plazmé a snizuje se riziko plicni hypertenze. U pacientl trpicich srpkovitou anémii ma citrulin

pozitivni vazodilata¢ni a antihypertenzni u¢inky [6].

Kromé toho se citrulin ucastni mocovinového cyklu a jeho akumulace nebo nedostatek
zpusobuje poruchy. Citrulin je schopen stimulovat syntézu bilkovin, aniz by byl vstiebavan stievem
nebo jatry. Podéva se peroralné jako doplné€k, nebot stfevo jej vstiebava lépe nez arginin. Pouziva se

jako alternativa k argininu a ornitinu, protoze ty ptenaseji vedlejsi ucinky [6].
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Citrulin se také nachdzi v riznych potravinach, v€etné¢ mandli, kakaa, Cesneku, cibule, arasidi,
hub a nékterych ryb, jako je losos. Tyto potraviny maji koncentrace citrulinu, které jsou zanedbatelné
ve srovnani s koncentraci obsazenou ve vodnim melounu. Koncentrace citrulinu v melounu péstovaném
ve Spojenych statech se mize pohybovat od 1,6 do 3,5 g/kg Cerstvého melounu. K dosazeni minimalni
ucinné davky citrulinu (3 g/den) by bylo tfeba zkonzumovat asi 1-1,5 kg/den cerstvého melounu.
K dosazeni maximalni u¢inné davky citrulinu (10 g/den) by bylo zapotiebi 3,3-5,0 kg/den Cerstvého

melounu [5,6].

Vzhledem k vyznamu citrulinu v metabolismu a jeho blahodarnym G¢inktm, at’ uz formou poziti
potravou nebo prostiednictvim dopliikil, je zajimavé disponovat metodami pro jeho snadné a presné
uréeni. Citrulin lze stanovit pomoci fluorescencni spektroskopie, vysokoucinné kapalinové
chromatografie s elektrochemickou detekci nebo elektrochemickymi metodami. VétSina téchto metod

je Casove narocna nebo neni vhodna pro pouziti v automatickych systémech [6].

2.2.2 Biologicka aktivita citrulinu

Citrulin je obvykle doplnovan pomoci ptipravki obsahujicich citrulin. Prodava se konjugovany
s malatem v poméru 2:1 nebo jako extrakt z vodniho melounu. Citrulin, stejné jako mnoho dalsich
doplnka zvysujicich oxid dusnaty, ziskal velky zajem pro své pozitivni potencialni kardiovaskularni a

antihypertenzni schopnosti [5].

Po peroralnim poziti citrulinu dosahuji koncentrace cirkulujiciho argininu vrcholu po
1 az 2 hodinach. Vyssi aktivita a biologicka dostupnost citrulinu ve srovnani s argininem je zptsobena

nekolika faktory, kdy nejvétsi vyznam ma zivotni styl clovéka [5].

Glutamin je povazovan za hlavni prekurzor syntézy stievniho citrulinu a jeho suplementace
zvySuje stievni syntézu citrulinu a renalniho argininu. Citrulin je tvofen ornitinem v mitochondriich
enterocytll 1 hepatocytli enzymem ornitinkarbamoyltransferazou (OCT), coZ je jeden ze zasadnich

enzymu v syntéze citrulinu a v mocovinovém cyklu [8].

V hepatocytech je syntetizovany citrulin oddélen jako meziprodukt mocovinového cyklu a
nepftispiva k systémovému toku citrulinu. Na rozdil od toho enterocyty vykazuji nizkou produkci dvou
enzymi, argininosukcinatsyntetazy (ASS) a argininosukcinatlyazy (ASL), které nasledné¢ zméni citrulin
na arginin. Citrulin po syntéze v enterocytech tenkého stfeva je uvoliiovan pies bazolateralni membranu
do portalniho ob¢hu. Citrulin je Spatné vychytavan hepatocyty, na rozdil od jinych anabolickych

androgennich steroidd, a proto obchazi jaterni metabolismus [8].
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Primarnim organem syntézy citrulinu jsou ledviny. Po filtraci v glomerulech je vétSina citrulinu
resorbovana ledvinovymi bufikami proximélnich tubuld. Témeét Uplnad resorpce plazmatickych
aminokyselin zabraiiuje jejich ztratdm moci a pomahd udrzovat homeostdzu. Tato metabolicka interakce
mezi tenkym stfevem a ledvinami je zndma jako stfevné-renalni osa a predpoklada se, ze zajistuje
dodavku argininu do perifernich tkani, které by jinak byly vychytavany jatry a indukovaly ureagenezi a
tim 1 katabolismus aminokyselin. Proto je citrulin povazovan za formu, kterd mé zabranit nadmérnému
jaternimu metabolismu anabolickych androgennich bun¢k. Tento mechanismus se aktivuje hlavné v

podminkach s nizkym pfijmem bilkovin, naptiklad nalacno [8§].

U velmi pfed¢asn¢ narozenych déti v§ak mtize byt citrulin pfeménén na arginin piimo stfevem
in situ. Citrulin mtze slouzit k podpofe proteinového anabolismu ve stavech nizkého pfijmu bilkovin.
Timto zptisobem citrulin poméaha omezit pokles plazmatického argininu. Endogenni produkce argininu
a citrulinu je zvysena v piipad¢ zadnétu se zvySenou mirou produkce oxidu dusnatého, jako je chronicka

obstrukéni plicni nemoc [8].

Strevné-renalni osa je zakladem procesu zrani, protoze ledviny produkuji arginin z citrulinu v
pritomnosti ASS a ASL, ktery je diferencialné vyluCovan v zavislosti na véku. V dusledku toho je
plazmaticka koncentrace citrulinu u novorozencti nizsi ve srovnani s dospelymi jedinci a béhem vyvoje
se zvySuje. Pokud jsou ledviny dysfunkéni, citrulin je pfimo metabolizovan na arginin v enterocytech,

které vykazuji vysokou produkci ASS a ASL, ale nizkou produkci arginazy [8].

2.2.3 Mocovinovy cyklus

Mocovinovym cyklem preménuje télo toxicky amoniak na mo€ovinu. Amoniak se produkuje
pti katabolismu bilkovin nebo pfirozen¢ stfevni florou. Ve svalovych a perifernich tkanich glutamat
pfijima volny amoniak, to vede k tvorbé glutaminu. Glutamin je nasledné exportovan do jater.
Glutaminaza $tépi glutamin na glutamat a amoniak. Glutamat prostiednictvim enzymu
glutamatdehydrogenazy poskytuje mocovinu. Amoniak je pfeménén na mocovinu v mitochondriich
hepatocytti. MoCovina odchazi z cytoplazmy hepatocytl, poté vstupuje do krevniho ob&hu, je filtrovana

ledvinami a vylu¢ovana moci. Reakce tvorby moc¢oviny z amoniaku [9,10]:

2 NH; + CO, + 3 ATP » CO(NH,), + H,0 + 3 ADP

Rovnice [
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2.2.3.1 Prubéh mocovinového cyklu

Mocovinovy cyklus (obr. 3) se skladé z péti reakei katalyzovanych nékolika dilezitymi enzymy.
Prvni dvé reakce probihaji v mitochondriich a zbylé tii v cytosolu hepatocytd. V prvni reakci je amoniak
produkovany v mitochondriich pfeménén enzymem karbamoylfosfatsyntetdzou na karbamoylfosfat.
V druhé reakci dochazi k pfenosu karbamoylové skupiny z karbamoylfosfatu na ornitin enzymem OCT,
coz vede ke vzniku citrulinu. Nésledné se citrulin uvolituje do cytosolu. Reakce tvorby citrulinu

z karbamoylfosfatu [10]:

karbamoylfosfat + ornitin — citrulin + Pi

Rovnice 2

Tieti reakce je katalyzovana ASS, ktera vyuziva citrulin a ATP k vytvofeni meziproduktu
citrullyl-AMP, ktery reaguje s aminoskupinou z aspartatu za vzniku argininosukcinatu. Ve ¢tvrté reakci
je Stépen argininosukcinat za tvorby argininu a fumaratu enzymem ASL. Pata reakce mocovinového

cyklu je hydrolyza argininu arginazou za vzniku mocoviny a ornithinu.

2ATP + 2 ADP+2 P,

O. \/ J\E OH
G o \fo — HN _r'i_gH carbamoyl phosphate
!
H ]

CPs1
= oTC
ornithine HGJ\A/V\NHa W H A{ citrulline
H,N
ARG1 G -l
H
u M 4< urea
" AMP +2 P,
arginine HM aspartic acid
H N
& ASS51
Hl]
IIU : M H" s
NH,
fumaric acid

argininosuccinic acid

Obrazek 3 Mocovinovy cyklus [9]

Hlavni vyznam mocovinového cyklu je vylouceni toxického amoniaku z t€la. Z t€la zdravého
dosp€lého ¢loveka se kazdy den odstrani asi 10 az 20 g amoniaku. Dysfunkce moc¢ovinového cyklu by
znamenala nadmérné mnozstvi amoniaku v t€le, coz muze vést k hyperamonémii. Nedostatek jednoho
nebo vice enzymu katalyzujicich reakce v mocovinovém cyklu miiZze zpusobit jeho poruchy. Poruchy

mocovinového cyklu mohou u novorozenci zpusobit zvraceni, koma a kiece [10].
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2.3 Doplnék stravy

Podle zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni
nekterych souvisejicich zakont je doplnék stravy definovan jako ,,potravina, jejimz ucelem je dopliovat
béZnou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitaminti a mineralnich latek nebo dalSich latek s
nutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsazenych v potravin€ samostatné nebo v kombinaci, ur¢ena
k piimé spotfebé v malych odméfenych mnozstvich®. Bezpecnost, vyroba a sloZeni jsou piisne

regulovany souborem pravnich ptedpist, jak na trovni Evropské unie, tak i vnitrostatni [12,13].

Dopliiky stravy nejsou 1é¢ivé ptipravky. Jejich pouziti neni urceno k 1é€b€ nemoci. Lze je ovsem
vyuzit k prevenci vzniku neinfekénich onemocnéni, které vznikaji v disledku nevhodného Zzivotniho
stylu jako jsou Spatné stravovaci a pohybové zvyklosti. Sportovci je nejcasteji uzivaji hlavné pro
podporu rustu svalové hmoty a jeji regeneraci nebo pro redukci télesné hmotnosti, také jako zdroj
energie nebo podporu pro vytrvalost. Zbytek populace je uziva pfevazné pro prevenci proti vzniku
zdravotnich onemocnéni. Jsou dostupné ve formé tablet, prasku, gelu nebo extraktu. Mohou to byt
mineralni latky, vitaminy, vlaknina, antioxidanty, esencialni mastné kyseliny, rostliny, bylinné extrakty

nebo aminokyseliny [14,15].

Citrulin jako doplng€k stravy uzivaji hlavné sportovci. Pro sportovce ma velmi ptiznivé ucinky.
Hraje dtlezitou roli v metabolismu dusiku a oxidu dusnatého v téle. ZvySuje vykonnost a zaroveii
snizuje unavu, zlepSuje vytrvalost a prokrveni a je dobré ho uzivat u sportd, kde je velkd intenzita
cviceni. Neuzivaji ho jen sportovci, ale i ostatni lidé. Pomaha preventivné proti erektilni dysfunkci,
podporuje kardiovaskuldrni systém, imunitni systém a mocovinovy cyklus, kde se i€astni pfemény

amoniaku na mocovinu a tim umoziuje bezpecné vyloucit amoniak z téla.
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2.4 Metody stanoveni citrulinu

Aminokyseliny se mohou stanovit riznymi technikami. Chromatografickymi technikami, jako
je papirova a tenkovrstva chromatografie, plynova chromatografie nebo vysokoucinnd kapalinova
chromatografie. Vysokoucinna kapalinova chromatografie se vyuziva ve spojeni se separacnimi
technikami, jako jsou obracené faze, iontova vyména nebo chiralni separace. Dale se pro stanoveni
aminokyselin mohou pouzit i elektromigracni techniky, jako je kapilarni elektroforéza nebo kapilarni
izotachoforéza. K detekci aminokyselin, po jejich separaci, se pouziva refraktometricka, hmotnostni,

chemiluminiscencni, elektrochemicka a UV detekce, zde je ale nutna derivatizace.

2.4.1 Separacni metody stanoveni citrulinu

Zjisténi, ze citrulin ma pozitivni ucinky na kardiovaskularni systém a celkové na lidsky
organismu vedlo k velkému zajmu stanoveni jeho mnozstvi v pfirodni formé, hlavné v melounech a
dynich. Pro stanoveni citrulinu byly zkouSeny rizné druhy separac¢nich metod, naptiklad plynova
chromatografie, vysokoucinna kapalinova chromatografie i kapilarni elektroforéza a rizné formy
detekce, naptiklad MS, FLD a UV. Nize jsou uvedeny odborné publikace, které se zabyvaly stanovenim

citrulinu v potravinach separacnimi metodami.

Metoda stanoveni, od Agnes M. Rimandoa a Penelope M. Perkins-Veazie, vyuzivajici plynovou
chromatografii a hmotnostni spektrometrii (GC-MS) k oddéleni citrulinu od kyseliny glutamové se
zamefila na zjisténi jestli se hodnoty citrulinu v melounech 1i8§i mezi odridami, typy, barvami duziny a
tkanémi. Obsah citrulinu se pohyboval v rozmezi od 3,9 do 28,5 mg/g suSiny a byl podobny mezi
semennymi a bezsemennymi typy. Melouny s Cervenou duzinou mély o néco méné citrulinu nez
melouny se zlutou nebo oranzovou duzinou. Su$ina z kiry obsahovala vice citrulinu nez duzina v
Cerstvém stavu. Tyto vysledky naznacuji, ze kira z melounu, ktera je nedostate¢né vyuzivany

zemédelsky odpad, nabizi zdroj ptirodniho citrulinu [16].

Stanoveni pomoci kolony C8 ve vysokoucinné kapalinové chromatografii s fluorescencni
detekci (HPLC-FLD), od Karen A. Corleto a kol., uvadi separaci a kvantifikaci 21 aminokyselin véetné
citrulinu z Cerstvé zeleniny a komer¢nich §tav. Optimalni separa¢ni podminky pro analyzu aminokyselin
byly ziskdny s 20mM octanem sodnym a vodou s organickym modifikdtorem acetonitrilem a
methanolem. Bylo zjisténo, Ze idedlni pH a teplota kolony je 5,4 a 35 °C. Metoda byla uspésné pouzita
pro kvantifikaci aminokyselin v Sesti Cerstvych zeleninovych §tavach vEetn€ melounu, okurky, celeru,
dyné, cuketové dyné, zluté dyné a komercnich $tav. Obsah citrulinu byl nejvyssi ve sladké melounové
Stavé a komercni melounové limetkové Stave. Optimalizovanad metoda je rychld, citliva, presnd a
reprodukovatelna pro analyzu volnych aminokyselin véetné citrulinu z riznych zeleninovych stav a
dalsich potravinaiskych vyrobkd. Jednalo se o prvni zpravu o oddéleni derivati OPA aminokyselin
pomoci sloupce C8 z melounu, okurky, cuketové dyné, Zluté tykve, dyné a celeru v systému

HPLC-FLD [17].
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Vétsina soucasnych metod kvantifikace citrulinu a argininu vyzaduje ¢asove ndroc¢né chemické
derivatiza¢ni kroky a ¢asto pouzivé drazsi detekéni metody, jako je fluorescencni detekce. Cilem této
studie, od Joel B. Johnson a kol., bylo proto vyvinout jednoduchou a rychlou metodu vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie s obracenymi fdzemi vyuzivajici ultrafialovou detekci (RP-HPLC-UV), aniz
by bylo nutné analyt derivatizovat. Metoda byla pouzita ke kvantifikaci obsahu citrulinu a argininu ve
13 australskych ovocnych a zeleninovych kultivarech. Nejvys$si obsah citrulinu byl zjistén ve zralém
plodu citronového melounu (39,2 mg/g susiny), které mélo také nejvyssi pomeér citrulin:arginin.
Duzina cerveného melounu také obsahovala vysoké hladiny citrulinu (22,9 mg/g). V ostatnich
melounech a dynich byly nizsi koncentrace (1-3 mg/g). Hladiny argininu byly nejvyssi v duzing
¢erveného melounu (8,1 mg/g). Tato metoda miize byt vhodna pro screening velkého poctu vzorkd na

obsah citrulinu a argininu [18].

Pti stanoveni citrulinu z peroralni formulace pro pediatrické pouziti byla pouzita jednoduché a
vysoce citliva kapilarni elektroforéza s UV detekci (CE-UV), ktera byla navrzena L. J. Salvo. Nova
metoda byla zalozena na analyze citrulinu pro pfimou detekci ultrafialového zateni pti 198 nm. BGE se
skladal z 10mM tetraboritanu sodného a 50mM SDS pti pH 9 a elektroforetické parametry byly
optimalizovany. Metoda nabizi vyssi citlivost a specificitu ve srovnani s vysledky ziskanymi z HPLC
metody s pouzitim UV detektord, ve kterych citrulin je tfeba derivatizovat. Nizka cena a jednoduchost

systému umoznily rychlé a jednoduché stanoveni citrulinu [19].

2.4.2 Ostatni moZnosti stanoveni citrulinu

Citrulin byl stanoven i spektralni technikou NMR. Vyvoj metody pro identifikaci a kvantifikaci
aminokyselin a cukri souc¢asné ze vzorkiti vodniho melounu pomoci kvantitativni protonové NMR
popisuje studie od G.K. Jayaprakasha a S. Patil Bhimanagouda. Lyofilizované vzorky melounu byly
extrahovany oxidem deuteria sonikaci a odstiedény extrakt byl pfimo pouzit pro kvantifikaci a
identifikaci pomoci '"H NMR. Hladiny citrulinu a cukrd byly zmé&feny za méné neZ 6 minut. Tato metoda
rychlé kvantifikace byla oveéfena z hlediska specificity, linearity, pfesnosti, reprodukovatelnosti a

robustnosti [20].

Vyse uvedené publikace byly zaméfeny na stanoveni citrulinu v potravinach. Byly nalezeny i
odborné publikace, kde byl citrulin stanovovan v klinickych vzorcich [21-25]. Podobnych metod je cela
fada a li$i se jen pouZitou metodou a detekei. Z dosud popsanych metod je nejrozsifenéjsi vysokoucinna
kapalinova chromatografie, pro svou dobrou citlivost a vyuziti pfi screeningu. Nevyhody vétSiny metod

jsou vysoké naklady na ptistroje, dlouha doba ¢ekani na odezvu a ndrocné derivatizace.
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2.4.2.1 Derivatizace

Derivatizace nebo modifikace chemické struktury se casto pouzivd s cilem zlepsit
detekovatelnost nebo chromatografickou vykonnost cilovych analytii. Proces derivatizace je analyticky
postup, ktery mé za ukol dosazeni souladu mezi ¢inidlem a cilovymi slouc¢eninami obsahujicimi
hydroxyl, thiol, amino, karbonyl nebo karboxyl jako hlavni funkéni skupinu zapojenou do derivatizace

[26].

Derivatizace miize byt jednoducha reakce mezi analytem a ¢inidlem, kdy se provadi substituce
nebo kondenzace funk¢ni skupiny pomoci reaktivniho derivatizacniho ¢inidla. Mze jit i o slozité cesty,
kdy je zapojena vice nez jedna funkéni skupina, v diisledku mnoha po sob¢ jdoucich reakei, s eliminaci

¢asti malych molekul béhem procesu a tvorbou novych skupinovych vazeb [26].

Derivatizaci se na cilovou slouc¢eninu nebo slouceniny ptfivede chemicka modifikace, ktera je
vyvolana pomoci chemické reakce a/nebo fyzikalnimi faktory (tj. ohfevem, ozafovdnim nebo
elektrickym polem). Pfi vybéru derivatizacni reakce je tfeba nejprve vzit v uvahu ucel analyzy a
zamyslenou metodu detekce. Bézné derivatizace maji za cil zavedeni molekuly obsahujicich
chromofory, fluorofory nebo skupiny pro zvyseni detekovatelnosti. Derivatizacni reakce mohou byt
provadény ve dvou konfiguracich s ohledem na chromatografickou separaci. Off-line pied separaci nebo

on-line pfed nebo po separaci [26].

In situ derivatizace je nejjednodussim pfistupem pro analyzu. Chemické derivatizace se provadi
pridanim ¢inidla nebo ¢inidel pfimo do kapalné¢ho vzorku. Pokud je ¢inidlo misitelné s vodou, mtize byt
¢inidlo rozpusténo ve vodném nebo ¢astecné vodném rozpoustédle nebo v organickém rozpoustédle,
které je misitelné s vodou. V mnoha aplikacich se slozity vzorek nejprve zjednodusi odstranénim casti
slozek matrice, jako jsou proteiny nebo jiné pfirodni druhy, aby se vycistilo a eliminovalo mnoho

interferenci pii derivatizaci z matrice vzorku [26].

Aby se zlepsila detekovatelnost nebo separace, byly vyvinuty rizné derivatizaéni metody pro
aminové skupiny pomoci béznych derivatizacnich ¢inidel, jako je dansylchlorid, o-ftalaldehyd (OPA),
9-fluorenylmethylchlorformiat (FMOC-Cl), Marfeyovo <cCinidlo (dansylchlorid a 1-fluoro-2,4-
dinitrofenyl-5-L-alaninamid). Aplikace dvou nejCastéji pouzivanych derivatiza¢nich ¢inidel pro
aminoskupinu  jsou o-ftalaldehydehyd s thiolem a fluorenylmethyloxykarbonylchlorid
(FMOC-CI) [26,27].

OPA ma schopnost tvofit fluorescencni produkt s primarnimi aminy, takze je uzitecny pro
detekcei a odhad riznych biogennich aminti, aminokyselin, peptidi a proteint. Kombinace thiolu a aminu
s OPA navic vytvafi citlivéjsi fluorogenni slouceninu, ktera vyznamné zvysSuje citlivost a specificitu

analytickych technik zalozenych na OPA [28].
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2.5 Elektrochemické metody stanoveni citrulinu

Elektrochemické metody jsou dobrou volbou stanoveni citrulinu diky své jednoduchosti, dobré
citlivosti, mobilit¢, snadné obsluze a nizké cenné. NiZe jsou uvedeny odborné publikace, které se
zabyvaly stanovenim citrulinu kolorimetricky, na elektrochemiluminiscen¢nich nebo voltametrickych

senzorech, biosenzorech a citrulinem modifikovanych elektrodach.

Metoda od Sugawary a kol. popisuje pfimé kolorimetrické¢ stanoveni zbytkl citrulinu v
proteinech na zdkladé reakce s diacetylmonoximem v pfitomnosti nizsich koncentraci kyseliny sirové.
Snizena citlivost zpiisobend niz8i koncentraci kyseliny byla pfekonana ptidanim chloridu Zelezitého,
ktery také piispél ke stabilizaci barvy. Nerozpustné proteiny nebo proteiny vedouci k zakalu lze
analyzovat po ¢astecné hydrolyze s enzymem nebo kyselinou. Metoda umoznila stanovit nizké hladiny
citrulinu vdzaného na protein, které jsou za hranicemi konvencnich metod pomoci analyzatoru
aminokyselin. Stanovil se obsah citrulinu v zrohovatélych butikach epidermis novorozenych potkant a

také inhibitor trypsinu ze s6ji [29].

Elektrochemicka detekce byla poprvé spojena s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve
studii od Y. Deng a kol., pro pouziti sou¢asného stanoveni argininu a citrulinu v tykvovych plodech a
melounech. Pro analyzu argininu a citrulinu bylo pouzito OPA jako pfedkolonové derivatiza¢ni ¢inidlo.
Chromatografické podminky a parametry byly systémové optimalizovany. Metoda prokazala vysokou
citlivost, snadnou obsluhu a dobrou reprodukovatelnost. Arginin a citrulin byly separovany béhem
9,5 minuty a kvantifikovany, coz dava linearni rozsah 0,01-10,00 uM. Tento analyticky pristup se
zatadil jako novy ndstroj pro soucasné stanoveni téchto dvou aminokyselin. Jednalo se o prvni zpravu

o pouziti systému HPLC-ECD pro analyzu citrulinu a argininu ve vzorcich potravin [30].

Novy biosenzor, od R. Lavanya, na bazi kurkuminu (E)-5-(4-hydroxyfenyl)-1-fenylpent-4-en-
1,3-dion (SHPD), ktery byl uspésné syntetizovan pro selektivni detekci citrulinu. Jobova analyza grafu
ukazala stechiometrii vazby 1:1 mezi senzorem a citrulinem. Nové syntetizovany senzor SHPD byl

vysoce selektivni detekci viuci citrulinu s riznymi kompetitivnimi biomolekulami [31].

V praci od C. Martinez-Asenjo a kol. byl vyvinut elektrochemiluminiscen¢ni senzor pro citlivé
stanoveni citrulinu, ve kterém byla sloucenina soucasné¢ jako analyt a koreaktant v kombinaci s
nanomaterialem SnS.. PouZiti SnS; zpiisobilo zna¢né zlepSeni elektrochemiluminiscen¢ni odezvy, kdyz
[Ru(bpy);]** komplex byl pouzit jako luminofor. Po optimalizaci parametrii, které ovlivnily
elektrochemiluminiscen¢ni odezvu, bylo dosazeno dobré linearity a rozmezi 10 uM-1 mM citrulinu.
Byly provedeny studie stability a trvanlivosti senzoru a byly analyzovany potencialné interferujici
slou¢eniny. Obsah citrulinu byl stanoven ve vzorku potraviny, coz potvrdilo stabilitu vyvinutého

elektrochemiluminiscen¢niho senzoru [6].
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Citrulin lze vyuzit i pro jina elektrochemicka stanoveni, napfiklad jako modifikator povrchu
elektrod. Voltametricky senzor od Wanga a kol. byl zkonstruovan jednoduchym nakapévanim
jednosténnych uhlikovych nanotrubicek (SWCNT) nejprve na elektrodu ze skelného uhliku (GCE) a
nasledné elektropolymerizaci filmu citrulinu. Vysledny poly(l-citrulin)/SWCNTs/GCE vykazoval
vyznamnou voltametrickou odezvu na pikrosid Il v disledku synergického ufinku SWCNTs a
poly(l-citrulinu) filmu. Na ziklad¢ systematického vyzkumu a nékterych kinetickych parametrii
vypoétenych v experimentech byl spolehlivé ziskan reakéni mechanismus pikrosidu II na
poly(l-citrulin)/SWCNT modifikovaném GCE. Nakonec byl navrZzeny senzor pouzit pro stanoveni
pikrosidu II v realném vzorku s uspokojivymi vysledky. Tato prace podpoftila potencialni aplikace

aminokyselinovych materiald a SWCNT v elektrochemickych senzorech [32].

Li a kolektiv pfipravili voltametricky senzor, simultdnni elektropolymerizaci citrulinu a
B-cyklodextrinu filmem modifikované elektrody ze skelného uhliku. Byl pouzit ke konstrukci tohoto
senzoru pro kvantifikaci dblezitych pesticidi a citlivé stanoveni metribuzinu. Navrhovany
metribuzinovy senzor vykazuje vynikajici vykon se Sirokym linearnim rozsahem, ultranizkym
detek¢nim limitem a pfiznivou specificitou. Senzor byl také pouzit pro stanoveni metribuzinu v redlnych

vzorcich, kde bylo dosazeno uspokojivych vysledkt. Vysledky naznacuji, Ze navrzeny senzor mtize byt

vvvvvv

Ma a kolektiv popisuje modifikaci povrchu elektrody ze skelného uhliku pomoci citrulinu a
cyklické voltametrie za ucelem pripravy polycitrulinem modifikované elektrody (PCit/GCE).
Elektrochemické chovani ractopaminu na tomto PCit/GCE bylo poté zkoumano cyklickou voltametrii,
aby se vytvorila novéa elektrochemicka metoda pro detekci zbytki ractopaminu v zivo¢isné tkani. Bylo
zjisténo, ze optimalni podminky pro ptipravu modifikované elektrody zahrnuji pH polymera¢niho
roztoku 6,8. Cyklick4 voltametrie vyzadovala 12 skenovacich cykll pfi rychlosti skenovani 40 mV/s s
potencidlnim rozsahem -1,6 az 2,3 V. Optimalni podminky pro stanoveni ractopaminu byly v roztoku
pH 6,0 s cyklickou voltametrii provadénou pfi rychlosti skenovani 60 mV/s a potencialnim rozsahu

0,4 a7 1,0 V [34].
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3 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast se zabyva zptisobem pfipravy reakénich roztokt, vzorki a technikami, které

byly pouzity pro elektrochemické stanoveni citrulinu.

3.1 Chemikalie a materialy

Hydroxid sodny J. T. BAKER
Hydroxid amonny J. T. BAKER
Dusi¢nan draselny LACHEMA
Kyselina chlorovodikova FLUKA CHEMIKA
Med’ SIGMA ALDRICH
Standard citrulinu SIGMA ALDRICH
Chloristan lithny HONEYWELL
Ethanthiol SIGMA ALDRICH
Methanol HONEYWELL
OPA SIGMA ALDRICH
Sifi¢itan sodny LACHEMA

3.1.1 Priprava roztoku elektrolyti

Roztoky elektrolytt byly pouzity 0,1M NaOH, 0,1M NH4OH, 0,1M KNOs3, 0,1M octanovy pufr
o pH 4,76, 0,1M amonny pufr o pH 9,5, 0,1M HCI, Britton-Robinsonovy pufry o pH 7,27, 6,32, 5,63,
4,23 23,22 a0,IM LiClOsa.

0,1M roztok NaOH a 0,1M roztok KNO; byly pfipraveny navaZzenim NaOH a KNOs3 do 100ml
odmérnych ban¢k a doplnény destilovanou vodou po rysku. Roztoky 0,1M NH4OH, 0,1M octanovy
pufr o pH 4,76, 0,1M amonny pufr o pH 9,5 a 0,1M HCI byly pfipraveny odpipetovanim NH4OH,
octanového pufru, amonného pufru a 32% HCI do 100ml odmérnych ban¢k a doplnény destilovanou
vodou po rysku. Britton-Robinsonovy pufry o pH 7,27, 6,32, 5,63, 4,23 a 3,22 byly pfipraveny
smichanim Britton-Robinsonova pufru (kyseld slozka A — 0,04M kyselina octova, kyselina fosforecna
a kyselina boritd) a 0,2M NaOH (zéasadita slozka B) do vysledné hodnoty pH, které bylo naméteno

pH-metrem.
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Roztok elektrolytu LiClO4 o koncentraci 0,1M pro naplnéni solného mistku elektrody byl
ptipraven navazenim 0,532 g LiClO4 do 50ml odmérné bariky a doplnéno po rysku. 100 ml roztoku
elektrolytu LiClOs4 o koncentraci 0,1 M a 3,7 mmol/l OPA bylo pfipraveno navazenim 1,064 g LiCIO4
a 49,58 mg OPA do 100ml odmérné bankky a doplnéno po rysku. Tento roztok elektrolytu se musel
uchovavat v lednici pfi 4 °C. Roztok 71 mmol/l ethanthiolu byl pfipraven odpipetovanim 500 pl 97 %
ethanthiolu do 100ml odmérné baitky a doplnéno po rysku. U vSech téchto roztokd bylo pouzito
rozpoustédlo methanol. Roztok sifi¢itanu pro derivatizaci byl pfipraven navazenim 0,4473 g Na,SO; do

50ml odmérné banky a doplné€no destilovanou vodou po rysku. U tohoto roztoku bylo pouzito

rozpoustédlo destilovana voda.

3.1.2 Priprava standardnich roztoki a vzorki

Standardni roztok citrulinu o koncentraci 0,01 M byl pfipraven navazenim 17,5 mg standardu
citrulinu (obr. 4 — vpravo) do 10ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Standardni
roztok médi o koncentraci 10 ppm byl pfipraven odpipetovani 100 pl standardu médi o koncentraci

987 ppm do 10ml odmérné baiiky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.

Vzorek citrulline malate byl pfipraven navazenim 26,25 mg do 10ml odmérné batiky a doplnéno
po rysku. Vzorek pump byl pfipraven navazenim 26,25 mg do 10ml odmémé baiiky a doplnéno po
rysku. Vzorky citrulline malate a pump byly zakoupeny od firmy Nutrend (obr. 4 — vlevo).
Modelovy vzorek citrulinu byl pfipraven navazenim 17,5 mg standardu citrulinu do 10ml odmeérné

baiiky a doplnéno po rysku. Pro doplnéni vyse uvedenych roztokii byla pouzita destilovana voda.

GLUTEN FREE
SUGAR FREE
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Obrazek 4 Vzorek citrulline malate, pump rainbow a standard citrulinu
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3.2 Pristroje
Vsechna voltametrickdi meéfeni byla provedena na elektrochemickém analyzatoru
PGSTATI128N (Metrohm-Autolab) (obr. 5). K méfeni byl pouzit laboratorni stojan na elektrody,

nadobka pro voltametrické méfeni, magneticka michacka s michadlem a piivod inertniho plynu.

Obrazek 5 Elektrochemicky analyzator PGSTAT128N (Metrohm-Autolab) [35]
Pti vSech voltametrickych métenich byly pouzity indikac¢ni elektrody:
e HMDE (visici kapkova rtutova elektroda, z angl. ,,hanging mercury drop electrode*)
e GCE (elektroda ze skelného uhliku, z angl. ,,glassy carbon electrode*)
e GCPE (pastova elektroda ze skelného uhliku, z angl. ,,glassy carbon paste electrode®)
e CPE (uhlikova pastova elektroda, z angl. ,,carbon paste electrode*)

e Au (zlata elektroda)

e Pt (platinova elektroda)
Referencni elektrody:

o Ag/AgCl3M KCI

e Nasycena kalomelova elektroda se solnym mustkem obsahujicim methanol s 0,1M LiCIO4

Cely trielektrodovy systém (obr. 6) dopliiovala pomocna elektroda z platinového plisku.
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Obrazek 6 Trielektrodovy systém se solnym muistkem

K méfeni a vyhodnocovani zdznamu diferencni pulzni voltametrie, voltametrie s linearni
zménou napéti a square-wave voltametrie byl pouzit software ,,NOVA 1.11.2“. U referen¢ni metody k
méteni a vyhodnocovéani zaznamui byl pouzit spektrofotometr se sklenénou kyvetou. Hodnoty pH
Britton-Robinsonovych pufri byly zméfeny pienosnym pH-metrem Orion Star A325 (Thermo
Scientific) se sklenénou pH-elektrodou. K pipetovani byly pouZzity laboratorni automatické pipety

Eppendorf a k navazovani laboratorni analytické vahy Santorius.
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3.3 Pouzité metody

3.3.1 Diferen¢ni pulzni voltametrie

Diferencni pulzni voltametrie byla pouzita s visici kapkovou rtutovou elektrodou a GCE. Pted
kazdym meétfenim byl z roztoku odstranén kyslik pomoci piivodu inertniho plynu a obnoven povrch
elektrody. Potencialové rozmezi se pohybovalo od -1,6 az 0,5 V, pfi potencialovém kroku 5 mV a

amplitudé 25 mV (detailngjsi informace ptisluSnych méfeni jsou uvedeny v kapitole Vysledky a

diskuse).

3.3.2 Voltametrie s linearni zménou napéti

Voltametrie s linedrni zménou napéti (LSV, z angl. , linear sweep voltammetry*) byla pouzita
s GCE, GCPE a CPE. Pied kazdym métenim byl z roztoku odstranén kyslik pomoci pfivodu inertniho
plynu a obnoven povrch elektrody. Potencidlové rozmezi se pohybovalo od -1,5 az 1,5 V, pii
potencidlovém kroku 2,44 mV a rychlosti skenu 0,1 V/s (detailn€jsi informace ptislusnych méteni jsou

uvedeny v kapitole Vysledky a diskuse).

3.3.3 Square-wave voltametrie

U square-wave voltametrie byla pouzita GCE, GCPE, CPE, zlata a platinova elektroda. Pied
kazdym meétfenim byl z roztoku odstranén kyslik pomoci ptivodu inertniho plynu a obnoven povrch
elektrody. Potencidlové rozmezi se pohybovalo od -0,6 az 1,0 V, pii potencialovém kroku 5 mV,

amplitudé 20 mV a frekvenci 25 Hz (detailné&jsi informace ptislusnych méfeni jsou uvedeny v kapitole

Vysledky a diskuse).

3.3.4 Spektrofotometrické stanoveni citrulinu ninhydrinem

Spektrofotometrické stanoveni citrulinu ninhydrinem bylo vyuZito pro porovnavani s vysledky
z voltametrickych méfeni. Bylo pfipraveno 25 ml zasobniho roztoku citrulinu o koncentraci 8 g/l
navazenim 0,2 g standardu citrulinu do 25ml odmérné baiky a doplnéno po rysku destilovanou vodou.
Ze zasobniho roztoku byly dale pfipraveny pracovni roztoky citrulinu o koncentracich 1, 2, 3 a 4 g/l do
10ml odmérnych bané€k. Postupné bylo do ¢ty 10ml odmérnych banék odpipetovano 1,25 ml, 2,5 ml,

3,75 ml a 5 ml zasobniho roztoku citrulinu a doplnéno po rysku destilovanou vodou.

Do ¢tyt zkumavek bylo postupné z kazdého pracovniho roztoku odpipetovano 0,5 ml a do paté
zkumavky 0,5 ml destilované vody jako blanku. Do dalSich tii zkumavek bylo pipetovano 0,5 ml z jiz

ptipravenych vzorki citrulline malate, pump a modelového vzorku.

Do vSech zkumavek bylo napipetovano po 1 ml pfipraveného ninhydrinu. Zkumavky byly
uzavteny a 10 minut se s nimi intenzivné tiepalo. Poté byly zahiivany 10 minut ve vodni 1azni a 10 minut
zUstaly odstaté z vodni 1azn€. Po této tprave se do kazdé zkumavky odpipetovaly 4 ml vody, zkumavky

se protiepaly a ptipravené roztoky (obr. 7) byly ihned zméfeny na spektrofotometru pii 570 nm [36].
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Obrazek 7 Roztoky kalibracni Fady citrulinu s ninhydrinem

3.3.5 Derivatizace citrulinu ¢inidlem OPA-ethanthiolem
Stanoveni citrulinu derivatizaci s ¢inidlem OPA-ethanthiol bylo provedeno podle postupu dle
nalezeného ¢lanku o voltametrickém stanoveni taurinu v energetickych napojich po OPA-ethanthiol

derivatizaci od A. S. Farag a kolektiv [37].

Bylo méteno metodou SWV v potencidlovém rozmezi od 0,2 do 1,2 V, pfi potencidlovém kroku
5 mV, amplitudé 50 mV a frekvenci 80 Hz. 0,1M LiClO4 v 50ml odmérné batice byl pouzit pro naplnéni
solného mustku ptes injekeni stiikacku. Mustek byl naplnén do poloviny zabrusu a vlozila se srovnavaci
nasycena kalomelova elektroda. Pracovni elektrody byly zkouseny GCE, CPE a Pt elektroda. Bylo

méteno za stejnych podminek. Reakéni doba byla 6 minut.

vvvvv

Stanoveni citrulinu derivatizaci se sificitanem bylo provedeno podle postupu dle nalezenych

¢lanki o derivatizaci primarnich aminti pomoci sifi¢itanu sodn¢ho od W. A. Jacobs [38].

Bylo méteno metodou SWV v potencialovém rozmezi od 0,2 do 1,2 V, pfi potencialovém kroku
5 mV, amplitudé 50 mV a frekvenci 80 Hz. 0,1M LiClO4 v 50ml odmérné barice byl pouzit pro naplnéni
solného mustku ptes injek¢ni stiikacku. Mastek byl naplnén do poloviny zabrusu a vlozila se srovnavaci
nasycena kalomelova elektroda. Pracovni elektrody byly zkouseny GCE a CPE. Bylo méfeno za

stejnych podminek. Reakéni doba byla 4 minuty.
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4 Vysledky a diskuse

Voltametrické stanoveni citrulinu je ustfednim tématem této prace. Vzhledem k tomu, Ze
v literatufe nebyly nalezeny odkazy tykajici se voltametrického stanoveni této aminokyseliny pomoci
tvorby komplext s kovy, pfedstavoval vyzkum v této oblasti vyzvu. Jako ptfedloha slouzila odborna
publikace, ktera se zabyvala stanovenim konstant stability méd’'natého komplexu glycinu ve smési vody
a alkoholu pomoci potenciometrie [39] a publikace o vztahu mezi strukturou a oscilopolarografickym
chovanim nékterych aminokyselin a peptidit [40]. Z dal§ich mozZnosti byla derivatizace Cinidlem

OPA-ethanthiolem nebo sifi¢itanem a jeji vyuzitelnost byla testovano.

4.1 Uvodni elektrochemické experimenty

Mezi tvodni experimenty patiilo ovéfeni, zda lze elektrochemicky sledovat voltametricky
signal citrulinu v pfitomnosti méd’naté soli, popt. sledovat zmény (pokles ¢i narist) v odezvé médi. Na
uvod byla vybrana technika diferen¢ni pulsni voltametrie v kombinaci s visici kapkovou rtutovou

elektrodou.

Vybér zakladniho elektrolytu

Nejprve bylo sledovano chovani citrulinu v pfitomnosti médi v prostfedi riznych elektrolyti,
jak znazornuje obr. 8, kde byl zvolen elektrolyt 0,1M NH4OH a dale byly proméfeny elektrolyty
0,1M KNOs3, 0,1M amonny pufr o pH 9,5 (obr. 10) a 0,1M HCI.
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DPV na kapkové rtutové elektrodé byl zméten elektrolyt 0,1M NH4OH s pfidavkem roztoku
meédi o koncentraci 200 ppb. Pfi hodnoté -1,1 V, -0,27 V a -0,05 V byly pozorovany piky médi a
nasledné bylo pfidano 0,009-0,175mM roztoku citrulinu (obr. 8). Na ptidavek citrulinu reagoval pik pii
-1,1V, proto Ize usuzovat, Ze voltametricky signal médi a citrulinu lze pozorovat pfi stejném potencialu.

Ostatni pozorované piky nebyly déale vyhodnocovany.
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Obrazek 8 DPV na visici kapkové rtutove elektrode v prostiedi 0,1M NH4OH s pridavky a) 100 ppb roztoku médi
(svétle zelend krivka), b) 0,009nM roztoku citrulinu (Cervend krivka), c) 0,029mM roztoku citrulinu (oranzova kiivka),
d) 0,079 mM roztoku citrulinu (Cerna krivka), e) 0,175mM roztoku citrulinu (svétle modra krivka),
pri potencidalovém rozmezi od -1,6 az 0,0 V, potencialovém kroku 5 mV a amplitude 25 mV

Z vyhodnoceni vyplyva, ze DPV na kapkové rtutové elektrodé s elektrolytem 0,1M NH,OH
s ptidavkem citrulinu dochazelo k nepravidelnému nartstu a poklesu signalu pii -1,1 V, jak je uvedeno

na obr. 8.
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Podobné méfeni bylo provedeno v prostfedi 0,1M KNO; s pfidavkem roztoku meédi o
koncentraci 100 ppb. Pii hodnoté¢ -1,0 Vse wvytvofil pik médi a poté bylo ptfiddno
0,009-0,363 mM roztoku citrulinu. Pozornost byla zamétfena na pik pti -1,0 V, kdy u tohoto piku byl
sledovan pokles signalu médi po ptridavku citrulinu. Z téchto hodnot byla vytvofena tiibodova fada
klesajiciho citrulinu (obr. 9). Z dat vyplyva, ze DPV na visici kapkové rtut'ové elektrode s elektrolytem
0,1M KNO3 mé obdobny prubéh jako vySe provedené méteni s elektrolytem 0,1M NH4OH.
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Obrazek 9 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri mereni DPV na visici kapkové rtutové elektrodé v prostredi
0,IM KNOs
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Dalsi méfeni DPV na visici kapkové rtutové elektrodé bylo zkouméano s elektrolytem 0,1M
amonnym pufrem o pH 9,5 s pfidavkem roztoku médi o koncentraci 100 ppb. Pii hodnoté -1,05 V a
-0,25 V byly pozorovany piky médi. Poté bylo pfidano 0,009-0,454mM roztoku citrulinu (obr. 10).

U piku pfi hodnoté -0,25 V byla sledovana nepravidelnd zména signalu s ptidavkem citrulinu.
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Obrazek 10 DPV na visici kapkové rtutové elektrodé v prostredi amonného pufiu o pH 9,5 s pridavky a) 100 ppb roztoku
meédi (svétle zelena krivka), b) 0,009mM roztoku citrulinu (Cervena krivka), c) 0,029mM roztoku citrulinu (oranzova krivka),
d) 0,079 roztoku citrulinu (Cerna kiivka), e) 0,175mM roztoku citrulinu (svétle modra kiivka), f) 0,269mM roztoku citrulinu

(rizova kiivka), g) 0,363mM roztoku citrulinu (tmavé zelend kiivka), h) 0,454mM roztoku citrulinu (tmave modra krivka),

pri potencidlovém rozmezi od -1,2 az 0,05 V, potencialovém kroku 5 mV a amplitudé 25 mV
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Z dat vyplyva, Ze DPV na visici kapkové rtutové elektrodé v prostiedi 0,1M amonného pufru o
pH 9,5 ma vyraznéjsi pokles signalu nez pii vySe uvedeném méteni s elektrolytem 0,1M KNOs. Z téchto

hodnot byla vytvotena klesajici tfibodova fada citrulinu (obr. 11).
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Obrazek 11 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu prii mereni DPV na visici kapkové rtutové elektrodé v prostredi
amonného pufiu o pH 9,5

Pfi nasledném méteni DPV na visici kapkové rtutové elektrodé bylo méfeno v prostiedi HCI s
ptidavkem roztoku meédi o koncentraci 100 ppb. Pti hodnot€ -0,37 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo
do roztoku ptidano 0,098-0,194mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva, ze DPV na visici kapkové rtutové
elektrodé v prostfedi HCI neni vhodné pro méfeni medi s citrulinem, nebot’ p#i hodnoté -0,37 V
dochazelo k nepravidelnému nartstu a poklesu signalu citrulinu. Z tohoto diivodu nebyl tento elektrolyt
dale vyuzit. Nakonec byl DPV na visici kapkové rtutové elektrodé jesté testovan elektrolyt 0,1M
octanovy pufr o pH 4,76, ktery bohuzel poskytl nekonzistentni vysledky a ziskané voltamogramy nebyly

dale vyhodnocovany.

Z vyse uvedenych vyhodnoceni je patrné, ze nejlepsi vysledky s vyuzitim DPV na visici
kapkoveé rtut'ové elektrode poskytoval elektrolyt amonného pufru o pH 9.5. I kdyz by bylo mozné timto
zpusobem vyvinout metodu na stanoveni citrulinu, z principialniho hlediska a vzhledem k potfebam

soucasné elektroanalyzy, jsou vice preferovany nertutové elektrody kvili toxickym ucinkim rtuti.
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4.2 Volba mérici techniky a pracovni elektrody

Dale byla vénovana pozornost vybéru vhodného elektrolytu, métici techniky a pracovni
elektrody. S pomoci diferen¢ni pulzni voltametrie na elektrodé ze skelného uhliku (GCE) byly postupné
meéfeny elektrolyty 0,1M NH4OH, 0,1M KNOs, 0,1M octanovy pufr o pH 4,76 a 0,1M HCI.

Diferencni pulsni voltametrie na GCE

Prvni z vybranych technik byla DPV v kombinaci s GCE, kdy byla sledovana zména
voltametrického signalu citrulinu a médi, v prostiedi elektrolytu 0,1M NH4OH s piidavkem roztoku
medi o koncentraci 200 ppb. Pti hodnoté -0,25 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku pfidano
0,892-1,64mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva, ze DPV na GCE s elektrolytem 0,1M NH4+OH neni
vhodné pro méfeni médi s citrulinem, nebot’ pii hodnoté -0,25 V dochazelo k nepravidelnému nartistu a

poklesu signalu citrulinu.

Podobné méteni DPV na GCE bylo provedeno s elektrolytem 0,1M KNOj s ptidavkem roztoku
medi o koncentraci 200 ppb. Pti hodnoté -0,15 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku pfidano
0,892-1,64mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva, ze DPV na GCE s elektrolytem 0,1M KNOs neni
vhodné pro méteni médi s citrulinem, nebot’ pii hodnoté -0,15 V dochézelo k nepravidelnému nartstu a

poklesu signalu citrulinu.
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Dalsi méfeni DPV na GCE bylo zkoumano s elektrolytem 0,1M octanového pufru o pH 4,76 s
ptidavkem roztoku médi o koncentraci 200 ppb. Pii hodnoté -0,8 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo
ptidano 0,892-1,64mM roztoku citrulinu (obr. 12). U piku pfi hodnoté -0,08 V byl sledovan pokles

signalu citrulinu.
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Obrazek 12 DPV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 s pridavky a) 200 ppb roztoku médi
(svétle zelena krivka), b) 0,892mM roztoku citrulinu (Cervend kiivka), c) 1,64mM roztoku citrulinu (oranzova krivka),
pri potencidalovém rozmezi od -0,6 az 0,3 V, potencialovém kroku 5 mV a amplitude 25 mV

Z dat vyplyva, ze DPV na GCE s elektrolytem 0,1M octanového pufru o pH 4,76 je vhodny pro

méfeni médi s citrulinem, nebot’ byl sledovan pokles signalu citrulinu.

Podobné méteni DPV na GCE bylo provedeno s elektrolytem 0,1M HCI s ptidavkem roztoku
médi o koncentraci 200 ppb. Pii hodnoté -0,17 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,892-1,64mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva, Zze DPV na GCE s elektrolytem 0,1M HCI neni vhodné
pro méfeni médi s citrulinem, nebot’ pii hodnoté -0,17 V dochézelo k nepravidelnému nartstu a poklesu

signalu citrulinu.
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Z vySe uvedenych méteni, vyplyva ze nejvhodnéjsi elektrolyt pro méteni citrulinu DPV na GCE
je 0,1M octanovy pufr o pH 4,76. V nasledujicich métfenich byly v elektrolytu 0,1M octanového pufru
o pH 4,76 porovnavany méfici techniky a elektrody. Konkrétné byly zkoumany metody meéteni jako
square-wave voltametrie a voltametrie s linearni zménou napéti na GCE. Porovname-li tyto méteni
s predchozi ¢asti na visici kapkové rtutové elektrodé (HMDE), vidime, Ze je zde patrny vliv elektrody.
A proto je nutné testovat rizné kombinace technik, elektrod a elektrolyti, jak uvadi nize uvedené

kapitoly.

Square-wave voltametrie na GCE

Nasledn¢ zkoumanou technikou méfeni byla SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru
o pH 4,76 s pridavkem roztoku médi o koncentraci 1 ppm. Pii hodnote 0,05 V byl pozorovan pik médi.
Poté bylo piridano 0,892-2,14mM roztoku citrulinu. Pozornost byla zaméfena na pik pti 0,05 V, kdy u
tohoto piku byl sledovan pokles signalu médi po ptidavku citrulinu (obr. 13). Z téchto hodnot byla

vytvorena tiibodova fada klesajiciho citrulinu (obr. 14).
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Obrazek 13 SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufiu o pH 4,76 s pridavky a) 1 ppm roztoku médi
(svétle zelena kiivka), b) 0,892mM roztoku citrulinu (Cervena krivka), c) 1,64mM roztoku citrulinu (oranzova krivka),
d) 2,14mM roztoku citrulinu (Cerna krivka), pri potencialovém rozmezi od -0,5 az 0,5 V, potencidalovém kroku 5 mV,
amplitude 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Obrazek 14 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostiedi 0, 1M octanového pufru
opH4,76

Voltametrie s linearni zménou napéti na GCE

Dale byla zkousena méfeni LSV na GCE s 0,1M octanovym pufrem o pH 4,76 s piidavkem
roztoku médi o koncentraci 1 ppm. Pti hodnoté 0,0 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku
pridano 0,892-1,64mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva, ze LSV na GCE s elektrolytem 0,1M
octanového pufru o pH 4,76 neni vhodné pro méteni medi s citrulinem, nebot’ pfi hodnoté 0,0 V

dochazelo k nepravidelnému naristu a poklesu signalu citrulinu.

Z vyse uvedenych méteni diferencni pulsni voltametrie, square-wave voltametrie a voltametrie
s linedrni zménou napéti na GCE v elektrolytu 0,1M octanového pufru o pH 4,76 vyplynulo, Ze
square-wave voltametrie je nejvhodnéjsi meétici technikou. Nasledujici pasaz byla vénovéana vybéru
nejvhodnéjsi elektrody pro square-wave voltametrii v elektrolytu 0,1M octanového pufru o pH 4,76, a

to konkrétn¢ elektrody GCE, GCPE, CPE a zlata elektroda.
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Square-wave voltametrie na GCPE

SWV v prostiedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76. Nyni se budeme vénovat nalezeni vhodné elektrody

Z vyse uvedenych meéteni byla jako nejvhodnéjsi technika pro meéfeni citrulinu vyhodnocena

k SWV s danym elektrolytem, kterym jsou vénovany nasledujici méfeni.

byla pastova elektroda ze skelného uhliku (GCPE) s pfidavkem roztoku médi o koncentraci 1 ppm. Pti
hodnoté¢ 0,05 V a 0,18 V byly pozorovany piky médi. Poté bylo pfiddno 0,892-2,14mM roztoku
citrulinu. Pozornost byla zamétena na pik pii 0,05 V, kdy u tohoto piku byla sledovana nepravidelna

zmena signalu s ptidavkem citrulinu (obr. 15) a celkovy posun piku, ktery mohl byt zpisoben tvorbou

Prvni vybranou elektrodou pro méfeni SWV s elektrolytem 0,1M octanového pufru o pH 4,76

filmu médi na elektrodé€. Zbyly pozorovany pik nebyl dale vyhodnocovan.
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Obrazek 15 SWV na GCPE v prostredi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 s pridavky a) 1 ppm roztoku médi
(svétle zelena kiivka), b) 0,892mM roztoku citrulinu (Cervena krivka), c¢) 1,64mM roztoku citrulinu (oranzova krivka),
d) 2,14mM roztoku citrulinu (Cerna krivka), pri potencialovém rozmezi od -0,5 az 0,5 V, potencidalovém kroku 5 mV,
amplitude 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Square-wave voltametrie na CPE

Dalsi méfeni SWV v prostedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 bylo provedeno s uhlikovou
pastovou elektrodou (CPE) s pridavkem roztoku médi o koncentraci 1 ppm. Pfi hodnoté 0,06 V a
-0,05 V byly pozorovany piky médi. Poté bylo ptidano 0,892-2,14mM roztoku citrulinu (obr. 16).
Pozornost byla zaméfena na pik pii 0,06 V, kdy u tohoto piku byl sledovan narGst signalu citrulinu.
S nartistajicim signalem citrulinu ptivodné vznikly pik pfi hodnoté -0,05 V postupné mizel. Z téchto

hodnot byla vytvofena tiibodova fada rostouciho signélu citrulinu (obr. 17).
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Obrazek 16 SWV v prostredi octanového pufiu o pH 4,76 na CPE s pridavky a) 1 ppm roztoku médi (svétle zelena krivka),
b) 0,892mM roztoku citrulinu (Cervenda kiivka), c) 1,64mM roztoku citrulinu (oranzova kiivka), d) 2,14mM roztoku citrulinu
(Cernd krivka), pri potencialovém rozmezi od -0,5 az 0,5 V, potencidlovém kroku 5 mV, amplitudé 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Obrazek 17 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri mereni SWV v prostiedi octanového pufru o pH 4,76 na CPE
Square-wave voltametrie na zlaté elektrodé

Nésledné mefeni SWV s elektrolytem 0,1M octanového pufru o pH 4,76 bylo zkoumano na
zlaté elektrod¢ s piidavkem roztoku médi o koncentraci 1 ppm. Pfi hodnoté 0,2 Va 0,67 V byly
pozorovany piky médi. Poté bylo do roztoku ptidano 0,892-1,64mM roztoku citrulinu. Z dat vyplyva,
7ze SWV s elektrolytem 0,1M octanového pufru o pH 4,76 na zlaté elektrodé neni vhodné pro méteni
medi s citrulinem, nebot’ pti hodnoté 0,2 V a 0,67 V dochazelo k nepravidelnému nardstu a poklesu

signalu citrulinu.

Z vyse provedenych meéfeni square-wave voltametrie v elektrolytu 0,1M octanového pufru
o pH 4,76 na elektrodach GCE, GCPE, CPE a zlaté¢ elektrodé vyplynulo, Ze nejvhodnéjsi pro
square-wave voltametrii v elektrolytu 0,1M octanového pufru o pH 4,76 je elektroda GCE. Z tohoto
ditvodu byla dal§i méfeni realizovana kombinaci technikou square-wave voltametrie, elektrodou GCE

a elektrolytu 0,1M octanového pufru o pH 4,76.
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4.3 Vliv akumulace médi
Vzhledem k ptedpokladu ze pfi negativnim potencialu se mize vylu¢ovat méd’ z roztoku byla
zkoumana jeji akumulace a pfipadné vyuziti pro zvyraznéni rozdilu mezi signaly médi a citrulinu. Pied

samotnym skenem byl zahrmut akumulacni krok po dobu 60 s.

Nejprve bylo méteno SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 pii akumulaci
60 s s pfidavkem roztoku médi o koncentraci 250 ppb. Pii hodnoté 0,02 V a 0,21 V byly pozorovany
piky médi. Poté bylo do roztoku ptidano 0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 18). U piku pti 0,02 V
byl sledovan nepravidelny narist a pokles signalu citrulinu. Vznikly pik médi pti hodnoté 0,21 V byl po
ptidavcich citrulinu rozdélen na dva piky (0,17 V a 0,25 V) s klesajicim signadlem. Pozornost byla
vénovana piku pii hodnoté 0,35 V, u kterého byl sledovan pokles signalu citrulinu, ktery vznikl pfi

ptidavcich citrulinu. Z téchto hodnot byla vytvotena ¢tyfbodova fada klesajiciho citrulinu (obr. 19).
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Obrazek 18 SWV na GCE v prostredi 0,1M octanového pufiu o pH 4,76 s pridavky a)250 ppb roztoku médi
(svetle zelena krivka), b) 0,098mM roztoku citrulinu (cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranZova krivka),
d) 0,452mM roztoku citrulinu (cerna krivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra krivka), pri potencialovem rozmezi
od -0,5 az 0,5 V, potencialovéem kroku 5 mV, amplitudeé 20 mV, frekvenci 25 Hz a akumulacnim kroku 60 s
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Obrazek 19 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pii méreni SWV na GCE v 0,1M octanovém pufiu o pH 4,76,
pri akumulacnim kroku 60 s
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Meéreni médi a citrulinu bez akumulaéniho kroku

Dalsi méfeni SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 bylo provedeno bez
akumula¢niho kroku s pridavkem roztoku médi o koncentraci 250 ppb. Pfi hodnoté -0,05 V byl
pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano 0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 20). U piku
pfi-0,05 V byl sledovan pokles signalu citrulinu. Z obr. 20 je patrné, Ze i bez akumula¢niho kroku miize

nastat akumulace na elektrodé, jak je vidét pfi pocatecnim potencidlu -0,5 V.
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Obrazek 20 SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 s pridavky a) 250 ppb roztoku médi
(svetle zelena krivka), b) 0,098mM roztoku citrulinu (cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranzova krivka),
d) 0,452mM roztoku citrulinu (cerna krivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra krivka), pri potencialovém rozmezi
od -0,5 az 0,5 V, potencialovém kroku 5 mV, amplitude 20 mV, frekvenci 25 Hz a bez akumulacniho kroku

Nasledné bylo zkoumano rozmezi potencidlu, pii kterém se bude dale méfit a zda-li ma

potencialové rozmezi vliv na méfeni.
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Méfeni médi a citrulinu bez akumula¢niho kroku pfi potencidlovém rozmezi
0,5az-0,25V

Z vySe uvedenych diivodi byl zvolen pocatecni potencidl v kladné oblasti. Nasledné méteni
SWYV na GCE v prostfedi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 bylo provedeno bez akumula¢niho kroku s
ptidavkem roztoku médi o koncentraci 250 ppb. Pti hodnot€ -0,05 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo
do roztoku ptidano 0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 21). U piku pfi -0,05 V byl sledovan pokles
signalu citrulinu. Z téchto hodnot byla vytvorena klesajici tfibodova fada citrulinu (obr. 22). Jak je
patrné pfi porovnani obr. 20 a 21 tato zména ma vyrazny vliv na velikost signdlu. Nicméné€ i zde dochazi

k poklesu citrulinu s jeho ptidavky.
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Obrazek 21 SWV na GCE v prostredi 0,1M octanového pufru o pH 4,76 s pridavky a) 250 ppb roztoku médi
(svetle zelena krivka), b) 0,098mM roztoku citrulinu (cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranZova krivka),
d) 0,452mM roztoku citrulinu (Cerna kiivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra kiivka), pri potencialovém rozmezi
od 0,5 az -0,25 V, potencialovém kroku 5 mV, amplitude 20 mV, frekvenci 25 Hz a bez akumulacniho kroku

45



0,0045
0,004
0,0035
0,003

0,0025

| [nA]

0,002
0,0015
0,001

0,0005

0 50 100 150 200 250 300
¢ [mg/1]

Obrazek 22 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pii méreni SWV na GCE v prostiedi 0,1M octanového pufru
o pH 4,76, pri potencialovém rozmezi 0,5 az -0,25 V a bez akumulacniho kroku

Akumulace sice vede ke zvySeni signalu médi, ale nepomaha ke zvyseni citlivosti stanoveni
citrulinu, jelikoz patrné dochézi k akumulaci médi na elektrodé nejen z volné médi v roztoku, ale i
k akumulaci médi z komplexu. Z tohoto ditvodu byla dalsi méreni provadéna v potencialovém rozmezi

0,5az-0,5 V.
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4.4 Vliv pH v prostiedi Britton-Robinsonova pufru

Na zakladé dosazenych vysledkl bylo pfistoupeno k tomu, ze pro dalsi méfeni bude pouzit
Britton-Robinsoniv pufr (BRB) o pH 7,27, 6,32, 5,63, 4,23 a 3,22. M¢feni bylo provedeno technikou
SWV na GCE, v potencialovém rozmezi 0,5 az -0,5 V, pti potencialovém kroku 5 mV, amplitudé 20 mV

a frekvenci 25 Hz.

SWYV na GCE v BRB o pH 7,27

Nejprve bylo méieno SWV na GCE s elektrolytem BRB o pH 7,27 s ptidavkem roztoku médi
o koncentraci 500 ppb. Pii hodnoté -0,12 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 23). U piku pfi -0,12 V byl sledovan pokles signalu citrulinu.

Z téchto hodnot byla vytvorena klesajici ¢tyfbodova tada citrulinu (obr. 24).
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Obrazek 23 SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 7,27 s pridavky a) 500 ppb roztoku médi (svétle zelend kiivka), b) 0,098mM
roztoku citrulinu (Cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranzova krivka), d) 0,452mM roztoku citrulinu
(Cernd krivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra kiivka), pri potencialovém rozmezi od 0,5 az -0,5 V,
potencialovém kroku 5 mV, amplitudé 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Obrazek 24 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostredi BRB o pH 7,27
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SWYV na GCE v BRB o pH 6,32

Dale bylo méfeno SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 6,32 s ptfidavkem roztoku médi o
koncentraci 500 ppb. Pii hodnoté -0,09 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 25). U piku pfi -0,09 V byl sledovan pokles signalu citrulinu.
Z téchto dat byla vytvorena klesajici ¢tyibodova tada citrulinu (obr. 26).
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Obrazek 25 SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 6,32 s pridavky a) 500 ppb roztoku médi (svétle zelend kiivka), b) 0,098mM
roztoku citrulinu (Cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranzova krivka), d) 0,452mM roztoku citrulinu
(Cernd krivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra kiivka), pri potencialovém rozmezi od 0,5 az -0,5 V,
potencialovém kroku 5 mV, amplitudé 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Obrazek 26 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 6,32
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SWYV na GCE v BRB o pH 5,63

Nasledné bylo méfeno SWV na GCE s elektrolytem BRB o pH 5,63 s piidavkem roztoku médi
o koncentraci 500 ppb. Pii hodnot¢ -0,08 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,098-1,49mM roztoku citrulinu (obr. 27). U piku pfi -0,08 V byl sledovan pokles signalu citrulinu.

Z téchto hodnot byla vytvorena klesajici ¢tyfbodova tada citrulinu (obr. 28).
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Obrazek 27 SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63 s pridavky a) 500 ppb roztoku médi (svétle zelend kiivka), b) 0,098mM
roztoku citrulinu (Cervena krivka), c) 0,194mM roztoku citrulinu (oranzova krivka), d) 0,452mM roztoku citrulinu
(Cernd krivka), e) 1,49mM roztoku citrulinu (svétle modra kiivka), pri potencialovém rozmezi od 0,5 az -0,5 V,
potencidalovém kroku 5 mV, amplitude 20 mV a frekvenci 25 Hz
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Obrazek 28 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63
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SWYV na GCE v BRB o pH 4,23

Dale bylo méfeno SWV na GCE s elektrolytem BRB o pH 4,23 s ptidavkem roztoku médi o
koncentraci 500 ppb. Pii hodnoté -0,02 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,098-1,49mM roztoku citrulinu. U piku pii -0,02 V byl sledovan nepravidelny narist a pokles signalu

citrulinu.

SWYV na GCE v BRB o pH 3,22

Nasledné€ bylo méfeno SWV na GCE s elektrolytem BRB o pH 3,22 s ptidavkem roztoku médi
o koncentraci 500 ppb. Pfi hodnoté -0,05 V byl pozorovan pik médi. Poté bylo do roztoku ptidano
0,098-1,49mM roztoku citrulinu. U piku pii -0,05 V byl sledovan pokles signalu citrulinu. Z téchto

hodnot byla vytvotena klesajici tfibodova fada citrulinu (obr. 29).
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Obrazek 29 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 3,22
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Obrazek 30 Srovnani namérenych zaznamu pri SWV v prostiedi BRB o pH 7,27, 6,32, 5,63,
pri potencialovém rozmezi od 0,5 az -0,5 V, potencialovém kroku 5 mV, amplitude 20 mV a frekvenci 25 Hz

Optimalniho pH BRB, pii kterém je nejvhodnéjsi métit bylo vyhodnoceno z vyse uvedenych
zaznam, které jsou shrnuty v obr. 30. Optimalni pH BRB, pfi kterém je nejvhodné&jsi méfit je 5,63,
protoze dava nejnizsi pozadi. Dale byly metodou SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63 zméfen
modelovy vzorek a vzorky citrulline malate a pump pfes metodu kalibra¢ni kiivky a vicenasobného

standardniho ptidavku.
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4.5 Metoda stanoveni citrulinu pomoci tvorby komplexu s médi
Na zaklad¢ vyse uvedenych méfeni, SWV na GCE v prostfedi BRB o pH 5,63, byly provedeny
stanoveni obsahu citrulinu v realnych a modelovych vzorcich, kde byly vyuZzity metody kalibracni

ktivka a vicenasobny standardni ptidavek pro dané vzorky.

Kalibraéni kiivka citrulinu méfend v elektrolytu BRB o pH 5,63 na GCE metodou
SWV (obr. 31).
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Obrazek 31 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri méreni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63
Kiivka vicendsobného standardniho pfidavku citrulinu pro modelovy vzorek méfena

v elektrolytu BRB o pH 5,63 na GCE metodou SWV (obr. 32).
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Obrazek 32 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pro modelovy vzorek pri méreni SWV na GCE v prostiedi
BRB o pH 5,63
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Tabulka 1 Namérené hodnoty v modelovém vzorku pri méreni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63

Modelovy vzorek

Obsah 1 750 mg/l
VT Vicenasobny
Metoda Kahb;e:l:n/lﬁnvka standardni
& piidavek [mg/I]
BRB o pH 5,63 1817,67+0,591 | 1866,67+ 12,642

Metodou SWV na GCE v prostftedi BRB o pH 5,63 bylo stanoveno mnozstvi citrulinu v
modelovém vzorku metodou kalibra¢ni ktivky 1 817,67 = 0,591 mg/I s vytéznosti 103,86 % a metodou
vicenasobného standardniho ptidavku 1 866,67 + 12,642 mg/l s vytéznosti 106,67 %.

Kiivka vicenasobného standardniho pifidavku citrulinu pro vzorek citrulline malate méfena

v elektrolytu BRB o pH 5,63 na GCE metodou SWV (obr. 33).
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Obrazek 33 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pro vzorek citrulline malate pri méreni SWV na GCE v prostiredi
BRB o pH 5,63
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Tabulka 2 Namérené hodnoty ve vzorku citrulline malate pri mereni SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63

Vzorek Citrulline malate

Obsah na obalu 666,66 mg/g
VT Vicenasobny
Metoda Kahb;}cn/l 1]<r1vka standardni
ge pridavek [mg/g]
BRB o pH 5,63 536,95+ 0,225 542,86 + 0,048

Metodou SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63 bylo stanoveno mnozstvi citrulinu ve vzorku
citrulline malate metodou kalibra¢ni kiivky 536,95 + 0,225 mg/g a metodou vicenasobného

standardniho pfidavku 542,86 + 0,048 mg/g.

Kiivka vicendsobného standardniho ptidavku citrulinu pro vzorek pump mefena v elektrolytu

BRB o pH 5,63 na GCE metodou SWYV (obr. 34).
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Obrazek 34 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pro vzorek pump pri méreni SWV na GCE v prostredi
BRB o pH 5,63
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Tabulka 3 Namérené hodnoty ve vzorku pump pri méreni SWV na GCE v prostredi BRB o pH 5,63

Vzorek Pump
Obsah na obalu 222,22 mg/g
Kalibracéni kiivka Vlcenasobr}y
Metoda [mg/e] standardni
& pridavek [mg/g]
BRB o pH 5,63 613,02 +£ 0,225 257,14 £ 0,047

Metodou SWV na GCE v prostiedi BRB o pH 5,63 bylo stanoveno mnozstvi citrulinu ve vzorku
pump metodou kalibra¢ni kiivky 613,02 + 0,225 mg/g a metodou vicenasobného standardniho pridavku
257,14 + 0,047 mg/g. Nalezeny vyssi obsah citrulinu mize byt zplsoben tim, Ze pii méfeni v prostiedi
BRB o pH 5,63 mohou reagovat i dalsi aminokyseliny a ve vzorku pump je obsaZena i aminokyselina

taurin, beta-alanin a tyrosin.

Metodou SWV na GCE v prostfedi BRB o pH 5,63 bylo v modelovém vzorku naméfeno
metodou kalibra¢ni kiivky 1 817,67 £ 0,591 mg/l citrulinu s vytéznosti 103,86 % a metodou
vicenasobného ptidavku 1 866,67 + 12,642 mg/I citrulinu s vytéznosti 106,67 %. Ve vzorku citrulline
malate bylo stanoveno mnozstvi citrulinu metodou kalibracni kfivky 536,95 + 0,225 mg/g vzorku a
metodou vicenasobného standardniho ptidavku 542,86 + 0,048 mg/g vzorku. Z hodnot uvedenych na
obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve vzorku citrulline malate v poméru 2:1, tedy 666,66 mg/g
vzorku. Ve vzorku pump bylo stanoveno mnozstvi citrulinu metodou Kkalibra¢ni kfivky
613,02 + 0,225 mg/g vzorku a metodou vicenasobného piidavku 257,14 + 0,047 mg/g vzorku. Z hodnot
uvedenych na obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve vzorku pump v poméru 2:1, tedy

222,22 mg/g vzorku. Zna¢né€ patrny rozdil obou metod je zplsoben pfitomnosti matrice ve vzorku.
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4.6 Elektrochemické stanoveni citrulinu po derivatizaci s OPA-ethanthiolem

Z dosavadnich méfeni nebyly zjisténé hladiny citrulinu dostate¢né prikazné, proto budou
v dals$i pasazi zkoumany derivatizace, kde nebyl kladen diiraz na mechanismus s predpokladem, zZe se
citrulin bude chovat stejn¢ jako zkoumané aminokyseliny. Nejdiive je vénovana pozornost derivatizaci
citrulinu s OPA-ethanthiolem. Postupovalo se podle nalezeného ¢lanku o voltametrickém stanoveni
taurinu v energetickych napojich po OPA-ethanthiol derivatizaci (obr. 35) od A. S. Farag a
kolektiv [37].
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Obrazek 35 Derivatizacni reakce aminokyseliny taurinu s OPA v pritomnosti ethanthiolu (4). Navrhované EC-oxidacni
drahy OPA-ethanthiolového derivatu taurinu (B) [37].
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Zkoumani optimalniho mnoZzstvi ethanthiolu pro derivatizaci

Nejprve bylo méfeno SWV na GCE s elektrolytem LiClOs a OPA s pfidavkem 0,055mM
roztoku citrulinu. Poté bylo postupné ptidavano 1,53-7,06mM roztoku ethanthiolu. Rekéni doba pro
kazdy krok byla 6 minut.
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Obrazek 36 Graf zavislosti proudu na koncentraci ethanthiolu, pri méreni SWV na GCE v prostredi LiClO4 s OPA a
citrulinem

Z téchto hodnot byla vytvorena kiivka s vrcholem pii koncentraci 7,1 mM ethanthiolu (obr. 36).
Z obr. 36 vyplyva, ze optimalni koncentrace ethanthiolu pro derivatizaci citrulinu s OPA v elektrolytu

LiClO4 je 7,1 mM.

Pro dané méfeni byly zkoumany i dalsi pracovni elektrody, nez GCE, jako CPE a platinova
elektroda. Nejvice vhodnou byla vyhodnocena GCE, jelikoz se signal pohyboval ve stejnych fadovych
jednotkach.
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Obrazek 37 Ukdazkovy voltamogram pri méreni SWV na GCE v prostiedi LiClO4 a OPA-ethanthiolu s pridavky a) 0,290mM
roztoku citrulinu (svétle modra krivka), b) 0,383mM roztoku citrulinu (rizova kiivka), c) 0,474mM roztoku citrulinu
(oranzova kiivka), d) 0,563mM roztoku citrulinu (modra kiivka), pri potencialovem rozmezi od 0,2 az 0,8 V,
potencialovém kroku 5 mV, amplitudeé 50 mV a frekvenci 80 Hz
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Zjisténi nejvyssi mozné koncentrace citrulinu

Dale byla zjistovana voltametricka zavislost na koncentraci citrulinu. Méfeni bylo provedeno
metodou SWV na GCE s elektrolytem LiClO4 a OPA s piidavkem 7,1mM roztoku ethanthiolu. Poté
bylo postupné ptidavano 1,53-7,06mM roztoku citrulinu (obr. 37). Rek¢ni doba pro kazdy krok byla

6 minut.
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Obrazek 38 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pii méreni SWV na GCE v prostiedi LiClO4 a OPA-ethanthiolu
Z dat byla vytvorena kiivka s vrcholem pfi koncentraci 0,737mM roztoku citrulinu (obr. 38).
Az do hodnoty 0,383mM roztoku citrulinu je trend kiivky linearni, poté se hodnota s ptidavkem pfrili§
nemeénni. Z téchto hodnot byla vytvotena rostouci ¢tyrbodova kalibracni kiivka citrulinu po derivatizaci

s OPA-ethanthiolem (obr. 39).
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Obrazek 39 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pri mereni SWV na GCE v prostredi LiClO4 a OPA-ethanthiolu
Stanoveni citrulinu metodou kalibrac¢ni krivky a vicenasobného standardniho pridavku

Na zakladé vyse uvedenych méteni, SWV na GCE v prostiedi LiClO4s OPA-ethanthiolem, byly
provedeny stanoveni obsahu citrulinu v readlnych a modelovych vzorcich, kde byly vyuzity metody

kalibracni ktivka a vicenasobny standardni piidavek pro dané vzorky.

Tabulka 4 Namérené hodnoty vSech vzorkii pri derivatizaci OPA-ethanthiolem metodou kalibracni kiivky

Modelovy vzorek Vzorek Citrulline Vzorek Pump
malate
Obsah na obalu 1 750 mg/1 666,66 mg/g 222,22 mg/g
Kalibra¢ni kiivka Kalibrac¢ni ktivka Kalibra¢ni ktivka
Metoda
[mg/1] [mg/g] [mg/g]
OPA-ethanthiol 1 724,30+ 11,200 639,08+ 0,117 207,62+ 0,117

Metodou SWV na GCE v prostiedi LiClOs s OPA-ethanthiolem bylo stanoveno mnoZstvi
citrulinu v modelovém vzorku metodou kalibracni ktivky 1 724,30 + 11,200 mg/l s vytéznosti 98,53 %.
Ve vzorku citrulline malate bylo stanoveno mnozstvi citrulinu 639,08 + 0,117 mg/g vzorku a ve vzorku

pump 207,62 £+ 0,117 mg/g vzorku.
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Kfivka vicenasobného standardniho pfidavku citrulinu pro modelovy vzorek méfena

v elektrolytu LiClO4 s OPA-ethanthiolem na GCE metodou SWYV (obr. 40).
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Obrazek 40 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pro modelovy vzorek pri méreni SWV na GCE v prostiedi LiClO4
a OPA-ethanthiolu

Kiivka vicendsobného standardniho pfidavku citrulinu pro vzorek citrulline malate
(Seda ktivka) a vzorek pump (oranzova kiivka) méfend v elektrolytu LiClO4 s OPA-ethanthiolem na
GCE metodou SWYV (obr. 41).
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Obrazek 41 Graf zavislosti proudu na koncentraci citrulinu pro vzorek citrulline malate (Seda kiivka) a pro vzorek pump
(oranzova krivka) pri mereni SWV na GCE v prostiredi LiClO+ a OPA-ethanthiolu
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Tabulka 5 Namérené hodnoty vsech vzorkii pri derivatizaci OPA-ethanthiolem metodou vicendsobného standardniho pridavku

Modelovy vzorek Vzorek Citrulline Vzorek Pump
malate
Obsah na obalu 1 750 mg/1 666,66 mg/g 222,22 mg/g
Vicenasobny Vicenasobny Vicenasobny
Metoda standardni ptidavek standardni pridavek standardni pridavek
[mg/1] [mg/g] [mg/g]
OPA-ethanthiol 1722,78 +0,314 593,61 + 0,143 232,61+ 0,010

Metodou SWV na GCE v prostiedi LiClO4 s OPA-ethanthiolem bylo stanoveno mnozstvi
citrulinu v modelovém vzorku metodou vicendsobného standardniho pfidavku 1 722,78 + 0,314 mg/l
98,44 %.
593,61 £ 0,143 mg/g vzorku a ve vzorku pump 232,61 + 0,010 mg/g vzorku s vytéznosti. Nalezeny

s vytéznosti Ve vzorku citrulline malate bylo stanoveno mnozstvi citrulinu
vysoky obsah citrulinu mtize byt zptisoben tim, Ze pti derivatizaci s OPA-ethanthiolem mohou reagovat

1 dals§i aminokyseliny a ve vzorku pump je obsaZena i aminokyselina taurin, beta-alanin a tyrosin.

Metodou SWV na GCE v prostfedi LiClO4 s OPA-ethanthiolem bylo naméfeno v modelovém
vzorku metodou kalibra¢ni kiivky 1 724,30 + 11,200 mg/1 citrulinu s vytéznosti 98,53 % a metodou
vicenasobného standardniho ptidavku 1 722,78 + 0,314 mg/1 citrulinu s vytéznosti 98,44 %. Ve vzorku
citrulline malate bylo stanoveno mnozstvi citrulinu metodou kalibra¢ni kiivky 639,08 + 0,117 mg/g
vzorku a metodou vicenasobného standardniho piidavku 593,61 + 0,143 mg/g vzorku. Z hodnot
uvedenych na obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve vzorku citrulline malate v pomeéru 2:1, tedy
666,66 mg/g vzorku. Ve vzorku pump bylo stanoveno mnozstvi citrulinu metodou kalibracni kiivky
207,62 + 0,117 mg/g vzorku a metodou vicenasobného standardniho ptidavku 232,61 + 0,010 mg/g
vzorku. Z hodnot uvedenych na obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve vzorku pump v poméru

2:1, tedy 222,22 mg/g. Patrny rozdil obou metod je zpiisoben pritomnosti matrice ve vzorku.
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4.6.1 Moznosti vyuziti siFi¢itanu v derivatiza¢ni smési
Déle byla zkoumana derivatizace citrulinu s OPA a sifi¢itanem. Postupovalo se podle

nalezenych ¢lanki o derivatizaci primarnich aminti pomoci sifi¢itanu sodného od W. A. Jacobs [38].

Zkoumani optimalniho mnoZzstvi siri¢itanu pro derivatizaci

Nejprve bylo méfeno SWV na GCE s elektrolytem LiClO4 a OPA s pfidavkem 0,055mM

.....

krok byla 4 minuty.
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Obrazek 42 Graf zavislosti proudu na koncentraci siricitanu pri méreni SWV na GCE v prostiedi LiClO4 s OPA a citrulinem

Z téchto hodnot byla vytvorena kiivka s vrcholem pfi koncentraci 5,77 mM sificitanu (obr. 42).
Z obr. 42 vyplyva, Ze optimalni koncentrace sifi¢itanu pro derivatizaci citrulinu s OPA v elektrolytu
LiClO4 je 5,77 mM. Déle byla zjistovana voltametrickd zavislost na koncentraci citrulinu, ta ale

poskytovala nekonzistentni data.

Pro dalsi zkoumani je potfeba zménit podminky métfeni. V odborné publikaci o derivatizaci
primarnich aminti pomoci sifi¢itanu sodného od W. A. Jacobs pouzivali jako elektrolyt uhli¢itan sodny,

coz by mohl byt odrazovy mistek pro ptipadné dalsi zkoumani u optimalizace této metody.
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4.7 Spektrofotometické stanoveni citrulinu

Vysledky z voltametrickych méteni byly porovnavany se spektrofotometrickou metodou.
Vychazelo se ze spektrofotometrické metody stanoveni prolinu, ktera se provadi v laboratofich.
Absorpcéni maximum citrulinu je pti hodnote 570 nm (obr. 43). Naméfené absorbance roztokt kalibra¢ni
fady byly vyneseny v zavislosti na jejich koncentraci (obr. 44). Z rovnice linearni regrese byl vypocitan

obsah citrulinu ve vzorcich.
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Obrdazek 44 Graf zavislosti absorbance na koncentraci citrulinu
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Tabulka 6 Namérené hodnoty vSech vzorkii pri spektrofotometrickém stanoveni metodou kalibracni krivky

Modelovy vzorek Vzorek Citrulline Vzorek Pump
malate
Obsah na obalu 1 750 mg/1 666,66 mg/g 222,22 mg/g
Metoda Kalibra¢ni kiivka Kalibrac¢ni kiivka Kalibrac¢ni kiivka
[mg/1] [mg/g] [mg/g]
spektrofotometrie 1714,68 £0,112 693,65+ 0,319 455,56 £ 0,319

Spektrofotometrickym stanovenim citrulinu bylo v modelovém vzorku naméfeno metodou
kalibra¢ni kiivky 1 714,68 £ 0,112 mg/ citrulinu s vytézkem 97,98 %. Ve vzorku citrulline malate bylo
stanoveno mnozstvi citrulinu metodou kalibracni kiivky 693,65 + 0,319 mg/g vzorku. Z hodnot
uvedenych na obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve vzorku citrulline malate v poméru 2:1, tedy
666,66 mg/g. Ve vzorku pump bylo stanoveno mnozstvi citrulinu metodou kalibracni kiivky
455,56 £ 0,319 mg/g vzorku. Z hodnot uvedenych na obalu od firmy Nutrend je obsah citrulinu ve
vzorku pump v pomeéru 2:1, tedy 222,22 mg/g. Nalezeny vysoky obsah citrulinu je zptisoben tim, Ze
s ninhydrinem reaguji v§echny aminokyseliny a ve vzorku pump je obsazena i aminokyselina taurin,

beta-alanin a tyrosin.
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace byla optimalizace elektrochemického stanoveni L-citrulinu pomoci
voltametrickych technik na elektrodach uhlikového typu. Mezi ivodni méteni pattilo ovéteni, zda Ize
elektrochemicky sledovat voltametricky signal citrulinu v pfitomnosti méd'naté soli, popt. sledovat
zmeény (pokles ¢i narGst) v odezvé médi. Vzhledem k tomu, Ze v literatufe nebyly nalezeny odkazy
tykajici se voltametrického stanoveni této aminokyseliny pomoci tvorby komplext s kovy, predstavoval
vyzkum v této oblasti vyzvu. Na zacatku stanoveni citrulinu v kombinaci s mé&di bylo nutné zjistit, jaka
je nejvice vhodnd kombinace metod, elektrod a elektrolyti pro toto métfeni. Na tivod byla vybrana
technika diferen¢ni pulsni voltametrie v kombinaci s visici kapkovou rtutovou elektrodou. Nejvice
vhodna pro svou citlivost a selektivitu byla po provedenych méfenich zjisténa square-wave voltametrie
(SWV) na elektrodé ze skelného uhliku (GCE) s elektrolytem Britton-Robinsonova pufru (BRB) o pH
5,63, nebot’ poskytoval nejnizsi pozadi. Na zakladé mefeni, SWV na GCE v prostfedi BRB o pH 5,63,
byly provedeny stanoveni obsahu citrulinu v modelovych a redlnych vzorcich, kde byly vyuzity metody
kalibracni ktivky a vicendsobného standardniho pridavku pro dané vzorky. Zna¢né velky rozdil obou

metod byl zplisoben patrné vlivem matrice ve vzorku.

Dale byla testovana moznost stanoveni citrulinu pomoci derivatizace, kde nebyl kladen diiraz
na mechanismus s predpokladem, Ze se citrulin bude chovat stejné¢ jako zkoumané aminokyseliny.
Nejdiive byla vénovana pozornost derivatizaci citrulinu s OPA-ethanthiolem a nasledné pak okrajové
derivatizaci citrulinu s OPA a sifi¢itanem. Derivatizace citrulinu s OPA-ethanthiolem poskytovala
prikaznéjsi vysledky, ovSsem nevyhodou tohoto zplsobu derivatizace je zapach ethanthiolu a reakcni

doba 6 minut.

Vysledky z voltametrickych méfeni byly porovnavany se spektrofotometrickou metodou, kde
se vysledky do jisté miry shodovali az na realny vzorek pump, ktery obsahoval vice druht aminokyselin,
a tudiz dosahoval i vysSich hodnot. Zaroven je nutné poznamenat, Ze vSechny testované metody
neposkytuji dostate¢nou selektivitu a jsou tedy vhodné ke stanoveni celkového obsahu aminokyselin ve

vzorku.
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