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Abstrakt

Predlozena dizertacni prace se zabyva vyuzitim plynové chromatografie (GC) pro
stanoveni mastnych kyselin (FA) v klinickych vzorcich a studiem vlivu FA na vznik a
prevenci vybranych onemocnéni. Prace je zaméiena na metabolizmus FA s ohledem na
esencialni FA a vysoce prospé$né polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) ze skupiny
omega-3, jako je kyselina eikosapentaenovd (EPA) a dokosahexaenova (DHA), kterych je
ve stravé zapadni populace nedostatek. V experimentalni ¢asti se zabyva vyvojem GC
metod pro stanoveni FA ve formé jejich methylesterd, a jejich vyuzitim pro analyzu vzorka
z intervenCni klinické studie OMEGA a VEGGIE-2. Studie OMEGA je zaméfena na
inkorporaci prospésnych omega-3 PUFA do potravniho fetézce prostiednictvim mikrofas
syntetizujicich EPA a Inéné¢ho seminka obsahujiciho hlavné a-linolenovou kyselinu.
Z téchto zdrojh byla pfipravena smés pro vykrm driibeze a néasledné ziskana vejce a kuteci
maso obohacené o omega-3 FA bylo pouzito jako surovina pro piipravu stravy. Po
8 tydenni dietni intervenci provedené na zdravych dobrovolnicich byl nalezen statisticky
vyznamny naruast v zastoupeni DHA v erytrocytech, ktery Cinil 4,4 % pted a 5,1 % po dietni
intervenci u testovaci skupiny. Zjistény omega-3 index vykazoval také nartst z 5,1 % na
5,8 % u testovaci a z 5,3 % na 5,8 % u kontrolni skupiny. V ramci druhé studie VEGGIE-2
byl monitorovan celkovy profil FA u veganti jako modelové skupiny pro studium dietnich
faktori s vlivem na inzulinovou rezistenci jako je intervence aminokyselinami
s rozvétvenym postrannim fetézcem. Studie prokdzala, Ze plazmatické hladiny omega-3 FA
s del§im fetézcem jsou u vegani snizeny z divodu vyjmuti jejich hlavnich zdroji z diety a
pomalé endogenni syntéze. Soucasné byla u vegant provedena detailni analyza cis/trans
izomerdt FA v tukové tkdni pomoci nov€ vyvinuté GC separace na dvou spojenych
stometrovych kolonach. Analyzy ukazaly, ze vegani maji srovnatelnou hladinu kyseliny
elaidové 1 mg/g versus 1,2 mg/g u omnivort a 3krat nizsi hladinu kyseliny trans-vakcenové
0,4 mg/g versus 1,5 mg/g. Celkova suma vsech trans izomert mastnych kyselin (TFA) je
4,6 mg/g u vegant a 7,7 mg/g u omnivord. Vegani maji také vyrazné vyssi hladinu £ PUFA
s 92% zastoupenim kyseliny linolové, a jeji koncentrace je 2krat vys§i v porovnani s
omnivory. Zavérem byla vytvofend metoda aplikovana pro stanoveni TFA v matefském
mléce se stanovenou hladinou celkovych TFA 0,9 +£0,27 %, ktera je 3 - 4krat nizsi nez

hodnota zji§ténd na nasem pracovisti v obdobné studii v roce 2007.
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Abstract

The submitted thesis is concerned with the use of gas chromatography (GC) to
determine fatty acids (FA) in clinical samples and study of the effect of FA on the
occurrence and prevention of selected diseases. The work is focused on FA metabolism in
relation to essential FA and highly beneficial polyunsaturated fatty acids (PUFA) of the
omega-3 group, such as eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA),
which are insufficiently represented in the nutrition of western populations. The
experimental part is concerned with the development of GC methods for determining FA as
their methyl esters and their use for analysis of samples in intervention clinical studies of
OMEGA and VEGGIE-2. The study of OMEGA concentrates on the incorporation of
beneficial omega-3 PUFA into the food chain through microalgae synthesizing EPA and
linseed containing mainly a-linolenic acid. These sources were employed to prepare a
mixture for feeding poultry and the obtained eggs and chicken meat enhanced in omega-3
FA were used as ingredients for preparing food. Following 8-week dietary intervention
performed on healthy volunteers, a statistically significant increase was found in the content
of DHA in erythrocytes, equal to 4.4 % before and 5.1 % after the dietary intervention in
the test group. The determined omega-3 index also exhibited an increase from 5.1 % to 5.8
% in the tested group and from 5.3 % to 5.8 % in the control group. In the second study
VEGGIE-2, the overall FA profile was monitored in vegans as a model group for studying
dietary factors affecting insulin resistance, such as intervention by amino acids with
branched side chains. The study demonstrated that the plasmatic levels of omega-3 FA with
longer chains are reduced in vegans because of elimination of their main source from the
diet and slow endogenic synthesis. Simultaneously, a detailed analysis of FA cis/trans
isomers in fat tissue was performed amongst vegans using the newly developed GC
separation on two connected hundred-metre columns. The analyses demonstrated that
vegans have a comparable level of elaidic acid of 1 mg/g compared to 1.2 mg/g amongst
omnivores and a 3-fold lower level of trans-vaccenic acid of 0.4 mg/g compared to 1.5
mg/g. The total sum of all the trans fatty acid isomers (TFA) is 4.6 mg/g amongst vegans
compared to 7.7 mg/g amongst omnivores. Vegans also have substantially higher levels of
> PUFA, with 92% content of linoleic acid, and their concentration is twice as high as for
omnivores. In conclusion, the developed method was employed for determining TFA in
breast milk with a determined level of total TFA of 0.9 + 0.27%, which is 3-4 times lower

than the value determined at our workplace in a similar study in 2007.
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1 UVOD

Plynova chromatografie (GC) je fyzikalné-chemické separa¢ni metoda pouzivana
k analyze smési latek v plynném stavu. Obecnym principem chromatografickych
technik je rozdélovani latky mezi dvé nemisitelné faze, z nichz jedna je stacionarni
(kapalna ¢i pevnd) a druhd je mobilni (plynna ¢i kapalnd). Kazda separovana latka ma
pak v idedlnim ptipadé rozdilny pomér zastoupeni v mobilni a stacionarni fazi a opousti
separacni prostfedi (kolonu) v rozdilném retencnim case. Retencni cas je tedy
kvalitativni informaci identifikujici jednotlivé latky a plocha ¢i vyska piku (z angl.
wpeak) ziskaného z Casového pribéhu signalu z detektoru je kvantitativni informaci

zévislou na mnozstvi latky.

Objev chromatografie se datuje do roku 1903, kdy ji v prubéhu své piednasky na
Varsavské univerzité predstavil botanik ruského ptivodu M. S. Tswett, jako techniku
pro separaci jednotlivych slozek chlorofylu. Samotny termin ,,chromatografie* byl
Tswetem pouzit az v jeho publikaci z roku 1906 [1]. Casto se uvadi, Ze zaklad tohoto
slova je z teckych slov ,,chroma* (barva) a ,.,graphein* (psat). Tedy ,,psati barvou*, coz
dokumentuje separaci zminénych pigmentt na koloné naplnéné uhliCitanem véapenatym.
Druh¢ vysvétleni zminuje ve svém ¢lanku Leslie S. Ettre a spoc¢iva v piijmeni autora.
Jelikoz ,,Tsvet™ znamena v rusting ,,barvu®, jde vlastné o ,,Tswettovo psani“ a jméno
vynalezce metody se tak prenesené stalo soucasti jejiho nazvu. Tswettovi prace z roku
1906 a 1910 polozili zéklady kapalinové adsorp¢ni chromatografie. Moznost separace
latek v plynném skupenstvi se objevila mnohem pozdé¢ji. Jako objevitelé plynové
chromatografie jsou nejcastéji citovani autofi Martin a Synge, diky svému ¢lanku z roku
1941 tykajiciho se objevu kapalinové rozdélovaci chromatografie [2]. Autofi v ném
zminili, Ze mobilni fazi mize byt téz plyn a t€kavé slouceniny mohou byt separovany na
kolong, kterou tento ,,permanentni plyn protékd. Za objev rozdélovaci chromatografie
byli oba autofi vroce 1952 ocenéni Nobelovou cenou. Nicméné jak ve své knize
»Chapters in the Evolution of Chromatography* uvadi L. S. Ettre [3], zhruba ve stejné
dob& mnoho dal$ich autort publikovalo prace zabyvajici se adsorpci latek na tuhou fazi,
tedy tzv. ,,gas solid chromatography* (GSC). Jednim z nich je Hesse et al. popisujici ve
své praci z roku 1941 separaci par bromu a jodu v kolon¢ naplnéné skrobem s CO: jako

mobilni fazi provazenou vznikem barevnych zon téchto substanci [4]. V nésledujicim
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¢lanku z roku 1942 je ptedstavena separace methylesteri mastnych kyselin, které se
nepodarilo oddélit destilaci, a to na koloné naplnéné silikagelem opét s CO; jako
mobilni fazi [5]. Dalsi ptiklady adsorpcni chromatografie, ale v jinych uspofadanich a
Casto za jinym nez analytickym ucelem jsou shrnuty v review ,,Early stages in history of
gas chromatography [6]. Prvni publikovanid zminka tykajici se plynové rozdélovaci
chromatografie (GLC) pochazi zroku 1952, kde autofi James a Martin provedli
chromatografickou separaci t€ékavych mastnych kyselin v plynné fazi za pouziti kolony
obsahujici kfemelinu s 10% roztokem kyseliny stearové v silikonovém oleji oznaceném
DC550 [7]. Jako mobilni faze byl pouzit dusik a separovana byla smés obsahujici 8
karboxylovych kyselin od kyseliny octové az po kyselinu valerovou. Chromatogram
ziskany z této analyzy a publikovany v citovaném ¢lanku je na Obr. 1. V ¢lanku je téz
popsana separace dalSich nasycenych mastnych kyselin, C6 - C12. Retencni cas
kyseliny dodekanové byl 817 minut, jelikoz jeji teplota varu (225 °C pti 40 mm Hg)
byla uz pfili§ vzdalend pouzité teplot¢ kolony, tj. 137°C a pouzity detektor
neumozioval jeji zvySeni. V roce 1955 proto stejni autofi predstavili novy typ detektoru
nazvany ,.gas-density meter', pracujici na stejném principu jako dnesSni tepelné
vodivostni detektor [8]. Ve stejném roce publikovali ¢lanek dokumentujici pouziti
nového detektoru pii analyze mastnych kyselin, nyni uz v derivatizované podobé ve
form¢ methylestert a to pro kyseliny C1 - C18 [9]. Jeden z chromatogramii ziskanych
pii analyze methylesteri mastnych kyselin z ¢lanku Jamese a Martina je na Obr. 2.
Vzniklé¢ methylestery jsou tékavéjsi, jejich zony v koloné a tedy i vysledné piky pii
jejich detekci jsou vyrazné uz§i. Zaroven dochazi ke zkraceni Casu analyzy, coz je
nezbytné pro analyzu delSich mastnych kyselin a zlepSeni tvaru jejich pikt. Esterifikace
¢i transesterifikace riiznymi €inidly s naslednou analyzou na plynovém chromatografu
(GC) se postupné¢ stala zlatym standardem pro analyzu mastnych kyselin pfetrvavajici
do dneSnich dnd. Prvotni detektory byly vystfidany o nékolik fadd citlivejSim
plamenové ionizaénim detektorem (FID) pfinaSejicim nejvétsi linedrné dynamicky
rozsah a majicim stadle pomérné jednoduchou konstrukci. V poslednich 10 - 15 letech je
velmi rozSifovan selektivnéjsi hmotnostni detektor (MS), umoznujici identifikovat
slouceninu nejen dle jejiho retencniho Casu, ale téz dle jeji molekulové hmotnosti a
jejiho fragmentového spektra. Nicméné cena piistroje GC-MS v porovnani s GC-FID je

minimalné ¢tyfnasobna.
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Obrazek 1. Chromatogram separace tékavych mastnych kyselin v plynné fazi
z puvodni prace Jamese a Martina [7]. Mobilni fazi byl dusik o pritoku 18,2 ml/min,
kolona byla naplfiova obsahujici kfemelinu s 10% roztokem Kkyseliny stearové

v silikonovém oleji DC550, teplota kolony 137 °C, detekce pomoci automatické titracni
byrety.

12
15
A /\/\ 16 17 -
T T T T T T

L T ™ T T T T T T T T T T
20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110
Time (min.)

Obrazek 2. Chromatogram separace methylestert rozvétvenych a nerozvétvenych

mastnych kyselin C7-C18 z plvodni prace Jamese a Martina [9]. Mobilni fazi - N2 o
prutoku 133 ml/min, stacionarni fazi byl vysokovrouci lubrikaéni olej, teplota kolony

197 °C. 2. heptanoat, 3. oktanoat, 5. nonanoat, 6. dekanoat, 12. tetradekanoat, 15.
hexadekanoat, 18. oktadekanoat
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1.1 Struktura pristroje

Soucasny plynovy chromatograf je tvofen termostatovanou peci, ktera udrzuje
teplotu s presnosti na desetiny az setiny °C umoziiuje udrzovat ¢i dle teplotniho
latek. Dal$i podstatné soucasti jsou usporadany kolem této pece ¢i umistény piimo v ni,
jak je ukazano na schématu na Obr. 3. Dohled nad jejich stavem je soucasti prace
kazdého operatora GC systému a ma nezanedbatelny vliv na detekéni limit a kvalitu
ziskanych dat. Vzorek je vpraven do nastiikového portu mikrosttikackou autosampleru
skrze gumové septum. Zivotnost septa je zhruba 100 nastiiki v zavislosti na vyrobci
septa a GC systému. Po jejim ptfekroCeni mize dochazet ke ztratdm nejtékavejSich latek
ze vzorku, coz se projevi poklesem vysky pikd v chromatogramu. K vaporizaci
nastfiknutého vzorku dochézi ve sklenéné vlozce nastfikového portu, jejiz tvar se lisi
dle techniky nasttiku (split, splitless, large volume injection, programmable
temperature vaporizer, atd.). Sklenéna vlozka Casto obsahuje skelnou vatu usnadiujici
vaporizaci vzorku vcetné filtrace necistot, ale na druhou stranu miize zptisobovat ztraty
nékterych analytl. Jak sklenéna vata, tak sklenéna vlozka byvaji oSetfeny rliznymi
formami deaktivace pro snizeni téchto ztrat. Objem vzniklych par by nemél presahnou
75 % objemu sklenéné vlozky, aby nedoSlo ke zneciSténi dalSich casti nastfikového
portu, kondenzaci latek mimo sklenénou vlozku a nevznikl tzv. backflash. Ten se
projevuje vznikem nepravidelné se vyskytujicich pikd v riznych mistech
chromatogramu. Na konci celého systému je umistén detektor. Princip plamenové
ionizacniho detektoru (FID) spociva v ionizaci latek vystupujicich ze separacni kolony,
ke které dochazi v kyslikovodikovém plameni a vzniklé ionty ¢i radikaly pak uzaviraji
elektricky obvod mezi dvéma elektrodami. Vysledny signal je tedy sniman jako pokles
napé¢ti €i narist proudu. FID se sklada z trysky detektoru, kterd je zaroven jednou z
elektrod pro ziskani signalu. Druhou elektrodou je kolektor vzniklych ionti umistény
nad plamenem a tryskou. Obé¢ komponenty vyzaduji obCasné vycisténi. Na trysce
ulpivaji zplodiny spojené s degradaci stacionarni faze, které pii spalovani vytvaii SiO;.
Trysku je vhodné mechanicky ocistit protazenim mékkym tenkym dratkem, napt. pro
¢isténi jehel injekenich stiikacek. Zaroven je vhodné ocistit kontakt spojujici kovovou

Spicku trysky se zbytkem signalniho okruhu.
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Obrazek 3. Schéma plynového chromatografu s plamenové ionizac¢nim detektorem a

autosamplerem.

1.2 Kolony pro GC

vvvvvv

kolony, tedy jeji stacionarni faze, tlouStky jejiho filmu, vnitiniho priméru kapilary a
délky kolony lze vyznamné ovlivnit separaci latek. Prvni pouzivané kolony byly
naplnéné ¢asticemi, napiiklad SiO,, potazenymi stacionarni fazi a to nejcastéji v podobé
n&jakého oleje. Slo tedy o napliiové kolony o délce 1-5m a tloustce 1 -5 mm [10].
ZmenSenim ¢astic pod 1 mm vznikly mikronépliové kolony, jejichz délka byla
omezena odporem vici pritoku mobilni faze. Zaroven v nich dochazelo k rozsifovani

zon analytii v dasledku rozdilnosti drah, které molekuly analytu urazi mezi ¢asticemi
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tvoficimi népln kolony. Nasledny pokrok ve vyvoji plynové chromatografie ptinesly
kapilarni kolony. Prvni experiment s kapilarni kolonou provedl Golay v roce 1956 [11]
a odstranil tim oba dva vySe zminéné nedostatky, coz vedlo k vyznamnému zvySeni
ucinnosti separace [10, 11]. Materialem prvnich kapilarnich kolon byl PTFE, sklo a celé
jedno desetileti byla pouzivana nerezova ocel. Tyto materidly maji fadu nevyhod jako je
nedostate¢na tepelna odolnost, ptitomnost nezadoucich pfimési obsazenych v plastech,
az po nedostatecnou homogenitu vnitiniho povrchu kapilar z nerezové oceli vedouci k
nutnosti pouzivat relativné tlusty film mobilni faze pro zamezeni styku analytu
s materidlem kolony. Dal§im materidlem byl kfemen, ktery je inertnéjsi nez sklo a
zarovenl neobsahuje pifiméesi pouzivané pii taveni skla ani kovové ¢i jiné ionty.
Z diavodu kiehkosti kiemene bylo jeho vyuziti pro vyrobu kapilarnich kolon posunuto
az do roku 1979, kdy Dandeneau a Zerenner [12] piedstavili tenkosténnou flexibilni
kapilaru potazenou silikonovou gumou, kterd byla nésledné nahrazena polyamidem

pouzivanym az do soucasnosti.

Stacionarni faze také prosla dlouhym vyvojem. Pocinaje silikonovym olejem
obsahujicim kyselinu stearovou, ptes skvalen a jin¢ uhlovodiky pouzivané v kapilarach
z nerezové oceli, az po soucasny polysiloxan a polyethylenglykol. Nejcastéji pozivany
polysiloxan mtize ve svém fetézci obsahovat Ctyfi typy postrannich fetézcli. Pokud je
v postrannim fetézci obsaZen pouze methyl, je stacionarni faze oznacovana jako 100%
dimethylpolysiloxan. Dale se v postrannim fetézci vyskytuje fenyl, ktery ovSem
substituuje pouze malou ¢ast postrannich fetézcl, napt. 5% difenyl a zbyvajicich 95 %
tvoii dimethylsiloxan. Dalsi staciondrni faze obsahuji v postrannim fetézci kyanopropyl
a trifluoropropyl. V pfipad¢, ze fenyl vytvaii spojeni mezi atomy kiemiku, vznika
arylenova stacionarni faze, kterd je stabiln€j$i s vyrazné nizS$i Urovni degradace
v porovnani s difenyl dimethylsiloxanem. Malou ¢ast, pfiblizné 1 %, postrannich
fetézcl muize tvofit vinyl umoziujici zesitovani (cross-linking) polymerniho fetézce.
Ptipadné umoziuje vazbu na povrch kiemenné kapilary. Oznaceni takovych mobilnich
fazi je ,,bonded“. Tyto kolony jsou nejstabilnéjsi a snesou nastfik vSech organicky
rozpoustédel 1 vody a to 1 ve vysSich mnozstvich. Tyto kolony mohou byt i vyplachnuty
rozpoustédly pro odstranéni kontaminantd [13]. Strukturné¢ odliSnou fazi je
polyethylenglykol, oznacovany jako PEG nebo castéji jako WAX. Rozdily mezi

vyrobci jsou v molekulové hmotnosti pouzitého polyethylenglykolu a ve zptisobu jeho
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zesitovani nebo navazani, ,,cross-linked a ,,bonded*. Jedna se o vysoce polarni fazi

slouZzici k separaci polarnich molekul. Nejvétsi nevyhodou PEG je degradace zpiisobena

oxidaci vzduSnym kyslikem, kterd narlistd se zvysujici se teplotou. Zaroven maji tyto

kolony vétSinou nizsi teplotni limit v porovnani s ostatnimi fazemi, coz prodluzuje dobu

analyzy. Poslednim typem uvedenym v Tabulce 1 jsou stacionarni faze zalozené na

iontovych kapalinach, oznacené IL. Jde o organické soli s teplotou tani niz§i nez

100 °C, vyznacujici se vysokou viskozitou i teplotni odolnosti. Z pohledu polarity jsou

fazeny mezi extrémné polarni stacionarni faze. VSechny zakladni typy staciondrnich

fazi jsou shrnuty do ptehledné Tabulky 1.

Tabulka 1. Zakladni stacionarni faze pouzivané v plynové chromatografii sefazené

dle vzrustajici polarity.

Obchodni  Stacionarni faze Polarita P

oznaceni

-1 100% dimethylpolysiloxan 130

-5 5% difenyl 95% dimethylpolysiloxan

-5MS 95% dimethyl 5% dimethylpolysilarylen 251

-35 35% difenyl 65% dimethylpolysiloxan

-50 50% difenyl 50% dimethylsiloxan 948

-1301 6% kyanopropyl 94% dimethylpolysiloxan

-1701 14% kyanopropyl 86% dimethylpolysiloxan 732

-1793 50% kyanopropylfenyl 50% dimethylpolysiloxan 1793

-WAX polyethylenglykol 2324

-2330 80% biskyanopropyl 20% kyanopropylfenylpolysiloxan 3311

-2380 90% biskyanopropyl 10% kyanopropylfenylpolysiloxan

-2560 100% biskyanopropylpolysiloxan 3572

SIL8S

IL60 1,12-di(tripropylphosphonium)dodecane 2660
bis[(trifluoromethyl)sulfonyl]imide

IL82 1,12-Di(2,3-dimethylimidazolium)dodecane 3638

bis[(trifluoromethyl)sulfonyl]imide
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IL100 1,9-Di(3-vinylimidazolium)nonane 4437
bis[(trifluoromethyl)sulfonyl]imide

IL111 1,5-di(2,3-dimethylimidazolium)pentane 4938
bis[(trifluoromethyl)sulfonyl]imide

1.3 Teoretické principy chromatografie

Rozdilnd rychlost prichodu latek chromatografickou kolonou je vysledkem
opakovaného rozdélovani latky mezi stacionarni (SF) a mobilni fazi (MF). Tento proces
lze popsat distribu¢ni konstantou (Kp) vyjadfujici pomér mezi koncentraci analytu ve
staciondrni [X]sr a v mobilni fazi [X]wmr, ktery je zaroveil roven soucinu reten¢niho

faktoru (k) a fazového poméru (f) [13]:

et i 0
a f je rovno:
p== 2)
2d,

, kde r je primér kolony a dr tloustka filmu SF a z tohoto vztahu vyplyva: Cim vétsi
bude pramér kolony, tim nizs$i bude retence latky a stejné tak ¢im vétsi bude tloustka
filmu staciondrni faze, tim vyssi bude retence a naopak.

Obecné plati, ze ¢im vyssi je hodnota Kp, tim vyssi je retence latky a zaroven, ze
dva analyty se stejnou hodnotou Kp koeluuji. Hodnota Kp je zavisla na typu pouzité SF
a na teploté. Pravé optimalizace teplotniho rezimu ptedstavuje efektivni nastroj pro

separaci. Pro vyjadieni obecné zavislosti distribu¢ni konstanty na absolutni teploté (7)

je uvadeén nasledujici vztah [14]:
a
logK, = T +b (3)

, z néhoz vyplyva, ze hodnota Kp s rostouci teplotou klesa, protoZe se snizuje mnozstvi

latky ve stacionarni fazi; a a b jsou empirické konstanty. Teplota, resp. teplotni program
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latek v plynové chromatografii.

1.3.1 Parametry z chromatogramu

Vrcholy signéalu v chromatogramu odpovidaji nejvyssi koncentraci latky v zon¢ a
muzeme je definovat pomoci jejich retencniho ¢asu (zr). Kazdy chromatograficky pik
lze dale charakterizovat prostfednictvim jeho vySky (k) a plochy (4). Oba dva
parametry lze pouzit pro vytvofeni kalibrace a naslednou kvantifikaci analytu ve
vzorku. Dal§im parametrem je Sitka piku (w) uvadéna v ¢asovych jednotkach (Obr. 4).
Sitku piku je mozné zméfit pii zakladné, protazenim te¢ny s inflexnim bodem piku na
zékladni linii (wp), coz je komplikované a Casto nepfesné. Mnohem castéji je proto
méfena Sitka piku v poloviné jeho vySky (wn), pfipadné Sitka piku v inflexnim

bod¢ (wi).
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Obrazek 4. Chromatogram analyzy uhlovodiki C4 - C8 provedeny na 200 m koloné

s vyznacenim retencniho €asu a Sifky piku.
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Pokud se jedna o Gaussovsky pik charakterizovany rozptylem (o), pak plati pro

Sitku piku nasledujici vztahy:

w, =20 4)
w, =40 (5)
w,=4/8In2=23550c (6)

Tyto vztahy nelze pouzit pro asymetrické piky. Symetrii piku lze vyhodnotit
pomoci faktoru symetrie (4s), ¢i jako tzv. ,tailing™ faktor (7¥). Toto vyhodnoceni
spociva ve spusténi kolmice z vrcholu piku na osu x a nasledném zméfeni predni (a) a
zadni (b) €asti Sitky piku rozdé€lené touto kolmici, které se méti v 10 % vysky u faktoru
symetrie. V piipadé ,,failing* faktoru se porovnava piedni ¢ast Sitky piku (f) a celkova

sitka piku v 5 % vysky (wo,s) [15], viz. Obr. 5.

4,=2 ™
a

T, _ Moo (8)
2f

Za symetricky je povazovan pik s faktorem symetrie 1, ale tolerované rozmezi je
piiblizn€ 0,9 - 1,1. Nejcasté¢jSim divodem vzniku asymetrického piku je predavkovani
kolony provazené vznikem tzv., zralo¢iho piku, viz. Obr. 5 vpravo. Dal§im divodem
je koeluce s jinou latkou ve vyrazné nizsi koncentraci, at’ eluované pred ¢i za majoritni
komponentou. Sledovani symetrie piku je proto spojeno hlavné s farmaceutickym
prumyslem, kde je vyskyt necistoty, ¢i jiné pfimési, v ufinné latce nezadouci az
nepfipustny. V uvahu pfichéazi i kontaminace injektoru nebo kolony vysokovroucimi a
aktivnimi latkami, chybnd instalace kolony nebo lineru néstfikového portu a nevhodna

technika nastfiku. Hlavnim praktickym problémem vyrazn¢ asymetrickych pikt je
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Obrazek 5. Asymetrické piky, vlevo — chvostujici, vpravo - frontujici (Zralo¢i pik)

nepfesnd integrace plochy piku vyhodnocovacim softwarem. Kromé uvedenych
parametrd ma kazdy chromatograficky systém takzvany mrtvy Cas (¢m), ktery je dan
objemem kolony, ¢asti nastfikového portu a detektoru. Mrtvy ¢as odpovida Casu, za
ktery protece mobilni faze pfistrojem a miizeme jej spocitat z podilu délky kolony (L)

v centimetrech a linedrni pritokové rychlosti (i7) v cm/s.

ZLM = (9)

Rozdil tr - tm je oznacovan jako redukovany reten¢ni Cas (¢#'r) odpovidajici dobé,
kterou latka stravi ve stacionarni fazi. Zatimco mrtvy ¢as odpovida dobé po kterou je

latka v mobilni fazi.

t'y =ty —t, (10)

Teoreticky lze pro stanoveni mrtvého Casu pouzit latku, kterd ma nulovou retenci a
zaroven je dobfe detekovatelna pouzitym detektorem. Pro FID ¢i MS detektor se
pouzivda metan, piipadn¢ butan, ktery je snadno dostupny jako ndpln do
zapalovact [13]. Nicméné ve skute¢nosti ma kazda latka, s vyjimkou nosného plynu,
urcitou retenci a proto je tento zpisob urceni ¢'r zatizen chybou, ktera nasledné ovlivni

vypocet dalSich parametri separace. Stanovenim nejpiesnéjsi hodnoty mrtvého Casu se
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zabyvalo mnoho autort [16-18]. VétSina zplisobt je zalozena na pouziti reten¢nich Casii

nékolika po sobé nésledujicich alkani, napi. dle nasledujicich vztaht [19]:

t, —t
PO i oo} (11)
qg-1
o . —t
q: R,n+1 R,n (12)
tR,n _tR,nfl

Z poméra redukovaného retenniho Casu a mrtvého Casu chromatografického
systému lze stanovit reten¢ni faktor (k). Ten umoznuje porovnavat miru zadrZzovani
latek ve stacionarni fazi. Pokud bude mit jedna z latek & = 2 a druha k = 4, pak je druha
z latek zadrzovana SF 2krat silnéji. Oproti tomu latka s k£ = 1 by nebyla zadrzovéana

vubec a Slo by o vhodny marker pro urceni tz.

ty ty (13)

Z poméru redukovanych retencnich ¢astt dvou sousednich pikli v chromatogramu
ziskame separa¢ni faktor (@), nazyvany také selektivita. Separacni faktor nam ftika

kolikrat silnéji je zadrzovéana druha latka v chromatogramu oproti latce prvni.

tv
a=—"2 5 (14)
tR,l kl

1.3.2 Teoreticka u€innost a mobilni faze pro GC

Teoretickou ucinnost chromatografického systému lze popsat pomoci poctu
teoretickych pater (n). Tato pfedstava byla piejata z modelovani frakéni destilacni

kolony, kdy se po celé jeji délce utvaii mnoho rovnovaznych stavii mezi plynou a
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kapalnou fazi. V ptipadé GC jde o rovnovahu piestupu molekul analytu z mobilni do
stacionarni faze. Pocet teoretickych pater lze spocitat z retencniho ¢asu a $itky piku dle
nasledujicich vztaht, kde wy je Sitka piku pii zdkladné, wy v poloviné jeho vysky a wj

v inflexnim bodé.

n:16[t—Rj (15)
Wy
/ 2
n=5545 (i} (16)
w,

n=4(t—Rj (17)
Wi

Dosazenim redukovaného reten¢niho ¢asu do vySe uvedenych vzorcii lze ziskat
takzvany pocet efektivnich pater oznaCeny jako (N). Pocet teoretickych i efektivnich
pater je porovnatelny pouze pii pouziti stejné latky a na stejné¢ dlouhé koloné. Zaroven
plati, Ze pocet pater zlstdvd shodny pro shodny pomér délky a vnitiniho priméru
kolony. Pro zkraceni analyzy je tedy vyhodné pouzivat kolony o niz§im priméru a
kratS$i délce, coz vede k tzv. rychlé plynové chromatografii (fast GC), kterda ma sva

vlastni uskali.

Pro porovnani rtizn¢ dlouhych kolon zavedl Peters, 1922 [20] tzv. vySkovy
ekvivalent teoretického patra (HETP, /) ktery ptivodné slouzil k porovnani ucinnosti
destilacnich kolon mezi sebou. HETP lze aplikovat i na kolonovou chromatografii dle

vztahu:

HETP=— (18)

Cim je HETP nizsi, tim vice pater bude kolona mit, coZz znamend vys$i pocet

dosazenych rovnovdah a tim vySS$i ucinnost separace. Zaroven pii stejné vysce
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teoretického patra a prodlouZeni kolony se uc¢innost separace zvysi v disledku navyseni
poctu pater. Pro vypocet poctu teoretickych (n) ¢i efektivnich pater (V) je doporucené
zvolit latku s retenénim faktorem £ > 5 [13]. VySkovy ekvivalent teoretického patra 1ze
ovlivnit napf. pouzitym typem mobilni faze a rychlosti jejiho pritoku. Vztah mezi
linearni pratokovou rychlosti a vySkovym ekvivalentem teoretického patra (%) popisuje

van Deemterova rovnice z roku 1956 [21].

h=a+Zicu (19)

Hodnota (%) je zavisla na tiech ¢lenech: Clen A je vifiva a molekularni difuze v
toku nosného plynu, ktera vznika z nehomogenity napln€ kolony. Tento Clen se tyka jen
naplnovych kolon a v pfipad¢ kapilarnich kolon jej lze zanedbat, ¢imz se vztah

zjednodusi na tvar Golayovy rovnice:

h=2.cu (20)

Druhym ¢lenem je podélnd difuze latky v mobilni fazi (B). Poslednim ¢lenem je
odpor proti pievodu hmoty mezi SF a MF (C). Vysledkem téchto tiech pusobicich
faktori je hyperbolickd kiivka s vyraznym minimem odpovidajicim pritokové
rychlosti, pfi které je dosaZzeno minimalni vySky teoretické¢ho patra, viz. Obr. 6. Pii
optimalni pritokové rychlosti je kolona nejefektivnéj$i. VIiv druhého ¢lenu (B) klesa
s rostouci pritokovou rychlosti a pokud je jeho hodnota 10krat nizs§i nez hodnota ¢lenu

C, je mozné jej zanedbat a pouzit zjednoduSenou verzi rovnice [14]:

h=Cu (21

Ptislusna hodnota priitokové rychlosti je ptiblizné 1,25 — 2krat vys$si nez optimalni
pritokova rychlost. Benefitem je krat$i doba analyzy za cenu malé ztraty Gc¢innosti

Separace.
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Obrazek 6. van Deemterova kfivka pro dusik, hélium a vodik prevzata

z uzivatelského manualu Shimadzu pro GC-17A.

Hodnoty optimalni priitokové rychlosti pro rizné délky a priméry kolon lze nalézt
v literatufe [13]. Na Obr. 6 jsou zobrazeny tvary van Deemterovy kiivky pro tfi
nepouzivanéj§i MF: dusik, helium a vodik. Dusik poskytuje nejnizsi hodnotu /Amin,
ovSem pfi velmi nizké pritokové rychlosti, coz vede k velmi dlouhym analyzam.
Zaroven odchyleni se od hodnoty optimélniho pritoku je provazeno velkou ztratou
ucinnosti separace. Hélium je zfejmé nejpouzivanéjSim plynem pro GC, zvlasté pak pro
GC-MS pristroje. Jeho optimalni priitokova rychlost je dvakrat vySsi nez u dusiku.
S poklesem zasob helia a vzestupem jeho ceny se dobrou alternativou pro nékteré typy
detektort stal vodik. Jeho optimalni pritokova rychlost je jeSté vys$i nez u hélia
z davodu nizké viskozity, kterd oproti ostatnim plyni vyrazné nevzristd s teplotou.
Porovnani dalSich fyzikalnich parametri mobilnich fazi je shrnuto v Tabulce 2. Van
Deemterova kifivka pro vodik nevykazuje vyrazné minimum jako v pfipad¢ dusiku a
z tohoto divodu Ize pouzit i dvakrat vys$si pritok nosného plynu, nez je iiop s relativné
malou ztratou separacnich schopnosti. Diky tomu lze Casto zkratit ¢as analyzy o 50 -
70 % vyménou helia za vodik, coz je zvlasté vyhodné pii analyzach na velmi dlouhych
kolonach; napt. analyza cis/trans izomerti mastnych kyselin na 100 ¢i 200 m dlouhych
kolonach. Velkou nevyhodou vodiku je schopnost vytvaret se vzduchem explozivni

smés, ktera vznikd vrozmezi 4 - 74 obj. % vodiku ve vzduchu [22]. Nicméné pfi
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velikosti pece plynového chromatografu cca 20 dm?® a priitoku H> kolonou 2 ml/min by
spodni hranice uvedeného intervalu bylo dosazeno za 6,5 h. Bereme-li v ivahu, ze se
pec chladi a vétra po kazdé analyze, tedy s vyjimkou izotermalni analyzy, pak je pouziti

vodiku jako nosného plynu relativné bezpecné.

Tabulka 2. Fyzikalni vlastnosti nosnych plynli po GC

vlastnosti dusik helium vodik
tepelnd vodivost [W.s1.K™!] 0,0258  0,1513  0,1815
viskozita [puPa.s] 16,58 18,60 8,44
hustota [kg.m™] pii 0 °C 1,250 0,1785  0,0852

Pouziti vodiku jako nosného plynu je vhodné zejména s plamenové ionizacnim
detektorem (FID), u které¢ho je vodik vyuzit i jako palivo pro plamen pfitomny
v detektoru. Stejné tak lze vodik pouzit v kombinaci s dusiko-fosforovym detektorem
(NPD). Naopak v piipadé¢ hmotnostniho detektoru pfinasi vodik urcité komplikace, jako
je specificka fragmentace latek a z toho plynouci ztizend identifikace. Dale je to nizsi
citlivost v porovnani s analyzou za pouziti helia a riziko v podobé akumulace vodiku

v prostoru detektoru pii zruSeni vakua.

1.3.3 Realna ucinnost separace

Pro praktické porovnani miry separace dvou latek je v chromatografii pouzivano
tzv. rozliSeni (R). Slouzi k posouzeni Grovné separace dvou vedle sebe eluovanych zon.

Pro jeho vypocet je kromé retencnich Cast potieba znat i §itku pika.

R = tR,Z _tR,l (22)
O,Siwb’1 +W, 5 )

t,,—t
R=1]18-22 &I (23)

Wi TW,,
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Za rozdélené povazujeme zony (piky) s R > 1,5. Pfi¢emz k rozdéleni dvou pikt na
zakladni linii detektoru dochédzi az pii hodnot¢ R>2. VysS§i rozliSeni miZeme
povazovat za plytvani ¢asem a lze jej efektivné snizit pouzitim kratSi separacni kolony
nebo zmeénou teplotniho programu. Mezi separacni Uc¢innosti vyjadienou poctem
teoretickych pater (V) a rozliSenim dvou sousednich pikii plati nasledujici vztah, kde a

je selektivita a k retencni faktor [23]:

R=! (a_l)(Lj JN (24)

k+1

Pti pouziti dvojndsobné¢ dlouhé kolony vzroste pocet efektivnich pater na
dvojnéasobek, nicméné rozliSeni stoupne pouze 1,4krat. Pro dosazeni dvojndsobné
hodnoty rozliSeni by bylo nutné pouzit 4krat delsi kolonu, coz neni bézné pouzivany
postup a naopak je volena zména selektivity zalozena na volb¢ staciondrni faze nebo
teploty. Nicmén¢ v ptipad¢ komplexnich vzorkl s velkym poctem podobnych sloucenin

je prodluzovani kolony vyznamné.

Dalsi parametrem pro posouzeni praktické Uc¢innosti separace je separacni Cislo
(SN) oznacované téz zkratkou z némeckého “tremnnzahl (TZ). TZ udéva pocet pika
totozné Sitky, které 1ze umistit mezi dva sousedni piky po sob¢ jdoucich alkanti a 1ze jej

spocitat dle nasledujiciho vzorce [13]:

t,,—t
SN = (M)_l (25)

Wi TW,

1.3.4 Identifikace latek

V chromatografii se identifikace latek provadi analyzou ¢istého standardu ptislusné
slouceniny a stanovenim jejiho reten¢niho ¢asu (r) na pouzitétm GC systému.

V idealnim piipad¢ je r dostate¢né identifikujici.
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Identifikaci lze také zalozit na porovnani redukovanych retencnich Casii nebo
relativni retence, ktera je pomérem mezi ¢r sledovaného analytu a ¢rsr pfidaného
standardu. Oba dva pfistupy eliminuji zkracovani retencnich Cast vlivem starnuti
stacionarni faze, zkracovani kolony v prubéhu udrzby ¢i reinstalace, véetné fluktuace

teploty a tlaku.

Treti moznosti je pouziti Kovatsovy metody retencnich indexd [24], kterad
porovnava tr latky oproti tr fady n-alkanli, pro néz plati, ze logaritmus jejich
redukovanych reten¢nich ¢ast je linearné zavisly na poctu uhlikti v molekule. Reten¢ni

index (/x) pro izotermalni analyzu n-alkanti Ize spocitat dle nasledujiciho vzorce:

logt'R,l. —logt'R’n

log th,rH—l - log t'R,n

1.=100 + 100n (26)

Retenc¢ni index n-alkanu je roven 100 nasobku poctu jeho uhlikt. /x butanu je tedy
400 a I pentanu je 500 atd. Latka eluovana v chromatogramu mezi butanem a pentanem
bude mit /x v rozmezi 400 - 500. / je tedy charakteristicky pro danou latku, ale je

soucasné zavisly na teploté€ a polarité stacionarni faze.

Pro gradientovou analyzu, tedy pii pouziti teplotniho programu, je vzorec

modifikovan dle van den Doola a Kratze [25]:

1 =100=%) 100, 27)

’ (tn+1 - tn )

Obdobny vzorec pouzil Lee et al. [26] pro identifikaci polyaromatickych
uhlovodiktli pfi gradientové analyze a Bambushok a Linstrom [27] pak uvadéji vzorec

pro vztah mezi Kovatsovym reten¢nim indexem a Leeho reten¢nimi indexy.

Pro identifikaci mastnych kyselin, resp. metyl esterti mastnych kyselin (FAME) se
v plynové chromatografii ¢asto pouziva tzv. ekvivalent uhlovodikového fetézce (ECL),
jehoz vypocet je analogicky Kovatsovu indexu. ECL neni vztazen k nejblizSim
alkanim, ale k nasycenym mastnym kyselindm eluovanym pied (¢r.) a za naSim

analytem (¢'r z+1), viz. uvedeny vzorec:
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log A log?'y .

log?'y ., —logt'y .

ECL =z+ (28)

, kde z je pocet uhlikli mastné kyseliny eluované pfed mastnou kyselinou, jejiz ECL
pocitdme. Ze vzorce vyplyva, Zze ECL kyseliny stearové bude 18, ECL kyseliny
arachové bude 20, atd. [28]. Opét jde o variantu indexu pouzitelného pro izotermalni
analyzu. V piipadé teplotniho programu je zavislost nelinedrni a obdobné jako u

Kovatsova indexu se pouziva upraveny vzorec van den Doola a Kratze [25]:

t, —t
ECL, =z+-2* R (29)

t I,

Rz+l —

, kde trx je retenni Cas sledované latky, tr , je retencni Cas nasycené FA eluované pred
sledovanou latkou; fr.+1 je retencni Cas nasycené FA eluované za nasi latkou a z je
pocet uhlikl ve sledované FA.

Z rozdilu hodnoty ECLy sledované FA a poctu uhlikii v dané FA (ncx) lze spocitat tzv.
frakéni délku fetézce (FCL):

FCL, = ECL, —n,., (30)

Jak ECL tak FCL lIze pouzit k identifikaci komplexnich smési, jako jsou napf.
rozvétvené mastné kyseliny s rtiznou délkou fetézce a riznou polohou methylu v fetézci
[29] nebo mastné kyseliny s riiznym stupném nenasycenosti a riznou polohou dvojnych

vazeb [30-32].

1.3.5 Kvantifikace

Kvantifikaci lze pfi vytvareni kalibracni zavislosti zalozit jak na vySce piku (%), tak
pro dosazeni niz§iho LOD na ploSe piku (4). Nepsané pravidlo upiednostituje vysku

pikt v piipadé nedokonalé separace s jinym analytem pfi rozliSeni R < 1, kdy je vyska
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piku zatizena menS$i chybou nez jeho plocha. Pfi vy$§i hodnoté rozliSeni volime
nejCastéji plochu piku. 1 v pfipadé stanoveni pouhého procentualniho zastoupeni
komponent ve vzorku je nutné provést adjustaci za pomoci testovaci smesi, u které
zname procentualni zastoupeni jednotlivych slozek. V ptipadé FID je signal zavisly na
poctu atomil C a H v molekule a proto se odezva FID zvysuje s rostouci délkou fetézce.
To je vétsinou korigovéano stanovenim odezvového faktoru eventualné pouzitim jeho

hodnoty dostupné v literature.

1.3.6 Polarita stacionarni faze

Pro hodnoceni stacionarni faze existuje nékolik konceptd, z nichz nejznaméjsi a
nejpouzivanéj$i je Rohrschneidertv [33] ¢i rozSifeny McRaynoldstv [34] koncept.
Polarita je zde hodnocena jako suma rtiznych mezimolekulovych interakci podilejicich
se na VyS§i retenci polarnich latek v polarni stacionarni fazi. V piipadé
Rohrschneiderova konceptu je pouzito pét testovacich latek (sond), které slouzi pro
posouzeni intenzity jednotlivych interakci, viz. Tabulka 3. McRaynoldstv koncept

zahrnuje 10 latek, z nichz prvnich pét je shodnych s Rohrschneiderem.

Tabulka 3. Sondy Rohrschneiderova konceptu polarity

testovaci latka (sonda) oznaceni typ interakci

Benzen X n-w, van der Waalsovy, indukovany dip6l
Butanol y H-mustky, donor e-paru

2-pentanon z akceptor e-paru

Nitropropan u donor e-paru

Pyridin s H" akceptor

Tyto sondy jsou zméteny spolecné s fadou alkant. Nasledné je vytvotfen rozdil
Kovatsova retencniho indexu na pouzité stacionarni fazi (/y) a na staciondrni fazi

tvotené 10 % skvalenem (/).

Al =1,-1, (31)
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Skvalen je zde vybran jako latka s nulovou polaritou, poskytujici pouze van der
Waalsovy interakce, kterd byla v minulosti pozivana jako stacionarni fadze v plynové
chromatografii. Celkova polarita staciondrni faze (Ps) je pak sumou vSech Al
zminénych péti testovanych latek a pro zékladni staciondrni faze je uvedena

v Tabulce 1.

Psf=A1x+Aly+AIZ+AIH+AI‘Y (32)

Dle hodnoty celkové polarity Ize stacionarni faze rozd¢lit na nepolarni s P < 100,

na stfedné polarni s P v intervalu 100 - 400 a na vysoce polarni s P > 400 [35].

U kapilarnich kolon, které maji jako stacionarni fazi iontovou kapalinu (IL), je
soucasti jejich oznaCeni takzvané Cislo polarity (PN) [36]. PN je ziskédno vztazenim
celkové polarity kolony na celkovou polaritu stacionarni faze 1L100, viz. nasledujici

VZOrec:

P,
PN, = (—fJ 100 (33)

SLB—-IL100
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1.4 Mastné kyseliny

Terminem mastné kyseliny oznacujeme alifatické, nerozvétvené, monokarboxylové
kyseliny. Dle mnoha monografii jsou takto oznacovany karboxylové kyseliny majici od
2 do 80 atomt uhliku. Nicméné¢ dle rozSifenosti a jejich skutecného vyskytu
v ptirodnich zdrojich, tucich, jde nejcastéji o karboxylové kyseliny s délkou fetézce od
12 do 22 uhlikl. Zarovein mizeme doplnit, Ze maji témét vyhradné sudy pocet atomt
uhliku diky syntéze vychazejici z dvou uhlikatého acetylu vazaného v buiice na
koenzym A. Vyjimkou jsou v tomto sméru bakterie tvofici mastné kyseliny s lichym
poctem uhlikii a to nejcastéji C15:0, C17:0, C19:0, ale 1 nekteré podstatné delsi [37].
C15:0 a C17:0 jsou diky stfevni mikroflofe piezvykavcl soucasti mléka a mlénych
vyrobkd a proto byly povazovany za indikator konzumace téchto vyrobkid. Pomér
C15:0/C17:0 je v mléce ptezvykavcu 2:1, zatimco v krevni plazmé je tento pomér
obraceny, coz svéd¢i o produkci urcité casti C17:0 endogenni syntézou, napi. z
propionatu vzniklého ve stfeve, Ci z kyseliny stearové jeji a-oxidaci [38]. Urcita cast
C17:0 je téz produkovana z fytolu nebo kyseliny fytanové a jeji koncentrace v plazmé
ma inverzni spojeni s rozvojem glukdzové intolerance a muize slouzit jako indikéator
zdravého lipidového metabolismu [39]. Dle délky uhlovodikového fetézce je délime na
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA), se stitedné dlouhym fetézcem (MCFA),
s dlouhym fetézcem (LCFA) a s velmi dlouhym fetézcem (VLCFA). Déle je délime dle
mnozstvi nenasycenych vazeb pfitomnych v uhlovodikovém fetézci na skupinu
nasycenych mastnych kyselin (SFA), které neobsahuji zddnou dvojnou vazbu, na
skupinu mononenasycenych mastnych kyselin (MUFA), které obsahuji v fetézci jednu
dvojnou vazbu a na skupinu polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) obsahujicich
ve svém fetézci dvé a vice dvojnych vazeb. Z divodu ztraty rotace uhlovodikového
fetézce na dvojné vazbé rozeznavame dva konfiguraéni (geometrické) izomery a to cis a

trans.
1.4.1 SCFA (Short Chain Fatty Acids)

Do této skupiny patii monokarboxylové kyseliny s 2 - 6 uhliky. Z pohledu vyskytu
v ptirodnich lipidech jsou tyto kyseliny méné vyznamné. Kyselinu butanovou a

kapronovou lze najit v kravském mléce v koncentracich 2,5 a 2 hmot. % [40]. Kyselina
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octovd, propionova a butanova jsou vSak vyznamnym produktem fermentace solubilni
vlakniny pfijimané v potrave, ktera je tvotena polysacharidy nerozlozitelnymi lidskymi
enzymy [41]. Nicméné jeji rozpustna Cast je zpracovavana mikroorganizmy naseho
sttevniho mikrobiomu a jejim majoritnim odpadnim produktem jsou pravé tyto tii
mastné kyseliny v molarnich pomérech 60 : 20 : 20 acetat/propionat/butyrat. Tyto tii
karboxylové kyseliny jsou vyznamnym energetickym substratem kolonocyti, které
jejich oxidaci pokryji 60 -70 % svych energetickych potfeb. Produkce SCFA
fermentaci polysacharidii se pohybuje v rozsahu 0,24 - 0,38 kg - télesna vaha v kg™ - hl.
To je ekvivalent pfiblizn¢ 10 % celkovych kalorickych potfeb naSeho organismu.
U prezvykavcl je touto symbidzou s bakterialni mikroflérou a naslednou oxidaci SCFA

zaji$téno az 80 % energetickych potieb [42].

1.4.2 MCFA (Medium Chain Fatty Acids)

Alifatické, monokarboxylové kyseliny v délce od 8 do 12 uhlikti jsou fazeny do
skupiny mastnych kyselin se stfedn¢ dlouhym fetézcem. Jmenovité¢ jde o kyselinu
kaprylovou (C8:0), kaprinovou (C10:0) a laurovou (C12:0). Jejich ptirodnim zdrojem
jsou ruzné oleje. V piipadé¢ kyseliny laurové je to hlavné kokosovy ¢i palmovojadrovy
olej. V téchto olejich tvoii MCFA az 60 hmot. %, z toho pfiblizné 80 % nalezi kyseliné
laurové. DalSim ptfirodnim zdrojem MCFA je matefské mlé¢ko savcti, jehoz slozeni se
vyznamné lisi dle druhu savce. V lidském matefském mléce tvoti podil MCFA 5 - 10 %
a majoritni ¢ast této skupiny je tvofena kyselinou laurovou [43]. Vysoké zastoupeni
MCFA najdeme v krysim mléce, kde tvoti 36 hmot. % z mastnych kyselin obsaZenych
v triacylglycerolech (TAG) [44]. Nejvyssi zastoupeni MCFA se naléza v krali¢im
mléce, kde tvofi 50 % mastnych kyselin obsazenych v TAG s nejvys§im zastoupenim

kyseliny kaprylové (26 %) a kaprinové (21%) [45].

TAG obsahujici MCFA jsou piednostn¢ hydrolyzovany acidostabilnimi lipazami
tvofenymi v dutiné ustni nebo v zaludku. Vstup MCFA do bunky nevyzaduje zadny
transportér nutny u mastnych kyselin s dlouhym fetézcem [46]. V krvi jsou pfenaseny
prostfednictvim albuminu, jejich vstup do mitochondrie se déje bez pomoci karnitin-

palmitoyl transferazy [47] a k jejich aktivaci navazanim na koenzym A dochazi az po
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vstupu do mitochondrie pied vlastni B-oxidaci. Cely transport MCFA je tedy podstatné
jednodussi a rychlej$i, nez v pfipadé mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Tato
skutecnost vedla k jejich vyuziti jako ndhradniho zdroje energie u pacientd
s pankreatickou insuficienci, pii malabsorpci tuki, hyperchylomikronemii, Crohnové
chorobé, pii syndromu kratkého stteva a také jako soucast enterdlni vyzivy kriticky

nemocnych [48].

Kromé snadnéjsiho transportu oproti LCFA bylo v in vitro experimentech s krysimi
jatry zjisténo, ze MCFA jsou oxidovany na oxid uhli¢ity 10krat rychleji nez LCFA a
pouze 5 % z nich je vyuZito pro resyntézu TAG [49]. Jejich rychlejsi transport a snazsi
oxidovatelnost vede pfi nahrazeni ¢asti LCFA za MCFA v dieté ke snizovani télesné
hmotnosti se zamé&fenim na snizeni mnozstvi té€lesného tuku [49]. Nicméné konzumace
stravy s vysokym obsahem MCFA (38 %) se projevi zvySenou produkci ketolatek
z ptremiry produkovaného acetyl-CoA [50, 51]. ZvySena hladina acetyl-CoA stimuluje
produkci cytosolického malonyl-CoA potiebného pro de-novo syntézu mastnych
kyselin a pro elongaci mastnych kyselin, coz nastava pokud je kaloricky ptijem vyssi
nez energetickd spotfeba organizmu. Malonyl-CoA téz snizuje aktivitu karnitin
palmitoyl transferazy a tim inhibuje transport LCFA mastnych kyselin do mitochondrie
a jejich oxidaci [46]. Oba dva zminéné faktory pak vedou ke zvySeni hladiny sérovych
TAG, celkového i LDL-cholesterolu. Kli¢ovym faktorem je mnoZstvi piijimanych
MCFA. Pokud je tento pfijem nizky (do 10 % celkovych kalorickych potteb) dochazi
ke snizeni hladiny sérovych TAG a cholesterolu [47]. Roku 1994 byl MCFA udé¢len
GRAS status (Generally Recognized As Safe) americkou organizaci FDA [52].

Volné mastné kyseliny ze skupiny MCFA maji spoleéné s jejich
monoacylglyceroly bakteriostatické a baktericidni t¢inky [53]. U gram pozitivnich
bakterii baktericidni uc¢inek MCFA stoupa s rostouci délkou fetézce, zatimco u gram
negativnich byl pozorovan obraceny efekt, coz je zplisobeno specifickou strukturou
bunécné stény. Monoacylglyceroly MCFA maji v porovnani s volnymi MCFA
nékolikandsobné silnéjsi efekt [54]. Nejucinngjsi z této skupiny je kyselina laurova, jejiz
10% roztok inhibuje rlst Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, ale 1 gram negativnich
bakterii jako je Salmonella typhimurium a Escherichia coli. Inhibice jejich ristu je
zhruba na stejné trovni, jako aplikace 0,5% roztoku antibiotika ciprofloxacinu [55],

¢ehoz lze vyuzit v mediciné 1 v potravinaistvi. Baktericidni efekt lze umocnit
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kombinovanim MCFA s latkami obsazenymi v esencidlnich olejich jako je karvakrol,
eugenol a thymol [53]. Bakteriostaticky ¢i bakteriocidni G¢inek maji i volné mastné
kyseliny z ostatnich skupin jako LCFA, MUFA, PUFA, viz. podrobn¢é review Desbois a

Smith [56] shrnujici i mechanizmy ptsobeni.

1.4.3 LCFA (Long Chain Fatty Acids)

Jako mastné kyseliny s dlouhym fetézcem oznacujeme alifatické monokarboxylové
kyseliny obsahujici od 14 do 20 uhlikii. LCFA se dale déli dle stupné nasycenosti na
nasycen¢ (SFA), mononenasycené¢ (MUFA) a polynenasycené mastné kyseliny (PUFA).
Nasycené ¢i saturované mastné kyseliny obsahuji ve svém uhlovodikové fetézci
maximalni pocet atomti vodiku a tedy vyhradné sigma vazby. Do skupiny SFA fadime i
vySe zminéné zastupce SCFA a MCFA. Ze samotné¢ skupiny LCFA jde o kyselinu
myristovou, palmitovou, stearovou a pifipadné arachovou. Prvni tfi jmenované¢ LCFA
jsou hojné zastoupeny v piirodnich tucich a olejich a tvoii 30 - 40 hmot. % mastnych
kyselin obsazenych v lidskych tkanich, kde jsou nejvice zastoupeny 15 - 25 % kyselina
palmitova a 10 -20 % kyselina stearova [57]. Lidské matefské mléko tyto mastné
kyseliny obsahuje v hojném mnozstvi 40 - 60 % [58]. Nejvyssi zastoupeni saturovanych
LCFA je tradi¢né spojovano s vepfovym sadlem obsahujicim 40 % SFA s 27% podilem
kyseliny palmitové. Nicméné jeSté vyssi zastoupeni saturovanych LCFA najdeme v

masle (61 %) a dalSich mlécnych vyrobcich [57].

Piijjem potravy s vys§im podilem SFA ze skupiny LCFA je zhruba od 60. let
minulého stoleti spojovan se vzestupem sérové hladiny celkového cholesterolu i jeho
LDL frakce [59]. Vyssi hladina cholesterolu je od prvnich experimentii na kralicich
z pocatku stoleti [60] spojovéna se vznikem kardiovaskuldrnich onemocnéni (CVD)
[61, 62], ktera byla potvrzena v naslednych epidemiologickych studiich. Spojitost mezi
mnozstvim piijimaného tuku a mortalitou na CVD objevil Keys v roce 1953 [63], coz
vedlo k zformovani dietnich teorii propojujicich mnozstvi tuku v diet¢ s hladinou

plazmatického cholesterolu a s tim spojenym rizikem vzniku CVD.
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v energetickém pfijmu dle ¢lanku Keys [63].

Nasledn¢ Keys et al. zahdjil Studii Sedmi Zemi, jednu z prvnich mezikulturnich
prospektivnich studii, ktera probihala az do roku 1980. Vysledkem bylo odhaleni vlivu
tzv. Stfedomoiské diety, vedouci k nizsi hladin€ cholesterolu a s tim spojené nizsi
incidenci CVD v Recku a Italii [64]. Nejnizsi incidenci CVD i hladinu plazmatického
cholesterolu maji ovSem Japonci, viz. Obr. 7. Od té doby se ovSem objevilo n€kolik
paradoxt ukazujicich, ze napft. starSi lidé (nad 60 let) s vyssi hladinou cholesterolu se
dozivaji vyssiho veéku, nez lidé s nizsi hladinou cholesterolu [65, 66]. Dale je tu paradox
nékterych etnik, jako jsou Masajové, konzumujici v priméru dvakrat tolik SFA ve své
stravé neZ Ameri¢ané a to s minimalnim vyskytem CVD [67]. Za podobny ptiklad
platili po mnoho let Eskyméaci, od nichz pochdzi téz Eskymacka dieta s vysokym
podilem tukl a proteintli, bohatd na omega-3 mastné kyseliny. Nicmén¢ reSerSe mnoha
studii toto tvrzeni vyvraci a ukazuji, ze Eskymaci maji stejny vyskyt CVD jako ostatni
populace [68, 69]. Tento zvrat je patrné¢ zplisoben zmeénou jejich stravy spojenou s
vyrazn¢ zvySenym podilem sacharidi. To dokumentuje i DiNicolantonio [70], ktery
uvadi, ze Eskymaéci v roce 1885 konzumovali 2 - 8 % pfijimanych kalorii ve formé

sacharidd, pficemz v roce 1955 tento podil ¢inil jiz 40 %. V dalsi letech se tento podil
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jesté navysil a v soucasnosti tvoii hlavni ¢ast pfijimanych sacharidii pfevazné
rafinované sacharidy.

Zhruba v poslednich dvou desetiletich se objevuji studie, kter¢ vliv LCFA na
hladinu cholesterolu zpochybiiuji. Volek et al. [71] v reSerSi zminuje graf, ukazujici
zavislost procentudlniho piijmu energie ve formé SFA na hladiné celkového
plazmatického cholesterolu. Jelikoz smérnice této zavislosti ma hodnotu pouhych 0,067
mmol/l cholesterolu/ % kalorii v SFA, tak doporucované sniZzeni SFA v pfijimané
stravé z 15 % na 10 % vede k poklesu plazmatického cholesterolu o pouhych 0,34
mmol/l [57]. Pokud se budeme zabyvat vlivem jednotlivych nasycenych LCFA, pak u
kyseliny stearové bylo prokdzano, ze jeji konzumace dokonce nemé zadny vliv na
hladinu celkového cholesterolu v plazmé [72]. To je patrné zapiiCinéno vysokou
aktivitou enzymu A9 desaturazy, ktery kyselinu stearovou velmi rychle pfeméni na
kyselinu olejovou (C18:1n9¢) stimulujici hepatocytarni sekreci VLDL-TAG [73].
Ptestoze se pomalu ukazuje, Ze nelze vSechny zéastupce SFA posuzovat jako jednu
skupinu, jejich vliv na CVD mizeme shrnout diky meta-analyze shrnujici 21 studii
trvajicich 5 az 23 let, celkem Citajici 347 741 subjektd, s prokdazanym vyskytem CVD u
11 006 subjektti [74]. Z této analyzy vyplynulo, Ze neni Zadny signifikantni diikaz vlivu
konzumace SFA na zvySené riziko kardiovaskularnich onemocnéni. Dalsi dvé obdobné
meta-analyzy, Chowdhury et al., 2014 [75] a de Souza et al., 2015 [76], tyto vysledky
potvrzuji. Je tedy dilezitéjsi, ¢im jsou SFA v dieté¢ nahrazeny [77]. Budou-li nahrazeny
cis-MUFA nebo jesté 1épe cis-PUFA, bude riziko CVD klesat. Pokud budou nahrazeny
sacharidy, bude toto riziko naopak stoupat. Zalezi ovSem 1 na kvalité¢ sacharidi, kterymi
nahrazujeme. Pokud zvySime v diet¢ mnoZzstvi celozrnnych produkti a vlakniny
a snizime mnozstvi rafinovanych sacharidd, bude to mit obdobné kladny dopad jako
zvyseni cis-PUFA [78, 79]. Nejvyssi vzestup mortality, a to nejen na CVD, nastane pii
nahrad¢ za trans mastné kyseliny (TFA) [80], viz. Obr. 8. Piijmu TFA je 1épe se zcela
vyhnout. VySe uvedené zavéry se tykaji pouze izokalorickych diet. Pti hyperkalorické
dieté a nahrazeni ¢asti SFA sacharidy, je kaloricky ptfebytek transformovan ptes acetyl-
koenzym A na nové¢ syntetizované FA s pievahou kyseliny palmitové. Ve formé TAG
jsou pak nové€ syntetizované mastné kyseliny transportovany a deponovany v tukové

tkani, ale téz ve svalu ¢i v jatrech [57]. Stejny efekt ma i konzumace alkoholu.
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FA v % z pfijimanych kalorii. Pfevzato z kohortové studie Wang et al. [80].

Nékteré SFA jsou také pouzivany pro acylace pfi posttranslacnich modifikacich
proteini a pii jejich aktivaci. Plati to pro kyselinu myristovou a kyselinu palmitovou pfi
regulaci protein-proteinovych a protein-membranovych interakci [73]. Kyselina
myristova také reguluje bio-dostupnost n¢kterych PUFA, respektive ma vliv na syntézu
kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové (DHA) z esenciélni a-linolenové
kyseliny (ALA) ovlivnénim aktivity enzymu A6 desaturdzy. Nalezené optimum
odpovida 1,2% podilu na celkovych kaloriich pfijatych ve formé kyseliny myristové.
bylo prokazano, ze konzumace SFA spole¢né s ALA vede kjeji vyrazné vyssi
inkorporaci do jaterni tkan¢ oproti kombinacim MUFA plus ALA ¢i PUFA plus ALA
[81]. Vyssi omezeni SFA miZe pfinést i nezadouci ucinky. Pfes zpochybnéni jejich
vlivu na CVD zistava dle odbornikli v platnosti jejich vliv na zvySeni plazmatické
hladiny TAG a LDL-cholesterolu. Vliv na hladinu LDL-cholesterolu, ale postupné klesa
od kyseliny laurové az po kyselinu stearovou, jejiz efekt je témet nulovy [82]. Nékteré
studie zminuji, Zze vliv SFA na dalSi markery rizika CVD spociva spiSe v pfijimané
formé. Multietnicka studie citajici 5209 dobrovolnik sledovanych po dobu 10 let
odhalila rozdilny vliv SFA piijimanych z mléka a mlécnych vyrobkii oproti piijmu

z masa na riziko CVD [83]. SFA také reguluji transkripce gent tim, ze koaktivuji SRBP
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rodinu transkripénich faktori vedoucich k transkripci syntdzy mastnych kyselin (FAS) a
stearyl-CoA desaturazy (SCD-1) nebo dale ptes ,.foll-like receptor* (TLR-4) indukuji
zvySeni transkripniho faktoru NF-kxB vedouciho k aktivaci exprese cyklooxygenazy
(COX-2) a dalsich prozanétlivych cytokinii [73]. Vysledkem je systémovy zanét nizké
urovné [57], ktery ma navaznost na inzulinovou senzitivitu, obezitu [84] a metabolicky
syndrom [85]. Prozanétlivé postprandidlni plisobeni SFA mechanismem up-regulace
prozanétlivych geni je shrnuto v review Rocha et al. [86]. V piipadé vysokotukové
diety SFA snizuji rozmanitost stfevniho mikrobiomu, coz je zapiiCinéno jejich
obezogennim plsobenim, ale 1 inzulinovou rezistenci a systémovym zanétem nizké
urovné. Zmeéna zastoupeni kmenta bakterii je pozorovatelnd pii zvySeni podilu tuku a
hlavné pfi navySeni SFA v diet¢ uz v prubehu prvnich 24 hodin. Jelikoz travicimi
enzymy a lipoproteinovou lipazou uvolnéné FA prechdzeji do distalni Casti stfeva,
mohou diky svym baktericidnim a bakteriostatickym G¢inklim ménit slozeni a sniZovat
rozmanitost stievniho mikrobiomu. VSechny efekty spojené s konzumaci raznych typa
FA a jejich vliv na mikrobiom jsou shrnuty vreview Candido et al. [87]. Dle
souCasné¢ho dietniho doporuceni by SFA m¢ély tvofit méné nez 10 % z celkového

denniho energetického piijmu vzhledem k prevenci CVD [88].

1.4.4 TFA (Trans Fatty Acids)

Mezi trans mastné kyseliny fadime vSechny mastné kyseliny majici alesponl jednu
dvojnou vazbu v konfiguraci trans, a to s vyjimkou konjugovanych mastnych kyselin.
Nejvice zastoupenou skupinou jsou trans izomery kyseliny oktadecenové (C18:1)
pochézejici z ptirodnich i1 primyslovych zdroji. Pfirodnim zdrojem TFA je zejména
mléko a maso prezvykavci a potraviny z nich vyrobené. Hlavnim primyslovym
zdrojem je vyroba ztuzenych tukt technikou c¢astecné hydrogenace rostlinnych oleju
[89]. Ty se vétSinou nepouzivaji k vyrobé roztiratelnych a pokrmovych tukili, nicméné
mohou byt pouzity pro vyrobu nahrazek ¢okolady, polev a oplatek. TFA vznikaji také
pii pripravé potravin, kde jde pfedevsim o smazeni a fritovani pfi teplotach nad 150 °C
vedouci k transformaci cis izomertina frans [90]. S prodluzujicim se casem a
opakovanim téchto procesti se obsah TFA postupné zvysuje [91, 92]. Skodlivy vliv

TFA na lidské zdravi poprvé zaznamenal Mensink a Katan [93], jejichz studie prokazala
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zmény hladiny LDL a HDL-cholesterolu pfi tfitydenni stravé v niz 10 % energetického
pfijmu tvotily pravé TFA. Naslednd studie z roku 1993 dala do souvislosti zvySeny
piisun TFA pochézejici z hydrogenovanych rostlinnych olejti konzumovanych ve formeé
margarinl se zvySenym vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni u zdravotnich sester
[94]. Spektrum jejich ucinkl se postupné rozsitilo a upfesnilo a je shrnuto v review
Mozaffarian et al. [95]. Nejvice je zminovan vliv TFA na zvySeni hladiny LDL-
cholesterolu, snizeni hladiny HDL-cholesterolu, prozanétlivy efekt spojeny s produkci
nekterych cytokinii, vznik endotelialni disfunkce a zhorSeni inzulinové rezistence.
Snizeni hladiny TFA v potravé vede k sniZzeni vyskytu srdecné cévnich onemocnéni
[76], metabolického syndromu a DM. Z téchto divodi vydala WHO v roce 2003
doporuceni, aby piijem TFA tvofil méné jak 1 % celkového energetického piijmu.
Americka agentura FDA v roce 2015 odejmula caste¢né hydrogenovanym rostlinnym
olejim (PHVO) tzv. GRAS status a do 18. ¢ervna 2018 museli vyrobci zabezpecit, Ze
nebudou pouzivany pifi vyrobé potravin. V Evropé maji legislativné stanovené limity
pro TFA pouze nékteré staty. U nas tak plati pouze vagni dietni doporuceni vydané

v roce 2009 agenturou EFSA (European Food Safety Authority), dle kterého ma byt

Cvwr

1.4.5 MUFA (Monounsaturated Fatty Acids)

Od prvnich dietnich zmén regulujicich pouze mnozstvi tuku v potravé v navaznosti
na vyskyt onemocnéni ¢i na mortalitu, jsme se posunuli pies vliv na hladinu
cholesterolu a jeho transportni formy, k vlivu skupin mastnych kyselin na vznik
systémového zanétu nizké urovné, ktery je spoustécim faktorem civiliza¢nich nemoci.
Skupiny FA, které by mély nahrazovat nezddouci TFA ¢i omezovat zastoupeni SFA,
jsou pravé nenasycen¢é MUFA a PUFA [77]. MUFA jsou soucasti dobfe znamé
»ottedomotské diety”, kde jejich zastoupeni odpovida 16 - 29 % pfijimané energie.
Jejich hlavnim zdrojem je v téchto oblastech olivovy olej tvoteny ze 73 % kyselinou
znamy [96, 97]. Nicméné je nutné zminit, Ze kladné Gc€inky ¢astecné piislusi i dalSim
latkam jako jsou polyfenoly a tokoferoly [98, 99]. MUFA maji pfiznivy vliv na profil

sérovych lipoproteint 1 kdyz jejich pfimy vliv na riziko CVD je omezeny a lisi se studii
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od studie, coz shrnuje Joris a Mensink [100]. Souhrnné lze konstatovat, ze nahrazeni
SFA za MUFA snizuje riziko vzniku metabolického syndromu [85] a diabetu mellitu 2.
typu [101].

1.4.6 PUFA (Polyunsaturated Fatty Acids)

Skupina PUFA je nejcastéji délena na omega-3 a omega-6 FA dle poradi uhliku od
methylenového konce (omega-konce), na kterém se vyskytuje prvni dvojna vazba. Obé
skupiny jsou duplicitné znaceny také jako n-3 a n-6. Do skupiny omega-6 PUFA patii
kyselina linolova, ktera je pro ¢lovéka esencialni. Druhym dualezitym zastupcem je
kyselina arachidonova, kterd je prekurzorem pro syntézu eikosanoidi. Do skupiny
omega-3 spada kyselina a-linolenova (ALA), kterd je pro Cloveka druhou esencidlni
FA. Dale rozeznavame skupinu PUFA s dlouhym fetézcem (LCPUFA), jejimiz
nejcitovanéjSimi zastupci je kyselina eikosapentaecnova (EPA) jako dal§i prekurzor
eikosanoidi a kyselina dokosahexaenova (DHA) jako prekurzor maresinii a
neuroprotektint. Uéinky celé této skupiny FA lze rozdélit do nékolika oblasti, které jsou
Casto stale jest¢ predmétem vyzkumu. Jde o vliv na kardiovaskuldrni onemocnéni
(CVD), nealkoholickou jaterni steatozu (NAFLD), metabolicky syndrom (MetS) a
diabetes 2. typu (T2D), neurodegenerativni a duSevni onemocnéni a vliv na zanét a
zanétliva onemocnéni. Tyto oblasti se velmi prolinaji a samotny zanét je do urcité miry
spojuje. Podobné je to se vztahem k nadorovému bujeni, nebot’ n€které eikosanoidy
ovliviiuji proliferaci a adhezi bun€k. Nicméné i pfes tyto zndmé mechanizmy vychazi
vysledky 60ti studii shrnutych vreview Schwab et al. [102] jako zamitavé ¢i
neprikazné pro rtizné typy nador s vyjimkou karcinomu prostaty, kde je ¢aste¢né
prokézana inverzni korelace s pfijmem ALA a karcinomu ovarii, u kterého byla zjiSténa

¢astecné pozitivni korelace s ptijmem SFA.

1.4.6.1 PUFA versus CVD

PUFA maji ze vSech pfijimanych FA nejvyssi schopnost snizovat hladinu

celkového cholesterolu a sérovych TAG [103, 104]. ZvySeni podilu PUFA na tkor SFA
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vede ke snizeni vyskytu onemocnéni srdce a krevniho obéhu (CHD) [82] a snizeni
rizika CVD [75]. Zéaroven tato zdména vede ke snizeni celkové mortality, viz. Obr. 8
z ¢lanku Wang et al., 2016 [80]. Meta-analyza prospektivnich kohortovych studii
zabyvajicich se vlivem kyseliny linolové (LA) na sniZeni rizika vyskytu CHD o 15 % a
pokles rizika amrti na CHD o 21 % [105]. Tyto zavéry potvrzuje i meta-studie z roku
2019, ktera kromé nizsiho rizika tmrti na CVD o 23 % vlivem LA, vyvraci vliv
kyseliny arachidonové, kterd je obecné prekurzorem prozanétlivych a prosrazecich
cytokint. Piesto kyselina arachidonova nema vliv na vyskyt CVD nebo dokonce riziko
CVD snizuje [106]. PUFA s dlouhym fetézcem z podskupiny n-3 maji preventivni
ucinek pii srde¢ni arytmii. Z membrany kardiomyocytd jsou uvoliiovany pii hypoxii,
kde ovliviiuji formovani lipidovych raftti a tim pasobi na iontové kanaly. To navenek
vede k usnadnéni synchronizace kardiomyocytl pii kontrakci a to hlavné pfi reperfuzi
po hypoxickych stavech. Timto mechanizmem by EPA a piedev§im DHA mély
snizovat miru poskozeni a pocet Umrti pfi srdecnim infarktu [107]. Zastoupeni DHA
v membran¢ kardiomyocyti je 5 - 10krat vyssi nez zastoupeni EPA a 2 - 3krat vyssi nez
zastoupeni dal$i n-3 FA, kterou je kyselina dokosapentaenova [108]. Nicméné 1 zde
existuji studie s neprikaznymi [109] ¢i zamitavymi zavéry vlivu omega-3 FA na CVD

[110, 111].

1.4.6.2 PUFA versus NAFLD

Nealkoholickd jaterni steatéza je definovana jako stav, kdy obsah tuku ve formé
TAG v hepatocytech je vyssi neZ 5 %. Toto onemocnéni ¢asto nemd zddné negativni
projevy ani vliv na plazmatickou aktivitu jaternich enzymu (ALT, AST, GGT).
Nicméné¢ muze s aktivaci zanctu prejit v nealkoholickou jaterni steato-hepatitidu
(NASH), ktera miize vést az k jaternimu selhani. Zaroven je NAFLD spojeno s vys$§im
rizikem umrti na CVD a rizikem vzniku jaterniho karcinomu [112]. Odhad celosvétové
prevalence tohoto onemocnéni je az 25,2 % [113]. Mnozstvi jaterniho tuku mize byt
snizeno zvySenim fyzické aktivity a Gpravou stravy obsahujici vice PUFA nez SFA
[114]. Jako vysoce benefitni se i v tomto piipad¢ ukazuje uc¢inek LCPUFA, jako jsou
EPA a DHA, které krom¢ snizeni jaterniho tuku moduluji zanétlivé procesy a tim brzdi

spolecné s dalSimi latkami (vitamin E, D, polyfenoly aj.) progresi onemocnéni [115],
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coz potvrzuji i provedené meta-studie [116, 117]. Pfi¢inu vzniku NAFLD lze rozdé€lit na
genetickou a metabolickou. Nekteré piiznaky metabolické formy, jako obezita ¢i
poruseny glukézovy metabolizmus, jsou charakteristické pro metabolicky syndrom

(MetS).

1.4.6.3 PUFA versus MetS a T2D

MetS je sdruzenim skupiny 4 onemocnéni: obezity, dislipidemie, hypertenze a
porusené¢ho glukézového metabolizmu, a z tohoto diivodu je zce spjaty s NAFLD a
T2D. Nahrazenim SFA za MUFA nebo PUFA lze prokazateln¢ snizit riziko vzniku
MetS. Zvlasteé n-3 PUFA maji nejvyssi schopnost snizovat hladinu TAG a celkového
cholesterolu, zvySovat hladinu HDL-cholesterolu a aktivovat lipidovy metabolismus
[85, 118]. Poruseny glukézovy metabolizmus v podobé inzulinové rezistence (IR) je
jednim ze spojovacich ¢lanki a zaroven piedstupent T2D. PUFA, dle meta-analyzy Qian
et al. [101], vedou ke snizeni glykémie nala¢no o 0,87 mmol/l. Konzumace rybiho oleje,
bohatého na n-3 PUFA, snizuje HOMA-index, ktery slouzi k posouzeni IR. Podobné
dochazi ke snizeni hladiny glykovaného hemoglobinu Alc a to vSe po 30ti denni
intervenci. Metaanalyza sledujici vliv PUFA rostlinného ptivodu, bez rozliSeni na n-3 a
n-6, potvrzuje snizeni hladiny inzulinu nala¢no a snizeni HOMA-indexu, nicméné bez
ovlivnéni glykémie. Schwab et al. [102] v systematickém review zmiiiuje inverzni
korelaci mezi hladinou LA v tkanich a vyskytem T2D dle 4 publikaci. Podobna
spojitost byla nalezena i v novéjsi studii z roku 2019 u Ameri¢ant pfi porovnani piijmu
LA versus piijem SFA, TFA a sacharidi [119]. Podavani samotné¢ ALA zvySuje
inzulinovou senzitivitu a hladinu adiponektinu [118]. Meta-analyza 24 studii
zahrnujicich 24 509 pacientu s T2D s celkovym poctem 545 275 ucastnikii asijského
puvodu, provedend Zheng et al. [120] potvrdila, Ze n-3 PUFA moiského pivodu
vykazuji ptfiznivy efekt pfi prevenci T2D. Snizovani glykémie muze byt vysvétleno
zvySenim poctu GLUT-4 transportéra v tukové tkani, jako nasledek zvySeni produkce
adiponektinu [121] a to mechanizmem ovlivnénim PPAR alfa a gama receptort prave
pomoci n-3 PUFA stimulujicich expresi genil pro adiponektin [122]. Abbott et al. [123]
zminuje rozdilny efekt n-3 PUFA mezi pohlavimi, kdy jejich konzumace snizuje

inzulinovou rezistenci u Zen ale u muzi nikoliv. Review Tortosa-Caparros et al. [121]
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tento efekt také zminuje ve vazbé na hladinu adiponektinu, kdy jedna z citovanych praci
uvadi vzestup adiponektinu u Zen, korelujici s pfijmem EPA, DHA a X n-3 PUFA,
zatimco u muza byla nelezena korelace pouze s mnozstvim pfijimané EPA. Nicméné
pokles TAG byl pozorovany u obou pohlavi. Nékteré z novéjsich studii efekt n-3 PUFA
na pacienty s T2D zpochybiiuji [124, 125]. Meta-studie Telle-Hansen et al. [126] uvadi,
ze jedna polovina z analyzovanych studii pfichazi s pozitivnim efektem na pacienty s
T2D a zatimco druhd polovina tento vliv zpochybnuje ¢i vyvraci. Dale zminuje, ze
divodem této nekonzistence je patrné volba kontrolni skupiny a pouziti raznych n-3

PUFA.

1.4.6.4 PUFA versus nervova tkan

Po tukové tkani je mozek druhym mistem s nevyS$im zastoupenim lipidd.
LCPUFA znich tvofi zhruba 35 % [127]. Jde pfevazné o DHA, kterd je kromé
membran nervovych bun¢k hojné inkorporovana i do mitochondrialni membrany, kde je
nezbytnd pro oxidativni fosforylaci. Jeji efekt spocivd ziejmé v udrzeni fluidity
mitochondridlni membrany, kterd obsahuje vice proteinovych komplexi, néz je
v membranach ostatnich organel. DHA zde usnadiiuje pohyb mobilnich komponent
dychaciho fetézce a zaroven je velice citlivym substratem pro oxidaci zplisobenou
reaktivnimi  kyslikovymi casticemi (ROS) wuniklymi zkomplexu IV. DHA je
prekurzorem pro tvorbu neuroprotektinii jako je NPD1 a PDX [128], které maji
spojeni snizené hladiny DHA se snizenim kognitivnich funkci [129]. Z DHA
produkovany NPDI1 navic prokéazal schopnost snizovat produkci amyloidu 42, inhibici
enzymu 3 a y-sekretazy [130, 131]. Tento efekt mize byt dulezity pro prevenci a 1écbu
Alzheimerovy choroby, demence a pro tzv. UspéSné starnuti. Spojeni se starnutim
spo¢iva mimo stoupajiciho rizika vyskytu neurodegenerace s aktivitou enzymu
A6 desaturazy, ktera klesa s vékem [130, 132], coz vede ke snizeni endogenni produkce
LCPUFA a tedy i NPDI. Suplementace DHA ma protektivni G¢inek i pro vznik
Parkinsonovy choroby, u které vyssi hladina DHA ochraniuje dopaminergni neurony v
wSubstantia nigra®. Samotny vznik Parkinsonovy choroby je pravdépodobné iniciovan

volnymi radidly [131] a mitochondridlni disfunkei [127]. Volné radikaly aktivuji
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nuklearni faktor NF-«xB, ktery zvySuje produkci cyklooxygenazy 2 (COX-2) tvoftici
prozanétlivé mediatory. DHA potlacuje aktivaci NF-kB a zaroven zvySuje expresi
neurotrofického faktoru (GDNF) a neurturinu [129, 131]. Snizend hladina DHA
v plasmg, €i 1épe v erytrocytech, je zaznamendna i u pacientii s depresi [133] a bipolarni
poruchou [132, 134]. Suplementace 1000 mg n-3 PUFA po tfi mésice, vedla u téchto

pacientl ke sniZzeni zadvaznosti manickych epizod [134].

1.4.6.5 PUFA versus zanét a zanétliva onemocneéni.

Obé dveé skupiny PUFA hraji dalezitou roli pfi vzniku, rozvijeni, modulaci a
zastaveni zanétlivych procest. Latky produkované z AA a EPA uvolnénych
fosfolipAizou A zmembrany bunék se souhrnné nazyvaji eikosanoidy, zatimco

z uvolnéné DHA jsou produkovany dokosanoidy, viz. Obr. 9.

TRV bunecns memorana YRIUIITIINT
A e e U T i

C20:4n6 C20:5n3 b ke C22:6n3
(AA) (EPA) (DHA)
CVWSO
LOX
LOX
PG 2.serie HETE PG 3.serie EET Rv D.serie
TX 2.serie EET TX 3.serie DHET (N)PD1, PDX
v DHET Ma!r
. LT 5.serie
LT 4.serie LX 4.serie
LX 4.serie Rv E serie -
dokosanoidy
1 ’
eikosanoidy

Obrazek 9. Prehled eikosanoidl a dokosanoidll produkovanych z AA, EPA a DHA.
PG, prostaglandiny; TX, tromboxany; LT, leukotrieny; LX, lipoxiny; Rv, resolviny;
(N)PD, (neuro)protektiny; Mar, maresiny; EET, epoxyeikosatrienova kyselina; HETE,
hydroxyeikosatetraenova kyselina, DHET, dihydroxyeikosatrienova kyselina; COX-2,
cyklooxygenaza 2; LOX, lipoxygenaza; CYP450, cytochrom P450 [128, 129, 135, 138]
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Syntéza téchto latek probihd za pomoci enzymil cykloxygenazy (COX),
lipoxygenazy (LOX) a cytochromii P450 (CYP450). Mezi eikosanoidy patii
prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny a lipoxiny a nckteré dalSi dvacetiuhlikaté
derivaty jako HETE, EET, DHET. Tyto latky slouzi jako komunikacni molekuly
ovlivityjici jednotlivé faze zanétu, ktery je pfirozenou obrannou reakci organizmu.
Pokud je vSak tato fyziologickd reakce chybné spousSténa ¢i nespravné fizena a
protahovana, vznikaji onemocnéni jako je revmatoidni artritida, zanétlivd onemocnéni
sttev Ci astma [135, 136]. Diive byly eikosanoidy produkované z AA povazovany
zjednoduseni je znacné nepiesné, jelikoz prostaglandiny derivované z AA sice zanét

indukuji, ale zéarovenn tlumi produkci prozanétlivych leukotrientt a indukuji syntézu

rrrrr

-----

svou niz$i biologickou uc¢innost. V ptipadé srovnani LT B4 (z AA) a LT Bs (z EPA) je
to az 10krat nizs§i ucinnost [136]. Zaroven jsou z EPA a DHA syntetizovany latky
oznacované v literatufe souhrnné jako ,,specializované pro-vstiebavaci ¢i pro-rezolu¢ni
mediatory” (SPM), kam patii lipoxiny a resolviny-E syntetizované z EPA, resolviny-D
syntetizované z DHA, protektiny a maresiny vytvarené téz z DHA. Tyto molekuly se
uplatnuji v pozdéjSich fazich zanétlivého procesu a jejich tkolem je jeho ,,vyfeSeni®,
ukonceni a vstfebani. Na této konecné fazi zanétu se podili hlavné maresiny, které
zastavuji infiltraci tkané polymorfonuklearnimi leukocyty a zvySuji fagocytézu a
efferocytdzu provadénou makrofagy [139]. Kromé produkce vyse zminénych SPM je
dostupnosti substratu, tedy AA v membrang, ptes tvorbu slabéji ucinnych eikosanoidii
z podobného substratu kterym je EPA, inhibici prozanétlivého faktoru NF-xB [84],
snizovani hladiny nékterych interleukint (IL-1 a IL-6) a TNFa az po pouhé ovlivnéni
fluidity bunééné membrany a s tim spojeny vliv na membranové receptory jako je TLR-

4, GPR120[121, 135].
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1.4.7 Degradace a syntéza FA

Oxidace aktivovanych FA s kratkym, stfedn¢ dlouhym, a dlouhym fetézcem
probiha pievazné v mitochondriich v drdze zvané Lynenova spirala ¢i B-oxidace. Velmi
dlouh¢ FA jsou metabolizovany v peroxizomech téz B-oxidaci, ktera je ale katalyzovana
jinymi  enzymy. Vedle toho existuji dv€é minoritni drdhy probihajici
v endoplazmatickém retikulu G€inkem monooxygenaz. A to a-oxidace, kterd slouZzi
jednak k odstranéni rozvétvenych FA jako je kyselina fytanova vznikajici degradaci
chlorofylu a také k produkci hydroxylovanych FA pro syntézu sfingolipidii. Druhou

minoritni drahou je w-oxidace vedouci ke vzniku dikarboxylovych kyselin [140].

Syntéza mastnych kyselin je lokalizovana v cytoplazmé s nejvyssi aktivitou u
hepatocyti, kde enzym syntdza mastnych kyselin ukoncuje syntézu vytvoienim
kyseliny palmitové. Dal§i zmény vzniklého fetézce probihaji na nebo v
endoplazmatickém retikulu, kde je fetézec FA prodluzovan uc¢inkem elongaz nebo
dehydrogenovan ptsobenim desaturdz. Lidské bunky obsahuji n€kolik desaturaz a to
stearyl-koenzym A desaturazu (SCD), ktera vytvaii MUFA z SFA o délce 12 - 20
uhlik®i s dvojnou vazbou na uhliku ¢islo 9. Jde tedy o A9 desaturdzu. SCD syntetizuje
v téle hojné zastoupenou kyselinu olejovou, ale téz C16:1n7 [107]. Déle jsou to
desaturazy z genetické rodiny FADS a to FADS1 oznaCovand jako A5 desaturaza a
FADS2 oznaCovana jako A6 desaturaza, ktera vykazuje 1 aktivitu A8 a A4 desaturazy
[141, 142]. Krom¢ syntézy PUFA, FADS2 dehydrogenuje kyselinu palmitovou na
kyselinu sapienovou (C16:1n10) vytvafenou v mazovych zlazach [142]. Posledni z této
rodiny je FADS3, jejiz aktivita je nejméné prozkoumana [143]. FADS desaturazy
produkuji vysoce nenasycené mastné kyseliny (HUFA) slouzici jako prekurzory pro
tvorbu signalnich molekul [107], viz. Obr. 9. U jednobunécnych organizmi, rostlin a
nékterych ryb slouzi HUFA k adaptaci na nizkou teplotu pro udrzeni fluidity bunécné
membrany. Rostliny diky u¢inkim A12, A15 a @3 desaturaz vytvari z kyseliny stearové
kyselinu linolovou (LA) a a-linolenovou (ALA). Savci nejsou schopni vytvofit dvojnou
vazbu v fetézci FA za devatym uhlikem od karboxylu a déle, ¢imz je u nich
znemoznéna 1 pfeména z n-6 na n-3 FA. Proto je LA i ALA pro Clovéka esencidlni a je

nutné je piijimat v potrave.
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Obrazek 10. Syntéza dalSich n-3 a n-6 PUFA z esencidlnich FA v¢etné elongace a
desaturace C18:1n9 pfi jejich nedostatku. Minoritni drahy jsou zakresleny erchované.
Poradi afinity FA k uvedenym enzymuim je n-3 > n-6 > n-9. FADS2, A6 desaturaza (A8
a A4 desaturaza); FADS1, A5 desaturaza; Elovi2, Elovl5, elongazy [107, 137, 141,
142, 147]

Deficit LA se projevi suchou strupovitou kizi, dermatitidou, niz§im vzristem u
kojencii a déti, zvySenou nachylnosti k infekcim a Spatnym hojenim ran. LA je potiebna
pro syntézu ceramidl piitomnych v pokozce a jeji nedostatek vede k velké ztraté vody
kazi [107]. Z LA je v téle syntetizovana kyselina arachidonova (ARA), ale endogenni
produkce je velmi pomald a v obdobi rychlého riistu musi byt dodévana potravou
(maso, vejce). Je tedy povazovana za semi-esencialni. Nedostatek ARA je spojen se
zédvaznou potravinovou intoleranci a zpomalenim ristu [107]. Oproti tomu ALA je
dilezita pro syntézu dalSich PUFA s dlouhym fetézcem jako je EPA a DHA, které by
vzhledem k pomalé syntéze mohly byt také povazovany za semi-esencialni [144]. U

zdravych mladych muZzi je zhruba 8 % pfijaté ALA konvertovano na EPA [145]. U Zen
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je tato konverze vyssi a odpovida 21 % [146]. VétSina studii shrnutych v ¢lanku
Domenichiello et al. [147] ukazuje, Ze méné nez 1 % ALA se pfeménuje na DHA.
Vysoka koncentrace DHA se naléza v sitnici a mozku. Nicméné u krys je prokazana
3krat vyssi produkce DHA v jatrech, nez je jeji spotfeba v mozku. Odhad denni
spotteby DHA v lidském mozku dospélého jedince je 2,4 -3,8 mg [127] a jeji
dostate¢ny ptijem je dilezity hlavné v té¢hotenstvi, u kojencii a déti, jelikoz ma vliv na
vyvoj zraku, tvorbu neuronii a kognitivni funkce. Vysoké zastoupeni DHA je také ve
vnitini mitochondrialni membrané, zde je ale jeji hladina neustale snizovana unikajicimi
ROS z oxidativni fosforylace [127]. Exogenné pfiijaté esencidlni FA v naslednych
pfeménach kompetuji o stejné enzymy, viz. Obr. 10. Piestoze A6 desaturaza preferuje n-
3 FA oproti n-6 nebo n-9 FA, miize zvySeny pfijem LA snizit endogenni produkci EPA
a DHA [129]. EPA a ARA jsou dulezité pro tvorbu eikosanoidii majicich vliv na

dilataci cév, agregaci krevnich desti¢ek a rozvoj zanétu [108].

1.4.8 Zdroje omega-3 FA

Omega-3 FA a zvlast¢ ty s dlouhym fetézcem jako EPA a DHA jsou vysoce
benefitni a v urcitych smérech protektivni. Zdrojem omega-3 LCPUFA jsou hlavné
motské ryby [108, 132, 138, 148], kryl [149] a mikrotasy [150-152], podrobny pichled
viz. Tabulka 4. Cardoso et al. [132] uvadi mnozstvi piijimané DHA v zapadni stravé
pfiblizn€ 100 mg / den, z toho nejvyssi podil tvofi ryby a motské plody 70 mg, maso a
masné vyrobky 19,6 mg, vejce a vajecné vyrobky 5,1 mg. Pficemz doporuc¢ené hodnoty
konzumace EPA a DHA se pohybuji v rozsahu 250 - 500 mg / den [130, 132, 144, 148].
Dle doporuceni EFSA z roku 2015 je tedy vhodné konzumovat 1 az 2 jidla obsahujici
150 - 300 g ryb pro dosazeni spodni hranice uvedeného intervalu. Negativnim faktorem
pfi konzumaci ryb a moiskych produkti je jejich kontaminace metyl-rtuti. Pfesto
benefity plynouci z konzumace potravin z téchto zdroji pfevazuji nad negativy a to az
do 4 jidel tydné [148]. Zaroven jsou hledany nové zptisoby pro doplnéni LCPUFA do
naseho jidelni¢ku, nez v podobé¢ potravinovych dopliikll s obsahem rybiho oleje, ktery
obsahuje pfiblizné 18 % EPA a 12 % DHA. Vyssi zastoupeni maji chemicky vyrabéné
koncentraty [153]. Dilezité je omezit odér rybiho oleje, ktery je pro nékteré jedince

témet neprekonatelny. Krom jeho podévani ve formé kapsli je jednou z moznosti
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pouziti prekurzoru, ktery nema tyto organoleptické vlastnosti. Tim je kyselina
stearidonova (C18:4n3), ze které jsou n-3 LCPUFA syntetizovany efektivnéji nez z
ALA. Dalsi moznosti je chov hospodarskych zvitat krmenych smési obsahujici omega-3
FA rostlinného ptvodu, jako je napt. Inéné seminko. Pfi dostatecné davce ALA by u
téchto zivo¢ichli melo dochazet i k elongaci a desaturaci na n-3 LCPUFA. K pfipraveé
krmnych smési 1ze vyuzit i nékteré fasy produkujici pfimo LCPUFA [150-152]. Timto
zpusobem tedy lze z vykrmovanych zvifat pfimo ziskavat produkty obohacené o
omega-3 FA, jako je kufeci maso ¢i vejce. Nevyhodou je nizsi organolepticka kvalita a
niz§i stabilita vic¢i oxidaci u ziskanych produktt [144], kterou lze zvySit napf.
zahrnutim vitaminu E do krmné smési. Obdobnym zplsobem lze ziskat kapra [154] i

hovézi maso [155] se zvySenym obsahem omega-3 FA.

Tabulka 4. Zastoupeni n-3 PUFA s dlouhym fetézcem (EPA + DHA) vmg/100g a
metyl rtuti (Me-Hg) v pug/ 100 g v rybach a dalSich zdrojich.

n-3 LCPUFA DHA Me-Hg

tunak 2806 (862%*) 629* 29,0
makrela 2504 10,7
sled’ 2482 3,6
sardel 2055* 1292%*

losos - farmovy 1966* 1104*

losos 1815 1429* 3,3
sardinky 982%* 509*

pstruh 936* 677*

tunak zlutoploutvy 862%* 629%*

slavky 782% 506%*

sih 750 8,5
zralok 689* 431*

Stikozubec (hejk) 679 13,6
humr 515 (195%) 78%* 30,2
usttice - divoké 484* 210*

cejn 467 22,5
platys 403 (300%) 132% 6,4
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makrela kralovska 401* 227%

olihen 350 4,6
tunak pruhovany 328%* 237*

kapr 296 5,5
kanic 248* 213*

treska 245 9.4
okoun 175 16,5
vejce 58%* 58%*

kufeci prsa 30% 20*

hovézi 3* 1*

veproveé 2% 2%

pozn. hodnoty piejaté ze zpravy EFSA [148]; * hodnoty Mozaffarian a Wu [108]

1.4.9 Monitorovani nedostatku n-3 a n-6 PUFA

Jelikoz omega-3, omega-6 a omega-9 jsou déale desaturovany stejnymi enzymy,
dochazi ke kompetici o aktivni mista uvedenych enzymu. Desaturazy A6 a A5 pfirozené
preferuji FA v nasledujicim potadi: n-3 > n-6 > n-9, coz se projevi pii deficitu kyseliny
linolové a o-linolenové vzestupem koncentrace kyseliny C20:3n9 oznacované jako
"Mead acid" [156], viz. Obr. 10. Pomér C20:3n9 / ARA > 0,2 je obecné povazovan za
dikaz deficitu esencialnich FA [137]. Pro sledovéni deficitu esencidlnich FA u kojencti
navrhl Fokkema et al. [157] sledovat jak hladinu C20:3n9, kterd by méla byt
v erytrocytech <0,46 mol. %, tak pomér C20:5n6/ARA a (C22:5n6/DHA.
C20:5n6/ARA vypovida o deficitu omega-3 FA a jeho hrani¢ni hodnota by méla byt
mensi nez 0,068. C22:5n6/DHA pak vypovida o deficitu samotné DHA, napt. v piipade

peroxizomalni poruchy a jeho hodnota by méla byt mensi nez 0,48.

Dtive byl u PUFA sledovan a vyhodnocovan pomér ¥ n-6 FA/X n-3 FA a
v nékterych publikacich je zminiovéana jeho optimalni hodnota pohybujici se v rozmezi
1:1 az 5:1, pti které dochazi k redukci exprese genil spojenych se syntézou lipidi a
k potlaceni produkce zanétlivych cytokini [121]. Jak uvadi Harris [158] je tento pomér

dosti zavadéjici a Castecné zalozeny na chybnych a jiz vyvracenych predpokladech.
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Problémem neni pfitomnost n-6 PUFA, ale nedostate¢nd konzumace n-3 PUFA

v zépadni stravé a to pfedevsim n-3 LCPUFA.

Nastupcem uvedeného poméru mé byt pro 21. stoleti tzv. omega-3 index. Ten je
souctem procentualniho zastoupeni DHA a EPA v membranach erytrocytl. Zastoupeni
téchto FA koreluje s jejich vyskytem v srde¢ni svaloviné a nékteré observacni studie tak
spojuji pokles omega-3 indexu s naristem rizika imrti na CHD. Za vysoce rizikovy se
povazuje omega-3 index < 4 %; 4 - 8 % odpovida sttednimu riziku a omega-3 index
> 8 % znamena nizké riziko CHD. OvSem pouze z pohledu dostatku DHA a EPA [137,
159].

Z Casového uhlu pohledu lze sledovat zminéné FA v krevni plazmé ¢i séru,
v erytrocytech a v tukové tkani. Zastoupeni FA v krevni plazmé je svazano s aktualné
piijatou davkou nebo odrazi ptijem FA za poslednich n¢kolik dni [160]. Zastoupeni FA
v membranach erytrocytil je vhodnym dlouhodobym markerem s horizontem kolem
120 dnt1 [160, 161], ktery dobfe odrazi zastoupeni FA v dalSich tkanich jako jsou jatra,
srdce ¢i ledviny [153]. Nicméné jak uvadi Domenichiello et al. [147], dle vysledkt
pokusu na kryséach, hladina v erytrocytech nemusi odrazet koncentraci DHA v mozku.
Tukova tkan je pak matrici, v niz lze sledovat pfijem danych FA v nejdel§im horizontu
[162]. Byt kazda z téchto matric je trochu selektivni k nékterym FA, napt. zastoupeni
n-3 LCPUFA v tukové tkani je velmi nizké a celkovy obsah DHA v tukové tkani
dospélého Clovéka je odhadovan na pouhych 20 - 50 g [147].
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2 CiLE DIZERTACNI PRACE

Pro projekt TACR, TA03011027, s nazvem: , Mikrofasy jako perspektivni zdroj
omega-3 nenasycenych mastnych kyselin a jejich inkorporace do potravniho fetézce
Cloveéka* bylo provedeno stanoveni profilu mastnych kyselin v lidské krevni plazmé a
ve fosfolipidech krevnich bunék. Dobrovolnici se po 8 tydnii stravovali kufecim masem
a vejci obohacenymi o omega-3 mastné kyseliny. Kontrolni skupina se stravovala
béznym kufecim masem a béznymi vejci a dil¢im cilem bylo dokumentovat zménu

v zastoupeni omega-3 FA.

Vramci grantového projektu AZV, NT14416, snazvem: ,,VIiv vétvenych
aminokyselin a saturovanych mastnych kyselin na rozvoj inzulinové rezistence* byl
za vyuziti GC s FID stanoven zékladni profil mastnych kyselin ve frakci FFA krevni
plazmy, ve fosfolipidech erytrocyti a v tukové tkéni skupiny veganii a omnivort.
Nasim samostatnym cilem bylo vypracovat metodu detailniho stanoveni trans mastnych
kyselin (TFA) v tukové tkani. Vytvofend metoda byla dale aplikovana i na vzorky

matefského mléka za ucelem stanoveni procentudlniho zastoupeni TFA.

Cile I1ze shrnout do téchto bodu:

1) stanovit a porovnat profil celkovych FA krevni plazmy a fosfolipid krevnich bun¢k
u kontrolni a testovaci skupiny pfed a po dietni intervenci (studie OMEGA)

2) stanovit a porovnat profil FA frakce FFA krevni plazmy a fosfolipidl krevnich bunék
mezi skupinou veganii a omnivort, a pied a po dietni intervenci rozvétvenymi
aminokyselinami (studie VEGGIE-2)

3) vypracovat metodu pro detailni stanoveni TFA, jejiz soucasti je i syntéza standardi
izomert C18:1

4) aplikovat metodu pro detailni stanoveni TFA na vzorky tukové tkan¢ veganti a
omnivorl

5) aplikovat metodu pro detailni stanoveni TFA na vzorky matefského mléka prazskych

matek
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje

Veskera stanoveni FA byla provedena na plynovém chromatografu GC-17A Verze
3 (Shimadzu, Japonsko) vybaveném autosamplerem AOC-20i upravenym pro 15
vzorkll a standardnim FID. K ovladani, méfeni a vyhodnocovani chromatogrami byl
pouzit software ClassVP 4.3. Teplota nastfikového portu a detektoru byla 250 °C a
260 °C. Pro stanoveni zékladniho profilu FA byla pouzita kolona Stabilwax 15 m X
0,25 mm x 0,1 um (Restek, Bellefonte, PA, USA), nosnym plynem bylo helium o
prutoku 1,2 ml/min. Teplotni program zacinal na 120 °C s naslednym gradientem

10 °C/min na 190 °C a findlnim gradient 40 °C/min na 250 °C, drzenych 15,4 min.

Detailni analyza jednotlivych trans/cis izomera C18:1 byla provedena na dvou
kolonach, SLB-IL111 (100 m % 0,25 mm % 0,2 um, Supelco, Bellefonte, PA, USA) a
SP-2560 (100 m x 0,25 mm x 0,2 pum, Supelco, Bellefonte, PA, USA), za sebou
spojenych spojkou Vu2 Union Connector (Restek). Jako nosny plyn byl pouzit vodik o
pritoku 1,7 ml/min. Teplotni program zacinal na 140 °C, drzenych 50 min, s naslednym
gradientem 3 °C/min na 170 °C, drzenych 60 min, s naslednym gradientem 3 °C/min

na 220 °C, drzenych 26 min.

3.2 Pouzité chemikalie

Vsechny pouzité FA v Cistoté¢ 99 % a vyssi byly zakoupené u firmy Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Roztok 32 o0bj. % HBr vkyselin¢ octové pro syntézy,
diethyléther a petroléther (teplota varu 30 -50 °C) pochazely od firmy MERCK
(Darmstadt, Némecko). Tert-butoxid draselny v Cistoté¢ 98 % byl od firmy Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). VSechny dalsi pouzité¢ chemikélie byly v analytické tfide
Cistoty od firem Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), Fluka (Steinheim, Némecko),
Lachner (Neratovice, CR), Lachema (Neratovice, CR), MERCK (Darmstadt,
Némecko), Penta (Chrudim, CR). Pro SPE byla pouzita kolonka Discovery Ag-ION
750 mg / 6 ml, od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA).
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3.3 Derivatizace FA

Vsechny standardy FA pro kalibraci ¢i identifikaci, vzorky plasmy ¢i extrakty
lipidd z tukové tkané byly pied analyzou na GC esterifikovany (transesterifikovany)
stejnym  postupem.  Ktomu  slouzila vzdy nové  pfipravend  smeés
methanol/toluen/acetylchlorid (3,2/0,8/0,2; v/v/v). Matrice obsahujici analyzované FA
byla odpipetovana do bakteriologické zkumavky se zévitem GL18 o rozmérech
16 x 120 mm spole¢n¢ s internim standardem (C13:0) a kontrolnim standardem
(C17:0). Nasledn¢ bylo ptidano 4,2 ml esterifikacni smési. Uzaviend zkumavka byla
10 min tfepana na horizontélni tfepacce. Nasledn¢ byly zkumavky zahtivany na vodni
lazni pfi 100 °C po dobu 1 h. Po ochlazeni a neutralizaci 12% (m/v) vodnym roztokem
K2CO; byly zkumavky tfepany 10 min na horizontalni tfepacce a centrifugovany.
Vrchni organickd faze obsahujici v toluenu rozpusténé methylestery mastnych kyselin

(FAME) byla analyzovana na GC.

3.4 Syntéza izomeru C18:1 pro identifikaci.

Jelikoz nejsou vSechny izomery kyseliny oktadecenové komeréné dostupné, byly
laboratorné ptipraveny dle postupu zalozené¢ho na opakované adici a eliminaci HBr
[163], viz. schema na Obr. 10. Pivodni postup byl upraven nasledovné: k 250 mg
kyseliny elaidové a 40 mg kyseliny trans-vakcenové bylo pfidano 2 ml 32% HBr
rozpu$téné v kyseliné octové a ochlazené na -15 °C; smés byla protfepana a uchovana
po 3 h pii -15 °C v mrazédku a poté po 48 h pti 5 °C v lednici. Nasledné byla smés
ttepana 3krat ptidavkem 10 ml DE/PE (1:1, v/v) ve 125 ml délici nalevce, poté byl
pfidan neutralizaéni roztok (25 ml nasycené¢ho roztoku NaHCOs; a 25 ml vody)
s postupnym odpousténim  vzniklého CO, a ovéfenim neutrdlniho pH. Oddélena
organickd faze byla promyta 50 ml vody s dvéma kapkami 6 M HCIl a poté znovu
odd¢€lena, zfiltrovana pfes bezvody siran sodny a odpafena do sucha pod proudem
dusiku pii 40 °C. K takto pfipravenym bromovanym derivatim FA bylo pfiddno 5 ml
1 M tbutoxidu draselného v bezvodém #-butanolu. Sklenénd zkumavka byla
profouknuta dusikem, uzaviena a zahiivana v termobloku pfi 100 °C po 24 h. Po

ochlazeni byla reak¢ni smés opét vyplachnuta 3krat 10 ml DE/PE (1:1) v délici nalevce,
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poté bylo pfiddno 5 ml 6 M HCI a po protiepani 25 ml nasyceného NaHCO; a 25 ml
vody. Nasledovalo postupné odpousténim CO> a po oddéleni byla organicka faze
promyta 50 ml vody se dvéma kapkami 6 M HCI, filtrovéna pies bezvody siran sodny a
odpatena do sucha pod proudem dusiku pii 40 °C. Sestindsobnym opakovanim vyse
popsaného postupu adice a eliminace HBr byla pfipravena smés obsahujici cis/trans
izomery C18:1 sdvojnou vazbou na uhliku 3 -17. Pfipravend smeés byla poté

esterifikovana vyse uvedenym postupem.

WOH

trans-9-oktadecenova kyselina
+
32% HBr v CH,COOH

Br 0 o

9-bromooktadekanova kyselina 10-bromooktadekanova kyselina

+

1M t-butoxid draselny v
t-butanolu

~50 % o

NVVMLOH

trans-9-oktadecenova kyselina

~25% o ~25% )
/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH /VWVWLOH
trans-8-oktadecenova kyselina trans-10-oktadecenova kyselina

Obrazek 11. Schema adice a eliminace HBr pfi pfipravé izomert C18:1
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3.5 SPE extrakce cis/trans izomeru

Syntetizovana smés izomert kyseliny oktadecenové obsahovala jak cis, tak trans
izomery. Jejich separace byla provedena extrakci na tuhé fazi (SPE) s obsahem
sttibrnych ionti. Kolonka Discovery Ag-ION 750 mg/ 6 ml (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) byla nejprve ekvilibrovana 2 ml acetonitrilu, 4 ml acetonu a 4 ml hexanu.
Nésledné na ni byl nanesen vzorek vytvofeny odpipetovanim 10 pul toluenu
obsahujiciho methylestery syntetizovanych izomertt C18:1. Toluen byl odpafen pod
proudem dusiku a FAME byly rozpustény v 0,5 ml hexanu a naneseny na kolonku.
Frakce trans izomert byla eluovdna 7 ml smési hexan/aceton (96:4, v/v). Frakce cis
izomerl byla eluovana 5 ml aceton/acetonitril (60:40, v/v) a 1 ml Cistého acetonitrilu
v zaveéru. Ob¢ frakce byly odpateny do sucha pod proudem dusiku a rozpustény ve

100 pl toluenu a nasledné analyzovany na GC.

3.6 Priprava kalibraénich roztokl

Celkem byly pouzity dvé kalibra¢ni sady. Prvni obsahovala 25 FA. Zde jsou
uvedeny v poradi dle retenéniho ¢asu na 15 m koloné¢ STABILWAX: C12:0, C14:0,
Cl4:1n5¢, C15:0, C16:0, C16:1n7, C17:0, C18:0, C18:1n9¢c, C18:2n6¢cc, C18:3n6,
C18:3n3, C20:0, C20:1n9¢c, C20:2n6, C20:3n3, C20:4n6, C20:5n3, C22:0, C22:1n9c,
C24:0, C22:6n3, C24:1n9c, C26:0, C28:0, C30:0. Ptiblizné 30 mg kazdé uvedené¢ FA
bylo odvéazeno do odmérné banky a rozpusténo v 5 ml metanolu s naslednym doplnénim
do 25 ml toluenem a tim vznikl zdsobni roztok. DalS§i roztoky byly pfipraveny
postupnym fedénim metanolem v poméru 1:1. Do mikrobiologickych zkumavek se
zavitem bylo odpipetovano 100 pl kazdého kalibra¢niho roztoku, ktery byl odpaten do
sucha pod proudem dusiku. Esterifikaci spole¢né¢ s internim standardem (C13:0) bylo
vytvofeno 6 kalibracnich tirovni. Nejvyssi 7. kalibracni Groven vznikla pouzitim 200 pl
zéasobniho roztoku. Primérny obsah FA v uvedenych sedmi kalibracnich urovnich byl

3 - 190 pg.

Druhé kalibra¢ni sada byla vytvofena pro spojené kolony SLB-IL111 a SP-2560.

Obsahovala celkem 33 FA. Zde jsou uvedeny v potadi dle retenéniho casu: C8:0,
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C10:0, C11:0, C12:0, is0oC14:0, C14:0, C14:1n5¢c, C15:0, isoC16:0, C16:0, isoC17:0,
C16:1n9¢, anteisoC17:0, C17:0, isoC18:0, C18:0, C18:1n9¢c, C18:2n6cc, C20:0,
C18:3n6, C20:1n9¢c, C18:3n3, C21:0, C20:2n6, C22:0, C20:3n6, C22:1n9¢c, C20:4n6,
C23:0, C24:0 C20:5n3, C24:1n9, C22:6n3. Piiblizn¢ 25 mg kazdé¢ FA bylo odvazeno
s presnosti na 5 desetinnych mist a rozpusténo v 10 ml metanolu a doplnéno do 25 ml
toluenem. Dalsi roztoky byly vytvofeny a derivatizovany na FAME vysSe uvedenym
zpusobem. Dvé nejvyssi kalibra¢ni tirovné byly vytvoieny odpipetovanim 200 a 400 ul
zasobniho roztoku. Tim vzniklo 7 kalibra¢nich trovni priimérné obsahujicich 6 - 390 pg

kazdé FA.

3.7 Priprava internich standardti

1. IS pro stanoveni FA v krevni plazm¢

Bylo navadzeno 10,78 mg kyseliny tridekanové C13:0 a 10,13 mg kyseliny
heptadekanové C17:0 a rozpusténo v 25 ml toluenu. Pro ptipravu vzorkl bylo pouzito

100 pl roztoku obsahujici 43,12 pg C13:0 a 40,52 pg C17:0.
2. Priprava IS pro stanoveni FA ve frakci FFA

Bylo odvédzeno 10,37 mg kyseliny tridekanové C13:0 a 11,21 mg kyseliny
heptadekanové C17:0 a rozpusténo ve 25 ml isooktanu. Vznikly roztok by dale 10krat
ziedén isooktanem. Pro ptipravu vzorku bylo pouzito 100 ul roztoku, ktery obsahoval

4,148 ng C13:0 a 4,484 png C17:0.
3. Ptiprava IS pro stanoveni FA v krevnich bunikach

Bylo odvazeno 11,59 mg kyseliny tridekanové CI13:0 a 11,8 mg kyseliny
heptadekanové C17:0 a rozpusténo ve 25 ml metanolu. Pro extrakci lipida z erytrocyta

bylo pouzito 100 ul tohoto roztoku s obsahem 46,36 ug C13:0 a 47,20 ug C17:0.
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4. Ptiprava IS pro stanoveni FA v tukové tkéni

Bylo odvazeno 50,51 mg kyseliny tridekanové C13:0 a 50,18 mg kyseliny
heptadekanové C17:0 a rozpusténo v 10 ml chloroformu. Vznikly roztok byl uchovavan
v lednici pti 5 °C. Pro piipravu vzorkd tukové tkané bylo pozito 100 pl obsahujicich

505,1 pg C13:0 a 501,8 pg C17:0.
5. Ptiprava IS pro stanoveni FA v mateiském mléce

Bylo odvéazeno 177,49 mg kyseliny tridekanové C13:0 a rozpusténo v 25 ml toluenu.
Pro ptipravu FAME bylo pouzito 50 ul vzniklého roztoku obsahujiciho 354,98 pg
C13:0.

3.8 Studie OMEGA - parametry souboru

Dobrovolnici pro klinickou ¢ast studie OMEGA pochézeli z fad studentt 1ékaiské
fakulty. Celkem Slo o 33 zdravych dobrovolniki muzského pohlavi, netrpicich
chronickym onemocnénim, neuzivajicich léky ani potravinové dopliikky s obsahem
omega-3 FA bez jakékoliv dietni restrikce a omezenim fyzické aktivity do 12 h tydné.
Dobrovolnici byli rozdéleni na dvé skupiny, viz. Tabulka 5. Prvni skupina se stravovala
experimentalni dietou obsahujici vejce a kufeci maso obohacené o omega-3 FA.
Kontrolni skupina se stravovala béznymi vejci a béznym kufecim masem v davce 4krat
tydné 1 vejce a 100 g masa/den. Obohaceni masa a vajec o omega-3 FA bylo provedeno
piidanim Inéného seminka do krmné smési jate¢nich brojlert a nosnic firmou RABBIT
Trhovy Stépanov a.s. Pokrmy byly navrzeny nutriéni terapeutkou. Stravovéani probihalo
ve stravovacim provozu Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady pod dozorem ¢lena
feSitelského tymu. Nutricni intervence trvala celkem 8 tydnl. Vzorky krve byly
dobrovolnikii odebrany celkem 4krat: pted zahajenim intervence, po 4 tydnech, na
konci dietni intervence a jeden meésic po jejim ukonceni. V kazdém odbéru byla
provedena analyza celkovych plazmatickych hladin FA. Ve vstupnim odbéru a odbéru

po skonceni dietni intervence byla provedena analyza fosfolipidii z krevnich bunék.
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Tabulka 5. Vstupni charakteristiky obou skupin dobrovolnik( pro studii OMEGA

Parametr Testovaci skupina (n = 16)  Kontrolni skupina (n = 17)
Vek [rok] 21,82 21,51
Télesna hmotnost [kg] 75,33 73,19
BMI [kg/m?] 22,46 22,38

3.9 Odbér krve pro studii OMEGA a VEGGIE

Vzorky venodzni krve byly odebrany nalacno do zkumavek Vacuette (Greiner Bio-
one, Némecko) s obsahem antikoagulantu EDTA. Po vychladnuti byla krev
centrifugovdna 5 min pii hodnoté€ zrychleni 1780 x g. Krevni plazma byla odebrana a
zamrazena. Krevni buiiky byly podrobeny extrakci pro stanoveni profilu FA ve

fosfolipidech krevnich bunék.

3.10 Extrakce fosfolipidt z krevnich bunék

Ke krevnim builkdm v odbérové zkumavce Vacuette byly automatickym
davkovacem pfidany 3 ml fyziologického roztoku. Zkumavka byla nasledné 2 - 3 min
tfepana na horizontalni tiepacce, centrifugovana 4 min pii 1780 % g a nasledné byl
fyziologicky roztok odsat. Uvedeny postup byl proveden celkem 4krat. Nasledn¢ byl
1 ml proplachnutych krevnich bun€k pfepipetovan do bakteriologické zkumavky se
zéavitem, ve které bylo 100 ul metanolu obsahujiciho IS C13:0 (46 pg) a C17:0 (47 ug).
Za ttepani na vortexu bylo pfidano 5 ml izopropanolu. Zkumavka byla nasledn¢ tiepana
1 hod na horizontélni tfepacce. Poté bylo do zkumavky ptidano 3,5 ml chloroformu a
zkumavka byla znovu 1 hod tfepana. Nasledné byla kratce centrifugovana a vznikly
extrakt byl zfiltrovan a odpaten do sucha pod proudem dusiku pii 35 °C. Extrahované
lipidy byly v uzaviené zkumavce ponechany v mrazéku pii -25 °C az do esterifikace

s naslednou analyzou na GC.
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3.11 Studie VEGGIE-2 — parametry souboru

Do skupiny veganti byli zarazeni jedinci konzumujici veganskou stravu minimalné
3 roky, s primérnou dobou 8,3 roku. Kontrolni skupina omnivori byla bez dietnich
omezeni a konzumovala maso a jiné Zivoc¢isné produkty. Skupinu veganii tvotilo 12
muzii a 6 Zen s praimémym vékem 32,8 = 5,1 roku a primémym BMI 23,4 + 2.8 kg/m?.
Do kontrolni skupiny bylo zafazeno 12 muzl a 8 Zen s primérnym vékem 32,5+ 6,4 a

BMI 23,3 + 3,1 kg/m?.

Do interven¢ni casti studie bylo zafazeno 8 vegani a 8 omnivort. Intervence
spo¢ivala v podavani aminokyselin s rozvétvenym postrannim fetézcem (BCAA)
v mnozstvi 15 g/den pro zeny a 20 g/den pro muze po dobu 3 mésicli. Vzajemny pomér
leucin/valin/isoleucin byl 4 :1:1. Pouzité tablety mély hmotnost 2 g a obsahovaly
1000 mg leucinu, 250 mg valinu, 250 mg isoleucinu a 500 mg plniv a pomocnych latek.
Kontroly subjekti probihaly kazdy tyden formou telefonniho rozhovoru a kazdych Sest
tydni byl subjekt navstiven ¢lenem vyzkumného tymu. Vzorky krve pro analyzu FA

byly odebrany pted zahajenim intervence a po jejim skonceni.

3.12 Stanoveni volnych mastnych kyselin (FFA)

Zastoupeni FA ve frakci FFA krevni plazmy bylo provedeno extrak¢ni technikou
s ndslednou analyzou ptipravenych methylesteri na GC dle ¢lanku Husek et al. [164].
Do ependorfky o objemu 2 ml je napipetovano 100 pl roztoku IS, 200 pl plazmy, 400 pl
1sooktanu a 300 pl sraZeciho roztoku obsahujiciho 0,125 g kyseliny stavelové v 25 ml
smési acetonitril/metanol (2:1, v/v). Smés je protfepana na vortexu piiblizné 30s a
kratce centrifugovana na stolni minicentrifuze. Horni frakce je pfepipetovana do malé
vialky spolecné s 300 pl reextrakéniho roztoku. Ten je smési acetonitril/vodny roztok
KOH (10 g/l) vpoméru 9:1 (v/v). Vialka byla uzaviena, promichdna na vortexu,
centrifugovdna a horni frakce obsahujici neutralni lipidy byla odsata do odpadu.
Nasleduje docisténi pridanim 200 pl isooktanu opét s protiepanim a centrifugaci. Horni
organicka vrstva je znovu odsata do odpadu. K extraktu obsahujicimu draselné soli FA
je pfidano 200 pl katalyzac¢niho roztoku, ktery byl tvofen dimethylaminopyridinem

(1 g/10 ml) rozpusténym v 1,5 ml smési dichlormethan/metanol (1:1, v/v) a doplnénym
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do 10ml isooktanem. Do vialky je dale piidano 100 pl esterifikacniho roztoku
obsahujiciho isooktan/methylchlorformidt (9:1, v/v) a vialka je promichéna cca 15 s az
do ztraty zakalu. Po jedné minuté je ptidano 200 ul 1 M HCI. Smés je promichana na
vortexu, centrifugovéana a horni organicka vrstva obsahujici isoooktan a vzniklé FAME

je analyzovana na GC.

3.13 Odbér tukové tkané pro studii VEGGIE-2

Vzorky podkozni tukové tkédne¢ (AT) byly odebrany z periumbilické oblasti
standardni Bergstromovou technikou pro tkanovou biopsii [165]. Nasledné byly
mikrodisektovany, zvazeny a uskladnény pii -80 °C. Pfed analyzou byl vzorek AT o
hmotnosti 25 - 50 mg mechanicky desintegrovan v tfeci misce a extrahovan 4 x 1 ml
smési chloroform/metanol (2:1, v/v) spolecné s IS C13:0 a C17:0 v mnozstvi 0,5 mg.
Extrakt byl nésledné zfiltrovan, odpafen do sucha proudem dusiku a uchovavan

v mrazéku pii -25 °C az do esterifikace.

3.14 Studie zastoupeni TFA v materském miléce

3.14.1 Odbér vzorki materského mléka

Neékolik odbérti zmrazeného matetského mléka od jednoho subjektu bylo
rozmrazeno, homogenizovano, rozpipetovano a znovu zamrazeno k dal$im analyzam.
Primémy veék kojicich matek byl 30 let v rozmezi 21 - 37 let. Primérny vék ditéte
v dobé& odbéru byl 30 dnti v rozmezi 4 - 60 dnfl. Primé&rmé BMI matek bylo 24 kg/m? a
to vrozmezi 19 - 41 kg/m®. Tticet devét matek bylo v oblasti normalniho BMI, 11
v oblasti preobezity, 4 v oblasti obezity 1. stupné¢ a jedna v oblasti obezity 3. stupné.
Subjekty vyplnily detailni dotaznik stravovacich navykt, jeho ¢ast souvisejici s TFA je

v Tabulce 6.
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Tabulka 6. Vybrané polozky z potravinového dotazniku prazskych kojicich matek se
vztahem k TFA.

Potravina pocet odpovédi

mléko a mlécné vyrobky

denné 52

2-3x tydné 4
fast food*

Ix mésicné a Castéji 24

nikdy 32
pizza, popcorn a pod.

Ix tydné 4

Ix mési¢né 37

nikdy 15
margariny (Rama, Flora, atd.)

1-3x mésicné a Castéji 16

témeéf nikdy / nikdy 35
pokrmové tuky (Omega a pod.)

1-3x mésicné a Castéji 14

témef nikdy / nikdy 37
jemné pecivo (kolace, koblihy atd.)

Ix tydné a Castéji 34

1-3x mésicné 10

témef nikdy / nikdy 5
z toho vyrobky z listového tésta

Ix tydné a Castéji 14

1-3x mésicné 22

témef nikdy / nikdy 12
oplatky, suSenky, perniky atd.

2-3% tydné¢ a Castéji 19

Ix tydné 13

Ix mé&sicn€ a méné Casto 19
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nahrazky cokolady

1% tydné a Castéji 24

Ix mésicné a Castéji 27
smazené a fritované pokrmy

1% tydné a Castéji 14

Ix mé&sicné 16

témef nikdy / nikdy 21
hranolky, chipsy

1% tydné a Castéji 8

Ix mé&sicné 21

tém¢ef nikdy / nikdy 22
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Metoda pro stanoveni zakladniho profilu FA

Pozadavkem na metodu pro stanoveni zakladniho profilu FA bylo rozliSeni vSech
bézné zastoupenych FA ve vzorcich, které budou v budoucnu analyzovany. Dopiedu
bylo pocitano hlavné s krevnim sérem a krevni plazmou. Dale ptichazelo v tvahu
matetské mléko, lipidové extrakty z tkani a analyza pfirodnich tuka ¢i olejii. Druhym
faktorem byl co nejkratsi Cas analyzy. Z naSich pfedchozich zkuSenosti s analyzou FA
byla zvolena 15 m kolona STABILWAX. Pro identifikaci, byly pouzity standardy
methylesterti jednotlivych FA. Pfi vyvoji teplotniho programu se jako kli¢ova ukazala
byt separace kritického paru kyseliny lignocerové (C24:0) a DHA (C22:6n3). Presnéji
jde o triplet pikt, jelikoz za témito dvéma FA je eluovana jest¢ kyselina nervonova
(C24:1). Separace zminénych FA je dosazeno pouzitim dvojitého teplotniho gradientu.
Pribéh gradientu a separace kalibracni smési FA, viz. Obr. 11. V pribéhu prvni ¢asti
teplotniho programu od 120 °C do 190 °C s gradientem 10 °C/min je eluovéna vétSina
separovanych FA. Druhy gradient 40 °C/min az do maxima 250 °C slouzi k rozliSeni
zminéného kritického tripletu a zaroven k eluci vSech dalSich vySe vroucich komponent
vzorku. Posledni eluovanou latkou v chromatogramu je pik cholesterolu, viz.
chromatogram na Obr. 11 B. Bylo zjisténo, Ze s postupnym starnutim kolony se snizuje
rozliSeni C24:0 a C22:6n3. Posunem polohy druhého gradientu lze jejich rozliSeni
zvysit. U nové kolony druhy gradient za¢ind az pii 210 °C a se starnutim kolony je jeho
zacatek zkracovan az ke 190 °C. Pti dalSim snizeni rozliSeni je vhodné kolonu vyménit
za novou. Nasledné byla provedena kalibrace metody zméfenim 4 kalibra¢nich sad
pfipravenych zvySe uvedenych kalibracnich roztoki. Vyhodnoceni naméfenych
chromatogramti a sestaveni kalibra¢nich piimek bylo provedeno softwarem
Class VP 4.3 pouzivanym k ovlddani GC. Pouzity software ze zmétfenych ploch
kalibraénich vzorki a zadanych mnozstvi FA vytvafi kalibracni piimku

vynesenim pomeért mnozstvi FA/IS proti poméru plochy FA/IS.

T g SR (34)

70



Hodnoty citlivosti (@) a posunuti (b) jsou uvedeny v Tabulce 7. Dale software

pocita primérny odezvovy faktor vytvoieny z odezvovych faktorii (RF) jednotlivych

kalibra¢nich trovni vyjadienych jako:

RF — AFA/AIS

Mgy /m1s

(35)

Priimémy odezvovy faktor (ARF), korelaéni koeficient (R°), limit detekce a mez

stanovitelnosti jsou také uvedeny v Tabulce 7.

100 —

16

1A teplota kolony 15147 18 290
80 signal FID 3 14 / [
> g 1 6 9 oM 12 19
E 60 o 2l 4 5 7 g .
© ] IS
5’ 40 —_ — 120
® 20 - *
! | ' | ! | | ! |
0 2 4 8 10 10,5
t. [min]
100 — B — 250
o teplota kolony
— 80 4 21 signal FID
= 1 20]22
E 60 -
© N 23 26
B 0] 24
A A 25
0 _ s At J h /
L | . | | A .
10,5 12 14 16 23 24
t. [min]

Obrazek 11. Chromatogramy kalibracniho vzorku 6. kalibracni Urovné, rozdéleny

v Case 10,5 minuty na obrazek A a obrazek B. Pofadi FA odpovida Tabulce 7. IS =
C13:0; * artefakt vznikly pfi esterifikaci.
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Tabulka 7. Kalibraéni parametry metody pro stanoveni FA na 15 m koloné
STABILWAX; LOD a LOQ uvedeno v pg/ml.

FA a b ARF R’ LOD LOQ
1. Cl12:0 1,07474  0,01505  0,91749  0,99934 2,4 5,7
2. Cl4:0 1,03539  0,01304  0,96545  0,99939 3,2 8,3
3. Cl4:1n5 1,08243  0,01804  0,91254  0,99941 1,3 1,9
4. C15:0 1,02590  0,01188  0,96647  0,99942 2,0 4,2
5. Cl6:0 1,01785 -0,00640 1,05623 0,99950 14,5 46,0
6. Clé6:1n7 1,03278  0,01844  0,94646  0,99952 1,3 2,1
7. C17:0 1,02219  -0,01589  1,02352  0,99990 1,3 2,0
8. ClI8:0 0,98179  -0,00392 1,08101 0,99957 13,8 43,6
9. Cl8:1n9 1,04486  -0,00487  1,00226  0,99969 5,5 16,1
10. C18:2n6 1,10468  0,01219  0,90616  0,99956 2,4 5,6
11. C18:3n6 1,08271  0,00901  0,93628  0,99956 2,3 5.3
12. C18:3n3 0,98416  0,00982  1,02164  0,99956 1,3 2,0
13. C20:0 0,97397  0,00877  1,03006  0,99948 1,3 1,8
14. C20:1n9 0,98978  0,01306  1,01298  0,99946 1,9 3,9
15. C20:2n6 1,07853  0,01452  0,92528  0,99946 1,6 2,9
16. C20:4n6 1,09454  0,01358  0,91369  0,99947 1,5 2,8
17. C20:5n3 1,10011  0,01014  0,91258  0,99950 1,3 1,9
18. C22:0 0,98246  0,00848  1,02227  0,99954 1,2 1,7
19. C22:1n9 1,04640  0,00818  0,96257  0,99952 1,4 2,4
20. C24:0 0,93861  0,01516  1,06277  0,99908 1,3 2,0
21. C22:6n3 1,08545 -0,00124  0,94414  0,99990 1,2 1,8
22. C24:1n9 0,94593  0,00964  1,05930  0,99950 1,3 2,1
23. C26:0 0,95712  0,00897  1,04912  0,99949 1,3 1,8
24. C28:0 0,96051  0,00805  1,04485 0,99958 1,5 2,6
25. C30:0 0,97120  0,00876  1,02297  0,99961 1,7 3,2
26. cholesterol  1,11096 -0,02945 0,91057  0,99998 3,3 8,4
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4.2 Metoda pro stanoveni volnych mastnych kyselin

Pouzita metoda vychazi z clanku Husek et al. [164] a je zalozena na extrakci FFA
a jejich esterifikaci pomoci methylchlorformiatu. Tento derivatizacni proces esterifikuje
pouze FFA. Metoda byla vytvoiena a kalibrovana za pouziti kalibra¢nich roztokt
uvedenych v experimentalni ¢asti a zpracovanych popsanym extrakénim postupem pro
FFA. Teplotni program a dal$i podminky pro GC zistavaji shodné s metodou pro
stanoveni celkovych FA krevni plazmy. Metoda a teplotni program jsou pouze zkraceny
na 13 min, jelikoz dalsi FA za C24:1n9 se ve frakci FFA nevyskytuji. Kalibra¢ni
parametry spolecné s LOD a LOQ jsou uvedeny v Tabulce 8. Kalibra¢ni rozsah byl 1,6
- 103 pg/ml plazmy.

Tabulka 8. Kalibraéni parametry metody pro stanoveni FA ve frakci FFA na 15 m
koloné STABILWAX. Tugné vyznacené FA mély linearni kalibraéni rozsah pouze 1,6 —

26 pg/ml plazmy. LOD a LOQ uvedeno v pg/ml.

FA a b ARF R’ LOD LOQ
1. Cl12:0 1,11396  0,05963  0,79827 0,99788 0,3 1,0
2. Cl4:0 0,97298  0,02666  1,09425 0,99987 0,7 1,7
3. Cl4:1n5 1,02094  0,07955  0,87424 0,99773 0,5 1,2
4. C15:0 0,92481  0,02381  1,16048  0,99952 04 1,0
5. C16:0 0,92658 -0,06915 1,34558 0,99815 23 5,7
6. Cl6:1n7 0,93342 003176  1,11152 0,99921 0,5 1,2
7. C17:0 0,86142 -0,05748 127130 0,99961 0,7 1,9
8. CI18:0 0,89519  -0,06454 1,39241 0,99874 2.4 6,5
9. Cl18:1n9 0,83104 -0,03202  1,32151 0,99980 1,1 2,4
10. C18:2n6 0,96219  -0,05221 1,11492  0,99917 1,0 2,1
11. C18:3n6 0,94414 000140 1,06416 099995 0,5 1,3
12. C18:3n3 0,78879  0,05340  1,18051 0,99830 04 1,1
13. C20:0 0,71202  0,00880  1,44530 0,99905 1,5 2,3
14. C20:1n9 0,71108  0,00459  1,43228 0,99927 04 0,9
15. C20:2n6 0,85959  -0,02539 125810 0,99972 0,7 1,4

C20:3n3 1,18645 -0,01003 0,86001  0,99969 0,2 0,8
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

C20:4n6
C20:5n3
C22:0

C22:1n9
C24:0

C22:6n3
C24:1n9

0,84597
081263
0,70862
0,76005
0,74849
0,88519
0,70910

0,03684
0,10283
0,00056
-0,00430
0,00703
0,00146
-0,01221

1,14115
1,04515
1,41660
1,34646
1,39034
1,16705
1,49508

0,99902
0,99717
0,99968
0,99842
0,99888
0,99970
0,99910

0,5
0,2
0,5
0,6
1,3
1,4
0,1

1,3
1,0
0,9

2,1
2,2
0,8
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4.3 Studie OMEGA

Na projektu participovaly nasledujici subjekty: Rabbit Trhovy Stépanov a.s.,
Rabbit ChotySany a.s., Botanicky tstav AV CR, EcoFuelLaboratories, s.r.o.,
Mikrobiologicky tstav AV CR, Mydlatka a.s., Ustav chemickych procesi AV CR,
Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze a 3. I¢karska fakulta UK. Cilem projektu
bylo vytvotfeni doplnkli krmnych smési na bazi mikrofas a Inéného seminka pro
produkci funkénich potravin a to OMEGA vajec a OMEGA kufeciho masa. Tim by
vznikla surovina zabezpecujici ptisun PUFA s dlouhym fetézcem jako je EPA a DHA,
které jsou nezbytné pro vyvoj mozku a o¢i u déti, pfipadné jsou benefitem pro
kardiovaskularni a nervovy systém dospélych. Bézn¢ dostupnym zdrojem téchto FA je
rybi tuk, ktery je soucasti n€kterych potravinovych doplikil pouzivanych i pro té¢hotné
¢1 kojici zeny. Ten je dobfe zndmy svou nepfijemnou chuti a vini. NaSi ulohou
v projektu bylo provedeni analyz biologického materialu ziskaného od dobrovolnika
v pribéhu klinické c¢asti studie se zamérem stanovit hladiny FA v odebraném
biologickém materidlu a tim potvrdit ¢i vyvratit smysluplnost obohacovani krmnych
smési.

Klinicka ¢ast studie OMEGA méla celkem tfi Casti, v jejichz prubéhu dobrovolnici
konzumovali maso a vejce ziskané z kufic krmenych za pomoci tiech riznych krmnych
smeési. V ramci této kapitoly dizertacni prace predkladam vysledky pouze z druhé faze
studie OMEGA. V jejim pribéhu byla testovaci skupina kurat krmena smési obsahujici
0,3 % tasy Trachydiscus minutus a 1 % Inéného seminka. Smés kontrolni skupiny pak
obsahovala pouze 1% Inéného seminka. Vykrm probihal v prvni ¢asti roku 2015,
klinickd ¢ast s odbérem vzorkl v druhé poloviné téhoz roku a analyzy zacatkem roku
2016. Sledovani FA v odebrané krevni plazmé odrézi jejich kratkodoby piijem [162].
Jako indikéator dlouhodobého piijmu byly pouzity FA z erytrocytd [153, 160, 161],
jejichz zivotnost se pohybuje mezi 110 - 120 dny. V pribéhu 8 tydenni dietni intervence
tak doSlo k vyméné pfiblizné poloviny znich. BéZnym stfednédobym ukazatelem
piijmu FA jsou fosfolipidy krevni plazmy [162], jejichz analyza po prvotni extrakci dale
vyzaduje separaci lipidovych frakci bud® pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC)
[166], extrakce na tuhé fazi (SPE) [166-168] nebo HPLC s odbérem frakce fosfolipida
[169, 170]. Ziskané fosfolipidy jsou esterifikovany a vzniklé FAME nésledné
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analyzovany na GC. Jelikoz erytrocyty nepouzivaji jako energeticky substrat FA,
nem¢ly by obsahovat ani FFA a TAG, coz potvrzuji publikace Holcapek et al. [171] a
Chamorro et al. [170]. Lipidovy profil erytrocytii je tvofen cholesterolem, fosfolipidy a
sfingomyelinem. Proto byla zvolena metoda extrahujici lipidy z erytrocyti podle
modifikovaného postupu z ¢lanku Rosé a Oklander [172]. Metoda se vyznacuje nizsi
kontaminaci extraktu hemem oproti bézné pouzivané extrakci dle Folche [173]. Postup

extrakce je uveden v Kapitole 3.10.

Stanovené plazmatické koncentrace FA v pg/ml plazmy v pribéhu vsech 4 odbéra
jsou uvedeny v Tabulce 9. Ze sledovanych omega-3 FA jsme nalezli signifikantni
zménu v hodnotdch koncentraci pouze u C20:3n3 v testovaci skupiné mezi 1. a 3.
odbérem. Jde pravdépodobné o pokles vyvolany mirmé zvySenym piijmem EPA
(C20:5n3) z mikrofas, ktery vedl k niz8i endogenni syntéze. Piiblizn¢ 13 g suSenych fas
obsahuje cca 88 mg EPA [150]. Pfestoze rozdily mezi minimalni a maximalni
plazmatickou hodnotou X FA nejsou statisticky vyznamné, normalizovali jsme vysledky
pievedenim na procentudlni zastoupeni jednotlivych FA. Procentualni zastoupeni
sledovanych omega-3 FA, spole¢né s témi FA u kterych doslo k signifikantni zméné,
jsou vyneseny v grafech na Obr. 12. V ptipadé¢ ALA, pochazejici z Inéného seminka
v krmné smési, byl pozorovan vzestup koncentrace v prib¢hu dietni intervence u 2. a 3.
odbéru predevsim u kontrolni skupiny. Nicméné zadny z rozdild, at’ uz mezi skupinami
nebo mezi jednotlivymi odbéry stejné skupiny, neni statisticky vyznamny. Stejny zaveér
plati i pro EPA (C20:5n3). V ptipadé DHA (C22:6n3) je pozorovatelny vzestupny trend
u kontrolni skupiny, ale bez statistické vyznamnosti. OvSem zvySeni plazmatické
hladiny v prvni poloviné dietni intervence u testovaci skupiny uz statisticky vyznamné
je. Signifikantni zGstdva pokles hladiny C20:3n3 u testovaci skupiny mezi 1. a 3.
odbérem, viz. Obr. 12. Jedinym rozdilem pozorovanym mezi testovaci a kontrolni
skupinou je postupné rozevirani ntizek v zastoupeni ARA, které je signifikantni ve 3. a
ve 4. odbéru. Shodny rozdil mezi skupinami plati pro jedinou nasycenou kyselinu
C22:0, jejiz koncentrace v prvni poloviné intervence nejprve klesa a nasledné ve 3.
odbéru stoupd a nejvyssiho vzestupu dosahuje po vymyvaci periodé, tj. ve 4. odbéru.
Statisticky signifikantni je ovSem pouze rozdil mezi 1. a 4. odbérem u kontrolni

skupiny.

Pro sledovani dlouhodobého vlivu byly analyzovany FA v erytrocytech, viz.
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Tabulka 10. V erytrocytech byl odhalen statisticky signifikantni vzestup X vSech FA
mezi 1. a 3. odbérem u obou skupin a z tohoto diivodu byly vysledky normalizovany na
procentualni zastoupeni FA v extraktu z erytrocytl, viz. Obr. 13. Jedna se pfedevSim o
signifikantni narGst DHA o 4,4 % v prvnim a o 5,1 % ve tfetim odbéru u testovaci
skupiny. Omega-index testované skupiny vzrostl z 5,1 % na 5,8 % mezi 1. a 3. odbérem
a u kontrolni skupiny z 5,3 % na 5,8 %. Podobny nartst byl také pozorovan u ARA: z
16,4 % na 16,7% u testovaci a z 16,8 % na 17,9 % u kontrolni skupiny. Jako
signifikantni vychazi rozdil u kontrolni skupiny mezi 1. a 3. odbérem a mezi testovaci a
kontrolni skupinou ve 3. odbéru, tj. na konci dietni intervence. Zmény u obou FA
v erytrocytech jsou i v dobré shod¢ s plazmatickymi zménami FA v priibéhu studie.
Kladnym efektem ptidavku mikrofasy do krmné smési je faktor efektivnosti vykrmu
(FEV), uvedeny v Pfiloze 1A zavéreéné zpravy za Rabbit Trhovy Stépanov a.s.,

pocitany dle vzorce:

_ % dozitych kurat x Ziva hmotnost

FEV x 100 (36)

stari(dny) x konverze krmiva

Dle zavérecné zpravy FEV vychazi 244 pro testovaci a 227 pro kontrolni skupinu.
Vzhledem k zdokumentovanému nizkému vzestupu hladiny omega-3 FA a to pouze u
DHA se nabizi otazka ekonomické vyhodnosti obohacovani masa a vajec o omega-3
FA, byt ekologick4 navaznost ve zpracovani fugatu z anaerobni digesce praseci kejdy,
vyuziti odpadnich sacharidl, hydrolyzath celulozy, polyalkoholti a CO, ze spalnych
plynii pro kultivaci fas produkujicich PUFA, jisté smysl dava.

77



Tabulka 9. Koncentrace FA v krevni plazmé proband( studie OMEGA v ug/ml; T -

Testovaci, K - Kontrolni

Odbér 1. 2. 3. 4.

Skupina T K T K T K T K
FA \ poCet 16 17 16 18 16 16 15 16
C14:0 28 28 28 28 27 28 34 29
C16:0 651 644 643 626 639 588 650 586
Cl16:1n7 58 56 53 52 50 52 59 50
C17:0 304 304 302 302 301 300 302 300
C18:0 189 185 189 184 182 174 184 172

C18:1n9¢ 620 610 620 605 602 543 593 539
C18:1n7¢ 50 51 49 49 47 43 49 46
C18:2n6cc 941 895 940 896 932 824 914 817

C18:3n6 15 16 13 16 13 15 14 14
C18:3n3 18 19 18 18 20 21 18 19
C20:0 7 7 7 7 7 7 7 7
C20:1n9¢c 8 7 7 7 7 6 7 7
C20:2n6 7 7 7 7 6 6 7 6

C20:3n3 45 44 44 45 38 39 40 40
C20:4n6 203 210 213 216 203 210 196 209
C20:5n3 20 21 23 23 19 21 21 20

C22:0 20 19 18 18 18 18 22 22
C24:0 20 19 20 19 19 19 20 18
C22:6n3 42 44 51 47 47 45 45 46
C24:1n9 37 37 40 38 37 35 37 37
X FA 2980 2919 2983 2903 2912 2695 2918 2679
2 SFA 916 902 906 882 893 834 917 834

2~ MUFA 773 761 769 752 742 680 745 679
> PUFA 1292 125 1308 1269 1277 1181 1256 1166
Xn3 PUFA 125 128 135 133 123 126 125 120
Xn6 PUFA 1167 1128 1173 1136 1153 1055 1131 1045
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Obrazek 12. Rozdily v procentualnim zastoupeni plazmatickych hladin FA u testovaci
a kontrolni skupiny v prabéhu 4 odbérl. Statisticky vyznamné rozdily zjisténé pomoci

ANOVA (a = 0,05) mezi odbéry i mezi skupinami jsou oznaceny *.
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Tabulka 10. Koncentrace FA v erytrocytech probandli studie OMEGA v ug/ml; T -

Testovaci, K - Kontrolni

Odbér 1. 3.
Skupina T K T K
FA\ pocet 16 17 15 17
C14:0 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cl16:0 354 338 386 384
Cl16:1n7 6 5 5 5
C18:0 240 229 268 252
C18:1n9¢ 213 199 217 212
Cl18:1n7c 21 20 20 20
C18:2n6¢cc 190 171 206 196
C18:3n3 2 2 3 3
C20:0 7 7 7 8
C20:1n9¢ 5 5 5 5
C20:2n6 6 6 7 7
C20:3n3 30 28 31 32
C20:4n6 267 256 295 312
C20:5n3 12 12 13 14
C22:0 29 27 30 29
C24:0 81 78 86 87
C22:6n3 73 70 90 87
C24:1n9 87 82 92 94
X FA 1628 1538 1768 1751
> SFA 717 684 783 765
¥ MUFA 332 311 340 336
> PUFA 580 544 645 650
Yn3 PUFA 117 111 137 135

2 n6 PUFA 463 433 507 515
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C22:6n3

% FA v X FA erytrocytQ

B Testovaci
71 Kontrolni

odbér

o5 _ C20:4n6
B Testovaci
* 771 Kontrolni

*

—_—_——

odbér

Obrazek 13. Statisticky vyznamné rozdily v procentudlnim zastoupeni FA v

erytrocytech. * statisticky vyznamné rozdily (ANOVA, a = 0,05).
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4.4 Studie VEGGIE-2

Nase spole¢nost je suzovana vyskytem diabetu mellitu a komplikacemi s nim
spojenymi. Ty casto zkracuji délku Zivota nebo snizuji jeho kvalitu. Zprava WHO
z roku 2014 hovoii o 422 milionech lidi zasazenych nékterou z forem diabetu, coz ¢ini
asi 8,5 % veskeré dospélé populace na Zemi [174]. Odhady pro rok 2018 mluvi uz o
vice nez 500 milidonech [175] a predikce pro rok 2045 dle IDF c¢ini 629 miliont
diabetikl s nejvys$im nartistem v rozvojovych zemich [176]. Pfedstupném T2D je vznik
tzv. inzulinové rezistence (IR), nazyvané téz jako poruSena glukézova tolerance (IGT).
V CR ptipadalo v roce 2017 na 718 tisic diabetiki zhruba dalsich 185 tisic lidi s IGT
[177]. U lidi stravujicich se veganskou ¢i lakto-ovo-vegetarianskou stravou je prokazan
masnych vyrobkil je spojovan se vznikem IGT a T2D [187], ale dietnich faktora

majicich vliv na rozvoj IGT je cela fada a jejich vliv je komplexni.

V ramci studie VEGGIE-2 byly vybrany dva faktory spojené s pfijmem masa a to
nasycené mastné kyseliny (SFA) a rozvétvené aminokyseliny (BCAA) a byl sledovan
jejich vliv na inzulinovou senzitivitu, markery oxidativniho stresu a mitochondrialni
biogeneze u vegani. Studii VEGGIE-2 vedl dr. Gojda s finanénim podporou MZCR,
grant NT/14416. Nasi ulohou bylo stanoveni FA ve frakci FFA krevni plazmy,
v erytrocytech a ve vzorcich odebrané tukové tkané. Diky casové narocnosti projektu se

spektrum planovanych ukoli zizZilo na intervenci BCAA.

Na pocatku byl porovnan profil FA u skupiny veganii a omnivort vychazejici ze
vstupnich odbér. U vegant byly ocekavany niz$i hladiny SFA a naopak vyssi hladiny
PUFA oproti kontrolni skupiné, coz potvrzuje analyza tukové tkané, viz. Tabulka 11, i
analyza plazmatickych FFA, viz. Tabulka 12. Omnivoii maji o 65 % vys§i sumdarni
hladinu SFA ve frakci FFA oproti veganim. V tukové tkani tento rozdil ¢ini 53 %.
V ptipadé PUFA maji vegani vyS$i hladinu ve frakci FFA krevni plazmy o 29 % a
v tukové tkéni tento rozdil ¢ini dokonce 95 %. Mezi tukovou tkani a frakci FFA existuje
samoziejm¢ Uzké propojeni z divodu vyplavovani zdsobnich lipidi pfi lacnéni.
Zajimavé je, ze se tento fakt vyrazn¢ nepromita do lipidového profilu erytrocytu.
Signifikantni rozdily v absolutnich koncentracich FA se zde sice objevuji, ale po

pfepocteni Tabulky 13 na procentudlni zastoupeni jsou sumarni hladiny jednotlivych
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skupin FA jiz statisticky shodné. Vyjimkou jsou omega-3 FA, jejichz sumdarni
zastoupeni je na Urovni 55 % kontrolni skupiny. Primérna hodnota omega-3 indexu je
2,3 % pro vegany a 5,4 % pro omnivory. Nedostatek omega-3 FA s dlouhym fetézcem
tak patfi mezi jednu z nevyhod veganské stravy. Konkrétné jde o EPA a DHA, jejichz
procentudlni zastoupeni v erytrocytech je piiblizné poloviéni oproti omnivortim, viz.

Obr. 14.

U intervence BCAA se nam podatilo zachytit dvé statisticky signifikantni zmény
ve frakci FFA a to vzestup kyseliny myristové u vegani a pokles kyseliny stearové
v kontrolni skuping, viz. Tabulka 12. Stejny pokles C18:0 se objevuje i v absolutnich
koncentracich v erytrocytech (Tabulka 13); pfi porovnani procentudlniho zastoupeni
ovSem nebyl odhalen rozdil. V absolutnich koncentracich byl zaznamenan pokles
C18:1n9, C20:4n6, C24:0 a C24:1n9 u kontrolni skupiny. Ze zmén v procentualnim
zastoupeni FA v erytrocytech byl odhalen statisticky vyznamny nartst kyseliny
palmitové a palmitolejové u kontrolni skupiny, viz Obr. 15. Jelikoz BCAA nejsou
metabolizovany v jatrech, ale pfedevsim kosternim svalstvem a tukovou tkani, je jejich
piebytek spojen s de novo lipogenezi [188]. To pravdépodobné vedlo k navySeni
zastoupeni C16:0 a Cl16:1n7 v erytrocytech po 3 meésicni intervenci, ale pouze u
kontrolni skupiny omnivorti. Tento vysledek je v dobré shodé s analyzou exprese genti
tukové tkané publikované v ¢lanku Gojda et al. [189], kde doslo ke zvySeni exprese
syntazy mastnych kyselin (FAS), stearyl-CoA-desaturazy 1 (SCD1),
diglyceridacyltransferazy (DGAT-2) a to vSe pouze u kontrolni skupiny omnivort.
Hypotéza vysvétlujici odlisné reakce na BCAA u téchto dvou skupin pravdépodobné
spo¢iva v nizsi bazélni hladiné BCAA u vegant. Na druhé stran¢ u omnivort vede
jejich prebytek ke zvyseni lipogeneze v tukové tkéani [189], ale faktorti majicich vliv je
samoziejm¢ vice. Jednim z dalSich miize byt nizS§i hladina nékterych vitamint
(kobalamin 4) ovliviigjici diferenciaci adipocyti a nasledné vedouci k nizSimu

lipogennimu efektu u veganti [189].
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Obrazek 14. FA se signifikantné odliSnym procentuainim zastoupenim v erytrocytech

veganl a omnivord (ANOVA, a = 0,05).

Tabulka 11. Koncentrace FA v tukové tkani vegand (n = 18) a omnivor (n = 20)

v mg/g. Signifikantni rozdily (ANOVA, a = 0,05) vyznaceny tuéné.

FA Vegani Kontroly
C12:0 7,1 55
C14:0 13,1 24,7
C14:1 0,9 2,6
C16:0 139,2 221,6
C16:1 15 31,9
C18:0 25,9 32,9
C18:1 3723 354,7
C18:2 186,6 92,0
C18:3n3 91 5,9
C20:0 2,1 2,1
C20:1n9 5,4 6,2
C20:2n6 2,4 1,6
C20:3n3 1,5 1,1
C20:4n6 2 2
C22:6n3 0,7 0,8

Vegani Kontroly

X FA

X SFA

2~ MUFA
2 PUFA

783.3
187,4
393,6
202,3

785,6
286,8
395,4
103,4
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Tabulka 12. Koncentrace jednotlivych FA ve frakci FFA krevni plazmy v ug/ml.
Statisticky vyznamné rozdily (ANOVA, a = 0,05) mezi skupinami (n = 8) pfed intervenci
jsou vyznaceny tuéné, signifikantni rozdily v ramci stejné skupiny pfed a po intervenci

jsou vyznaceny modre.

odbér vstupni intervence BCAA
FA Vegani Kontroly Vegani Kontroly
C14:0 2,1 4,5 2,7 3,9
C16:0 28,8 50,1 31,2 40,3
C16:1n7 4,1 9,7 4,2 8,2
C18:0 10,5 13,7 9,2 10,2
C18:1n9¢ 66,7 89,9 69,0 71,7
C18:1n7¢ 3,3 5,7 3,1 4,6
C18:2n6c¢cc 41,5 31,5 45,4 29,9
C18:3n3 3,1 2,6 3,5 2,5
C20:4n6 2,5 2,4 2,1 1,9
> FA 162,6 210,0 170,5 173,3
> SFA 41,4 68,2 43,1 54,4
> MUFA 74,1 105,3 76,4 84,6
¥ PUFA 47,1 36,5 51,0 34,3
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Tabulka 13. Koncentrace FA v erytrocytech vegant a kontrol (n=8) pfed a po

intervenci  BCAA v ug/ml; tuéné - signifikantni rozdily mezi skupinami

(ANOVA, a = 0,05), modre - signifikantni rozdily pfed a po intervenci.
odbér vstupni intervence BCAA
FA Vegani Kontroly Vegani Kontroly
C14:0 9,2 9,3 <LOQ 9,7
C15:0 5,0 5,1 4,2 5,0
C16:0 361,3 4174 373,9 393.8
C16:1n7 3,6 6,0 3,5 7,3
C18:0 248,1 275,7 246,5 247,0
C18:1n9¢ 211,9 245,3 228,2 217,4
Cl18:1n7c 19,4 23,5 21,1 21,7
C18:2n6¢cc 201,5 194,5 213,0 178,7
C18:3n6 <LOQ <LOQ <LOD <LOD
C18:3n3 3,0 3,7 3,0 2,6
C20:0 5,6 9,8 6,3 8,0
C20:1n9¢ 4,8 6,7 5.4 4,9
C20:2n6 8,2 6,8 8,4 6,3
C20:3n3 24,6 33,5 27,4 30,7
C20:4n6 230,3 2954 263,1 260,2
C20:5n3 5,8 15,5 6,8 12,9
C22:0 22,5 304 21,9 26,3
C22:1n9c¢ <LOQ 2,5 <LOQ <LOQ
C24:0 63,1 69,8 60,9 59,0
C22:6n3 30,3 83,2 37,6 71,5
C24:1n9 71,7 85,7 77,5 74,7
X FA 1533,9 18222 16194 1640,8
Y. SFA 714,8 817,6 721,4 748,8
Y MUFA 313,1 369,7 3374 327,8
X PUFA 506,0 634,9 560,6 564,2
X n3 PUFA 63,6 135,8 74,8 117,7
Y n6 PUFA 4342 492,3 477,4 440,2
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Obrazek 15. Rozdily v procentualnim zastoupeni FA v erytrocytech po intervenci

BCAA u skupiny vegant a omnivor(. * signifikantni rozdily (ANOVA, a = 0,05).
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4.5 Vytvoreni teplotniho programu pro spojené kolony

Vyvoj metody pro GC s dvéma rliznymi spojenymi kolonami vychéazel z metod pro
piimou GC analyzu frans izomert FA na 100 metrové kolon¢ s polarni SF. Cis izomery
FA vykazuji vyssi afinitu k polarni SF v porovnani s frans a navic malé rozdily
v polarité molekuly, dle pozice dvojné vazby v molekule, vedou k odd€leni jednotlivych
polohovych izomerd. Dosahovéno je vysS$iho rozliSeni pro cis polohové izomery
v porovndni s trans. Z pouzivanych SF jde pfedev§sim o kyanopropylovou fazi CP-
Sil88, SP-2560 a zatim nejvice polarni fazi IL111. Pro vSechny tyto kolony existuji
metody umoziiujici stanovit sumu trans C18:1 izomer ve vzorku, viz. chromatogram
na Obr. 16. Separace vSech pozicnich ftrans ¢i cis izomert kyseliny oktadecenové

v prirodnim nebo biologickém materidlu se na téchto kolonach dosdhnout

nepodafilo.
L v
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- -— 04
©
160 - 5 o
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o O : ’ Y .
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Obrazek 16. Separace mastnych kyselin na 100 m koloné SLB-IL111 se zvétSenim
zény obsahuijici trans/cis izomery C18:1. Pratok Hz = 2,1 ml/min. Teplotni program:
140 °C po 5 min, gradient 8 °C/min na 190 °C drzenych 16 min, gradient 27 °C/min na
260 °C drzenych 5 min.
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Yoshinaga et al. [190] byl tomuto cili nejblize: Z 13ti pozi¢nich trans izomert bylo
pln€ oddéleno 9 izomert, ¢astecné separovany byly izomery trans-8 a trans-9 a izomery
trans-6 a trans-7 koeluovaly. To vSe pii dobé analyzy 165 min pro vzorek obsahujici
pouze C18:1 izomery. Rozdéleni nékterych pozicnich izomera v mléce dosahl
Delmonte et al. [191] pii spojeni dvou 100 metrovych kolon SLB-IL111. Pfesto napf.

izomery trans-8 a trans-9, trans-13 a trans-14 a cis-6 a cis-7 koeluovaly.

S cilem provést co nejlepsi separaci jednotlivych trans izomerti jsme se rozhodli
vydat stejnou cestou. Pro analyzu jsme pouzili star§i kolonu SLB-IL111 a zcela novou
kolonu SP-2560, které¢ jsme spojili spojkou. Vyvoj teplotniho programu vychézel ze
znalosti idedlni teploty pro separaci C18:1 izomert pfi izotermdlni eluci. Pro kolonu SP-
2560 je to teplota 180 °C, zatimco pro kolonu SLB-IL111 je to 168 - 170 °C. Pti této
teploté ale dochazelo ke koeluci C14:1n5¢ a C15:0. Z tohoto diivodu zacinal teplotni
program na nizsi teploté 140 °C drZenych az do eluce tohoto kritického paru, nasledoval
gradient na teplotu 170 °C. Zde se ukazalo jako klicové rozliSeni kyseliny elaidové,
trans-10-oktadecenové a kyseliny trans-vakcenové od ostatnich izomera kyseliny
oktadecenové. Tyto zminéné tfi trans izomery C18:1 totiz spoletné tvoii témeért
polovinu vSech TFA pfitomnych v naSich vzorcich. Vyfez zény chromatogramii
ukazujici separaci C18:1 izomerti je na Obr. 20. Pfi teploté¢ 170 °C sice dochazi ke
koeluci C18:3n6ac, C18:3n3tct a C20:1n9t, nicméné chyba pii kvantifikaci majoritni
C18:3n6 je diky jejich malému vyskytu nizka. Plato 170 °C bylo drzeno az do eluce
dal§iho kritického paru C18:3n3 a C21:0, pro jejichZz rozdé¢leni je tato teplota také
vhodné. Nasledoval opét teplotni gradient v jehoz pribéhu dochazi k eluci C20:3n3,
C20:4n6 a C23:0. Posledni teplotni plato 220 °C bylo zvoleno s ohledem na co

nejrychlejsi eluci zbyvajicich FAME a zaroven s ohledem na zivotnost kolony.

Autofi jiz citovaného Clanku Delmonte et al. [191] navic vyuzili pro zkraceni
analyzy prutokovy gradient na vysledny pritok 3 ml/min. Dosahuji tak v porovnani
s ndmi vyrazné kratSiho casu analyzy, tj. 87,5 min. Bohuzel tato cesta pro néas byla
uzaviena, diky limitu tlakového regulatoru naseho GC systému. Jeho hodnota udana
vyrobcem je 400 kPa a pfi pratoku vodiku 1,7 ml/min a splitu 1:100 byl tlak na pocatku

kolony 381 kPa. Dalsi zvySovani pratoku tedy nebylo mozné.

89



V priibéhu analyz bylo pozorovano zkracovéani retencnich cCasii hlavné PUFA.
Tento jev je také zminén v publikaci Delmonte et al. [191] a je pficitan starnuti kolony,
které se projevi poklesem polarity SF a diky tomu je zkraceni tz umérné stupni
nenasycenosti FA. Retencni ¢as posledni identifikované FA v chromatogramu, tj. DHA,
se v pribéhu 100 analyz zkratil ptiblizn€ o 5,5 min a u kyseliny olejové o 2 min. Proto
je vhodné po kazdych 10 vzorcich provést analyzu kalibra¢niho vzorku pro kontrolu
identifikace FA. Nase vzorky byli pfed analyzou cis/trans izomera vysuSeny piidavkem
bezvodého siranu sodného. Presto vSak mohly obsahovat stopové mnoZstvi metanolu,
ktery ptispiva ke zkraceni tz. Podobné plati pro cholesterol a jiné vySe vrouci

komponenty, které zistavaji v dlouhé koloné€ s vysoce polarni SF trvale absorbovany.

Metoda byla dokoncena zméifenim a vyhodnocenim kalibra¢ni sady popsané
v experimentalni ¢asti pomoci softwaru Class VP 4.3. Parametry kalibracni zévislosti a
vzorec pro prumérny odezvovy faktor ziistdva shodny s vyse uvedenym. Hodnoty
citlivosti (a), posunuti (b), pramérné¢ odezvové faktory a korelacni koeficienty
kalibra¢ni piimky (R°) jsou uvedeny v Tabulce 14. Pro nekalibrované FA byl nastaven
ARF podle pfislusného izomeru obsazeného v kalibraci: pro Cl14:1n5t to byl ARF
Cl4:1n5c, pro C16:1n7t a C16:1n9¢c ARF Cl16:1n7c; pro vSechny izomery C18:1 pak
hodnota ARF C18:1n9c, pro izomery C18:2 hodnota ARF C18:2n6ac a pro C18:3n3
izomery hodnota C18:3n3ac. Uvedené¢ hodnoty LOD a LOQ odpovidaji poméru

signal/sum = 3, respektive 10.
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Obrazek 17. Chromatogram kalibra¢niho vzorku 6. Urovné rozdéleny v ¢ase 90 min
na dvé poloviny, viz. A a B. Poradi FA odpovida Tabulce 14. IS = C13:0; * artefakt
vznikly pfi esterifikaci.

Tabulka 14. Kalibra¢ni parametry metody pro stanoveni FA na spojenych kolonach
SLB-IL111 a SP-2560. LOD a LOQ uvedeno v pg/ml.

FA a b ARF R? LOD LOQ
1. C80 1,13638  0,05256  0,78454 0,99993 4,1 13,5
2. C10:0 1,03584  0,03596  0,87561 0,99894 45 15,0
3. CI1:0 1,01328  0,00308 1,02154 0,99963 5,1 17,1
4.  Cl12:0 1,00493  0,00920 097128 0,99979 6,0 20,0
5. isoC14:0 1,01292  0,00414 0,97659 0,99994 86 288
6. Cl14:0 0,98620  0,01745  0,97566  0,99967 9.2 30,6
7.  Cl4:1n5c 1,03998  0,01605 092140 0,99968 9,7 32,3
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24,3
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50,3
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20,2
32,4
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4.5.1 Priprava izomerti C18:1

Komeréné dostupny je pouze izomer trans-9, tj. kyselina elaidova, a trans-11, t;.
kyselina trans-vakcenova. Z tohoto divodu byly ostatni izomery kyseliny oktadecenové
C18:1 syntetizovany v laboratofi dle ¢lanku Delmonte et al. [192]. Syntéza vychazela z
kyseliny elaidové a vakcenové, ¢imz se uSetfilo jedno opakovani adice/eliminace HBr.
Jednotlivé kroky adice/eliminace HBr byly 6krat opakovany, coz by mélo vést k ziskani
cis/trans 1izomert s dvojnou vazbou na 3. az17. uhliku. Po kazdé provedené
adici/eliminaci HBr byla ¢ast produktu (cca 10 mg) esterifikovana a analyzovdna na GC
za UCelem spravné identifikace vzniklych izomert. Ziskané chromatogramy téchto
kontrolnich analyz jsou na Obr. 18 a Obr. 19. Kazdé opakovani uvedené¢ho postupu
vede k produkci izomert majicich dvojnou vazbu o 1 uhlik dale a o 1 uhlik blize
karboxylu a to v mnozstvi odpovidajicim piiblizné¢ jedné ctvrtiné vychoziho izomeru,
viz. schéma na Obr. 11. Z vychozich dvou FA teoreticky vznika kyselina trans-8, trans-
10 a trans-12-oktadecenovd, ale ve skuteCnosti byly syntetizovany i cis izomery
uvedenych kyselin, viz. Obr. 18. Ve 2. opakovani jiz byly ocekavany cis/trans izomery
s dvojnou vazbou na uhliku 7 - 13. Izomer trans-13 je ziejm¢ vinou malé navazky
kyseliny trans-vakcenové vyprodukovan ve velmi malém mnozstvi a koeluuje v paté
piku izomeru cis-8. Analyza produktl tfetiho opakovani adice/eliminace HBr nepfinesla
zadné nové piky, ale doslo k nartGstu piku trans-7 izomeru, coz naznacuje koeluci
s trans-6 izomerem. To bylo potvrzeno az po poslednim, tedy 6. opakovani, které vedlo
k vytvoteni trans-7 izomeru, jehoz pik je vyS$i nez nasledujici pik trans-8 izomeru.
Jelikoz kazdy dalSi izomer nalevo i napravo od vychozi kyseliny elaidové by m¢l mit

postupné snizujici se koncentraci, musi tento pik obsahovat izomery dva.

Dle pivodniho c¢lanku Delmonte et al. [192] je vznik trans izomert
termodynamicky zvyhodnén a pfi této syntéze vznikaji ve 2krat vyssich koncentracich
nez cis izomery, v pribéhu nasi syntézy vzniklo 2,8krat vice trans izomeru oproti cis.
Pro nase ucely byla kliCova syntéza trans izomeru a cis izomery vznikly jako vedlejsi
produkty, a proto byla zavérecnd izomerizace s kyselinou p-toluensulfonovou,

umoznujici ptevést trans izomery v cis a obracen¢, vynechana.

Poslednim krokem pfipravy trans izomeri C18:1 byla separace na Ag-SPE

zaloZzena na interakci stiibrnych iontli s m-elektrony dvojnych vazeb. Jelikoz je tato
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interakce siln€j$i pro cis izomery, je mozné z kolonky eluovat nejprve frans izomery
C18:1 a nasledn¢ zvySenim elu¢ni sily i zbyvajici cis izomery. Vyrobcem udana
maximalni kapacita pouzit¢ Ag-SPE kolonky je 1 mg FA nebo FAME, ale ve
skutecnosti jsme museli ddvkované mnozstvi snizit az na pouhych 10 pl esterifikované
smési syntetizovanych izomerti, coz odpovida pfiblizn¢ 1/10 mnoZzstvi udaného
vyrobcem. Cistota ziskanych frakci byla ovéfena analyzou na GC se spojenymi
kolonami. Chromatogramy ziskanych cis C18:1 izomert, viz. Obr. 20B, trans C18:1
izomery, viz. Obr. 20A. Nejnizsi rozliSeni je mezi ¢7 a 8, 8 a 19 a ma hodnotu 0,9. V
ziskanych chromatogramech byl identifikovan izomer cis-6, ktery koeluuje s izomerem
cis-7 a stejné tak izomer trans-14 koeluujici s izomerem trans-13. Koeluce téchto dvou
part zminénych izomera je ve shodé s publikaci Delmonte et al. [191], kde na dvou

spojenych 100 metrovych kolonach SLB-IL111 jsou tyto dva pary také koeluovany.

Celkem se nam uvedenym postupem povedlo ziskat cis izomery C18:1 s dvojnou
vazbou na 6. az 14. uhliku a frans izomery s dvojnou vazbou na 4. az 14. uhliku, viz.
Obr. 19. Izomery cis-3, cis-4, cis-5, cis-15, cis-16 a cis-17 oktadecenové kyseliny uz pii
naSem postupu detekovany nebyly. Stejné tak izomery trans-3, trans-15, trans-16 a
trans-17. Nicméné analyzy naSich vzorkl neukazuji zZadné neidentifikované piky s
retenénim Casem krat§Sim nez mé trans-4 a delSim retenénim cCasem nez ma cis-14

izomer, viz. Obr. 20.
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Obrazek 18. Chromatogramy smési izomert C18:1 po 1., 2., 3. adici/eliminaci HBr na
spojenych kolonach SLB-IL111 + SP2560.
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Obrazek 19. Chromatogramy smési izomert C18:1 po 4., 5., 6. adici/eliminaci HBr na
spojenych kolonach SLB-IL111 + SP2560.
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Obrazek 20. Detail oblasti C18:1 izomerl v chromatogramech ziskanych pfi analyze
na spojenych kolonach SLB-IL111 + SP2560; A - frakce cis izomert po Ag-SPE, B -
frakce trans izomer( po Ag-SPE, C - analyza tukové tkané omnivora, D - analyza

tukové tkané vegana.

97



4.6 Analyza TFA v tukové tkani vegani a omnivor

Vzorky tukové tkané ziskané v ramci studie VEGGIE-2 byly po svém zpracovani,
esterifikaci a analyze na 15 m kolon¢ uschovany v mrazdku pii -25 °C. Nasledn¢ byla
provedena detailni GC analyza TFA na dvou spojenych stometrovych kolonach.
Ptredpokladali jsme nizs$i hladiny TFA u vegana diky vylouceni mléka a mlécnych
vyrobk, které jsou jejich ptirodnim zdrojem. Zaroven odlisny zplisob ptipravy pokrmi
u vegani s omezenym smazenim ¢i fritovanim, by mél také snizovat hladinu TFA.
Prvni analyza byla provedena na 100 m koloné¢ SLB-ILI111, viz. Obr. 16. Ziskané
vysledky prokazaly téméi poloviéni hladinu TFA u vegani a byly predbézné
prezentovany na 69. zjazdu chemikov ve Starém Smokovci. Skutecné detailni analyza
byla provedena az na spojenych kolonach SLB-IL111 a SP-2560, data viz. Tabulka 15.
Ptislusny chromatogram se zvétSenym vyiezem zony obsahujici C18:1 izomery vzorku

vegana je na Obr. 20D, a Obr. 20C zobrazuje stejnou ¢ast chromatogramu ze vzorku od
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Obrazek 21. Porovnani jednotlivych izomerl TFA ve vzorcich tukové tkané vegan( a

omnivory vyjadiené v mg/g tukoveé tkané; * signifikantni rozdily (ANOVA, a = 0,05)
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Trans C18:1 izomery se podili na sumé vSech TFA pfiblizn€ z 56 % pro obé skupiny. U
veganl je nejvice zastoupena kyselina elaidova (22 %) zatimco u omnivora je to
kyselina vakcenova (19 %). Koncentrace jednotlivych TFA spole¢né se sumou TFA u
obou skupin jsou vyneseny v grafu na Obr. 21. Kyselina vakcenové je dominantni TFA
kravského mléka [191], proto je jeji koncentrace u vegani tfetinova oproti omnivorim,
coz potvrzuji 1 niz$i hladiny rozvétvenych FA pochazejici z tohoto zdroje. Oproti tomu
je kyselina elaidova dominantni TFA ve ztuzenych tucich, ¢i potravinach vystavenych
vysokym teplotdm, napt. ze smazeni i fritovani. Zde vSak neni mezi skupinou veganii a
omnivord zadny rozdil, pfestoze byl ocfekavan vzhledem k rozdilnym technikdm
piipravy pokrmu. Nékteré dalsi TFA jako je C16:1n7t a C18:2n6at nebyly u vegana
vubec detekovany. Zvlastnosti je vyssi hladina C18:2n6tc u veganl oproti omnivortim.
Tento rozdil neni statisticky vyznamny a vysvétleni pro ngj zatim nemame. Tyto
vysledky, Tabulka 15 a Obr. 21, spole¢né s metodou pro spojené kolony jsou shrnuty

v publikaci Jacek et al. [193] uvedené v ptiloze této dizertacni prace.
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Tabulka 15. Detailni analyza tukové tkané provedena na spojenych kolonach SLB-

IL111 a SP2560 vcetné cis/trans izomer( v mg/g tukové tkané. Signifikantni rozdily
(ANOVA, a = 0,05) vyznaceny tuéné.

FA Vegani Omnivoii Nazev FA

C8:0 09+04 0.9+0.3 oktanova

C10:0 0.8+0.2 1.0+0.3 kaprinova

C12:0 6.4+2.8 51+14 laurova

C14:0 12.6 + 2.6 23.8+4.7 myristova
C14:1n5c 0.9+04 2.6 0.7 myristolejova
C15:0 0.9+03 25+0.6 pentadekanova
1s0C16:0 nd 0.7+0.2 isopalmitova

C16:0 156.1 £36.1  238.9 +42.1 palmitova

Cl6:1n7t nd 0.8+£0.2 palmitelaidova
is0C17:0 nd 0.3+0.1 15-methylpalmitova
C16:1n9¢ 41+1.4 4.2 +0.7 hypogeova
anteisoC17:0 nd 1.5+0.3 14-methylpalmitova
C16:1n7c 14.2 £ 6.2 30.8 £5.6 palmitolejova
C18:0 26.2 +£6.3 33.3+6.2 stearova

C18:1n10t 0.5+0.3 0.7 +£0.2 trans-8-oktadecenova
C18:1n9t 1.0+0.5 1.2+0.3 elaidova

C18:1n8t 0.7+0.3 1.0+£0.2 trans-10-oktadecenova
C18:1n7t 0403 1.5+£0.6 vakcenova
C18:1nl1c, 10c¢, 6t, 5t 0.5+0.3 1.6 £0.3

C18:1n9¢ 382.8+98.2  350.9+69.5 olejova

C18:1n8¢c 0.5+£0.5 0.6+0.2 cis-10-oktadecenova
C18:1n7¢ 10.6 £ 1.9 13.3+£2.0 cis-vakcenova
C18:1n6¢ nd 0.5+0.1 cis-12-oktadecenova
C18:1n5¢ nd 04+0.1 cis-13-oktadecenova
C18:1n4c nd 04+0.2 cis-14-oktadecenova
C18:2n6at nd 0.3+0.1

C18:2n6ct 0.9 +£0.2 0.6 +0.2

C18:2n6tc 0.6 +0.1 0.8+0.2
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C18:2n6ac 206.8+40.8 103.5+13.5 linolova
C20:0 20+£0.5 1.8+0.4 arachova
C18:3n6ac 0.8+0.2 0.5+0.2 y-linolenova
C18:3n3ctt+cct 0.5+0.3 0.8+0.2

C20:1n9¢ 53+1.1 56+09 gondova
C18:3n3ctc nd nd

C18:3n3tcc nd nd

C18:3n3ac 8.7+24 58+1.2 a-linolenova
C20:2n6ac 3414 2.7+£0.5 eikosadienova
C22:0 0.7 +£0.2 0.5+0.1 behemova
C20:3n6ac 2.7+0.8 2.1+0.7 Dihomo-y-linolenova
C22:1n9¢ 0.8+0.3 0.7+0.1 erukova
C20:4n6 21+£0.5 2.1+£0.6 arachidonova
C24:0 0.5+0.1 04+0.1 lignocerova
C20:5n3ac 0.3+0.2 04+0.2 EPA
C24:1n9¢c 0.4=+0.1 0.4+0.1 nervonova
C22:6n3 0.4 +0.2 0.7+0.2 DHA

Y FA 856.9 +£148.0 848.4 +120.7

X SFA 207.0+41.0  310.0 £46.3

> MUFA 422.7+131.6 417.3+112.7

Y PUFA 227.1+43.5 1204 +£15.1

> TFA 4.6 £1.7 7.7+1.5
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4.7 Stanoveni zastoupeni TFA v matefském mléce

Vyvinuta metoda pro spojené kolony SLB-IL111 a SP-2560 byla pouzita i pro
sledovani hladiny TFA v matefském mléce prazskych matek vroce 2017. Postup
odbéru a zpracovani vzorkll je spolené s charakteristikou celého souboru subjekta
uveden v experimentdlni casti. Matefské mléko odrazi jak FA aktualné pfijimané
z potravy, tak v mnohem vét$i mife FA deponované v tukové tkani matky. Diky tomu se
stava dobrym markerem dlouhodobého pfijmu TFA nasi populace. Dalsi vyhodou je
ziskani vzorkli neinvazivnim zpisobem. Zajisténi odbéru a celého projektu bylo v gesci
prof. Cemné, vramci spoluprice Ustavu hygieny 3. lékaiské fakulty a Statniho
zdravotniho ustavu. Kojici matky, které se priizkumu ucastnily, vyplnily podrobny
dotaznik konzumace vybranych potravin za uplynulé 3 mésice. Cast tohoto dotazniku,
spoctem pfislusSnych  odpovédi  k potravindm  obsahujicim TFA, uvadim
v experimentalni ¢asti v Tabulce 6. Celkem bylo analyzovano 50 vzork matefského
mléka, jejichz primérné procentudlni zastoupeni je uvedeno v Tabulce 16. Celkovy
obsah FA se pohyboval v rozmezi 13,5 - 80,3 mg/ml. Siroké rozmezi koncentraci je
dano Sirokym rozmezim stafi kojeného ditéte, které se pohybovalo od 4 do 60 dnti. Tuk
je obecné v matefském mléce nejvice variabilni polozkou. Jeho zastoupeni vzrista
v pribéhu vyvoje od kolostra (1. — 5. den), ptes ptechodné mléko (6. — 15. den) az po
matefské mléko (> 15. den), kde tvoii 3 -5 hmot. % [43, 194] a zaroven stoupa

mnozstvi tuku v pribehu kojeni v tzv. pfednim, sttednim a zadnim mléce [195].

SFA
42,65%

TFA PUFA
0,90% 16,71%

Obrazek 22. Procentudlni zastoupeni jednotlivych tfid FA v matefském miléce

prazskych matek.
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Néami stanovené primérné procentualni zastoupeni TFA bylo 0,9 + 0,27 %. Zastoupeni
dalsich tfid FA v matefském mléce je vyneseno v grafu na Obr. 22. Vice nez polovinu
vSech TFA tvofili trans izomery C18:1, viz Obr. 23. Diky detailni analyze na spojenych
kolonach bylo zjiSténo, ze nejvice zastoupenou TFA je kyselina vakcenova tvoftici
27,3% ze vSech TFA. Na dalSich dvou mistech se umistila kyselina trans-10-
oktadecenova (16,3 %) a kyselina elaidova (12,6 %). Zastoupeni dalSich TFA
podilejicich se na sumé& TFA je vyneseno v grafu na Obr. 23. Podobny prizkum byl na
naSem pracovisti proveden vroce 2007 se zaméfenim na skladbu FA v matefském
mléce Romskych matek versus majoritni ¢asti populace [196]. Analyza byla provedena
na 100 m koloné¢ CP-Sil 88 a poskytla informaci o sumé trans C18:1 izomerd a
nekterych dalSich TFA. Nami zjisténd hodnota je 3 - 4krdt niz$i nez procentudlni
zastoupeni v mateiském mléce bézné populace v roce 2007. Mizeme tedy fici, ze jak
doporu¢eni WHO, tak evropské agentury EFSA ohledn¢ mnozstvi TFA v dennim
energetickém pfijmu nesou své ovoce v podobé lepsiho a zdravéjsiho profilu FA v nasi

populaci.

C18:2n6tt 4% C18:2n6ct 4%

C18:2n6tc  10%

_ AN
P ——

elaidova C14:1n5t 10%

. 0,
C18:1n7t 27% C18:3n3ctt+cct 5%

C18:3n3ctc 2%
C18:3n3tcc 1%

vakcenova

C16:1n7t 4%
C18:1n 12t+11t 1%
C18:1n10t 3%

C18:1n8t 16%

C18:1n9%t 13%

Obrazek 23. Procentualni zastoupeni jednotlivych TFA v matefském mléce prazskych

matek.
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Tabulka 16. Zastoupeni FA v matefském mléce prazskych matek.

FA %

C8:0 0,86 + 0,30
C10:0 1,73 £0,48
C11:0 0,01 +£0,02
C12:0 4,82 +1,31
isoCl14:1 0,02 £ 0,03
C14:0 5,77+ 1,31
Cl14:1n5t 0,09 + 0,06
Cl4:1n5c 0,53 +£0,15
C15:0 0,34 +0,27
1s0C16:0 0,12 + 0,05
Cl16:0 21,83 +2,41
isoC17:0 0,20 £ 0,06
Cl16:1n7t 0,04 + 0,02
anteisoC17:0 0,28 £0,07
Cl6:1n7c 2,52+ 0,47
C17:0 0,30 + 0,04
isoC18:0 0,05 + 0,07
C18:0 5,64 +0,78
C18:1; 6t+7t 0,01 +£0,02
C18:1; 8t 0,03 +£0,02
C18:1; 9t 0,11+0,03
C18:1; 10t 0,15+ 0,04
C18:1; 11t 0,25+ 0,07
C18:1; 7¢,8¢c,12t,13t 0,18 +£0,07
C18:1; 9¢ 33,42 +£3,72
C18:1; 10c 0,09 + 0,04
C18:1; 11c 1,66 + 0,24
C18:1; 12¢ 0,09 £0,03
C18:1; 13¢ 0,06 + 0,02
C18:1; 14c 0,09 + 0,03

FA %

C18:2n6at 0,04 + 0,03
C18:2n6ct 0,03 0,03
C18:2n6tc 0,09 + 0,04
C18:2n6ac 12,65 +2,71
C20:0 0,30 £ 0,07
C18:3n6ac 0,28 +0,14
C18:3n3ctt+cct 0,04 + 0,04
C20:1n9¢ 0,63 +£0,13
C18:3n3ctc 0,02 £ 0,02
C18:3n3tcc 0,01 +0,02
C18:3n3ac 1,10+0,32
C20:2n6ac 0,57 0,15
C22:0 0,18 +0,08
C20:3n6ac 0,75+0,16
C22:1n9¢ 0,23 +£0,07
C20:4n6 0,69 £0,16
C23:0 0,01 +0,03
C24:0 0,19+ 0,06
C20:5n3ac 0,23 + 0,08
C24:1n9¢ 0,26 + 0,09
C22:6n3 0,45+0,15
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5 ZAVER

V priibéhu celé studie OMEGA bylo na nasem pracovisti analyzovano celkem pies
600 vzorkli, v nichz byl stanoven zakladni profil FA. V ramci této dizertatni prace
uvadim pouze vysledky z II. faze této studie. V ni se ndm podafilo po statistické analyze
ziskanych dat nalézt maly, ale pfesto signifikantni nariist v procentudlnim zastoupeni
DHA v krevni plazm¢ mezi 1. a 2. odbérem. Mlzeme zédroveii konstatovat, Ze tento
narast byl potvrzen i signifikantnim nartistem DHA v erytrocytech testovaci skupiny.
FA v erytrocytech slouzi jako marker dlouhodobého piijmu omega-3 FA po 8 tydenni
intervenci vejci a masem obohacenym o omega-3 FA sdelSim fetézcem. V dobé
vypracovani této prace jsme méli pouze informaci o rozdilech v krmné smési nosnic a
jatecnich brojlerti. Vysledky analyzy vzniklych omega-vajec a omega-kufeciho masa
provedené na VSCHT nam nebyly poskytnuty, tudiz nevime kolik kyseliny o-
linolenové z Inéného seminka bylo v kutatech transformovano v EPA a DHA, piipadné
kolik EPA zftasy bylo dile pfeménéno na DHA. Stejn¢ tak nemame povédomi o
efektivité¢ kultivace mikrotasy ¢i vysledcich napojeni na zuzitkovani odpadi pfi jeji
kultivaci. Proto utvafeni komplexnéjSich zavéri z této studie je z ditvodu nedostatku

informaci velmi obtizné.

V ramci studie VEGGIE-2 bylo analyzovano ptes 150 vzorktli, v nichz byl opét
stanoven zakladni profil FA. Zdokumentovali jsme rozdily mezi obéma skupina a
prokézali dvakrat vyssi hladiny kyseliny linolové a naopak vyznamné nizsi hladiny SFA
u veganil oproti bézné populaci. V navaznosti na studiit OMEGA zminim pozorovany
deficit omega-3 FA s dlouhym fetézcem jako je EPA a DHA v erytrocytech vegani.
Jejich dostate¢ny pfisun nelze zabezpecit pouze z konzumace rostlinné stravy, a proto
moznost jejich pfijmu z jinych nez zivociSnych zdroji ztstava lakava. Po ptedchozi
intervenci BCAA byla v erytrocytech omnivorii nalezena zvySena hladina kyseliny
palmitové a palmitolejové, coz koresponduje se zvySenou aktivitou lipogennich genil

tukové tkan¢€ vedoucich ke zvyseni syntézy FA.

Pro stanoveni TFA jsme vyvinuli metodu na spojenych kolonach, ktera je i pres
dlouhou dobu analyzy aplikovatelnda na bézné GC-FID pfistroje. Navic metoda
poskytuje detailni informaci o C18:1 izomerech jako dominantni frakci TFA. Vegani

kromé zminénych rozdilti v zakladnim profilu FA maji signifikantné nizsi hladinu TFA
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a zhruba tfetinovou hladinu kyseliny vakcenové, coz koresponduje s absenci masa,
mléka a mlécnych vyrobki v jejich stravé. Hladina kyseliny elaidové je u obou skupin
totozna a tudiz nesouvisi s odliSnou technikou pfipravy pokrmii. Mizeme konstatovat,
ze zhlediska analyzy FA jsme zpomérné cennych vzorki tukové tkané vytézili
maximum. Vznikld metoda je pouzitelnd i pro analyzu FA v jinych matricich, coz jsme

prokézali analyzou matefského mléka od prazskych matek.

Bohuzel za uplynulych 5 let mého postgradualniho studia se mi nepodatilo dostat
druhé casti nazvu této prace. VesSkera xenobiotika, ktera byla v uplynulych letech
stanovovana, nebyla vhodné pro stanoveni na GC a byla analyzovana metodou HPLC.
Z dtvodu udrZeni konzistence této prace a nerozmélnovani jejiho obsahu nejsou dalsi
analytické techniky uvadény. Pfesto byla na nasem pracovisti uspé€sné¢ analyzovana
anestetika na GC-NPD. Snad tedy 1 tato ma prace dokazuje, ze GC od svého vzniku
zustava pres dlouhych 60 let uzce spojend s analyzou FA a je stale zlatym standardem

pro tuto oblast.
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