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Z.oznam skratiek

ACN
ATP

BCAA

CNS

DAD
DNA
DNF-B
DOPA
ESI
EU
FIA

IS

HILIC

HPLC

LOD
LOQ
MS
NMR
OTC

PDA

acetonitril
adenozintrifosfat

aminokyseliny s rozvetvenym retazcom (branched chain amino

acids)

centralny nervovy systém

Ceska republika

detektor diodového pol'a (diode array detector)

deoxyribonukleova kyselina
1-fludr-2,4-dinitrobenzén

dihydroxyfenylalanin

ionizécia elektrosprejom (electrospray ionization)

Europska tnia

prietokova injek¢nd analyza (flow injection analysis)

vnutorny Standard (internal standard)

hydrofilna interakénd chromatografia (hydrophilic interaction

liquid chromatography)

vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (high performance

liquid chromatography

medza detekcie (limit of detection)

medza stanovitelnosti (limit of quantification)
hmotnostnd spektrometria (mass spectrometry)
nuklearna magneticka rezonancia

vol'ne predajné lieCiva (over the counter)

detektor fotodiodového pol'a (photodiode array detector)



RP-HPLC

SFC

SUKL
SZPI
SzU
TLC
TSP

TMSP-4

vysokoucinna kvapalinovd chromatografia na reverznej faze

(reversed phase high performance liquid chromatography)

superkriticka  fluidna  chromatografia  (supercritical  fluid

chromatography)

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

Statni zemédélska a potravindrska inspekce

Statni zdravotni tstav

tenkovrstvova chromatografia (thin layer chromatography)
sodna sol’ 3-( trimethyl)silylpropidonovej kyseliny

2,2,3,4-D4 sodna sol’ 3-( trimethyl)silylpropionovej kyseliny



1 Uvod

Aminokyseliny zohravajui v organizme vyznamnu tlohu, preto sa nové moznosti ich
vyuzitia stali centrom zaujmu. Zo strany vyrobcov je snaha poskytnut’ Sirokej verejnosti
ich vyhodné vyzivové vlastnosti vo forme doplnkov stravy. Analyza doplnkov stravy ma
tak s rasticim mnozstvom novych pripravkov va¢si vyznam v suvislosti s ochranou

verejného zdravia.

V prvej casti tejto prace je uvedena charakteristika aminokyselin, funkcie
proteinogénnych aminokyselin a ich ucinky na organizmus v pripade uzivania ako
doplnkov stravy alebo ich potencidlne terapeutické vyuzitie. Informacie
o aminokyselinach boli ziskané z odborne;j literatury z oblasti biochémie a poznatky o ich

farmaceutickom vyuziti ndjdené pomocou databazy PubMed.

Dalsia Cast je zamerand na zhrnutie legislativnej tpravy, charakteristiky
a definovanie pojmu ,,dopln¢k stravy“, ktory je pre potreby tejto bakalarskej prace

nahradeny terminom doplnok stravy.

Posledni Cast’ tvori uvedenie principov technik pouZivanych pri analyze,
analytické hodnotenie aminokyselin metédami uvedenymi v platnom Ceskom 1ékopise
2017, vratane doplnkov vydanych v roku 2019 a 2020. Dalej nasleduju publikované
¢lanky zamerané na metddy kontroly obsahu doplnkov stravy. K vyhladavaniu
publikovanych ¢lankov v danej problematike bola pouzita databdza Web Of Science so

zameranim na najnovsie trendy, preto bolo ¢asovo vymedzena na roky 2015 az 2020.



2 Ciel prace

Cielom a =zadanim predloZzenej reSerSnej prace je poskytnut’ prehlad
o aminokyselinach, doplnkoch stravy s ich obsahom a moznostiach ich analyzy. Praca sa
zameriava na kvantitativnu a kvalitativnu analyzu aminokyselin ako latok cistych

a pripravkoch doplnkov stravy.



3 Aminokyseliny

Aminokyseliny su z chemického hladiska substitucnymi derivatmi karboxylovych
kyselin obsahujuce najmenej jednu kysli karboxylovu funként skupinu a bazicku
aminoskupinu. Na zdklade polohy aminoskupiny vzhl'adom ku karboxylovej skupine sa
aminokyseliny oznacuju gréckymi pismenami. NajvyznamnejSimi aminokyselinami pre
organizmus su tie, ktoré obsahuju na a-uhliku v uhl'ovodikovom retazci naviazanu
zaroven aminoskupinu a karboxylova funkénu skupinu [1]. Okrem nich pozndme
aminokyseliny beta a gama, ktoré maji aminoskupinu naviazani na v poradi
vzdialenejSich uhlikoch. Na uhliku s oznacenim C-2 u a-aminokyselin st naviazané Styri
rdzne substituenty, uhlik sa stdva chiralnym centrom. Chirdlnym centrom je podmieneny
vyskyt aminokyselin ako enantiomérov. RozliSujeme dve zrkadlové Struktiry, ktoré
oznacujeme L a D-aminokyseliny. Proteinogénne (kdédované) a-aminokyseliny su
stavebnymi jednotkami bielkovin vyskytujuce sa predovsetkym ako L-enantioméry.
Vynimku z chirality kddovanych aminokyselin tvori glycin. Aminokyselin zoradenych
podl'a genetického kddu v polypeptidovych retazcoch je 20 a kazdd z nich ma skratku

zloZenu z troch pismen (vid’ Tabulka 1) [2].

Tabulka 1 Nazov a skratka aminokyselin (prevzaté a upravené z [3])

Nazov Skratka Nazov Skratka

alanin Ala kyserlina , Glu
glutamova
arginin Arg leucin Leu
asparagin Asn lyzin Lys
cystein Cys metionin Met
fenylalanin Phe prolin Pro
glutamin Gln serin Ser
glycin Gly treonin Thr
izoleucin Iso tryptofan Trp
histidin His tyrozin Tys
kyseli’na , Asp valin Val
asparagova
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3.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti

Aminokyseliny st krystalické latky s vysokou teplotou topenia. Rozpustnost’ je
dand pritomnostou funkénych skupin. Aminokyseliny su vicSinou polarne latky,
rozpust'aju sa vo vode a v inych polarnych rozpustadlach, v nepolarnych rozpustadlach
st nerozpustné. Vd'aka amfotérnemu charakteru si aminokyseliny schopné tvorit’ soli
s kyselinami aj so zésadami, tieto soli su rozpustnejSie ako pdvodna aminokyselina.
V roztoku z oblasti kyslého pH je aminokyselina protonizovana a vyskytuje sa v iom vo
forme kationu, v zdsaditom roztoku sa nachadza vo forme anidnu. Pri ur€itej hodnote pH
aminokyselina nesie rovnaky pocet kladnych a zapornych nabojov a stdva sa neutralnou.
Neutralny dipoldrny i6n sa nazyva amfion a hodnota pH pri ktorom vznika je oznacovana
ako izoelektricky bod pl. Izoelektricky bod je Specificky pre danii aminokyselinu a je

mozné ho vypocitat pomocou disociacnych konstant [1, 3].

3.2 Rozdelenie

Kodované aminokyseliny sa odliSuja Stvrtym substituentom na a-uhliku, ktorym je
postranny uhlovodikovy retazec. Postranny retazec mdze mat aromaticky alebo
alifaticky charakter a na zaklade jeho polarity rozliSujeme kyslé, bazické a neutralne
aminokyseliny, ako je zndzornené na Obrazok 1. Neutralne obsahuju nepolarny postranny
retazec, kyslé maji postranny ret’azec ionizovany kladne a bazické ho maji ionizovany
zaporne. Z dvadsiatich Standardnych aminokyselin, vyskytujicich sa v bielkovinach,
patria medzi kyslé kyselina asparagovd a kyselina glutamova, medzi zasadité patri

arginin, histidin a lyzin, zvySné st neutralne [3].

Nie vSetky aminokyseliny, potrebné pre syntézu bielkovin, si dokaze ZivoCisny
organizmus vytvorit. Z tohto hl'adiska ich m6Zeme rozdelit na esencialne a neesencialne.
Esencidlne aminokyseliny si ¢lovek nedokaze vytvorit, musia byt prijimané potravou.
Medzi esencialne aminokyseliny patria aminokyseliny s vetvenym postrannym retazcom
valin, leucin a izoleucin, aromatickym ret'azcom fenylalanin a tryptofan, aminokyselina
lyzin, a tiez treonin a metionin. Skelet neesencialnych aminokyselin si méze organizmus
syntetizovat’ z beznych metabolitov. Neesencidlne aminokyseliny st glycin, alanin, serin,
tyrozin, cystein, kyselina asparagova a glutamova, glutamin, asparagin a prolin. Histidin
a arginin si sice ¢lovek dokdze vytvorit’, avSak v urCitom obdobi su syntetické procesy

pomalsie, preto sa oznacuju ako poloesencialne [4, 5].
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3.3 Funkcie v organizme

Volné aminokyseliny tvoria v organizme pool (asi 100 g), ktory je urCeny pre
syntézu peptidov, bielkovin, d’alSich dusikatych latok alebo ako zdroj energie [4].
Geneticky koédované oa-aminokyseliny st zdkladom proteosyntézy a dalSich
biochemickych procesov v organizme. Derivaty tychto aminokyselin si menej obvyklé,
nie su stavebnou zlozkou peptidov a proteinov, ale vyskytuju sa ako produkty
metabolizmu alebo st to biologicky aktivne =zliceniny [7]. Neproteinogénne
aminokyseliny a ich derivaty su vychodiskovou latkou pre vznik niektorych hormonov,
mediatorov a metabolitov ako glukoza, hem, purinové alebo pyrimidinové bazy.
Stretdvame sa s nimi aj ako s medziproduktmi réznych metabolickych drah. Nachadzame
ich v Strukture lipidov, fosfolipidov a ZIcovych kyselin [2]. Nepotrebné aminokyseliny sa
metabolizuju procesmi, pri ktorych dochadza k odStiepeniu aminoskupiny a zmene
uhlikovej kostry. Na zéklade zmien uhlikovej kostry delime aminokyseliny na ketogénne
a glukogénne. Ketogénne aminokyseliny sa degraduju na acetoacetat alebo acetyl-CoA.
Glukogénne aminokyseliny poskytuju pyruvat alebo d’alSie produkty, ktoré vstupuji do
citrastového cyklu. Ku glukogénnym patria vSetky z kodovanych aminokyselin,

s vynimkou leucinu a lyzinu [4].

3.4 Jednotlivé aminokyseliny a ich farmaceutické vyuzitie

3.4.1 Alanin

Alanin sa zic¢astiiuje vyznamnym podielom na procesoch metabolizmu, vratane
energetického metabolizmu v CNS a periférnych nervov. Nachddzame ho
v glukézo—-alaninovom a Krebsovom cykle, ma glykogénny efekt. Podiela sa na
stabilizécii funkcie prostaty a do urcitej miery ovplyvituje imunitny systém. Je hlavnou
frakciou aminodusiku krvnej plazmy a jeho zvySena hodnota poukazuje na posSkodenie

pecene [1,8].

Pouzitie L-alaninu v pripravkoch sa v literatiire neuvadza. Popularnym doplnkom
stravy medzi Sportovcami sa stala aminokyselina B-alanin. f-alanin ma pri ordlnom
podani prinos pri vykonnosti, najmé ak je hlavnym obmedzujicim faktorom vykonu
metabolicka acid6za. Neziaducim ucinkom pri ordlnom podani je parestézia, ktorej
intenzita zavisi na davke. Optiméalna déavka p-alaninu zavisi od veku, pohlavia
a zdravotného stavu. Minimalna dévka s ergogenickym efektom u zdravych muZzov sa

udéva v rozmedzi 1,2 az 4,8 g na den [9].
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3.4.2 Aminokyseliny s rozvetvenym ret'azcom (BCAA)

Medzi aminokyseliny oznacované spoloénym nidzvom BCAA patria
aminokyseliny valin, leucin a izoleucin. Su substrdtom pre biosyntézu sterolu, glukozy,
proteinov, svalového tkaniva, maji anabolické vlastnosti a reguluju signalizacné dréhy.
BCAA superia s aromatickymi aminokyselinami v mozgu, ¢im ovplyviiuju syntézu

neurotransmiterov ako serotoninu, dopaminu, norepinefrinu.

Zvysena hladina BCAA v plazme vd’aka tomuto mechanizmu reguluje spravanie
a funkcie mozgu. Nedostatok tychto aminokyselin je spojeny s nizSou odolnostou voci
patogénom, pretoze BCAA po ich oxidacii slazia ako palivo pre imunitné bunky a ich
inkorporéacia prispieva k syntéze novych buniek. Stadie poukazuji na zniZovanie chuti
do jedla a adipozity tela pouzivanim leucinu a vplyv aminokyselin s rozvetvenym
retazcom na laktaciu a kvalitu materského mlieka. Je mozné ich mnohostranné vyuzitie
vd’aka ich anabolickym vlastnostiam, k jednoznaénym zaverom sa doteraz nedoslo a su
nevyhnutné d’alSie dokazy pre potvrdenie ich G¢innosti. ZvySovanie syntézy bielkovin
a znizovanie ich degradacie sa navrhuje vyuzit’ ako terapeutickd podpora u chronickych
pacientov, pri sepse a traumdach [10, 11]. Tolerované¢ mnozstvo pre mladych zdravych
dospelych a starSich jedincov sa ukdzala davka 500 mg/kg na den, pricom vedl'ajSie
ucinky neboli zaznamenané. Pri vysokych koncentraciach v krvi dochadza k hypotonii,

hypoglykémii, ketoacidoze, kome azZ edému mozgu [12].

3.4.3 Arginin

Arginin je syntetizovany u dospelych v obli¢kéch z citrulinu, ktory je uvolfiovany
predovsetkym tenkym ¢revom. V organizme sa z¢astiiuje mnohych metabolickych drah.
Podiel'a sa na syntéze mocoviny, ¢im pomdha udrziavat dusikovu bilanciu a je
dusikovym prekurzorom pre oxid dusnaty, molekuly s vazodilatanym ucinkom.
Participuje na produkcii enzymov Strukturdlnych proteinov, polyaminov, kreatinu

a ul'ahcuje uvolfiovanie rastového hormonu, prolaktinu, inzulinu a glukagonu.

L-arginin sa ako suplement podava v ramci prevencie ischemickej choroby srdca
a zlepSenia mikrocirkulécie, zniZenia vysokého krvného tlaku a zlepSenia prekrvenia
v tkanivach. ZvySenim prekrvenia tak napomaha pri zvyseni kapacity fyzického cvicenia,
zvysuje hladinu energie a oxygenacie. Uvadza sa, ze L-arginin s podanim d’al$ich latok
je mozny pouzit’ pri terapii erektilnej dysfunkcie [13, 14]. Podanie L-argininu dokaze
zlepSovat’ hojenie rdn a imunitu. Perordlne podanie v davkach az do 30 g na den st

organizmom dobre tolerované [15].
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3.44 Cystein

Cystein sa spolu s ostatnymi aminokyselinami obsahujucimi siru zucastituje
procesov syntézy a Strukturdlnych zmien proteinov, reguldcie bunkovej energie
a odpovede na oxidativny stres [16]. Je prekurzorom pre telo ddlezitych latok vratane
glutathionu, taurinu a sulfanu. Sulfan v nizkych koncentraciach chrani neurony pred
oxidativnym stresom, je neuromoduldtorom, a za pomoci ovplyvnenia ATP senzitivnych
draslikovych kandlov pdsobi ako vazodilatans. Cystein ma vyznam aj pri uvolfiovani

inzulinu.

V davke 300 mg/kg na den L-cysteinu sa napomdha zniZeniu pecefiovych
enzymov a laktatovej acidoze. Podavanie L-cysteinu predpoklada zmiernenie poskodenia
DNA, zvysenie antioxidacnej kapacity, ¢oho vysledkom by mala byt bunkova ochrana

pred oxida¢nym stresom [17, 18].

3.4.5 Fenylalanin

Fenylalanin sa z(c¢astiiuje metabolizmu aminokyselin a tvorby proteinov vo
vSetkych tkanivach i reguldcii neuromedidtorov. Okrem tychto funkcii je prekurzorom
mnohych latok, medzi ktoré patria aj tyrozin, dopamin, norepinefrin a epinefrin,

fenyletylamin a fenylacetat [19].

Fenylalanin v davke v rozmedzi 1 az 10 g na deni je vyuzivany pri liecbe depresie
u dospelych, ale aj u deti a dospievajucich, kde sa za¢ina s niz§im davkovanim. Je mozné
davku postupne zvySovat’ vzhl'adom k odpovedi pacienta a pri sledovani neZiaducich

ucinkov. Fenylalanin by sa mal podavat rano a vo vSeobecnosti je dobre tolerovany [20].

3.4.6 Glycin

Glycin ma dolezita tlohu vo vyZzive a metabolizme. V tele je vyuZivany na syntézu
proteinov, tvorbu latok s vyznamnou tlohou vo fyzioldgii — glutathionu, kreatinu, hemu,
purinov, serinu a zucCastiluje sa procesu konjugacie zl¢ovych kyselin. Glycin je
neurotransmiter, reguluje okrem iného aj intracelularne hladiny Ca*", chloridové kandly

v leukocytoch a makrofagoch, tvorbu cytokinov a homeostazu organizmu [21].

Glycin je latkou s protizapalovym a antioxidacnym ucinkom. Perordlne podanie
glycinu sa dd vyuZit' pri terapii hemoragického a endotoxického septického Soku,
kardiovaskularnych ochoreniach a obezite. Uvazuje sa o aplikécii jeho cytoprotektivneho

ucinku pri vredovom ochoreni zalidka a imunomodula¢ného Gc¢inku pri artritide [22].
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3.4.7 Histidin

Histidin je vychodiskovou latkou pre syntézu dipeptidov karnozinu a anserinu,
ktorych funkcia je spajana s aktivaciou myozinovej ATP-asy v svalstve [1]. ZabezpecCuje
metylaciu proteinov a je sucastou Struktiry hemoglobinu, kde ma isty podiel na jeho
spravnom fungovani [21]. Bola popisana uloha histidinu pri chelatacii kovovych iénov,

jeho antioxida¢ny uc¢inok a pdsobenie ako pufru v svale pri anaerébnom cviceni.

Pre uzivanie histidinu ako podpory terapie su potrebné studie, ktoré by dokazali
jeho dostatonu ucinnost’ pri anémii, urémii, metabolickom syndrome, atopicke;j
dermatitide, neurologickych ochoreniach, kde sa z doterajSich informacii ukazuje jeho
potencialny kladny prinos. Neboli hldsené ziadne znamky toxicity, mutagenity ani
alergickych reakcii, ale podéavanie histidinu méze byt nevhodné u pacientov

s poskodenim pecene [23].

3.4.8 Kyselina asparagova a asparagin

Kyselina asparagova sa zucastnuje bunkového metabolizmu a bunkovej fyziologie,
reguluje expresiu génov a imunitného systému [21]. Asparagin je Uzko prepojeny
v organizme s kyselinou asparagovou. V tele vznikd pri detoxikacii amoniaku

a z hl'adiska jeho pouzitia pre podporu vyZivy a priaznivych G¢inkov je nevyznamny.

L-asparagova kyselina zniZzuje syndrom chronickej unavy a je mozné ju vyuzit
pre zlepSenie Cinnosti mozgu. Posobi chemoprotektivne na peceil a regeneracne na

kostrové svalstvo. Déavkovanie sa uvadza do 1 g denne [8].

D-izomér kyseliny asparagovej sa vyskytuje v CNS a v endokrinnych zl'azach
¢loveka. Ma neuromodulacny efekt na os hypothalamus-hypofyza vedice k parovym
reprodukénym organom. D-kyselina aspardgovd sa pouzivala ako suplement na
povzbudenie tvorby testosteronu pri cvi¢eni. Na zdklade doterajSich zisteni vSak nie je
mozné potvrdit’ vplyv tejto aminokyseliny ako suplementu na zvySenie svalovej hmoty

a hladiny testosteronu [24].

3.4.9 Kyselina glutamova a glutamin
Kyselina glutdmova sa zc¢astiiuje pri syntéze citrulinu, argininu, glutaminu, spaja
mocovinovy a Krebsov cyklus. Je u€astnd pri procese transaminacie a detoxikacie dusiku,

sluzi ako metabolické palivo [21].

Hladina L-glutaminu v svale a plazme predstavuje vac¢sinovy podiel celkovych

volnych aminokyselin v l'udskom tele. Je hlavnym zdrojom energie v slizniénych
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bunkach, fibroblastoch, lymfocytov a makrofagov. Podiel'a sa na imunitnej reakcii
organizmu, podpore metabolizmu, syntéze a degradacii proteinov, funguje ako prekurzor
nukleovych kyselin a nukleotidov [25]. Doplnky pre Sportovcov su dostupné vo forme
kapsul alebo prasku s obsahom 250, 500 alebo 1000 mg L-glutaminu. Pri uZivani
zdravymi Sportovcami neboli hldsené Ziadne nepriaznivé ucinky ani pri davke 20 az 30 g
denne. Tato aminokyselina sa neodporuca 'udom s poruchami obliciek. Klinické pouzitie
ako parenteralnej vyzivy je mozné pri kritickych stavoch pacientov na jednotkach
intenzivnej starostlivosti, onkologickych pacientoch, za dévkovania prispdsobeného
plazmatickym hladinam. U&elom podavania vyzivy je skratenie doby stravenej na
jednotke intenzivnej starostlivosti, skratenie celkovej doby hospitalizacie, ale aj
mortality. Predmetom vyskumu je pouzitie pri gastrointestinalnych problémoch, HIV,
AIDS a aktudlne aj jeho vyuzitie pri liecbe COVID-19. Viaceré §tadie venujlce sa tejto
problematike maju limitacie a si nutné rozsiahlejSie Studie pre dokaz jednoznac¢ného

prinosu [26, 27].

3.4.10 Lyzin
L-lyzin je nevyhnutnym stavebnym prvkom predovsetkym svalovych bielkovin.
V tele plni ddlezita funkciu pri vstrebavani vapnika, pri produkcii hormoénov, enzymov,

protilatok a tlohu zohrava aj pri zotavovani sa z chirurgickych alebo Sportovych zraneni.

Medzi uzivanim L-lyzinu a zniZenej frekvencii vyskytu infekcii spdsobenej
Herpes simplex virusom bola zistena stivislost’. Jeho funkcia pri vstrebavani vapnika bola
podkladom pre vyskumy, ktoré¢ sa zaoberali vyuzitim tejto aminokyseliny v suvislosti
s prevenciou vzniku osteoporézy. Dal§imi moznostami vyuzitia lyzinu je jeho potencil
pri terapii migrény, kardiovaskularnych ochoreniach, tizkostiach a pri poruchach nalad.
Existuje hypotéza, ktord vravi o spojeni medzi prijimanim lyzinu spolu s malym
mnozstvom argininu a nizSou prevalenciou Alzheimerovej choroby. Pre presvedCivy
dokaz a spolahlivy zaver pri vSetkych moznostiach je vSak nevyhnutné vykonat
rozsiahlejsie a dlhodobejsie Studie. NajCastejSie pouzivana davka lyzinu je v mnozstve
jedného gramu denne, pri herpesovej infekcii je odporacané davkovanie 1 g lyzinu trikrat

denne po dobu 6 mesiacov [28, 29].

3.4.11 Metionin
Metionin je esencialna aminokyselina obsahujlica vo svojej molekule siru, ktora
podporuje normélny rast, reguluje bunkovy metabolizmus a funguje ako antioxidant.

ZlepSuje toén a pruznost pokozky, rast nechtov a vlasov a opravy telesnych tkaniv.
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Urahcuje proces detoxikacie, exkrécie tazkych kovov a poméha pri vstrebavani latok ako
selén a zinok. ZvySenim produkcie lecitinu v pec€eni sa znizuje hladina cholesterolu.
Metionin je podavany parenterdlne, oralne podanie sa vyuziva v dermatologii.
Najcastejsie pouzivanou davkou je 250 mg denne. Medzi najcastejSie vedl'ajSie ucinky

pri vys$sich davkach patri nauzea, zvracanie a bolest” hlavy [30, 31].

3.4.12 Prolin

Prolin je regulatorom biochemickych a fyziologickych procesov na bunkovej trovni,
vratane regulacie osmotického tlaku, redoxnej signalizicie, odolnosti voci stresu.
Doélezitou funkciou je tiez udrziavanie dusikovej rovnovahy a stability proteinov. Prolin
zvySuje pocet fibroblastov a makrofagov, je zlozkou kolagénu. Zabezpecuje spravne
fungovanie kibov a §liach, podporuje reparaciu tkaniv u jedincov s ranami
a popaleninami. Je substratom pre syntézu polyaminov v tenkom ¢Ereve novorodencov
a v placente u cicavcov. Prolin sa ako samostatny doplnok stravy zvaésa nepouziva, nie

su zname neziaduce ucinky ani toxicita [8, 21].

3.4.13 Serin

L-serin je substratom pre syntézu signadlnych molektl ceramidu a fosfatidylserinu,
aminokyselin cysteinu. Vyznam ma pri proliferacii buniek, metabolizme tukov, raste
svalov a zvySeni imunity. V pripravkoch je vyskyt samostatného L-serinu ojedinely,
v niektorych mimoeurdpskych krajindch je odporacand dennd davke 25-250 mg, pri

ktorej neuvadzaju ani neziaduce ucinky.

D-serin bol navrhnuty ako farmakoterapia pri liecbe strate pamiti v pokrocilom
veku a Alzheimerovej choroby, pretoze sa ukazalo, Ze pri tomto ochoreni je zniZzena
aktivita prave serin-racemazy, vd’aka ktorej prebieha syntéza D-serinu. Okrem toho sa
popisuje aj uloha tejto aminokyseliny ako neurotransmitera za ucasti glutamatu na

N-methyl-D-aspartatovom receptore [8, 21].

3.4.14 Treonin
Treonin je zdkladnou zlozkou proteinov, v ktorych dochidza prave na tejto
aminokyseline k postranslacnym modifikaciam, podiel’a sa na tvorbe kolagénu, vyznam

ma aj v imunite a je prekurzorom glycinu.

Treonin je dobre tolerovany, moézu sa vyskytnit’ mierne poruchy traviaceho traktu,
bolest’ hlavy, vytok z nosu alebo vyrdzka. Pouziva sa pre jeho antispasticky efekt pri

neurodegenerativnych ochoreniach akymi st amyotrofickd lateralna skleroza a sklerdza
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multiplex. Davkovanie je mozné v rozmedzi 2 — 6 g denne, CastejSie sa mdézeme stretnut’

s davkou do 800 mg denne [8, 21].

3.4.15 Tryptofan

Pritomnost’ indolového kruhu tryptofanu v polypeptidoch im déva vlastnosti
podporujuce hydrofébne interakcie. Hydrofobne interakcie medzi proteinmi, peptidmi
a inymi biologicky aktivhymi latkami maji vyznamnua ulohu v bunkovej fyziologii.
Plazmatické hladiny tryptofanu zavisia celkovo od faktorov ako vek, pohlavie, fyzicka
aktivita a podliehaju regulaénym mechanizmom porovnatel'ne ako ostatné proteinogénne

aminokyseliny [32].

Denné odporucand davka L-tryptofanu je 5 mg/kg. Ako suplement sa vyuziva
k uprave spanku a nélady. Toxicita tejto esencidlnej aminokyseliny nebola potvrdena,
vedlajSie ucinky aj pri vyssich davkach (70 — 200 mg/kg) boli len mierne - tremor, nauzea
a zavraty. V suvislosti s uzivanim liekov s obsahom serotoninu spolu s tryptofanom sa
v zriedkavych pripadoch vyskytuje serotoninovy syndrém, ktory je vysledkom velkej
stimulacie serotoninu a prejavuje sa deliriom, hypertermiou alebo v niektorych pripadoch

moze viest’ az ku kome [33].

3.4.16 Tyrozin

Tyrozin je v tele syntetizovany z fenylalaninu, pricom az 75 % prijatého
fenylalaninu je vyuZivany na tento ucel. Tyrozin je prekurzorom katecholaminov
adrenalinu, dopaminu a noradrenalinu. Katecholaminy maji v organizme regulacni
ulohu, pdsobia na adrenergné receptory, podiel'aju sa na stresovej reakcii, dopamin je
neuromediatorom. Z tyrozinu vznikaju d’alSie pre telo vyznamné molekuly, medzi ktoré

patria DOPA, melanin a tyroxin [1].

Tyrozin bol odpora¢any pri narkolepsii a ako antidepresivum. Uéinnost’ pouZitia
v tychto pripadoch nie je uzavretd. Pouziva sa pri fenylketonurii, pretoze je obtiaZne
dosiahnut' optimélne mnozZstvo tyrozinu zo stravy neobsahujicej fenylalanin.
V pripravkoch sa vyskytuje v davke 100 mg a je dobre tolerovany. Vo vysSej davke, ako
je odporucand, sa mézu vyskytnut’ vedl'ajsie ucinky ako nervozita, bolest’ hlavy, nauzea

a nespavost. Nesmie sa podavat’ detom, v tehotenstve a pocas dojCenia [8].
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4 Doplnky stravy

Pestra strava by mala zabezpecit’ dostato¢né mnozstvo vyzivnych latok pre spravny
vyvoj a celkovy dobry zdravotny stav jednotlivca. Z rozliénych dovodov, kedy strava
nedokéaze poskytnut’ vSetky nutricne vyznamné latky v uréitom obdobi Zivota, je pre
dosiahnutie idealneho stavu zivin v I'udskom organizme mozné v zaujme starostlivosti
o zdravie vyuzit’ doplnky stravy. Doplnky stravy su zaradené do kategorie potravin,
v ktorych sa ako koncentrovany zdroj vyskytuji vitaminy, minerdlne latky,
aminokyseliny, mastné kyseliny, je tam aj mozna pritomnost’ vlakniny, extraktov z rastlin
a niektorych d’alSich latok. Latky obsiahnuté v doplnkoch napoméhaji svojim nutri¢nym
a fyziologickym pdsobenim kompenzovat’ nedostatocné mnozstvo urcitej zlozky stravy.
Urcené su na spotrebu v odmeranych mnozstvach vo formach podobnym beznym
lieckovym pripravkom. Dostupné su ako kapsuly, tablety, pilulky, v praskovej podobe
a ako tekutiny vo flastickach s kvapkadlom alebo v ampulkach [34, 35].

4.1 Legislativa

V ramci Eurdpskej unie (EU) nie je pravo tykajice sa doplnkov stravy
harmonizované. Rozdiely medzi vnutrostatnymi predpismi ¢lenskych §tatov EU sa
regulujil pomocou nariadeni a smernic tak, aby nastavené podmienky zabezpecili ¢o
najefektivnejSie fungovanie vol'ného pohybu a vnitorného trhu. Medzi smernice, ktoré
sa zaoberaju problematikou zjednotenia pravidiel doplnkov stravy patri nayméi smernica
Europskeho parlamentu a Rady 2002/46/ES. Na néarodnej urovni st doplnky stravy
upravené zakonom ¢.110/1997 Sb., ktory upravuje povinnosti siivisiace s potravinami

a tabakovymi vyrobkami. Dalsie pokyny st zahrnuté vo vyhlaskach [35].

4.1.1 Uvadzanie na trh

Zo zékona o potravinach vyplyva informa¢na povinnost’, a to pre uvedenie na trh,
ktora ukladd prevadzkovatel'ovi potravinarskeho podniku zaslat Ministerstvu
zemé&délstvi oznacenie vyrobku so vSetkymi informaciami, ktoré budi uvedené na obale
podla platnych noriem. Ministerstvo nevyzaduje dokaz nezdvadnosti vyrobku ani spitne
nezasiela potvrdenie o splneni povinnosti. Zodpovednost za splnenie pravnych
predpisov, bezpeCnost’ a spravne oznacenie nesie prevadzkovatel' potravinarskeho

podniku.
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Potvrdenie odborného stanoviska vyjadrujuci zdravotni bezpecnost’ na zéklade
eskych a eurépskych pravnych noriem vydava Statni zdravotni Gstav (SZU) vo forme
certifikatu. Certifikat zdravotnej bezpednosti méa platnost’ 1 az 3 roky, dizka zavisi od
charakteru vyrobku. Podmienkou udelenia certifikatu je vyhovujice laboratorne
vySetrenie vykonané akreditovanym laboratornym pracoviskom a splnenie vSetkych
platnych predpisov tykajtce sa formy a mnozstva zloziek, oznacenia, zdravotnych tvrdeni

a varovani [36].

Pred uvedenim doplnku stravy na trh prevadzkovatel’ potravinarskeho podniku,
najneskor v den uskuto¢nenia, musi zaslat’ idaje pisomnou alebo elektronickou formou
pozadované dozornym organom, ktorym je Statni zemedélska a potravinarska inspekce
(SZPI). Ak sa jedna o prijemcu doplnku stravy zo §tatu EU alebo z inej krajiny, oznamuje
sa tato skuto¢nost SZPI najneskdér 24 hodin pred prichodom na miesto urcenie
prostrednictvom webového formulara, priCom miestom urcenia sa rozumie miesto
prijmu, prvého zaobchadzania a manipulacie na uzemi CR. Nesplnenie tejto povinnosti
je priestupkom, za ktory hrozi prevddzkovatelovi potravindrskeho podniku finan¢na

sankcia [35].

4.1.2 Oznacovanie

Vo vSeobecnosti na doplnky stravy reaguju spotrebitelia pozitivne, preto je
dolezita uprava a dozor nad ozna¢ovanim doplnkov stravy. Oznadenie musi spinat’ vietky
poziadavky predovSetkym kvoli ochrane spotrebitel’a, aby udaje uvedené na obale a pri
marketingovej komunikacii boli pravdivé, zrozumitelné a boli v stilade s najnovsimi

vedeckymi poznatkami [35].

Na obale je nutné uviest, Ze sa jednd o doplnok stravy, nazov latky a udaj
o obsahu, ktory je priemerom kvantitativnej analyzy. Vyrobca musi urcit odporacanti
dennti davku, ale zarovenn aj varovat pred jej prekroCenim. Spotrebitel musi byt
oboznameny s faktom, ze doplnok stravy nie je nahradou pestrej stravy. Vyrobca je
povinny uviest informacie o ulozeni mimo dosah deti a Specifické upozornenia na
nevhodnost’ pre niektoru skupinu 'udi. Zakazané je pouzivat’ tvrdenia, ktoré by nejakym
spOsobom naznacovali neposkytnutie dostatoéného mnoZstva zivin ziskanych prijimanim
vyvazenej stravy. Nie je ani povolené uvadzat, Ze latka obsiahnutd vo vyrobku ma
preventivne alebo liecebné ucinky [37]. Ak doplnok stravy ma urcité vyznacné vlastnosti,
ktoré by chcel na obale vyrobku alebo v reklame vyrobca uviest, moze tak urobit’.

Z dovodu rizika uvadzania klamlivych informécii su vlastnosti a tvrdenia, ktoré je mozné

21



pouzit’, regulované. Problematiku zdravotnych a vyzivovych tvrdeni upravuje Nariadenie
Europskeho parlamentu a rady (ES) ¢.1924/2006, kde sa uvadza, akym spdsobom mdzu
byt tvrdenia pouzité pri reklame a oznaCovani potravin. Uvadzanie zdravotnych
a vyzivovych tvrdeni je dobrovol'né. Prevadzkovatel’ potravinarskeho podniku ich vSak
smie pouzivat’ az po predlozeni podkladov, ktoré potvrdzuje fyziologicky alebo vyzivovy

ucinok na zéklade vedeckych udajov a po schvaleni prislusnym organom [35].

4.1.3 Nové potraviny

V zlozeni doplnku stravy je povoleny aj obsah tzv. novej potraviny. Nova potravina
je latka, ktora nebola v zna¢nej miere pouzivana na l'udsku spotrebu v niektorom
z &lenskych tatov EU pred datumom 15.5.1997. Medzi nové potraviny mozu patrit’ latky,
ktoré uz sice pouzivané boli, ale bol vyvinuty novy technologicky proces vyroby alebo aj

také latky, ktoré st pouzivané v mimoeurdpskych krajinach.

Nové potraviny podliehaji schval'ovaciemu procesu, ktory zac¢ina podanim ziadosti
Eurdpskej komisii. Schvalovanie je vSeobecné, nesluzi len konkrétnemu ziadatelovi.
Europska komisia spolu s Europskym uradom pre bezpecnost’ potravin overuje okrem
bezpecnosti aj to, ¢i zo strany ziadatel'a by nemohlo dojst’ k zavadzaniu spotrebitela.
Nasledne je nova potravina zaradena na zoznam. Koordindciu pravidelnej vzdjomnej
informovanosti medzi Eurépskym tradom pre bezpeénost potravin a CR vykonava

Odbor bezpecnosti potravin Ministerstva zemédelstvi [35].

4.2 Liecivy pripravok

Liecivy pripravok je latka alebo zmes latok vyuzivana pri ochoreni l'udi a zvierat
za UCelom prevencie, terapie alebo ako prostriedok k uréeniu samotnej diagno6zy. Latka
pouzita k priprave lieCivého pripravku, ktora je ucinnou zlozkou pripravku je pévodu
chemického, Zivo¢isneho alebo rastlinného. Uginok sa prejavuje zmenami fyziologickych
funkcii bunky, tkaniva alebo organu. Liecivy pripravok moze tieto funkcie ovplyviiovat’
farmakologickym mechanizmom, posobenim na metabolické pochody v organizme alebo

jeho imunitny systém.

Na zaklade registracného procesu sa ur¢i vydavanie lieivého pripravku, ktoré
moze byt viazané na lekarsky predpis, bez lekarskeho predpisu alebo bez lekarskeho
predpisu s obmedzenim. V zdkone st presne stanovené podmienky, za ktorych sa liecivy
pripravok musi vydavat' len na lekarsky predpis. Kompetentnou autoritou v CR pre

registraciu, evidenciu a dohl'ad nad lieCivymi pripravkami je Statni ustav pro kontrolu
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1é¢iv (SUKL). Rozhodujuci v zaradeni pripravku do kategorie viazanych na lekarsky
predpis je faktor priameho alebo nepriameho nebezpecenstva, ktoré by mohlo vyplyvat

z jeho Castého uzivania vo vic¢Som rozsahu [38].

Pripravky vydavané bez lekarskeho predpisu su bezne oznafované ako volne
predajné lieCivé pripravky a zname su aj pod skratkou OTC (over the counter). Medzi
odbornou verejnostou vSak nie je zhoda, ktoré volne dostupné pripravky moéozeme
skratkou OTC oznacit. Spolo¢nost’ IMS Health sa ako jedna z mnohych subjektov
pokusila tento pojem vymedzit’ a medzi OTC radi:

e produkty registrované SUKL-om, ktoré si vydavané len v lekériiach a ich
cena podlieha regulacii. Mo6Zzu to byt pripravky viazané na lekdrsky
predpis alebo bez lekarskeho predpisu.

e produkty, ktoré disponujii povolenim SZU alebo Ministerstva
zdravotnictvi. Ich cena nie je regulovana a je povoleny ich predaj aj mimo

lekarni [39].

4.2.1 Rozdiel medzi doplnkom stravy a lie€ivym pripravkom

Z pohl'adu neodbornej verejnosti nemusi byt zretel'ny rozdiel medzi doplnkom
stravy a vol'ne predajnym lie€ivom z dovodu, Ze niektoré¢ doplnky stravy sa zlozenim,
vzhl'adom a charakterom poskytnutych informacii na obale podobaji. Odborne a pravne
je hranica jednozna¢ne urcena ucelom pouzitia. Doplnky stravy nemaju na rozdiel od
lieCivych pripravkov byt prostriedkom lieCenia alebo prevencie ochoreni, ani
neovplyviiuji zdravotny stav. Z tohto dovodu su na nich kladené rozli¢né poziadavky ¢o
sa tyka regulacie a d’alSich aspektov, ktorych stihrn je uvedeny v Tabulka 2.

......

a prevzaté z [39])

Doplnok stravy OTC liecivo

Spravna vyrobna prax Nie Ano
Registra¢na autorita SzU SUKL
Dékaz kvality Doékaz nezavadnosti Ano
Dokaz bezpecnosti Nie Ano
Dékaz acinnosti Nie Ano
Vigilancia Nie Ano
Regulicia distribucie Nie Ano

23



Rozsah podmienok a dokumentacia suvisiaca s uvedenim na trh je vyrazné nizsia.
SUKL moéze vstipit' do registracie doplnkov stravy v pripade, Ze sa jednd o hrani¢né
pripravky, napr. parafarmaceutika. V pripade pochybnosti, kde pripravok bude zaradeny,
je v zédujme ochrany verejného zdravia uprednostnena kategéria lieCiv. Pripravok

nasledne musi absolvovat proces registracie liecivého pripravku [39].

4.3 Bezpec¢nost’ doplnkov stravy

Doplnky stravy st vol'né dostupné beznej populécii bez obmedzeni, preto st nutné
vysoké naroky na ich bezpecnost’. Vacsina latok pouzivand k vyrobe pochddza zo surovin
Casto pouzivanych v potravinarstve, to vSak neznamend, Ze neexistuju ziadne rizika
spojené s ich uzivanim. V doplnkoch stravy sa mozu vyskytnit' neziaduce latky
mikrobialneho, hubového alebo rastlinného pévodu, ¢i dokonca kontaminanty, akymi su
pesticidy a tazké kovy. Vac¢si doraz by mal klast’ prevadzkovatel' potravinarskeho
podniku nielen na vstupné a vystupné kontroly, ale aj kontroly medzi jednotlivymi

operaciami, a tymto sposobom zabranit’ vyskytu aj neoakavanych skodlivych latok.

Doplnky stravy ako produkty zaradené medzi potraviny musia byt bezpecné
a zdravotne nezavadné. Medzi sledované ukazovatele patria davky informujice
o chemickych zlicenindch aich vztahu medzi mnoZstvom a prejavenom efekte na
organizme. Akceptovatel'ny denny prijem je mnoZstvo pridavnej latky uvadzanej v mg
na kg telesnej hmotnosti v potravinadch. Tuto latku pritomna v potravine je mozné
konzumovat’ denne bez ohrozenia zdravia. Davka bez pozorovaného uc¢inku vyjadruje
najvyssie mnozstvo testovanej latky nespdsobujicej vyznamnu $tatistickl odliSnost’ od
kontroly vo vyskyte toxickych t¢inkov. Dal§im parametrom je najvysia Giroveii davky,
pri ktorej nie je pozorovany biologicky vyznamny efekt, resp. frekvencia alebo intenzita
negativnych u€inkov. V tomto pripade je ale moZzné zaznamenavat’ efekty, tie vSak nesmu

byt povazované za vedlajSie, ani byt ich zakladom [8].

4.4 Kontrola kvality

Kontrola kvality doplnkov stravy v CR je v kompetencii SZPI, mozna je aj kontrola
dal§imi spotrebitelskymi subjektmi. Dohlad zahffia zhodnotenie, &i vyrobca spiia
legislativne poziadavky pri predaji a propagécii, teda spravne oznacenie a dodrZanie doby
minimalnej trvanlivosti a pouzitel'nosti. Zameriava sa na mikrobiologické skusky a na
obsah cudzorodych latok, analytické a senzorické rozbory. Vzorky su hodnotené

z hl'adiska mikrobiologickej Cistoty, obsahu limitovanych ¢i zakazanych latok a kontroly

24



deklarovaného obsahu hlavnych zloziek. Kontrola kvality u doplnkov stravy a lie¢ivych
pripravkov nie je porovnatel'nd. Zo strany inSpekcénych autorit aj zo strany samotnych
spotrebitelov sa vSak ocakéava, Zze pripravok bude obsahovat zlozky deklarované

vyrobcom a na vstupné suroviny bude mat’ vysoké naroky samotny vyrobca [34].
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5 Metody pouzivané pri analyze aminokyselin

Nasledujuca kapitola je venovana opisu principu metdd, ktoré sa pri analyze
doplnkov stravy pouzivaju v liekopise a v reSerSovanych clankoch. Analyza doplnkov
stravy v tejto bakalarskej praci sa sustreduje na chemicku analyzu aminokyselin
z kvantitativneho a kvalitativneho hladiska, nezaobera sa celkovou kontrolou kvality,
Cistoty, pritomnostou moznych kontaminantov, zakazanych latok ani mikrobiologickym

sktSanim.

5.1 Zakladna charakteristika pouzivanych metod

5.1.1 Absorpéna spektrofotometria v infracervenej oblasti

Absorpcéné spektrofotometria v infradervenej oblasti nazyvana aj infraervena
spektroskopia  je  zalozend na  absorpcii  elektromagnetického  Ziarenia
z blizkej (0,78 — 2,5 um), strednej (2,50 — 50 pum) alebo vzdialenej (50 — 1000 pum)
infracervenej oblasti. Absorpcia ovplyviiuje vibracnu energiu a zmeny hladiny rota¢nych
stavov. Pristrojové vybavenie sa moze liSit v zavislosti od pouzitého principu,
najcastejSie sa pouzivaju spektrometre s Fourierovou transformaciou. Ako zdroj Ziarenia
sa pouziva polychromatické svetlo, ktoré dopada na polopriepustny deli¢ lacov. Jedna
Cast’ po prechode dopada na pevné zrkadlo, druha na zrkadlo pohyblivé. Po odraze sa tieto
luce stretavaju, spolu interferuju a smeruju ku kyvete a detektoru. Pohyblivé zrkadlo sa
postupne vzd'aluje a meni tak vinové dizky znasobeného Ziarenia. Signél sa prepocitava
Fourierovou transforméciou a vysledkom je absorpéné infracervené spektrum.
Infracervené spektrum vyjadruje zavislost’ transmitancie alebo absorbancie na vinocte
absorbovaného ziarenia. Pasy v spektre zodpovedaji typom vibraénych prechodov, ktoré

maju Specificku frekvenciu na zaklade funkénych skupin pritomnych v molekule [40, 41].

5.1.2 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (MS) je separacnd technika poskytujuca velké
mnozstvo informacie o vzorke a jej zlozeni. Principom je prevedenie vzorky na
ionizovanu plynnu fazu a akceleracie ionov do hmotnostného analyzatoru rozdel'ujuceho
i6ny na zéklade pomeru hmotnosti a ndboja m/z. Analyza prebieha za podmienok
vysokého vakua, ktoré brani vzajomnej kolizii Castic v plynnej faze. Vzorka vstupuje
v plynnej faze do idnového zdroja, kde prebieha ionizacia chemicky alebo prudom

elektréonov. Molekularny i6n, pripadne fragmentovy i6n vstupuje do hmotnostného
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analyzatora (napr. kvadrupdl, i6nova pasca), kde dochadza k rozdeleniu na zaklade m/z
a nasleduje detekcia, ktorej vysledkom je zévislost’ relativnych intenzit jednotlivych

16nov na podiele m/z [41].

5.1.3 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia je separatna metoda vyuzivajica distribuciu latok
medzi dve navzajom sa nemieSajuce fazy. Mobilnou fazou je v pripade kvapalinovej
chromatografie kvapalina, ktora pri pohybe systémom vplyvom tlaku unasa analyt,
najéastejsie v stipcovom usporiadani, kde je pevne ukotvena stacionarna faza. Distribucia
latok, a teda podstata separacného procesu, moze byt’ zalozena na viacerych principoch
apodla nich rozliSujeme chromatografiu adsorpénu, rozdelovaciu, idnovymennu,
agélova. V chromatografickom systéme pouZivajicom poldrnu staciondrnu fazu
a nepolarnu mobilnt fAzu hovorime o chromatografii na normalnej faze. Vzhl'adom na
vlastnosti bezne stanovovanych analytov sa CastejSie pouziva reverzna chromatografia,

kde je mobilna faza polarna a stacionarna faza mé nepoldrny charakter [42, 43].

Klasické kolonové prevedenie nemd postacujiicu ucinnost’, preto bola vyvinuta
vysokoucinna kvapalinovd chromatografia (HPLC). Zakladom je pouZitie dostatocne
malych ¢iastoCiek sorbentu, ktoré vSak vyvijaji odpor voci pretekajicej kvapaline,
a preto je nutné zabezpecit’ dostatocne vysoky tlak. Detektory pouzivané v HPLC by mali
byt dostatocne citlivé voci analytu a mélo citlivé na mobilnu fazu. Medzi bezné detektory
patri UV detektor, fluorescen¢ny, fotometricky, elektrochemické detektory €1 hmotnostny

spektrometer [41].

Hydrofilna interakéna chromatografia (HILIC) je modifikéciou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie, pri ktorej polarnou staciondrnou fazou preteka mobilna faza
obsahujliica zmes acetonitrilu a vody. Polarne hydrofilné analyty st silno zadrziavané na
staciondrnej faze a mobilnd faza vytvara elucny gradient, ktory sa zvySuje spolo¢ne

s rastucou polaritou [44].

Superkritickd fluidnd chromatografia (SFC) je d’alSou alternativou kvapalinovej
chromatografie. Ako mobilna fadzu vyuziva superkriticki kvapalinu a vlastnosti
charakterizované viskozitou podobni plynom a hodnotu hustoty blizku ku kvapaline.
Uvedené vlastnosti umoziuji pohyb mobilnej fazy v kapilarnych aj naplnovych koléonach
bez znaéného ovplyvnenia tlaku v systéme. NajcastejSie pouzivanou mobilnou fazou je

COz z dovodu jeho nizkej a pomerne I'ahko dosiahnutelnej hodnoty kritickej teploty
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a tlaku. Pristrojové vybavenie sa nelisi od Standardného vybavenia pouzivanom pri HPLC

[43].

Tenkovrstvova chromatografia (TLC) je technika kvapalinovej chromatografie
v plosnom usporiadani. Stacionarnu fazu tvori sorbent naneseny v tenkej vrstve na
skleneny, kovovy alebo plastovy podklad (chromatograficka doska). Ciastocky sorbentu
st tvorené celulézou, oxidom hlinitym, silikagélom, pripadne modifikovanym
silikagélom. Mobilnd faza je tvorend rozpustadlom alebo zmesou rozpustadiel
v zavislosti na vlastnostiach analytov. Vzorka sa nanaSa na jednom konci tenkej vrstvy
oznacovany aj ako Start, ponorenim do mobilnej fazy dochadza k procesu vyvijania, ktory
prebieha v chromatografickej komore. Analyty sa rozdelia na zaklade uplatnenia
adsorpcného alebo rozdel'ovacieho principu a vyvijanie sa ukonci eSte pred dosiahnutim

druhého konca chromatografickej dosky nazyvanej aj celo [41, 45].

5.1.4 Nuklearna magneticka rezonancia

Nuklearna magneticka rezonancia je spektralna metdda zalozena na schopnosti
absorpcie radiofrekvencného elektromagnetického Ziarenia atdbmovych jadier prvkov
umiestnenych vo vonkajSom magnetickom poli. Zékladnou podmienkou je nenulovy
jadrovy magneticky moment, ktora je splnené u jadier s jadrovym spinovym kvantovym
¢islom rozliénym od 0. Na analyt pri merani pdsobi vysokofrekvenéné elektromagnetické
pole stalej frekvencie a meni sa hodnota magnetickej indukcie, alebo je konStantna
magnetickd indukcia a meni sa frekvencia elektromagnetického pol'a. Ako zdroj ziarenia
sa pouziva radiofrekvencny generdtor. Detektorom je cievka vinutd okolo kyvety so
vzorkou, umiestnena kolmo na smer silo¢iar magnetického pol'a a smer osy cievky zdroja.
Rezonan¢né frekvencia v NMR spektre je ovplyvnena chemickou S$truktirou v okoli
sledovaného protonu, preto sa vyhodnocuje zavislost’ intenzity nameraného signalu na
chemickom posune, ktory vyjadruje rozdiel medzi polohou signdlu meranej latky

a Standardu [41].

5.1.5 Odmerna analyza

Odmerna analyza (titratné stanovenie) je zaloZend na zistovani presného objemu
skimadla o presne znamej koncentracii potrebného na plné zreagovanie stanovovanej
zlozky v analyzovanej zlozke. Medzi latkou stanovovanou a roztokom sktmadla,
prebiecha kvantitativna chemicka reakcia, ktorej koniec je charakterizovany bodom
ekvivalencie. Na zdklade typu prebiehajucej reakcie rozoznadvame acidobazické,

komplexotvorné, zrazacie a oxida¢no-redukéné titradcie. Acidobazické titracie su
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podmienené prenosom proténu v sustave dvoch konjugovanych parov kyselin a zésad.
Stanovuju sa nimi latky kyslého alebo zasaditého charakteru a na zéklade toho
rozliSujeme alkalimetriu a acidimetriu. Mo6zu prebiechat vo vodnom a nevodnom
prostredi. Komplexometrické titracie su charakterizované vznikom komplexnych
zlugenin rozpustnych v polarnom rozptitadle. Casto je pouzivana chelatometria
a merkurimetria. Zrazacie titradcie vyuzivaji reakcie medzi idnmi stanovovanej latky
a ionmi odmerného roztoku za vzniku prakticky nerozpustnych zrazenin. Pri oxida¢no-
reduk¢nych titraciach dochddza k prenosu elektronov, preto sa vyuzivaju u latok, ktoré
sa l'ahko oxiduju, resp. redukuji. Kvantitativne stanovenie pomocou oxidacno—-reduk¢-
nych titracii je rozSirené, medzi Casto pouzivané patri jodometria, bromatometria,

manganometria a cerimetria [42, 43].

5.1.6 Polarimetria

Polarimetria je optickda metéoda vyuzivajica schopnost latok obsahujucich
v molekule asymetricky uhlik stacat’ rovinu polarizované¢ho svetla. Na meranie uhla
optickej otacavosti sa vyuzivaju polarimetre. Polarimetre pomocou filtru vymedzuji
interval vlnovych dizok zo zdroja svetla a po prechode polarizatorom sa dosiahne zmena
svetla nepolarizovaného na svetlo linedrne polarizované. Svetlo prechadza kyvetou so
vzorkou, kde nastane oto€enie roviny polarizovaného svetla, ktoré nasledne dopada na
analyzator. Intenzita svetla je zaznamenavana detektorom. Pri jednoduchsich pristrojoch
je otacanim analyzatora nastavend opticka rovnovéaha polotienia v zornom poli a od¢itana

hodnota zo stupnice d’alekohl'adu [41].
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5.2 Liekopisné metody analyzy aminokyselin

5.2.1 Analyza aminokyselin kvapalinovou chromatografiou

Analyza aminokyselin ako kapitola 2.2.56, ktord je sucastou casti Fyzikalni
a fyzikalné-chemické metody Ceského liekopisu 2017, sa venuje moznostiam stanovenia
vol'nych aminokyselin vo farmaceutickych pripravkoch. Zarovenl je mozné metodami
uvedenymi v tejto kapitole aj stanovenie zlozenia bielkovin a peptidov po
predchadzajicom hydrolytickom rozstiepeni ich peptidickych vizieb. Kvalitu vysledkov
analyzy ovplyviuje vyber zvolenej metddy, ktord sa predovSetkym urCuje na zaklade
pozadovanej citlivosti, ako aj manipulécia so vzorkou. Délezité je zamerat’ sa najméi na
potencialnu kontaminaciu, ¢i uz mikrobialnu alebo cudzimi latkami. VSetky pouzivané
skimadla maju mat’ charakter vysokého stupia Cistoty, odportca sa aj ich filtracia pred
pouzitim.

Metody st zalozené na chromatografickej separacii na nizkotlakovom alebo
vysokotlakovom kvapalinovom chromatografe, a to bud’ ionovymennou chromatografiou
a naslednou postkolonovou derivatizaciou alebo predkolonovou derivatizaciou
nasledovanou HPLC na reverznej faze s vyuzitim gradientovej elucie. Metody
predpokladaji moznost’ automatizdcie a kvantitativneho vyhodnotenia na zaklade
integrovania plochy pikov signdlu. Odozvu zaznamenava detektor fluorescenény alebo

spektrofotometricky v UV oblasti.

Metody postkolonovej derivatizacie st vo vSeobecnosti menej ovplyvnené
zlozenim tlmivych roztokov. V liekopise st uvedené pouZitia ninhydrinu a ftaladehydu
ako derivatiza¢nych ¢inidiel. Pri oboch metédach dochadza k separacii na zéklade zmeny
pH ai6nove;j sily pri elucii. Pre zlozZitejSie matrice sa vyuZziva systém zaloZeny na vymene
Li", pri jednoduchsich zmesiach je mozné vyuzit' vymenu kationov sodika. Pre zlep3enie

separacie je odporii¢ané pouzit’ teplotny gradient.

Prvé metoda je postkolonova derivatizacia prostrednictvom ninhydrinu, kde pri
reakcii s aminokyselinou sa skumadlo sfarbi Cervenofialovo a vykazuje absorpcné
maximum pri 570 nm. Vynimku tvoria iminokyseliny, ktoré davaju sfarbenie ZzIté
a absorp¢né maximum, pri ktorom prebieha UV detekcia je 440 nm. Detekény limit tejto

metddy je 10 pmol, pre prolin ako iminokyselinu 50 pmol.

Druhé metoda vyuziva ftalaldehyd, reakcie prebiehaju za rozdielnych podmienok

pre primarne a sekundarne aminy. Primdrne aminy reaguji s ftalaldehydom na
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izoindolové produkty s podmienkou pritomnosti zlucenin s thiolovou funkénou skupinou.
Pred derivatizaciou sekundarnych aminov ftalaldehydom je nutné oxidéacia chlérnanom
sodnym alebo chloraminom T. V oboch pripadoch vznikaju zluCeniny vykazujuce
fluorescenciu a intenzita fluorescencie je zaznamenavana pri excitaénej vinovej dizke
348 nm a emisnej vlnovej dizke 450 nm. Detekény limit sa uvadza do niekolkych

desiatok pmol.

Predkolonové derivatizacie st citlivejSie na vplyv soli z tlmivych roztokov.

Chromatografickd separacia sa uskutoiiuje na reverznej faze za pouZitia

oktadecylsilylovej kolony. Jednotlivé derivatizaéné ¢inidla, pouzivané mobilné fazy

a spdsob detekcie su uvedené v Tabul’ka 3 [46].

Tabulka 3 Predkolonova derivatizacia [46]

Derivatizaéné ¢inidlo Mobilna faza Detektor Detekény limit
zmes ACN a tlmivého uv
fenylisothiok at 1 1
cnyisotiokyana roztoku (A=254 nm) PO
6-aminochinolyl-N- fluorimetricky
aminoe m(? y .. zmes ACN a tlmivého HorimetrieRy 40-320 fmol
hydroxysukeinylimidyl- odného roztok (Aex =250 nm (cystein 800 fmol)
karbamt v ZloRu dem=395nm) = IO
fluorimetricky
ftalaldehyd - (Aex = 348 nm 1 pmol
Aem = 450 nm)
enzen d-utfonyiahto, | S ACNatmiveho | UV 2.5 pmal
vid ¥ vodného roztoku (A=436 nm) P
gradientova elucia:
zmes ACN, metanolu a . L,
. fluorimetricky
9-fluorenylmethyl- tlmivych roztokov C
., (Aex= 260 nm niekol’ko fmol
chlorformiat (10:40:50; v/v/v) a zmes A = 313 nm)
ACN a tlmivého vodného | "
roztoku (50:50; v/v)
fluori ok
7-fluor-4-nitrobenzo-2- zmes ACN a tlmivého uorimetricky
oxa-1,3-diazol odného roztok (hex= 480 10 fmol
-1,3- V4
’ v . dem = 530 nm)
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5.2.2 Liekopisné dokazy jednotlivych aminokyselin

Metody identifikéacie latok sa volia tak, aby sa dand latka dokazala pomerne I'ahko,
dostato¢ne citlivo a spolahlivo. Ku kvalitativnej analyze sa najcastejSie vyuzivaju
inStrumentalne metddy optické, chromatografické, ale aj chemické dokazy sprevadzané
vznikom zrazeniny alebo zafarbenia. Pri aminokyselinach, ktoré maji samostatné
liekopisné c¢lanky (alanin, arginin, fenylalanin, glycin, histidin, izoleucin, kyselina
asparagova, kyselina glutdmovd, leucin, metionin, serin, treonin, tryptofan, tyrozin
avalin) je vyuzivand k identifikacii Specifickd optickd otacavost’, tenkovrstvova
chromatografia, infraervena absorpcnd spektrofotometria a chemické dokazy. Pre
jednoznacénu identifikaciu je nutné pouzit’ sucasne viacero metdd konkretizovanych

v monografiach jednotlivych aminokyselin v ¢asti Zkousky totoznosti.

Optickd otadCavost’ sa vyuziva pri charakterizacidch latok opticky aktivnych,
medzi ktoré patria aminokyseliny vd’aka pritomnosti chirdlneho uhlika v ich molekule.
Optickéd otaCavost’ je merana polarimetrom a liekopisné udaje su vzdy uvadzané pre
spektralnu liniu D sodikového svetla (589,3 nm), teplotu 20 = 0,5 °C a hrabku vrstvy
1 dm. PravotoCivé latky (+) sa otacaju pri pohlade smerom na dopadajuci luc¢
polarizovaného svetla v smere hodinovych ruciciek, l'avotocivé (—) naopak [40, 42, 45,

46).

Specifické opticka otacavost’ [a]2 sa vypocita ako uhol otoenia polarizovaného
svetla merany za vyssie uvedenych podmienok. RozliSuje sa prava a vypocet pre pevné
latky a latky kvapalné. Z pevnych latok je k jej ur€eniu nutna koncentracia vyjadrend na
1g latky v 1 ml, u kvapalnych latok je potrebna k zisteniu hodnoty Specifickej optickej
otatavosti ich hustota. Specifickd opticka otadavost’ je charakteristickd pre dané
rozpustadlo a koncentraciu. V danom ¢lanku je uvedeny postup pripravy skasaného
roztoku. Pri ur€eni Specifickej optickej otdCavosti je nutné zohl'adnit’ aj d’alSie faktory,

a presnejsie aj to, €1 sa jedna o latku bezvodu, zbavenu rozpustadla alebo vysusent [45].

Dokaz pomocou TLC sa vyuziva pre identifikdciu Cistych latok, substancii aj
liecivych pripravkoch na zaklade vyvijania chromatogramu roztoku analyzovanej vzorky
vedla roztoku vzorky Standardu [42]. Pri stanoveni vicSiny aminokyselin sluzi ako
staciondrna faza chromatografickd doska so silikagélom a mobilnou fazou je zmes
ladovej kyseliny octovej, vody a butan-1-ol-u (20:20:60; v:v:v). Pri identifikacii glycinu

sa pouziva rovnaka mobilna faza ako pri va¢sine aminokyselin s rozdielom pouzitia ako
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stacionarnej fazy chromatografickej dosky s vrstvou celulozy. Pri arginine je vyuzivana
chromatografickd doska s vrstvou silikagélu ako staciondrna faza a mobilnd faza je
tvorend zmesou koncentrovaného amoniaku a propan-2-ol-u (30:70; v:v). Mobilna faza
pri tyrozine obsahuje koncentrovany amoniak a propan-1-ol (30:70; v:v) za pouzitia
chromatografickej dosky s vrstvou silikagélu. Detekcia u vSetkych aminokyselin prebieha
s vyuzitim ninhydrinu ako detekéného Cinidla za podmienok zahrievania pri teplote
150 °C pocas 15 minut. Hodnoti sa hlavna Skvrna chromatogramu, ktord musi byt zhodna
svojou polohou, zafarbenim a velkostou s hlavnou skvrnou porovnévacieho roztoku [40,

45, 46].

Identifikécia latok pomocou infraderveného spektra je umoznena na zaklade
charakteristickych pasov vyskytujicich sa pri urcéitych vlnoc¢toch, ktoré zodpovedaji
funkénym skupindm a vizbam v molekule. K preukazaniu totoZznosti sa pouziva

porovnévanie s prislusSnym Standardom.

Chemické dokazy, teda Specifické chemické reakcie vyuzivajice pritomnost
charakteristickych funkénych skupin, pouzivané pri identifikacii aminokyselin sa
prejavia  vznikom zrazeniny, zmenou zafarbenia, pripadne fluorescenciou.
Kolorimetrickymi reakciami sa dokazuju fenylalanin, metionin, serin, treonin a tryptofan.
Fenylalanin sa nitruje dusi¢cnanom draselnym a kyselinou sirovou zahrievanim po dobu
20 min. Po ochladeni sa prida hydroxylamin-hydrochlorid a po pridani koncentrovaného
hydroxidu sodného nasleduje chladenie vo vode s l'adom a vznik fialovocerveného az
fialovohnedého zafarbenia. Reakcia metioninu s nitroprussidom sodnym v alkalickom
médiu za zahriatia na 40 °C pokracuje po ochladeni acidifikaciou a poskytuje
tmavocervené zafarbenie. Nitroprussid sodny ako ¢inidlo sa vyuziva aj pri dokaze
treoninu, kde za pritomnosti jodistanu sodného a piperidinu sa skasany roztok zafarbi na
modro a po niekol’kych mintitach meni svoje zafarbenie na zIté. Roztok serinu sa zahrieva
v pritomnosti jodistanu sodného a zachytend para na navlhcenej skelnej vate sa po zahriati
v reakcii so sodnou solou chromotropnej kyseliny a kyseliny sirovej zafarbi
fialovocerveno. Tryptofan je identifikovany vd’aka vzniku fialovomodrého komplexu po
reakcii s dimethylaminobenzaldehydom v prostredi kyseliny chlorovodikovej aza
zahrievania vo vodnom kupeli. Reakcia glycinu s chlérnanom sodnym prebieha
v pritomnosti kyseliny chlorovodikovej] za varu a po pridani rezorcinolu je
charakteristickd vznikom fialového roztoku, pricom sa jeho farebnost’ meni na oranzova

a zIth. Je zaroven pritomna aj Zltozelenad fluorescencia. Pre alanin je charakteristicky
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vznik Zltej zrazeniny. Zrazenina vznika v reakcii s jodidom draselnym a jédom
v alkalickom prostredi hydroxidu sodného za predoslého rozptstania v dusitane sodnom

v prostredi kyseliny chlorovodikovej [40, 42, 45, 46].

5.2.3 Stanovenie obsahu titracnymi metodami
Stanovenie obsahu pomocou odmernych stanoveni uvedenych v liekopisnych
¢lankoch je metddou kvantitativnej analyzy, ktoré sa daju vyuzit’ k priamemu stanoveniu

obsahu alebo titraciou stanovovanej latky po predchadzajicej izolacii z pripravkov [42].

Acidometrické titracie v nevodnom prostredi sa pouzivaji k stanoveniu slabych
zasad a kyselin, ktoré si vo vodnom prostredi malo rozpustné a nedostato¢ne ionizované.
Liekopis acidometricku titraciu ako stanovenie obsahu uvadza pri stanoveni alaninu,
argininu, glycinu, izoleucinu, leucinu, metioninu, fenylalaninu, treoninu, tyrozinu,
tryptofanu a valinu v prostredi bezvodej kyseliny mravcej a bezvodej kyseliny octove;j.
Odmernym roztokom je kyselina chloristd v koncentracii 0,1 mol/l. Urcenie bodu
ekvivalencie prebieha potenciometricky. Potenciometrické stanovenie bodu ekvivalencie
zistujeme meranim zmien potencidlov medzi referencnou a porovnavacou elektrédou
ponorenych v roztoku skuSanej latky v zavislosti na spotrebe odmerného roztoku.
Odmerny roztok sa pridava za hodnotu o¢akavaného bodu ekvivalencie z dovodu ¢o jeho
najpresnejSicho urcenia. Bod ekvivalencie je v tomto pripade charakterizovany

maximalnou zmenou potencialu.

Acidometricka titracia vo vodnom prostredi je vhodna pre stanovenie latok
s dostato¢nou bazicitou a rozpustnostou vo vode. Pozadované vlastnosti ma
z aminokyselin histidin. Titruje sa odmernym roztokom 0,1 M kyseliny chlorovodikove;j

za potenciometrického stanovenia bodu ekvivalencie.

Alkalimetrické titracie sa vyuZzivaju pri stanoveni kyseliny asparagovej a kyseliny
glutimovej. Navazka aminokyselin sa rozpusti vo vode zbavenej oxidu uhlicitého,
rozpustanie je mozn€ aj miernym zahriatim. Po vychladnuti sa titruje 0,1 mol/l
hydroxidom sodnym. Indikacia bodu ekvivalencie sa ur€uje vizudlne pouZitim
acidobazického indikatoru bromthymolovej modrej, a to prejavenim zmeny sfarbenia

roztoku zo zltej na modru [40, 42, 45, 46].
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5.3 Prehlad publikovanych metod analyz aminokyselin

Na vypracovanie tejto kapitoly bola pouzita citatna bibliograficka databdza Web
of Science v rezime pokrocilého vyhladavania so zvolenim kl'icovych slov autora food
supplements, analysis, amino acids a ¢asovo vymedzené obdobie na roky 2015 — 2020,
aby metddy zodpovedali najnovsim trendom v analyze. V d’alSom vyhladdvani sme
pouzili moznost’ vyhl'adavania pomocou slov z abstraktu, kde boli vybrané slova analysis,
supplement, amino acid. Cielom bolo vyhladat analytické metddy, preto bolo
vyhl'addvanie zizené na vedny odbor analytickd chémia. V zavere podkapitoly je uvedena

Tabul’ka 4, ktora obsahuje prehl'ad metdd v publikovanych ¢lankoch.

5.3.1 Analyza vol’'nych aminokyselin spojenim chromatografie a hmotnostnej
spektrometrie — aplikacia pre doplnky stravy

V c¢lanku je prezentovana chromatografickd metoda spdjajica a vyuzivajuca
Siroky elu¢ny gradient SFC a HPLC. Aplikovanie metddy bolo experimentalne skuSané
na 3 doplnkoch stravy — tablety Amino Acid Complex (17 L-proteinogennych
aminokyselin), kapsule s obsahom BCAA a VITALL +®.

Experiment bol wuskutocneny na pristroji AQUITY Ultra Performance
Convergence Chromatography™, vybaveny bindrnou pumpou i PDA detektorom
a jednoduchym kvadrupolovym analyzatorom vyuzivajucim ionizaciu elektrosprejom
(ESI). Separacia prebiehala na koléne Chiralpak ZWIX (+) s rozmermi 150 x 3,0 mm
a velkostou castic 3 pum. Mobilnd faza obsahovala oxid uhli¢ity, ako pomocné
rozpustadlo metanol obsahujici 2% vody a 20 mM metansulféonovi kyselinu pri
prietokovej rychlosti 0,5 ml/min a teplote 25 °C. Detekcia bola dosiahnutd pomocou
ESI-MS so zvolenym pozitivhym rezimom ionizacie a zdznamom celkového i6nového

pradu.

Pre vyhodnotenie boli pouzité dve metédy — metdda Standardného pridavku
a metoda vnutorného Standardu (IS). Pri metéde vntitorného Standardu bol ako IS pouzity
L-tryptofan, pricom poskytnuta zavislost’ bola linedrna. Stanovena bola medza detekcie
(LOD) a medza stanovitel'nosti (LOQ), priCom najnizSia hodnota LOD sa ziskala pre
izoleucin a prolin, naopak najvyssia pre glycin. Validacia metody Standardného pridavku
prebehla na vzorke BCAA a na taurine. Ziskana zavislost’ signalu na koncentracii bola
polynomicka. Metodou Standardného pridavku bola uréend medzilahld presnost

a opakovatelnost’, ktorej najhorSie hodnoty opakovatel'nosti predstavovali 13 a 15 %.
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V clanku je popisany experiment vyuzivajuci elucny gradient v rozmedzi od
superkritickej kvapaliny po kvapalni mobilni fazu, ¢o umoznilo elaciu 20 volnych
aminokyselin. Vd’aka reverznému tlakovému gradientu (15 — 11 MPa) a reverznej
prietokovej rychlosti (3 — 1 ml/min) bola umoznend analyza v trvani 10 mintt.
Aplikovanie tejto metddy je vyhodné pri analyze velkého mnozstva vzoriek, pricom nie

je potrebna zlozitd prvotna Gprava alebo derivatizacia [47].

5.3.2 Chiralna analyza aromatickych aminokyselin pouZzitim superkritickej
fluidnej chromatografie

V ¢lanku je popisand chirdlna separacia metédou superkritickej fluidnej
chromatografie pre analyzu piatich rozli¢nych doplnkov stravy obsahujucich aromatické

aminokyseliny.

Na analyzu bol pouzity superkriticky fluidny chromatograf firmy Jasco
s detektorom diddového pola. Pre separaciu bola vyuzité teikoplaninova chiralna kolona
Chirobiotic T2 a zarovei boli testované aj sucasné zapojenie viacerych achiralnych kolon
s polarnymi staciondrnymi fazami. Podmienky separdcie na T2 koldéne boli
optimalizované na prietokovu rychlost’ 2 ml/min, tlak 100 bar a teplotu 35 °C, ako
modifikator bol zvoleny metanol v koncentracii 40% s vysokym pridavkom vody (10%

v metanole).

Publikovana praca predstavuje metodu superkritickej fluidnej chromatografie, pri
ktorej prebehla enantiometricka separacia s vyuzitim Standardnych roztokov racemicke;j
zmesi a kvantifikdcia aminokyselin v doplnkoch stravy bez potreby derivatizacie, pricom
ziskana citlivost’ predstavovala LOD v rozmedzi 0,5 — 2,0 ug/ml. V doplnkoch stravy
neboli detekované Ziadne enantiometrické necistoty a vSetky zodpovedali deklarovanému
obsahu L-aminokyselin [48].

5.3.3 Nova metéda hydrofilnej interakénej chromatografie pre stanovenie
aminokyselin v doplnkoch stravy bez derivatizacie

Autori ¢lanku navrhli pouzitie HILIC pre analyzu doplnku stravy obsahujuceho
okrem aminokyselin (Asp, Arg, karnitin) aj d’alSie zlozky s moznostou analyzy touto

metddou vratane glutathionu a kreatin tartratu.

Priprava vzorky bola obmedzena len na zriedenie a na analyzu bol vyuzity
kvapalinovy chromatograf MD-910 vybaveny pumpou PU-1580 s ternarnou
gradientovou jednotkou LG-1580-002 a UV-DAD. Bola pouzita silkagélova kolona

Phenomenex Kinetex s pevnym jadrom (100 x 4,6 mm; 2,6 um). Mobilnd faza
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pozostavala z acetonitrilu a 12,5 mM fosfore¢nanu draselného o pH 2,3 v pomere 85:15
(v/v), prietokova rychlost’ bola optimalizované na 1,4 ml/min. Spektrofotometrickd UV
detekcia prebiehala pri vinovej dizke 200 nm. Tato kratka vlnova dizka mohla byt pouZita
vd’aka tomu, ze hlavnou zlozkou mobilnej fazy bol ACN a mobilna faza neobsahovala
ziadne rusivé zlozky.

Autori preukazali stanovenie pomocou HILIC ako moznost’ pre kvantitativnu
analyzu doplnkov stravy bez nutnosti zlozitej Gipravy vzorky. Metdda je v porovnani so
Standardne pouzivanou analyzou v RP-HPLC jednoduchsia, pretoZze nie je potrebna
predkolonova derivatizacia. Zaujimavostou je, ze autori zistili pritomnost asi 20%
oxidovanej, teda neaktivnej formy glutathionu, ¢o poukazuje na nutnost’ kontroly
doplnkov stravy [49].

5.3.4 Optimalizacia ,,one pot*“ derivatizacie a enantioseparacie cysteinu: aplikacia
na doplnky stravy

Autori sa zamerali na enantioseparaciu cysteinu. V ich zaujme bolo najst’
optimalny proces derivatizacie vzhladom k vysoko reaktivnej tiolovej skupine, ktort

obsahuje cystein vo svojej Struktre.

Derivatizacia vzorky prebiehala upravou prostredia boratovym pufrom a reakcie
s ¢inidlom 4-fluoro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazolom (NBD-F) za podmienok zahriatia na
40 °C v prostredi acetonitrilu. Po néslednom ochladeni v I'adovej vode a pridani 2%

roztoku trifluéroctovej kyseliny nasledoval nastrek do HPLC systému.

Na separaciu sa vyuZzili HPLC systém Shimadzu LC-20A Prominence. Mobilna
faza v zloZeni metanol — voda 90:10 (v/v) s obsahom 15 mM mrav¢anu amoénneho,
prietokovou rychlostou 1,0 ml/min pri teplote 35 °C. Enantioseparacia na kolone
Whelk-O1, ktord obsahuje 1-(3,5-dinitrobenzamido)-1,2,3,4 tetrahydrofenantrén ako
chiralny selektor a nasledna UV detekcia derivatu NBD-Cys prebichala pri vinovej dizke
472 nm.

Validovand metdda, pri ktorej sa podarilo optimalizovat’ derivatizacnu reakciu
bola speSne aplikované na doplnok stravy obsahujtci L-Cys. Produkt reakcie vykazuje
stabilitu 10 dni a potvrdenie jeho chemickej identity bolo uskutonené za pomoci
hmotnostnej spektrometrie s vysokym rozliSenim. Hodnoty LOD a LOQ su pre oba

enantioméry zhodné [50].
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5.3.5 Sucasné stanovenie taurinu, N-acetylcysteinu, glycinu, metioninu
v komer¢ne dostupnom pripravku pomocou HPLC

Metdda predstavuje citlivé, selektivne, spolahlivé a sucasné stanovenie
aminokyselin a derivatu aminokyseliny v doplnku stravy s vyuzitim predkolonove;j

derivatizacie a naslednou HPLC analyzou.

Derivatizacia roztoku vzorky k umozneniu detekcie prebiehala v prostredi
cetyltrimetylamoénia bromidu s 1-fluér-2,4-dinitrobenzén (DNFB) v ¢ase 10 minut pri
teplote 60 °C. Reak¢na schéma medzi aminokyselinou a derivatizatnym c¢inidlom je

uvedena na Obrazok 2.

O,N NO, fe) O,N NO,
T ol — :
NH
F T)J\OH

R

Obrazok 2 Schéma reakcie aminokyseliny a derivatizacného cinidla (DNFB) [51]

HPLC separacia derivatizovanych aminokyselin sa uskuto¢novala pri teplote
25 °C na kolone C18 Phenomenex Synergi MAX-RP 4 (250 mm x 4,6 m). Mobilna faza
pozostavala zo zmesi trietylamonia, 0,05 M fosfatového pufru (pH=3) a acetonitrilu pri
podmienkach gradientovej eltcie a rychlosti prietoku 0,4 ml/min. K detekcii bol vyuzity
UV-DAD detektor pri vlnovej dizke 360 nm.

HPLC analyza s vyuzitim derivatiza¢ného ¢inidla DNFB a vnutorného Standardu
Arg, resp. Arg-DNFB poskytovali hodnoty LOD v rozmedzi 45 — 69 ng/ml a LOQ 150
az 597 ng/ml. Bola potvrdena vhodnost metédy pre jej vyuzitie v kvalitativnej
a kvantitativnej kontrole viaczlozkového doplnku stravy [51].
5.3.6 Valida¢na Stidia proténovej NMR ako metédy stanovenia L-argininu,

L-citrulinu a taurinu v doplnkoch stravy

Predmetom Studie je moZnost’ sucasného stanovenia obsahu L-argininu,
L-citrulinu a taurinu z doplnkov stravy vo forme prasku a tabliet pouzitim kvantitativnej

NMR spektroskopie.

Na analyzu 400 MHz NMR spektrometer Bruker Ascend 400 s 5 mm
Sirokopasmovou sondou s gradientom v ose Z. V zdzname NMR spektra sa piky
nachadzaju v poradi — slepa vzorka, vnutorny Standard (kyselina maleinova), Standardy

cielovych analytov a vzorka.
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Experimentalne skuSanie potvrdilo vhodnost’” metody na zamyslané pouzitie
s vyhodou mensej environmentalnej zataze, ked’ze sa nepouzivaju prchavé organické
rozpustadla. Pri porovnani s referencnou HPLC metodou vynikd NMR metoda

jednoduchost’ou pripravy vzorky a rychlostou analyzy [52].

5.3.7 Vyuzitie MS a NMR pre Kkontrolu doplnkov stravy obsahujicich
aminokyseliny

Autori Clanku podrobili kvantitativnej a kvalitativnej analyze doplnky stravy
Amino 75® a BCAA + Glutamine Advanced R® technikami MS a NMR. Prvy uvedeny
pripravok obsahuje 8 aminokyselin (Leu, Val, Ile, Phe, Thr, Met, Lys, His), druhy
obsahuje 4 aminokyseliny (Val, Leu, Ile, Gln). Za Géelom validacie metédy pouzili
injekény roztok Primene® 10%, ktory obsahuje dvadsat’ aminokyselin. Kazda vzorka bola

podrobena analyze MS aj NMR.

Nastrek vzorky bol uskutocneny pomocou prietokovej injekénej analyzy (FIA) na
pristroji ACQUITY UPLC H-Class systém prepojeny s tandemovym hmotnostnym
spektrometrom Synapt G2-Si vyuzivajuci ESI a hybridné techniky s vysokym rozliSenim
kvadrupodlu spojeného s analyzatorom doby letu. Mobilnt fizu tvorila zmes metanolu
a acetonitrilu (50:50). Ako vnltorny Standard bol pouzity teofylin. NMR analyza
prebiehala na pristroji Bruker Avance III 600 MHz s pouzitim 5 mm inverznej sondy TXI

v gradiente osy Z.

Prinos tejto Stidie je najmé v aplikacii dvoch analytickych postupov, v ktorych aj
napriek zloZitosti matric boli poskytnuté komplexné informécie o viaczlozkovych
doplnkoch stravy. Prekryvajlice signaly viditeIné pri 1D NMR spektre boli vyrieSené
optimalizaciou za vyuzitia 2D NMR spektra. V ¢lanku boli na viaczlozkové doplnky
stravy aplikované techniky FIA-ESI-MS a NMR pre kvantitativne a kvalitativne
stanovenie s toleranciu + 10% pre NMR a +20% pre MS. NMR analyza umoznila analyzu

komplexnej vzorky za 2 min [53].
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Tabulka 4 Analytické metody pouzivané na stanovenie aminokyselin v doplnkoch stravy v publikovanych ¢lankoch

Analyt | Matrica Uprava vzorky Derg’:it(iﬁséné Metéda Detekcia LOD [pg] LOQ [pg] Zdroj
Val 0,013 0,042
Ile 0,001 0,003
Pro 0,001 0,003
Leu 0,001 0,004
Ala 0,004 0,013
Ser 0,003 0,008
Met 0,003 0,008
GIn rozpust'anie vo vode 0.007 0.023
a 0,1 M HCI, ’ ’
Thr tableta | riedené metanolom 1:5, B HPLC/SFC MS 0,002 0,007 [47]
Phe kapsula | filtracia cez 0,45 pm 0,002 0,007
Asn injekény filter, 0,005 0,015
Asp pridavok L-Trp (IS) 0,006 0.021
Arg 0,006 0,021
His 0,006 0,021
Gly 0,033 0,111
Tyr 0,005 0,017
Taurin 0,005 0,017
Lys 0,010 0,033
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Pokracovanie Tabulka 4

Analyt | Matrica prrava vzorky Derg:itcllﬁcne Metoda Detekcia LOD [pg/ml] | LOQ [pg/ml] | Zdroj
L-Phe 2,0 6,7
rozdrobenie na prasok,
L-Tyr kapsula | 4-krat opakovana 1,0 3,3
extrakcia vodou, - SFC PDA [48]
L-Trp mieSanie, sonikacia, 0,5 1,7
centrifugacia
L-Trp tableta 0,5 1,7
Asp rozdrobenie na prasok, 55 12,0

fosfatovy pufr (pH=2,8;

15,5 mM), sonikacia,

filtracia cez 0,22 pm UV
Karnitin | pragok | [embranu 2 acctylovane] - HILIC %=200 nm 8,0 20,0 [49]

celulozy, alikvot zriedeny

1:10 fosfatovy puft/ACN

(25:75; v:v), sonikacia

a filtracia cez 0,22 pm

Arg membranu 6,0 15,0
alikvot prasku
s destilovanou vodou,
sonikacia, filtracia cez uv
L-Cys kapsula ) NBD-F RP-HPLC \=472 nm 0,5 2,0 [50]

0,45 pm nylonovy filter,
alikvot derivatizovany
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Pokracovanie Tabulka 4

Analyt | Matrica Uprava vzorky Derglz:it:;zcne Metoda Detekcia LOD [pg/ml] | LOQ [pg/ml] | Zdroj
Taurin vodny roztok prasku 0,056 0,185
z tablety sonikovany, UV DAD
Gly tableta | Litrovany cez 0,22 ym DNFB RP-HPLC = A=360 nm 0,045 0,150 [51]
nylonovi membranu,
pridany IS a alikvot
Met derivatizovany 0,069 0,230
L-Arg vzorky praskované,
L- prasok, | pridavok TSP, IS a DO, 3 3 3 3
citrulin tableta | vortexovanie, sonikacia NMR [52]
Taurin auprava pHna 11
Phe uprava vodného roztoku z 0,330 0,991
His prasku na pH 7 + 0,5, 0,465 1,552
Lys centrifugacia, *0.439 1316
k supernatantu pridavok 3 . o
Met kapsula | roztoku teofylinu MS - 0,298 1,044 (53]
Val (10 mM pre ESI + *0,234 *0,703
Leu a ImM pre ESI -) . .
Ile**, a pridavok CH;CN:H,O 0,525 0,918
Thr (85:15;viv) 0,357 ‘1,191
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Pokracovanie Tabulka 4

B Derivatiza¢né
Analyt | Matrica Uprava vzorky &inidlo Metoda Detekcia LOD [pg/ml] | LOQ [pg/ml] | Zdroj
Phe *14,867 45,097
Ile evaporacia vodného R R
roztoku pripraveného 11,280 34,104
His z prasku (Gprava na pH . .
7+0,5, ) pri 30 °C 14,740 44,686
Lys za prietoku dusika, “14.619 *44.149
suchd zlozka sonikacia ’ ’
kapsula o - NMR - [53]
pufrom (pH=7.4; 10 mM), ’ ’
Thr pridavok TMSP-4 *11,316 34,307
(0,1 mg/ml), NaN3 : :
Val (10mM) a teofylin "10,423 31,631
(pH=7,5; 5 mM)
Leu *126,186 *38,249
Vysvetlivky:  ESI+ pozitivny rezim ionizécie elektrosprejom
ESI - negativny rezim ionizacie elektrosprejom
TSP sodna sol’ 3-( trimethyl)silylpropionovej kyseliny
TMSP-4 2,2,3,4-D4 sodna sol’ 3-( trimethyl)silylpropionovej kyseliny

hodnoty pri danej metode uvedené v pug/ml st prepocitané z mM
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6 Zaver

Ciel'om bakalarskej prace bolo vytvorenie prehl'adu o vlastnostiach aminokyselin,
ich kvantitativnej a kvalitativnej analyze 1 popis najnovsich metdéd kontroly obsahu

doplnkov stravy.

Prvé Cast’ obsahuje charakteristiku chemickej §truktury a fyzikalno-chemickych
vlastnosti aminokyselin, ktoré podmiefiuju aj samotny vyber pouZzivanej analytickej
metody pri ich stanoveni. Nasleduje charakterizacia zakladnych funkcii v organizme

a farmaceutické pouzitie.

V dalSej kapitole je uvedend legislativna uprava a aktudlne pravne nariadenia
tykajuce sa doplnkov stravy. Doplnky stravy su kategdriou potravin, nemaju vlastnosti
terapeutické, a tym sa jednoznacne dokazuje ich nemoznost' zameny s lieivymi
pripravkami. Regulacia je menej prisna ako u lie¢ivych pripravkov, kontrolné orgény su

vSak doblezité pre garanciu ich bezpecnosti a zaruku deklarovaného mnozstva latok.

Posledna kapitola sa venuje principom pouzivanych analytickych metdd pri
kvantitativnej a kvalitativnej analyze vyskytujtcich sa v liekopisnych a publikovanych
¢lankoch. Prva cast’ kapitoly sa zaoberd chromatografickymi separaciami, konkrétne
vyuzitiu kvapalinove] chromatografie, uvedenymi v liekopisnej casti fyzikalnych
a fyzikdlno-chemickych metdd. Podkapitola liekopisnych dokazov obsahuje moznosti
identifikacie aminokyselin metédami uvedenymi v liekopisnych ¢lankoch jednotlivych
aminokyselin a dalSia podkapitola uvadza odmernt analyzu, konkrétne acidobéazické

titrdcie pouZivané k stanoveniu obsahu.

Poslednd cast’ obsahuje publikované clanky popisujice metddy analyzy
aminokyselin a prehl'adovl tabulku. Na zdklade zistenych udajov moézeme povedat’, ze
prevazujucou metddou stanovenia aminokyselin v doplnkoch stravy je chromatografia.
Okrem klasickych technik, ako je napr. ibnovymenna chromatografia s predkolonovou
derivatizaciou, sa postupne vyuzivaju aj moderné techniky, ako je SFC a HILIC, ktoré
umoziuju derivatizaény krok vynechat’. Dal§imi vyhodami tychto metéd je, Ze smeruju
nielen k detekcii a kvantifikacii, ale ststred’uju sa aj na enantiometrické separacie.

ovwe

metoda RP-HPLC za pouzitia predkolonovej derivatizacie ¢inidlom DNFB.
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