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ABSTRAKT
Abstrakt ¢esky

Bakalafska prace je zaméiena na moznosti pouziti L-karnitinu jako aditiva potravinovych
dopliikli. Zabyva se teorii aminokyselin a peptidd, vyskytem a fyziologii L-karnitinu, jeho
vlivem na lidské zdravi. Déle se vénuje vybéru metod pro potencionalni stanoveni

L-karnitinu.

Klic¢ova slova: L-karnitin, aminokyseliny, IEC, HPLC

ABSTRACT

Abstrakt ve svétovém jazyce

The thesis presents possibilities to use of L-carnitine like aditive substance of food
supplements. It includes theory of aminoacids and peptides. It deals with occurence and
physiology of L-carnitine, naturally its influence on humain health. Hereafter, the thesis

will focused on insert selection methods for its analysis.

Keywords: L-carnitine, aminoacids, [IEC, HPLC
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UvVOoD

co mame je nase zdravi. Lékaiska véda kraci doslova milovymi kroky, ale v nékterych
pfipadech je i ona zatim kratka. Jest¢ stale existuji choroby a onemocnéni, ktera dokazi
lidsky organismus poskodit natolik, ze piipadna 1é€ba bohuzel nestaci a pacient jiz nemuze
vést plnohodnotny zivot a je odkazan na léky, popf.pfistroje, které se mu alesponi z ¢asti
snazi usnadnit jeho zivot. Je tedy velmi diilezité vazit si vlastniho zdravi a hledat cesty jak
nemocem predchazet, protoze nejlepsi 1écbou je prevence. DalSim velmi zadvaznym
problémem, ktery se dnes jiz fadi mezi celosvétové onemocnéni je obezita. Vznika

pii nevyvazeném energetickém ptijmu a vydaji.

Jedna z latek, ktera napoméha v boji proti nékterym civilizacnim chorobam je L-karnitin.
Dnes se tomuto doplitku stravy zac¢ind vénovat Sirokd pozornost a jsou na toto téma vedené
odborné studie a vyzkumy. Pfestoze byl poprvé izolovan jiz v roce 1905, zacina se o jeho
pozitivnich ucincich na lidsky organismus hovofit az dnes. Jde o latku télu vlastni, kterd
dokaze pretvaret “tuky na energii“. Nefunguje jako univerzalni spalova¢ tuka jak
by se mohlo na prvni pohled zdat, ale jako latka, kterd ve spojeni s fyzickou aktivitou
urychluje pfenos mastnych kyselin pfes membranu mitochondrii a tak napomaha zmenso-
vani tukovych zasob. Nejvétsi mnozstvi L-karnitinu se vyskytuje v mase. Obecné plati, Ze

(194 IMree

¢im je maso “Cervenéjsi“ na pohled, tim vice L-karnitinu obsahuje.
Dnes se L-karnitin podava jako dopln¢k stravy riznym skupindm osob, pro néz je jeho
vyss$i ptijem dulezity, napt. vrcholovym sportoveiim, téhotnym zendm, senioriim, ¢i lidem

trpicim obezitou.
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I. TEORETICKA CAST
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1 AMINOKYSELINY A PEPTIDY

V ptirod¢€ se vyskytuje mnozstvi sloucenin, jejichz zékladnimi stavebnimi jednotkami jsou
aminokyseliny, které jsou navzdjem propojeny amidovou vazbou (-CO-NH-), ktera
se nazyva peptidova vazba. Za proteiny jsou povazovany slouceniny, které obsahuji

2 az 100 monomernich jednotek aminokyselin. [1]

1.1 Déleni a vyskyt aminokyselin

Aminokyseliny jsou stavebnimi kameny bilkovin a uvolnuji se pfi jejich hydrolyze.
V ptirodé bylo doposud nalezeno kolem 700 druhti aminokyselin. BéZné se vSak vyskytuje
jen 20 zakladnich, ty oznacujeme jako kédované aminokyseliny. Za aminokyseliny pova-
zujeme slouceniny, které obsahuji ve své molekule alespoii jednu primarni
aminoskupinu — NH; a soucasn¢ alespon jednu karboxylovou skupinu —COOH. Vsechny
ostatni aminokyseliny, mezi n¢Z se fadi i L-karnitin oznaujeme terminem méné obvyklé

aminokyseliny. [2,3]

Podle vzdalenosti aminoskupiny od karboxylové skupiny rozliSujeme aminokyseliny na:

o — aminokyseliny, n=0
B —aminokyseliny ,n=1
vy — aminokyseliny , n =2

0 — aminokyseliny , n =3

YV V VY V V

€ —aminokyseliny , n =4

R - CH - ( CH; ),— COOH
|
NH,
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Podle charakteru fetézce miizeme aminokyseliny d¢lit na:

1) alifatické neutralni aminokyseliny

Glycin (Gly) Alanin (Ala) Valin (Val)

H-GH-COOH  CH;—CH-COCH UsCoony CH-COOH
NH, NH, H:C N,

Leucin (Leu) Isoleucin (Ile)

HaC. HiC~cH,

LH-CH,-CH-COOH ~CH-CH-COOH

15 NH, HC NH,

2) hydroxyaminokyseliny
Serin (Ser) Threonin (Thr)

HO-CH,—CGH-COOH H3C“/CH—L‘I3H—COOH
NH, HO  NH,

3) sirné aminokyseliny
Cystein (Cys) Cystin

COOH COOH

| |
CH -CH;-8S-S-CH;-CH
HS-CH,—CH-COOH | |

NH; NH; NI,

Methionin (Met)

H3C-S—(CH,),— CH-COOH
NH,
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4) iminové aminokyseliny

Prolin (Pro)

‘:*: ~COOH

N

"

H H

5) kyselé aminokyseliny a jejich amidy

Kyselina asparagova (Asp) Kyselina glutamova (Glu)
HOOC-CH,—CH-COOH HOOC-CH;~CH;,~CH-COOH
NH-, NH.
Asparagin (Asn) Glutamin (Gln)
H,N-C-CH,—CH-COCH HoN—C-CH,—CH,—CH-COOH
O NH; O NH

6) bazické aminokyseliny

Lysin (Lys) Arginin (Arg)
HN-CH,—CH,—CH,—CH-COOH
H,N—(CHo),—CH-COOH C=NH NH,
NH; NH-
Histidin (His)
——CH,—CH-COOH
NH-

HN-___N:
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7) aromatické aminokyseliny

Fenylalanin (Phe) Tyrosin (Tyr)

{ }CHQ—QH—COOH HOQCHZ—QH—COOH
NH,

NH- (3]

Nékteré kodované aminokyseliny mohou byt v organismu ¢lovéka syntetizovany z jinych
aminokyselin, glukosy, mastnych kyselin a jinych prekurzort. Jsou vSak 1 takové
aminokyseliny, které si ¢loveék neni schopen syntetizovat vilbec a musi je ziskavat vyhrad-
né z potravy. Tyto aminokyseliny nazyvame aminokyseliny esencialni. Radime zde valin,

leucin, isoleucin, threonin, methionin, lysin, fenylalanin a tryptofan. [1]

U rychle rostoucich organismi (malych déti, dospivajici) se stdvaji esencidlnimi
aminokyselinami i arginin a histidin, které jsou nékdy nazyvéany jako semiesencidlni
aminokyseliny. VSechny doposud nejmenované aminokyseliny muzeme nazvat jako

neesencialni. [3]

1.2 Vlastnosti aminokyselin

Vzorce aminokyselin jsou vétSinou uvadény v neionizovanych formach. Ty se vSak
ve vodnych roztocich ve skutecnosti prakticky nevyskytuji. Aminokyseliny jsou totiz
vnitin€ ionizovany a tvoii tzv. vnitini soli (Obr. 1), které nesou soucasn¢ kladny 1 zdporny
naboj. Iontové formy jsou pievladajici formou aminokyselin v neutralnim prostiedi. Tyto
vnitini soli jsou piic¢inou vysokych bodu tani ¢i rozkladu (200°C) aminokyselin. Dtlezitou
vlastnosti aminokyselin je jejich dipolarni charakter molekuly. Pravé diky nému
se aminokyseliny chovaji jako soli. VétSina aminokyselin je dobfe rozpustna ve vodé
a slabé rozpustna v organickych rozpoustédlech. V zavislosti na pH prostfedi se mohou
chovat jako kyseliny nebo zasady. Proto aminokyseliny fadime mezi latky amfoterni
neboli amfolyty. Hodnota pH, pii které je amfolyt stejné disociovan v obou svych funkcich
(. projevuje se ve stejné miie jako kyselina i1 jako zdsada), se nazyva isoelektricky bod pl.

V izoelektrickém bod¢ je maximalni koncentrace obojetnych ionti. [1,3,4]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

H,N C00~

R H* H* R
H H H
*HzN CO0™
H* H*

Obr. 1 Amfiont

Aminokyseliny vykazuji taktéz optickou aktivitu. S vyjimkou glycinu maji v§echny ostat-
ni aminokyseliny chirdlni atom uhliku v poloze a ke karboxylové skupiné. Kazda z nich
proto poskytuje dva opticky aktivni isomery L a D (Obr. 2), enantiomery. V bilkovinach se
vyskytuji aminokyseliny pfevdzné v L-konfiguraci. Aminokyseliny fady D se v pfirodé
vyskytuji jen ojediné€le, napt.v bunécné sténé bakterii nebo v antibiotikach peptidového

charakteru. [1]

Nekteré volné aminokyseliny jsou stejné jako nékteré nizsi peptidy senzoricky aktivnimi

latkami a mohou proto ovliviiovat organoleptické vlastnosti potravin.
Podle organoleptickych vlastnosti, které¢ vykazuji, rozliSujeme aminokyseliny na:
e sladké (glycin, alanin, threonin, prolin )
e kyselé (asparagova a glutamova kyselina )
e hotké (leucin, isoleucin, fenylalanin, tyrosin a tryptofan)

e indiferentni (ostatni aminokyseliny )

Aminokyseliny se jako chutové latky uplatiuji u potravin, pii jejichz vyrobé probiha
intenzivni proteolyza, napt. u nékterych syrt, masa ¢i ryb. Zcela vyjimecné organoleptické
vlastnosti ma kyselina glutamova, resp. jeji sodnd sal. Je slana, ale navic vykazuje
tzv. chut’ umami, proto se pouziva jeji stl jako aditivni latka, neboli intenzifikator chuti

masovych a zeleninovych pokrmt a pro vyrobu kofenicich piipravki. [1]
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Tab. 1 Nazvy a symboly zakladnich kédovanych aminokyselin

Trivialni nazev Symboly
glycin Gly G
L-alanin Ala A
L-valin Val \Y
L-leucin Leu L
L-isoleucin Ile I
L-serin Ser S
L-threonin Thr T
L-cystein Cys C
L-methionin Met M
L-asparagova kyselina Asp D
L-glutamov4 kyselina Glu E
L-asparagin Asn N
L-glutamin GIn Q
L-lysin Lys K
L-arginin Arg R
L-histidin His H
L-fenylalanin Phe F
L-tyrosin Tyr Y
L-tryptofan Trp W
L-prolin Pro P
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L isomer D isomer

Obr. 2 L- a D-isomery aminokyselin

1.3 Peptidy

Peptidy jsou slouceniny, kde je karboxylova skupina jedné aminokyseliny vazdna amido-
vou vazbou na amino skupinu druhé aminokyseliny. Tato vazba se nazyva peptidova

vazba.

H;N-CH-CO—OH + Hi=NH-CH-CO- OH + Hi-NH-CH-CO-/OH + H ;’—NH—(I:H-CO—DH
R, Rz | Ra Rs

_HEO
v
H:N—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—NH—CH—COCH
| Rl S e RE — — R& —_— R‘ ]
peptidova peptidova peptidova
vazba vazba vazba :

aminovy karboxylovy

konec konez
peptidu peptidu

Obr. 3 Peptidova vazba

Peptidy mizeme délit podle nékolika hledisek
1) podle slozeni
a) pokud obsahuji peptidy jen aminokyseliny, pak je nazyvame homeomerni

b) pokud obsahuji peptidy aminokyseliny a slozky odlisné chemické povahy, pak

je nazyvame heteromerni.
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2) podle typu vazeb

a) pokud obsahuji peptidy jen peptidové vazby, pak je nazyvame homodetni

b) pokud obsahuji peptidy vazby peptidové a jiné, pak je nazyvame heterodetni
3) podle typu fetézce

a) linearni

b) cyklické
4) podle poctu vazanych aminokyselin v fetézci

a) oligopeptidy (obsahujici obvykle 2 az 10 molekul aminokyselin v fetézci)

b) polypeptidy (obvykle 11 az 100 molekul aminokyselin) [4]

Peptidy se relativné snadno hydrolyticky §tépi na jednotlivé aminokyseliny. Hydrolyza
peptidové vazby je reakci exergonni, tzn. Ze je potieba dodat energii. Mimo to, peptidy
vykonavaji v organismu fadu biologickych funkci. Mezi peptidy fadime nékteré hormony
(insulin, oxytocin, vasopresin ), antibiotika (gramicidin, bacitracin) nebo toxiny. Vyznam-
nymi peptidovymi toxiny jsou toxiny mikroorganismi, napi. botulotoxin, ktery

je produkovan mikroorganismem Clostridium botulinum.

1.3.1 Oligopeptidy

Dipeptidy karnosin a anserin se vyskytuji ve svalové tkani clovéka a ucastni se kontrakce
kosterniho svalstva. Jsou odvozené od histidinu. DalSimi dipeptidy odvozenymi od histidi-
nu jsou balenin a homokarnosin. Organoleptické vlastnosti histidinovych dipeptidii
pfipominaji vlastnosti natriumhydrogenglutamatu (vykazuji chut nazyvanou wumami)
a proto se uplatnuji jako chutové latky masa. Mezi dipeptidy patii také dipeptid aspartam,

ktery se pouziva jako umé¢lé sladidlo. [3]
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2 L-KARNITIN

L-karnitin byl poprvé izolovan z masa v roce 1905 pany Gulewichem a Krimbergem. Jeho
nazev vznikl z latinského slova caro, carnis = maso. V roce 1927 byla potvrzena jeho
chemicka struktura a r.1935 byl publikovan prvni ¢lanek o L-karnitinu a byl zahdjen

vyzkum jeho fyziologickych funkei. [5]

Dnes je na trhu L-karnitin dosazitelny v nékolika formach:
a) peroralni L-karnitin,
b) nitrozilni L-karnitin,
¢) L-karnitin (LC): nejlevnéjsi a nejrozsifené;jsi dostupna forma,

d) L-acetylkarnitin (LAC): tato forma karnitinu se pouziva pro 1éceni Alzhamerovy

choroby a dalSich mozkovych chorob.

e) L-propyonylkarnitin (LPC): tato forma karnitinu je velmi efektivni pii bolestech

na hrudi a jinych srde¢nich problémech. [6]

V obchodnich sitich je L-karnitin dostupny v nékolika formach — tekuté, tabletované,
praskové (v kapslich) a chemickych slouc¢enindch (acetyl-L—karnitin, L-karnitin-L-tartrat,
aj.). VSechny tyto formy L-karnitinu jsou stejné ucinné. Dokonce i tekuty L-karnitin
se vstiebava stejné rychle jako praskovy v kapslich nebo tabletdch. Neni tedy dulezité
v jaké formé se L-karnitin dostava do tcla, ale v jakém mnozstvi. Je proto potieba vénovat
pozornost mnozstvi L-karnitinu ve vyrobcich, které jsou jim obohaceny. V mnoha piipa-
dech se stava, ze vyrobce uvede, ze vyrobek je obohaceny o tento nutrient, avSak pridava-

né mnozstvi je tak malé (obvykle kolem 100 mg), ze na lidsky organismus neptsobi. [7]

2.1 Chemicka struktura L-karnitinu

L-karnitin je derivat kyseliny hydroxymaselné. Diive byl povaZzovan za jeden z vitaminQ
skupiny B. L-karnitin je chemicky zndmy jako ve vod¢é rozpustny
3-hydroxy-4-N-trimethyl-aminomaselnd kyselina. Diky této vlastnosti nemuize dojit
k ptedavkovani, prebytek L-karnitinu je totiz vyluCovan moci. Extrémni davky mohou
zpusobit leh¢i prijmové stavy, zaludecni nevolnost nebo se miize objevit u citlivych jedin-

cu specificky zapachajici pot.
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CHy yo H O

| 2
CHg_NJr_CH;C

CHZ-H—O"

Hj
L-karnitin

Kromé L-karnitinu, ktery se vyskytuje v pfirod¢, se ¢isté¢ chemickou syntézou vytvaii jeho
isomer znamy jako D-karnitin. Biologicky aktivni je vSak pouze pfirodni forma
L-karnitinu. V pfirod¢ se nevyskytujici forma D-karnitinu nemé zadné ptiznivé ucinky
a muze branit dostatecnému vyuziti L-karnitinu. D-karnitin je oficialn¢ zakdzan a nemél
by se v potravnich dopliicich objevovat. Stava se ale, Ze na trhu byva nabizen D,L-karnitin,
ktery obsahuje z 50 % D-karnitin. Timto problémem se jiz od roku 1994 zabyva Utad pro
kontrolu potravin a 1é¢iv (FAD- Food and Drug Administration) ve Spojenych Statech.
[8,9]

2.2 Vyskyt a uéinek L-karnitinu

L-karnitin se bézné vyskytuje v materidlech Zzivocisného plivodu, pouze vyjimecné
se vyskytuje v rostlinach. Devadesat procent L-karnitinu se nachazi v bunkach srde¢niho
a kosterniho svalstva. Zakladnim zdrojem L-karnitinu je ¢ervené maso, zvlasté hovézi

(194

a jehnéci. Obecné plati, ze ¢im je maso na pohled “Cervené;si

(13

, tim vice L-karnitinu
je vném obsaZeno. Jen v malém mnoZstvi se L-karnitin vyskytuje v rybim ¢1 dribezim
mase, mléce a mlécnych vyrobcich, v tempeh (fermentovanych sojovych fazolich),
pSenici, chiestu, avokadu a masle z burskych ofiskl. Cerealie, ovoce, a zelenina obsahuji

L-karnitinu velmi malo, nebo jej neobsahuji vibec. [10,11,12]

Tab. 2 Mnozstvi L-karnitinu v potravinach
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Potravina MnoZstvi L-karnitinu

(mgkg™)
Zvéfina, hovézi 1000-2200
Jehnéci 1800-1900
Veptoveé, kralici 200-300
Slanina 200-230
Driibez 60-300
Ryby 60-200
Masné vyrobky 10-200
Miéko, syry, mlécné vyrobky 10-100
Zmrzlina 15-30
Houby 10-50
Ovoce, zelenina, ofisky, obiloviny 0-10
Mrkev 3-4
Chléb 3-4
Ryze 2-3
Banan 1-1,5
Rajcata 1-1,5

[9]

V lidském téle je nejvétsi mnozstvi L-karnitinu obsazeno ve svalech. Tvorba L-karnitinu
probiha pfedevsim v jatrech a ledvinach, kde je syntetizovan z esencialnich aminokyselin
lysinu a methioninu za ucasti kofaktora (NAD-nikotinamidadenindinukleotidu,

pyridoxalfosfatu) a za spoluptisobeni Fe*" iontd.
Jen pro nazornost, primérny obsah lysinu v bilkovinach pfijatych vysrazenou stravou
je 7 %. Nejvice lysinu obsahuji zivocisné bilkoviny, v bilkovindch masa, vajec a mléka

se béZzn¢ vyskytuje v mnozstvi 7 az 9 %. Malo lysinu naproti tomu obsahuji rostlinné
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bilkoviny. Zivogisné bilkoviny také obsahuji 2 az 4 % methioninu, rostlinné 1 az 2 %.

V lusténinach je methionin limitujici aminokyselinou.

Krom¢ svalstva je L-karnitinem také zdsobovan mozek, srdce a sperma. L-karnitin zvySuje
aktivitu mozku a to tak, Ze ovliviluje hladinu nékterych nervovych pienaseci,
funguje jako stimulator procestt odstranéni volnych radikala. L-karnitin je také velmi
nost. Asi 70 % energie ziskava srdce z mastnych kyselin, proto srdce logicky obsahuje
vysokou hladinu L-karnitinu. Z potravy je télo schopné absorbovat zhruba 60 az 70 % L-
karnitinu. Dobfe vyvazenad strava je schopna poskytnout 100 az 300 mg L-karnitinu
denné. Celkové mnozstvi L-karnitinu v lidském téle se pohybuje v zavislosti
na objemu svalové hmoty, pfiblizné od 20 do 30 gramti. Ackoliv L-karnitin neni pro ¢lo-
véka esencidlni slozkou potravy, byva soucésti ptipravkll pro zvlastni vyzivu. Pro hmyz

je L-karnitin vitaminem. [12,13,14,15]

V obchodnich sitich je L-karnitin dostupny v n€kolika forméach — tekuté, tabletované,
praskové (v kapslich) a chemickych slouc¢enindch (acetyl-L—karnitin, L-karnitin-L-tartrat,
aj.). VSechny tyto formy L-karnitinu jsou stejné¢ u¢inné. Dokonce i tekuty L-karnitin
se vstiebava stejné rychle jako praskovy v kapslich nebo tabletach. Neni tedy dulezité
v jaké form¢ se L-karnitin dostava do téla, ale v jakém mnozstvi. Je proto potieba vénovat
pozornost mnozstvi L-karnitinu ve vyrobcich, které jsou jim obohaceny. V mnoha
pripadech se stava, ze vyrobce uvede, ze vyrobek je obohaceny o tento nutrient, avSak
piidavané mnozstvi je tak malé (obvykle kolem 100mg), ze na lidsky organismus

nepusobi. [7]

Pro L-karnitin neni doporucend denni davka stanovena tak, jako je tomu v pfipadé
vitaminll. Vyrobce si nemlze dovolit uvést, ze produkt je obohacen vitaminy, pokud
ve 100 g nebo v 1 porci neni alespon 15 % doporucené denni davky. Pro L-karnitin toto
pravidlo neplati, a proto se stava, Ze je mozné se setkat s redukénimi koktejly, které
obsahuji jen 1/50 G¢inné davky. Pokud mé mit uzivani doplinkového L-karnitinu vyznam,

je nutno ptfijmout minimaln¢ 1000 mg denn€, nejlépe ve dvou davkach. [16]
Spalovani tukti pomoci L-karnitinu probiha ve dvou fazich :
a) faze nahfivani

b) faze spalovani
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Pokud mé dojit ke spalovani tukl, je nejdiive potieba, aby bylo dosazeno alespon
1,5 nasobku klidové tepové frekvence, a to po dobu miniméln¢ 30 az 40 minut. Jde o fazi,
kdy se svaly rozehtivaji a nedochazi k ziskavani energie ztukovych zéasob. Teprve
po 40 minutach fyzické ndmahy zacina plsobit L-karnitin pfi ziskdvani energie pro sval-
stvo z tukovych zasob. Proces spalovani tukl a tedy i hubnuti za¢ind az po 40 minutach
zvySené fyzické zatéze. [13]

L-karnitin mize vyznamné pfispét pii dlouhodobém fizeni télesné hmotnosti. UZzivani
samotného L-karnitinu vSak nepovede k razantnimu sniZzeni hmotnosti. Studie ukazuji,
ze az kombinace L-karnitinu jako potravinového dopliku a snizeni kalorického piijmu,
nejlépe v kombinaci s fyzickou namahou, mitize vést k mirnému snizeni hmotnosti.
L-karnitin urychluje spalovani tuki ptijatych potravou, je-li konzumovan soucasné s danou
potravinou. Tuky se tak spaluji rychleji a v télesné tkani se jich usadi mén¢. L-karnitin
muze mit také pozitivni u€inky na nepfiznivou hladinu lipidd v krvi. U zvifat bylo

prokéazano, ze L-karnitin zmensuje pocit hladu a umoziiuje snizovani pfijmu potravy.

L-karnitin poméha v boji s nadvahou tim, Ze napomaha spalovani tuka. To ale neni jeho
jediny pozitivni vliv na lidské zdravi. Jeho tzv. vedlejSim Uc¢inkem je prevence
ateroskler6zy, ochrana srde¢niho svalu, zlepSena obranyschopnost proti nemocim, pomaha
lidem se Spatnou funkci ledvin a jater, a také je u néj dokazan pozitivni vliv na muzskou

plodnost. [7]

U jedinct, ktefi prodélali srde¢ni infarkt, se pti pouziti doplitkového L-karnitinu snizilo
riziko opétovného srde¢niho selhani ¢i dokonce imrti na nemoci srdce. L-karnitin také
pomaha prodlouzit zivotaschopnost a funkénost srde¢niho svalu. Je to dano tim, Ze pii uzi-
vani  L-karnitinovych  dopliikki  dochdzi  k vyznamnému  snizeni  celkového
cholesterolu a vzrista hladina HDL — High Density Lipoprotein (tzv.“dobrého®) choleste-
rolu. [15,17]

L-karnitin, respektive jeho U¢innd forma L-acetylcarnitin, miZe napomahat pozastaveni
rozvoje jiz zminované Alzhamerovy choroby v jejim pocatecnim stadiu. Ma také vliv
na pamét’, predevsim u seniortl. Také poméha lidem trpicim neourologickymi onemocné-

nimi a pfispiva ke sniZeni rizika Anginy pektoris. [17,18]
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Uzivani L-karnitinu, resp. jeho vétSich davek, je doporucovano sportovcim v tréninku
vytrvalosti ¢i sily a rekreacnim sportovcim, lidem na redukéni dieté, t€hotnym a kojicim
zenam, starSim lidem, vegetarianiim, diabetikim a lidem, ktefi si chtéji zlepSit zdravi.
L-karnitin je obzvlast¢ dulezity pfi udrzovani vykonnosti sportovci. Mize zabranit
zuzovani cév, ¢imz podporuje krevni obeh a zasobovani svall kyslikem. Diky L-karnitinu
se vykonnost a vytrvalost sportovcit zlepsi a svaly jsou lépe chranény pied zranénim.
Oddaluje také unavu pii fyzickém vykonu, urychluje pozatézovou regeneraci a zkracuje
jeji Cas. L-karnitin zamezuje akumulaci koenzymu destabilizujicich membrany svalt
(to zpusobuje unavu) a brani hromadéni kyseliny mlécné ve svalech. L-karnitin zvySuje
aerobni kapacitu a béhem dlouhych cviceni pomaha spoftit glykogen, coz je pro sportovce
velmi dulezité.

Naroky téla na L-karnitin se v t¢hotenstvi a béhem kojeni prudce zvysuji a neni snadné
je pokryt z normalni stravy. Vyrazné snizeni koncentrace L-karnitinu v téle 1ze zaznamenat
jiz ve 12.tydnu téhotenstvi. Potravinové doplilky obsahujici L-karnitin jsou tedy
v t¢hotenstvi velice uziteCné, snizuje se tak opét obsah lipidi v krvi a podporuje vyvoj
nenarozen¢ho plodu. Také pro kojence je L-karnitin v jeho prvnich dnech Zivota velmi

dilezity. [9,12]

Schopnost téla vytvaret L-karnitin se s vékem sniZzuje. Kromé toho nemaji starsi lidé moc
chut’ k jidlu a jedi méné¢, Casto jedi mén€ masa a tim se snizuje mnozstvi L-karnitinu piijaté
potravou. Dal§im faktorem je, Ze je metabolismus tukli v pokrocilejsim véku pomalejsi.
Starsi lidé ztraceji vice bilkovin ze svalli a ubyva jim drahocenna svalova hmota. Soucasné
se jim ukladad vice tuku, ¢imz je télo vystavovano vétsi zatézi. L-karnitin mize znovu
metabolismus ozivit, aby spaloval vice tukll. Proto je L-karnitin dalezitou latkou

pro seniory, ktera jim pomahd udrzovat zdravi, vitalitu a silu.

Jak jiz bylo feceno, nejvice L-karnitinu je v tmavém mase. Vegetariani tudiz konzumuyji
ve sv¢ stravé velice malo L-karnitinu a jeho hladina v krvi je velmi nizka. Omezena davka
této ziviny z vnéjSku nuti télo, aby si samo vytvarelo vice L-karnitinu, avSak k tomu jsou
nutné mineraly, vitaminy a aminokyseliny, které se vyskytuji pouze v mase. Proto

je pro vegetariany velmi dtlezity L-karnitin jako dopln€k stravy. [10]

Deficience L-karnitinu
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Pfi nedostatku L-karnitinu se mize objevit snadna svalova unavitelnost a slabost. Pii bézné
pestrosti stravy vSak nedochazi k jeho nedostatku ani pfi naro¢nych fyzickych vykonech.

[16]
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3 FYZIOLOGIE L-KARNITINU

Princip G¢inku L-karnitinu spociva v pfenaSeni molekul mastnych kyselin do mitochondrii,
kde dochézi k jejich oxidaci. Ulohou L-karnitinu je stimulovat transport mastnych kyselin

s dlouhym fetézcem pifes membranu mitochondrii. [19]

3.1 Odbouravani lipidia

Lipidy ptedstavuji velkou skupinu latek pestrého sloZeni, jejichz spoleénym znakem
je rozpustnost v organickych rozpoustédlech. Maji schopnost se hydrolyticky Stépit
v zazivacim traktu ¢lovéka pomoci lipolytickych enzymi. Dochazi tak k jejich rozkladu
na mastné kyseliny a alkohol, nejcastéji glycerol. Mastné kyseliny s kratSim fetézcem
obsahujicim 10 az 12 atoma uhliku prochazeji z bunék stfevni sliznice piimo do krve,
kterou jsou pfenaSeny v neesterifikované formé. Mastné kyseliny s del$im fetézcem jsou
v bunikéch stfevni sliznice reesterifikovany na triacylglyceroly, které jsou obalovany vrst-
vou lipoproteinti, cholesterolu a fosfolipidi za vzniku kulovych castecek chylomikront
(0,1-1um). Ty se nasledné¢ dostavaji do krve a lymfy. Krvi se dostavaji do jater, kde se dale
rozkladaji nebo resyntetizuji. [20,21]

Lumen Mukozni buriky
triacylglycerol
iy Y ostatni lipidy a proteiny
H,0
lipasy

i lymfaticky
chylomikra _;’systém
mastné kyseliny
+ triacylglyceroly
monoacylglyceroly
Obr. 4 Vstiebavani lipida (TAG)

vvvvvv

V ptirod¢ se vyskytuji jako estery v ptirodnich tucich a olejich, ale 1 volné. Lisi se délkou

a charakterem fetézce, stupném nasycenosti i dal$imi substituenty.
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Mastné kyseliny miizeme rozd¢lit na
e Nasycené mastné kyseliny
e Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)
e Nenasycené mastné kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polyenové)

e Mastné kyseliny s trojnymi vazbami a rliznymi substituenty (rozvétvené,

cyklické, s O-, N- nebo S- funkénimi skupinami)

Nasycené mastné kyseliny patii mezi karboxylové kyseliny s dlouhymi alifatickymi
uhlovodikovymi fetézci. Ve vétSing pripadech obsahuji ve své molekule sudy pocet atomil
s rovhym nerozvétvenym fetézcem. Volné nasycené mastné kyseliny jsou tuhé, snadno
tajici, jsou krystalické a bezbarvé. Kromé kyseliny maselné a kapronové jsou volné mastné
kyseliny ve vod¢ nerozpustné, dobie se vSak rozpoustéji v organickych rozpoustédlech.
S vodni parou tékaji jen niz$i mastné kyseliny. Nasycené mastné kyseliny jsou chemicky

stalé, jsou dobie straviteln¢, pokud se vyskytuji s nenasycenymi mastnymi kyselinami.

Obecny vzorec nasycené mastné kyseliny: CH3-(CH;),-COOH

Tab. 3 Prehled dtlezitych nasycenych mastnych kyselin

Trivialni nazev Pocet atomii uhliku Mastna kyselina
maselna 4 butanova
kapronova 6 hexanova
kaprylova 8 oktanova
kaprinova 10 dekanova
laurova 12 dodekanova
myristova 14 tetradekanova
palmitova 16 hexadekanova
stearova 18 oktadekanova
arachova 20 eikosanova
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Nasycené mastné kyseliny se syntetizuji z acetyl-CoA. Pi1 kazdém cyklu se prodlouzi
fetézec mastné kyseliny vzdy o dva atomy uhliku, proto se mastné kyseliny se sudym
poctem atomu uhliku vyskytuji v lipidech daleko castéji nez mastné kyseliny s lichym

poctem atomu uhliku. [2]

Monoenové mastné kyseliny se 1i§i mezi sebou poctem uhlikii, polohou dvojné vazby a jeji
konfiguraci. Tato vazba ma v pfirodnich lipidech témét vzdy konfiguraci cis. Do skupiny
monoenovych mastnych kyselin patii kyselina olejova ¢i palmitoolejova. Kyselina olejova
se vyskytuje hojn¢ vyskytuje v rostlinnych olejich a je nezbytnou slozkou lipidd, které

vytvaii biologické membrany.[3]

Chemicka struktura vybranych monoenovych kyselin:

CH3-(CH2)7-CH=CH-(CH2)7-COOH kyS. olej ova

CHj3-(CH;)s-CH=CH-(CH;)7-COOH  kys. palmitolejova

Vyznamnou skupinou polyenovych mastnych kyselin jsou tzv.esencidlni mastné kyseliny.
Tato skupina mastnych kyselin je vyznamna tim, Ze obsahuje na C¢ a Cy atomu uhliku dvé
dvojné vazby s cis- konfiguraci. Jejich tlohou je UcCast na vystavbé bunécnych membran

a jsou prekurzory prostaglandind.

Mezi nejvyznamnéj$i dienové mastné kyseliny patii kyselina linolova, kterda se
v organismu pfeménuje na kyselinu arachidonovou. Vyskytuje se hojné v rostlinnych
olejich, v mensim mnozstvi v zZivo¢iSnych tucich. Mezi trienové mastné kyseliny patii
kyselina a-linolenova a y-linolenova. Linolenova kyselina s ttemi dvojnymi vazbami ¢asto
doprovazi kyselinu linolovou v rostlinnych lipidech. Vzéacné se vyskytuji také mastné
kyseliny se ¢tyfmi az Sesti dvojnymi vazbami. Kyselinou se 4 dvojnymi vazbami je kyseli-

na arachidonova.[1]

CH;-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,);-COOH  kys. linolova
CH;-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH- CH,- CH=CH -(CH,)7;-COOH kys. a-linolenova

CH;-(CH,)4-CH=CH-CH,-CH=CH- CH,- CH=CH -(CH,),-COOH  kys. y-linolenov4
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CH;-(CH,)s-CH=CH-CH,-CH=CH- CH,- CH=CH - CH,- CH=CH -(CH,);-COOH

kys. arachidonova

krista

~

mezimembranovy
prostor

DNA

FoF, ATPasa
vné&jsi

membrana vnitrni

membrana
[22]

Obr. 5 Mitochondrie

3.2 p-oxidace mastnych kyselin

V eukaryotnich bunikach probihd B-oxidace mastnych kyselin v matrix mitochondrii,
v rostlinnych bunikdch probiha témét vyhradné v glyoxyzomech. V téchto organelach jsou
ulozeny enzymy glyoxylatového cyklu, umoziujiciho preménu acetyl-CoA na prekurzory
sacharidu.

Mitochondrie jsou organely vyskytujici se u eukaryotnich bunék v cytoplazmé. Mohou mit
tvar  vldknity, kulovity nebo vélcovity. Vjedné¢ buiice se jejich pocet

pohybuje od n¢kolika set az do mnoha tisic, podle mnozstvi energie, kterou burka
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potiebuje. Mitochondrie obsahuji dvé lipoproteinové membrany; vn€j$i membréana
se vyznacuje hladkym povrchem, urcuje celkovy tvar organely a je v ni mnoho port.
Vnitini membréana se do prostoru mitochondrialni matrix rizné vychlipuje, vytvari tak ne-
uplné listovité prepazky, tzv. kristy. Kazd4a mitochondrie obsahuje dva oddily: mezimem-
branovy prostor a vnitini prostor. Vnitini prostor mitochondrie je vyplnén gelovitou mito-
chondridlni matrix. Enzymy katalyzujici reakce spojené s respiraci jsou zabudovany do
vnitini mitochondridlni membrany. Po chemické strance jsou mitochondrie slozeny
z bilkovin, lipidt a fosfolipidid. Rovnéz obsahuji DNA. V mitochondriich se také realizuje
syntéza urcitych mitochondridlnich proteint a proto jsou zde rovnéz piitomné ribosomy
s transferovou a informa¢ni RNA. Uvniti mitochondrie probiha f-oxidace mastnych kyse-
lin, oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu, citratovy cyklus a nékteré reakce mocovinového

cyklu. [22,23,24,25]

B-oxidace mastnych kyselin je cyklicky pochod a dochazi pii ném ke zkracovani fetéza
mastnych kyselin a to vZdy o dva atomy uhliku. K odbouravani tedy dochézi po spirdle,
tzv. Lynenové spirale. 3-oxidace probiha tak dlouho, dokud nedojde k Gplnému rozlozeni
mastné kyseliny na acetylové zbytky vazané na CoA. Vzdy tedy dochdzi k oxidaci
na tfetim atomu uhliku a nésleduje odstépeni dvouuhlikového zbytku ve formé acetyl-

CoA. [26]

acylkoenzym

E
|
acylkoenzym .
R O SCoh
|
BCm, +
CLCH; +CoASH, + H,0 acetyllkoenzym
| {9
C | —— |
,f J
O 8Cok - 4[H] H;C—C—SCoh

Obr. 6 Lynenova spirala

Této oxidaci na tfetim uhliku pfedchdzi aktivace mastné kyseliny, vznik acyl-CoA.
Nakonec dochazi k thiolytickému Stépeni, pfi kterém produkt B-oxidace B-oxoacyl-CoA

se za pritomnosti CoA rozpada na acetyl-CoA a na o dva atomy uhliku kratsi acyl-CoA.
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B-oxidace mastnych kyselin probiha ve tfech po sob¢ nésledujicich fazich:
1) Aktivace mastné kyseliny
2) Vlastni B-oxidace
3) Thiolyza

1) Aktivace mastné kyseliny

Aktivace je provadeéna ligasou (acyl-CoA-syntetasou) za soucinnosti CoA a ATP. Volné
mastné kyseliny nemaji schopnost prochazet ptes mitochondridlni membranu, proto
k jejich aktivaci dochdzi v cytosolu, na vnéj$i mitochondrialni membrané a vznikly acyl-
CoA je preveden do matrix po vazb¢ na zvlastni prenasec, derivat maselné kyseliny zvany
L-karnitin (Obr. 8). V matrix se acyl pfesune na mitochondridlni CoA a vstupuje
do reakci Lynenovy spiraly. Uvolnény pienaSe¢ L-karnitin se vraci zpét do cytosolu.
Aktivace je dvoustupniovy déj, kdy reakci s ATP vznikd ptenosem AMP- acyladenylat,
z n¢hoz se pak acyl prenasi na CoA za vzniku makroergického thioesteru acyl-CoA a uvol-
ni se AMP. K zahdjeni B-oxidace je tedy zapotiebi jedné molekuly ATP a to bez ohledu na

délku fetézce mastné kyseliny. Z molekuly ATP je ¢erpano dvojnasobné mnozstvi energie,

wewr

0 0
/k + ATP —— )J\ + PP
0 R AMP

R

mastna kyselina AMP-acyladenylat

0
)k CoA + AMP
R s

acyl-CoA

0]

)J\ + HS—CoA

AMP

R

Obr. 7 Aktivace mastné kyseliny
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Obr. 8 Pienos aktivovanych mastnych kyselin do matrix mitochondrie

2) Vlastni B-oxidace

Vlastni B-oxidace je slozena ze dvou za sebou nasledujicich dehydrogenaci s vloZenou
hydrataci. Prvni dehydrogenaci za vzniku dvojné vazby mezi Co a CB provadi flavinova
dehydrogenasa (acyl-CoA-dehydrogenasa), adici molekuly vody na tuto dvojnou vazbu
za tvorby pB-hydroxyacyl-CoA katalyzuje lyasa (enoyl-CoA-hydratasa). Druhou dehydro-
genaci katalyzuje pyridinova dehydrogenasa (3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenasa) a vzni-
ka pfi ni ketoacyl-CoA jako kone¢ny produkt.
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Vznikly 3-ketoacyl-CoA se mize Stépit, pficemz mezi C, a Cp piivodni mastné kyseliny
vstoupi nova molekula CoA a z fetézce se uvolni C, jednotka ve formé acetyl-CoA. Tuto

reakci katalyzuje acyltransferasa (p-oxothiolasa neboli thiolasa).
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Pfi jednom probéhnuti Lynenovy spiraly se ziska jedna molekula FADH; a jedna molekula
NADH, po jejich reoxidaci v dychacim fetézci lze ziskat 5 molekul ATP. DalSich

12 molekul ATP se vytvoii pii aerobnim odbouravani odstépené molekuly acetyl-CoA.
[21]
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4 STANOVENI L-KARNITINU CHROMATOGRAFICKY

Zakladnim principem vSech chromatografickych metod je opakované ustalovani
rovnovahy rozpusténé latky mezi dvéma fazemi, z nichZ jedna je pohybliva (mobilni)
a druhd zakotvena (stacionarni). Spole¢nym rysem téchto metod je také to, ze k déleni
dochdzi na styku téchto dvou fazi (tuhé, kapalné nebo plynné, prakticky v jakékoli
kombinaci). Pro stanoveni peptidi a aminokyselin se pouZzivé kapalinova chromatografie.
Rovnovazné stavy se vytvareji na zéklad¢ riznych fyzikalné—chemickych interakci mezi
slozkou a mobilni fazi, slozkou a staciondrni fazi a také mobilni a stacionarni fazi. [28,29]

Chromatografickych metod je velké mnozstvi, proto je nutné rozdélit je do nékolika

skupin. Vzhledem ke zna¢né riiznorodosti se déli podle n€kolika hledisek:
1. Podle povahy mobilni faze
e Kapalinova chromatografie — kdy mobilni fazi je kapalina.
e Plynova chromatografie — kdy mobilni fazi je plyn.
2. Podle usporadani stacionarni faze
e Kolonové chromatografie — kdy staciondrni faze je umisténa v trubici (kolong¢).

e Plosné techniky — Papirova chromatografie - kdy stacionarni faze je soucasti

chromatografického papiru.

- Tenkovrstva chromatografie — kdy stacionarni faze je umisténa
na sklenéné desce, hlinikové folii nebo plochém podkladu

z jiného materialu.
3. Podle povahy déje, ktery prevlada pri separaci

e Rozdélovaci chromatografie — o separaci rozhoduje rGzna rozpustnost slozek

vzorku ve stacionarni fazi a mobilni fazi.

e Adsorb¢ni chromatografie — o separaci rozhoduje rtiznd schopnost slozek poutat

se na povrch staciondrni faze.

e Jontove¢ vyménna chromatografie — o separaci rozhoduji rizné velké elektrostatické

ptitazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku.
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e Gelova chromatografie — sloZky se separuji podle velikosti na porovité stacionarni

fazi — gelu (mensi molekuly vzorku se v porech gelu zdrzuji déle).

¢ Afinitni chromatografie — staciondrni faze je schopna vézat ze vzorku pravé urcité

slozky, ke kterym ma tzce selektivni vztah — afinitu. [30]

Iontové vyménna chromatografie se uspésné pouziva od 40. let 19.stoleti. Vyuziva se
vymeény na aniontoméenici a kationtoménici na bazi porézniho silikagelu omezené kapacity
nebo styrendivinylbenzenového kopolymeru. Pii separaci dochdzi k soutézi mezi
zadrzenymi ionty mobilni faze a separovanymi ionty na zaklad¢ heterogennich rovnovah
na povrchu iontoménice. lonty jsou postupné detekovany pii vychodu z kolony na zdkladé
zmén v iontové vodivosti (vodivostni detektor) nebo spektrofotometricky, po postkolonové
reakci s vhodnym c¢inidlem. Chromatografii na méni¢ich ionti mizeme definovat jako
vratnou vyménu iontll mezi mobilni a stacionarni fazi. lonty, které jsou elektrostaticky
vazané ke staciondrni fazi se reverzibilné vymeénuji sionty v roztoku. Déleni latek
je zpisobeno rozdilem ve velikosti nédboje. lonty se stejnym nabojem se hromadi na stej-
ném misté a jsou eluovany soucasné. Peptidové fragmenty jsou detekovany UV detekto-
rem. Dnes je tato metoda stale ¢astéji nahrazovana vysoce u€innou kapalinovou chroma-

tografii na reverzni fazi (HPLC). [28,31]

Soucasné sestavy pro kapalinovou chromatografii jsou nejcastéji vybaveny optickymi
a elektrochemickymi detektory. Fotometrické a spektrofotometrické detektory pracuji
v ultrafialové a viditelné casti spektra. Vyhodou je vysokd univerzdlnost a citlivost.
Fluorimetricky detektor vyuziva k detekci latek vykazujicich fluorescenci nebo latek, jejiz
derivaty fluoreskuji. Patfi mezi jeden z nejcitlivéjSich. Refraktometrické detektory pracuji
jako diferencialni méfice zmény indexu lomu mobilni faze tim, Ze méfi rozdil indexu lomu
mobilni faze uzaviené v referencni cele a eluentu. Voltamperické detektory se pouzivaji
k detekci latek podléhajicich redoxni reakci. Méfi se proud mezi polarizovanou pracovni
elektrodou a pomocnou elektrodou, v zavislosti na vlozeném napéti nebo pii konstantnim
napéti. Podminkou je dobrd vodivost mobilni faze. Hmotnostni detektor ma v kapalinové
1 plynové chromatografii specifické postaveni jako detektor umoziujici nejen detekci
separovanych latek s vysokou citlivosti, ale predevs§im jako dominantni zptisob identifika-

ce jednotlivych slozek. [28]
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4.1 Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid

Chromatography - HPLC)

Jde o separa¢ni metodu pouzivajici kolony s vhodnou stacionarni fazi, jejiz vlastnosti
umoziuji dosahnout rychlé separace slozitych smési latek s vysokym rozliSenim zon.
Vysoce ucinna kapalinova chromatografie na reverzni fazi se stdva nejrozSifendjsi
metodou pouzivanou k peptidovému mapovani. DéEli latky na zakladé rGzné silnych
hydrofobnich interakci s chromatografickym nosi¢em obsahujicim hydrofobni skupiny.
Jako stacionarni faze je zde pouzivan modifikovany silikagel. Jako mobilni faze se zde
vyuziva methanol, acetonitril, ethanol nebo vodné roztoky rozpoustédel. Citlivost metody
je ovlivnéna Cistotou mobilni faze. Dnes se jiz bézn€ vyrabéji automatické vysokotlaké
chromatografy s kratkymi kolonami, plnénymi specidlnimi jemnymi sorbenty s chemicky

upravenym povrchem. [32,33]

4.2 lontoménicova chromatografie aminokyselin - IEC

Aminokyseliny Ize odd€lovat chromatografii zalozenou na vymén¢ ionti. Chromatografic-
ka kolona je naplnéna pryskyfici s negativnim nabojem a aminokyseliny jsou na kolonu
zavadény pii nizkém pH. Tim jsou vSechny kladné nabity. Za téchto podminek nenastane
chromatografické déleni. Aminokyseliny ¢ekaji na pocatku kolony na zménu podminek.
Pii zvySeném pH, zvySené teplot¢ nebo vysSi iontové sile elu¢niho roztoku dojde
k dosazeni izoelektrického bodu aminokyseliny. Tehdy ztraci pfitazlivost svych iont

k pryskyfici a aminokyselina je eluovana z kolony.

Podminky jsou upraveny tak, ze izoelektrické body pro vSechny aminokyseliny se dosahuji

v riznych ¢asech. To umozituje provést chromatografické délent.

H3N+—(.|7H— COOH H3N™- <|:H_ COO H3N"—c|:H— COO™  HyN —(|3H— ololey
CH» ——= CH» —_ ?Hg _ ?Hz
| 1 )
COOH =—— COOH =— COO CO0O

pH 1 pH 2.8 pH 6.6 pH 11

Obr. 11 Disociace kyseliny asparagové
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Vyse uvedené schéma kyseliny asparagové ukazuje, ze pii pH 1 maji v zasadé vSechny
molekuly jeden kladny naboj. S rostoucim pH naristd na o-karboxylové skuping pocet

molekul s negativnim nabojem a pii pH 2,8 jej maji vSechny.

Jinym ptikladem mtze byt molekula lysinu. Ten md aminoskupinu i na postranim fetézci.

Jeho izoelektricky bod je pii pH 9,7.

H3N+—(|3H—COOH H3N+—(|3H—COO" H2N—(|)H—COO' NH, —<I:Hf~cc>0'
(C|7H2)4 — (?H2)4 — (?H2)4 — (?H2)4

NH;, =—— NH; =—— NH; =—— NH,

pH1 pH 5.6 pHS.7 pH 11

Obr. 12 Disociace lysinu

Proces vymény iontll je moZno znazornit nasledujicim schématem:

katex— SO3Na’ + HzN- (I:H— COO = katex—SOéHgN—?H—COOH + Na'
R R

Obr. 13 Princip vymény iontt (IEC)

Separace je ovliviiovana zménou pH, teploty nebo koncentraci opacné nabitych iontd. Tim

se posunuje rovnovéaha jednim nebo druhym smérem. [28]

4.2.1 Iontoménice

Iontoménicové naplné klasickych analyzatori aminokyselin maji sféricky kulovy tvar.
Jejich syntéza se provadi kopolymeraci styrenu a divinylbenzenu. Kopolymerace
je polymerace, které se ucCastni dva rtizné monomery. Divinylbenzen tvoii v fetézcich
styrenu piicné vazby, coz zajiStuje kulovity tvar a také vyznamné ovliviiuje vlastnosti
ionexu. Pfi¢né svazana pryskyfi¢na struktura se nazyva pryskyfi¢na matice. Je-li tato mati-
ce sulfonovana, potom ziskame silné kysely katex. Useky uvniti skeletu se nazyvaji pory a

pro nabité ionty SOj3” se uziva terminu vdzané ionty. Opacné nabité ionty jsou vymenitelné
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ionty. Pfi iontové vyméné pronikaji opacné nabité ionty v pufru do pérti matrice a vymeénu-
ji si mista s opa¢n¢ nabitymi ionty, které jsou tam vazané. U pryskyfic, pouzivanych pro
analyzu aminokyselin, jsou proménnymi parametry rozméry ¢astic, stupen
sulfonace a stupen zesiténi. Chromatografickou ¢innost analyzatoru aminokyselin ovliviiu-
ji jeste jiné parametry jako rozmeéry kolony, rychlost toku eluentu, teplota a pfitomnost

organickych rozpoustédel. [28]

4.2.2 Priprava vzorku

Spravna ptiprava vzorku je velmi dulezita pro spravny a reprodukovatelny vysledek.
Je vyhodné znat ptiblizny obsah aminokyselin ve zkoumaném materidlu pro zvoleni
optimalni navazky. Pro analyzu se mohou pouzit pouze Ciré roztoky, zbavené pevnych fazi
a koloidnich pfimési.

Ptiprava vzorkli mize byt rozdélena na uvoliiovani vazanych aminokyselin hydrolyzou
a na pfipravu vzorkll obsahujicich volné aminokyseliny. V komplexnich biologickych

materidlech obvykle stanovujeme volné i vazané aminokyseliny.

Odolnost peptidovych vazeb vic¢i hydrolyze se 1iSi v zavislosti na druhu aminokyselin
a struktufe bilkoviny. Aminokyseliny uvolnéné z peptidové vazby mohou podléhat riznym
rozkladnym zménam uc¢inkem hydrolyzac¢niho ¢inidla nebo jinych slozek reakéni smési.
Proto neni mozné provést jen jednu hydrolyzu pfi jedinych podminkdch pro ziskani

absolutnich udajii o obsazich aminokyselin. [28]

4.2.2.1 Hydrolyza kyselinou chlorovodikovou

Vv

Jde o nejbéznéjsi metodu, pii které se pouziva 6N HCI pti 110°C po 24 hodin. Postup
mize byt obménovan s ohledem na pocet parametri — kyselost, teplota, €as, pouZziti
plynného ¢i tekutého skupenstvi. [34] Hydrolyza se provadi ve zkumavce ze Sialu nebo
Pyrexu, ktera je postupné vyplachnuta chromsirovou smési, destilovanou vodou a 1N HCI.
Zbytky HCI se odstrani vsusarné pii 100°C. Zkumavky se pak uchovavaji
v polyetylenovych saccich, aby na nich nevznikly nalety NH4Cl. Vzorek se navazi na dno
zkumavky, ptidd se 6N HCl ve dvésténasobném piebytku. Ke kapalnym vzorkiim
pfidavame 12N HCl v poméru 1:1. Obecné pii ureni navazek vychazime z predpokladu,

ze 1 mg bilkoviny obsahuje 0,3 az 1 mol jednotlivych aminokyselin. [28]
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Nejprve se hrdlo zkumavky zazi, pak zmrazime roztok v mrazici lazni (aceton a suchy led)
nebo v podchlazeném alkoholu. Nakonec vzorek evakuujeme pies kohout a uzavieme

zkumavku a v kréku zatavime.

Zkumavku vlozime do hydrolyza¢niho bloku nebo do vzdusného termostatu a ponechdme
pii teplot¢ 110 + 1°C po dobu 20 hodin. Dalsi, stejnym zplisobem piipraveny vzorek,
hydrolyzujeme 70 hodin. Po hydrolyze zkumavky ochladime, nafizneme a odpukneme
prilozenim na konci rozzhavené tyCinky. Kyselinu odpafime ve vakuovém rota¢nim
odpatovaku. Vzorky, které nemiizeme ihned po hydrolyze zpracovat, uchovavame
v chladu ¢i mrazu. Pokud analyzovany vzorek obsahuje cystein, je potfeba ho prevést na
cystin.

Odparek se necha rozpustit v destilované vodé a po uprave fosforeCnanovym pufrem na pH
6,5 se nechd 4 hodiny pfi laboratorni teplot¢. Po této oxidaci se vzorek
okyseli IN HCI a doplni potfebnym pufrem o pH 2,2. Neprovadime-li oxidaci cysteinu,

rozpoustime odparek piimo v tomto pufru.

Pro stanoveni piesnych obsahli isoleucinu a valinu, jez jsou obtizné uvolilovany

z peptidickych vazeb, provadime hydrolyzu po dobu az 70 hodin.

U threoninu a serinu dochazi pii 20 az 24 hodinach hydrolyzy ke ztratdm ve vysi
3 az 15 %. Ztraty tyrosinu pro tytéz ¢asy hydrolyzy se pohybuji mezi 1-14 %. Tryptofan
je béhem kyselé hydrolyzy HCI nicen témét uplné. Ostatni aminokyseliny jsou pii 20 az
24 hodinové hydrolyze povazovany za stabilni.

Nejjednodussi postup pro ziskani udaji o skutecném obsahu labilnich aminokyselin

predpoklada reakéni kinetiku L.fadu, provedeni dvou hydrolyz pfi Case t; = 20 hodin

a t, = 70 hodin a vypocet ptivodniho obsahu A podle vzorce:

5 4

log Ay = log 4, —

27 4 27 4

log4,,

kde Aj, A; jsou zjisténé obsahy aminokyselin A v ¢asech t,t,.

Po hydrolyze je potteba vzorek zfiltrovat pies Cernou pasku do odmérné banky 200 nebo
250 ml. Filtr promyjeme teplou vodou a doplnime po vychladnuti. K odpafovani pouZzije-
me alikvot (20 nebo 25 ml), ktery spldchneme do 10 ml odmérné bailkky a doplnime

fedicim pufrem pH 2,2. Timto postupem si znacné€ urychlime odpatovani vzorku, jelikoz
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odparovani objemu cca 150 ml vzorku je znané zdlouhavé. Odpateni 20 ml trva nékolik

minut. [28]

4.2.2.2 Bazicka hydrolyza

Pro bazickou hydrolyzu je potieba mit pfedem pfipraveny, ¢astecné hydrolyzovany skrob.
K jeho ptipravé je potieba 50 g bramborového skrobu, 99 ml acetonu a 1 ml koncentrova-
né¢ HCI. Tuto smés zahiivame 2 hodiny pti 50°C. Po pfidani 25 ml 1M octanu sodného se
smes prevede na fritu a promyje postupné 2 | destilované vody a 2 1 acetonu. Takto ziskany

produkt se vysusi v exikatoru.

Pro hydrolyzu nejprve pfipravime roztok bilkoviny v 0,005N HCI nebo NaOH. 0,1 ml
tohoto roztoku se pipetuje do polypropylenové odstiedivkové kyvety, pfida se 25 mg
¢astecné hydrolyzovaného skrobu a 0,5 ml SN NaOH, cerstvé pfipraveného z 50% NaOH.
Kyveta se pak umisti do tenkosténné zkumavky a ptida se 5 pl 1% roztoku oktanolu

v toluenu pro zamezeni pénéni.

Zkumavka se asi v polovin¢ zatahne nad kyslikovym plamenem do priméru asi 2 mm.
Pak se spodek zkumavky vychladi ve smési acetonu a suchého ledu, a to tak, aby obsah
nezmrzl. Poté se evakuuje olejovou vyveévou, pficemz se spojeni se zdrojem vakua nékoli-
krat prerusi a v ptipad¢, Ze vzorek pfili§ péni, se zkumavka opét ponoti do chladici lazné.
Po dosazeni evakuace se zkumavka zatavi. Takto zatavena se hydrolyzuje
ptfi 110 + 1°C. Po dokonalém ochlazeni se pak zkumavka otevie nafiznutim a pfilozenim

horké sklenéné ty€inky.

Ke vzorku se ptida 0,5 ml sodnocitratového pufru o pH 4,25 a smés se promichd. Pak
se roztok kvantitativné prevede timto pufrem do 5ml odmérky obsahujici 420 pul 6N HCI
a umisténé v suchém ledu. Pak se obsah baiky doplni po znacku a piipadny zékal

odstranime odstiedénim po dobu 30 minut pti 40,0 g. [28]

4.2.2.3 Priprava tkanovych extraktii pomoci kyseliny pikrové

Tkang, urené pro tuto analyzu, musi byt co nejdiive zpracovany. Pokud neni mozné
podrobit tkan analyze ihned, musi byt zmrazena suchym ledem na — 45°C. Tkan se pro
rozbor musi zbavit tukové Casti a spojovaciho vaziva a poté se v mixéru pielije
desetinasobkem vahového mnozZstvi 1% vodného roztoku kyseliny pikrové. Pro mozkové

tkan¢ je nutno pouzit pétinasobného piebytku.
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Po homogenizaci v mixéru dojde k rychlému odstfedéni vyloucCenych bilkovin a takto
ziskany kapalny podil se nanese na kolonu, kterd je naplnéna bazickym anexem. Stény
kolony se 3x promyji 5 ml 0,02N HCI. Veskera kapalina vychazejici z kolony pii nanaseni
vzorku a vyplachovani kolony se jima. Pro vétsi mnozstvi extraktu pouzijeme
dvojnasobného mnozstvi ménice ionti. Eluat z kolony lyofilizujeme nebo vakuové odpa-
fime na objem asi 1 ml. Objevi-li se srazenina, ptidame asi 4 ml vody a n€kolik mg Cellis-
tu a suspenzi prefiltrujeme na filtru promytém 1N HCI a vodou. Filtrat opét odpatime, kon-
centrat vymyjeme do 5 ml odmérky tak, aby objem neptekrocil 3 ml. V této fazi lze vzorek
uskladnit ve zmrazeném stavu pies noc. Nasledujici den se pH roztoku upravi na 7 az 8

pomoci 1N NaOH a objemem destilovanou vodou na 5 ml.

Ze vzorku odebereme alikvot pro stanoveni a dals$i 2 ml alikvotu smisime s 0,5N sificita-
nem sodnym, ktery ptiddme v poméru 0,2 ml na kazdych 2,5 g tkdn¢ v alikvotu extraktu.
Oba podily vzorku nepodrobeného hydrolyze ponechame 4 hodiny pii laboratorni teplot¢.
Konec¢nou fazi ptipravy vzorku je tprava pH 1M HCl na 2,2 tak, aby kone¢na koncentrace

vzorkl odpovidala 0,5 g ptivodni tkdn€ na 1ml. [28]

4.2.3 Stanoveni L-karnitinu

Pro analyzu L-karnitinu byly navrzeny jiz mnohé analytick¢ metody, napf. na principu
enzymatickém, radioenzymatickém, HPLC sUV nebo fluorimetrickou detekci
s predkolonovou derivatizaci ¢i hmotnostni spektrometrie. Vzhledem k tomu, Ze L-karnitin
je polarni latka, je jeho analyza naro¢na. United States Pharmacopeia navrhla HPLC meto-
dy vhodné pro kvantitativni stanoveni L-karnitinu v tabletach a v roztocich. Metoda, kte-
rou bylo stanoveno mnozstvi L-karnitinu v roztoku, vyuzila kolonu s C;g reverzni fazi.
Mobilni faze s heptasulfonatem byla stabilizovana fosfatovym pufrem (pH 2,5-methanol).
Pti této metodé byla pouzita detekce pii 225 nm a pred kolonou byla fazena mikrokolona,

taktéz C 18-

Metoda, kdy byl L-karnitin stanovovan v tabletach, byla provedena s pouzitim kolony, kde
stacionarni fazi byl aminopropylsilan napojeny na silikagel a jako mobilni faze byl pouzit
acetonitrilfosfatovy pufr o pH 4,7. Detekce byla provadéna pii 205 nm. Tato metoda
je velmi ndro¢nd a v ptipadé, Ze preparat obsahuje organické kyseliny se zvysuje retencni
¢as a méni se HPLC podminky. Takto je vhodné stanovovat L-karnitin v mnozstvi

2-3mg.ml™. Pro zlep$eni podminek HPLC metody byla testovana kolona Cg. Mobilni fazi
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byl fosfatovy pufr (pH 2-acetonitril) obsahujici octansulfonat a detekce byla provedena pii
215 nm. Kalibraéni kiivka byla v tomto piipadé sestrojena v rozmezi 0,4-4 mg.ml" Tato

metoda umoznila dobré rozliSeni L-karnitinu od ostatnich organickych kyselin.

Dalsi analytické metody pro stanoveni L-karnitinu byly HPLC s fluorimetrickym
detektorem po derivatizaci s 9-anthryldiazometanem, enzymatické metody vyuzily
L-karnitinacetyltransferasu, D-karnitindehydrogenasu a L-karnitindehydrogenasu a kapi-

larni elektroforézou byly separovany enantiomery L-karnitinu.

Kakou vyuzil IEC systém-Dionex DX-10, ktery se skladal z vysokotlakého pistového
Cerpadla DX-100, davkovaci smycky s objemem 25ul, kolony Waters Nova Pak C-18
(3,9.150mm; 4pum) a konduktometrického detektoru, ktery byl vybaven termistorem pro
kompenzaci teploty. Piky byly integrovany diky softwaru HP 3395 integrator a softwaru
firmy Shimatzu, Japonsko. [35]

Standartni roztok L-karnitinu o koncentraci 10 mg.ml™ byl rozpuitén ve vods a skladovan
v chladni¢ce. Mobilni faze byla pfipravena jako vodny roztok 0,64nM octansulfonatu
a 5,2 nM kyseliny trifluoroctové. Vzorky byly zifedény vodou a posléze mobilni fazi tak,
aby jejich vysledna koncentrace byla v rozmezi 100-700 pg.ml”. Tablety s L-karnitinem
byly navic protfepavany. Vzorky byly ptefiltrovany ptes filtr o velikosti pora 0,45 um
a byly zifedény mobilni fazi, ale tak, aby jejich koncentrace byla stile v rozmezi
100 az 700 pg.ml”'. Chromatograficka eluce vzorkd byla provedena pfi laboratorni teploté
25°C a izokratickém modu 1,2 ml.min™. Kolona byla pied vlastnim nasttikem vzorku pro-
myvana mobilni fazi. Tlak, ktery byl pouzivany pii této analyze byl 68947,6 Pa a rozsah
vodivosti byl 1000 uS. [35]
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ZAVER

Zijeme v 21.stoleti, a to na nas klade velké naroky. Nage Zivotni tempo je rychlé a snazime
se zit na sto procent. K tomu, abychom si zZivot spravné uzivali potfebujeme byt v dobré
kondici. Kromé pohybu je také nutna vyvézend a plnohodnotna strava bohata na vitaminy,

mineraly a nékteré dalsi esencidlni latky. Jednim z velkych zdravotnich probléma dneska

je obezita. Pravé z téchto divodi je L-karnitin v dnesni dob¢ tak vyhledavany.

Cilem této prace bylo predstavit tuto latku, kterd je pro ¢lovéka dilezitd a jejiz piijem

prospiva lidskému zdravi.

L-karnitin je latkou, jejiz fyziologické funkce se zkoumaji od roku 1935, avSak az dnes
se zacind vyuZzivat jako potravinovy doplnék. L-karnitin se povazuje za méné¢ obvyklou
aminokyselinu, kterd se pfirozen¢ tvoii v jatrech a ledvinach z esencialnich aminokyselin
lysinu a methioninu. Z toho také plyne, Ze nejvétsi mnozstvi L-karnitinu se vyskytuje
ve svalovingé. Jeho mnozstvi v lidském téle se pohybuje v zavislosti na objemu svalové

hmoty, ptiblizn€ od 20 do 30 gramu.

Pro zdravého jedince neni vyssi piijem L-karnitinu az tak dualezity. Skupiny, pro které
je jeho vyssi mnozstvi piinosné jsou napft. lidé trpici nadvahou, kterym pomaha snizovat
tukové zéasoby. Uzivani L-karnitinu, resp. jeho vysSich davek, je doporucovano
vytrvalostnim sportovceiim pro jeho schopnost zabranit zuzovani cév, ¢imz podporuje krev-
ni ob¢h a zasobovani svall kyslikem. Dalsi skupina osob, kterd ma vyssi naroky na piijem
L-karnitinu jsou t¢hotné a kojici Zeny, pro které neni snadné pokryt potiebné mnozstvi L-
karnitinu znormalni stravy. Vyrazné sniZzeni koncentrace L-karnitinu v téle lze

zaznamenat jiz ve dvanactém tydnu té¢hotenstvi.

Schopnost téla vytvaret L-karnitin se s vékem snizuje. U starSich lidi se také vyskytuje
snizena chut k jidlu. Casto jedi méné masa a tim se snizuje mnoZstvi L-karnitinu piijaté
potravou pro tuto vékovou skupinu. Jak jiz bylo feceno, L-karnitin se vyskytuje hlavné
v mase a proto dal$imi osobami, které potiebuji pfijimat L-karnitin ve formé potravino-

vych dopliikt jsou vegetariani.

To ale nejsou jeho jediné pozitivni vlivy na lidské zdravi. Jeho tzv. vedlej$im G¢inkem
je prevence aterosklerozy, ochrana srdecniho svalu, zlepSend obranyschopnost proti
nemocim. Poméha lidem se $patnou funkci ledvin a jater, a také je u n€j dok4dzéan pozitivni

vliv na muzskou plodnost. U jedinct, ktefi prod¢€lali srdecni infarkt, se pii pouziti dopli-
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kového L-karnitinu snizilo riziko opétovného srde¢niho selhani ¢i dokonce umrti
na nemoci srdce. L-karnitin, respektive jeho u¢inna forma L-acetylkarnitin, miiZe napoma-
hat pozastaveni rozvoje Alzhamerovy choroby v jejim pocateCnim stavu. Ma také vliv na
pamét predevSim u starSich lidi. TaktéZz pomaha lidem trpicim neourologickym

onemocnénim a ptispiva ke snizeni rizika Anginy pektoris.

L-karnitin se stanovuje pomoci metody HPLC - IEC. Pro analyzu L-karnitinu byly navrze-
ny jiz mnohé analytické metody, napf. na principu enzymatickém, radioenzymatickém,
HPLC s UV nebo fluorimetrickou detekci s ptredkolonovou derivatizaci ¢i hmotnostni
spektrometrie. Metoda, kterou bylo stanoveno mnozstvi L-karnitinu v roztoku, vyuzila
kolonu s Cs reverzni fazi. Mobilni faze s heptasulfondtem byla stabilizovana fosfatovym
pufrem (pH 2,5-methanol). Pfi této metodé byla pouzita detekce pii 225 nm a pred kolonou
byla fazena mikrokolona, taktéz Cig. Také byla publikovana metoda, kdy byl L-karnitin
stanovovan v tabletach. Analyza byla provedena s pouzitim kolony, kde staciondrni fazi
byl aminopropylsilan napojeny na silikagel a jako mobilni faze byl pouzit acetonitrilfosfa-
tovy pufr o pH 4,7. Detekce byla provadéna pti 205 nm. Pro zlepSeni podminek HPLC
metody byla testovana i kolona Cg. Mobilni fazi byl fosfatovy pufr (pH 2-acetonitril) obsa-
hujici octansulfonat a detekce byla provedena pii 215 nm. Tato metoda umoznila dobré

rozliSeni L-karnitinu od ostatnich organickych kyselin.

Dalsi analytické metody pro stanoveni L-karnitinu byly HPLC s fluorimetrickym
detektorem po derivatizaci s 9-anthryldiazometanem, enzymatické metody vyuzily
L-karnitinacetyltransferasu, D-karnitindehydrogenasu a L-karnitindehydrogenasu a kapi-
larni elektroforézou byly separovany enantiomery L-karnitinu. Byl taktéz popsan IEC
systétm-Dionex DX-10, ktery se skladal z vysokotlakého pistového cerpadla DX-100,
davkovaci smycky s objemem 25ul, kolony Waters Nova Pak C-18 (3,9.150mm; 4um)

a konduktometrického detektoru, ktery byl vybaven termistorem pro kompenzaci teploty.

Bakalatska prace bude slouzit jako vychozi materidl pro potenciondlni stanoveni

aminkyselin a L-karnitinu na aminokyselinovém analyzatoru AAA 400.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

FAD Food and Drug Administration

HDL High Density Lipoprotein, lipoprotein s vysokou hustotou
AMP Adenosinmonofostat

ATP Adenosintrifosfat

CoA Koenzym A

Acyl-CoA Acyl-koenzym A

NAD" Nikotinamidadenindinukleotid

NADH Redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

IEC Ion-exchange chromatography, lontoménicova chromatografie

HPLC High Performance Liquid Chromatography, Vysoce u¢inna kapalinova chro-
matografie

LC L-karnitin

LAC L-acetylkarnitin

LPC L-propyonylkarnitin

TAG Triacylglycerol

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

HAC Kyselina hydroxycitronova
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PRILOHA PI: PREPARATY
L-Carnitin + Chrom

Ucinn¢ napomahd redukci tukové tkan€, snizuje
::, koncentraci kyseliny mlééné ve svalech, zlepSuje
SURVIVAL vytrvalost, plisobi jako prevence srdecnich cho-

rob, urychluje regeneraci po fyzickém vykonu.

Obsah ucinnych latek v 1 litru :
L-carnitin 50 000 mg

L-Carnitin + HCA + Chrom

Omezuje ukladani tukt a vyrazné podporuje jejich

- spalovani, snizuje pocit hladu a chut’ na sladké,

aur:w-tg::i. snizuje hladinu cholesterolu v krvi. Urychluje

regeneraci a zvySuje fyzicky vykon.

Obsah ucinnych latek v 1 litru :
L-carnitin 35 000 mg,




Priloha P II: Preparaty
L-Carnitin + Taurin

Rychlé a vysoce ucinné povzbuzeni fyzického
a psychického vykonu, podpora schopnosti
koncentrace, obnova energetickych  zasob
stimulaci pfemény tuku na energii a podpora
procesu redukce nadvéhy, regulace hladiny

krevniho cukru.

Obsah ucinnych latek v 1 litru :
L-carnitin 40 000 mg,

[36]

L-Carnitine-L-Tartrat

n L-carnitin-L-tartrat je slouceninou karnitinu a kyseliny

vinné (tartrat = vinan, sul kyseliny vinné), obsahujici

1

68 % karnitinu a 32 % kyseliny vinné.

[37]

rired [

CARNITIN
BTARTGRATE

43 000

Lo0itobolck{a 63008




Piiloha P III: Potraviny s pfidavkem L-karnitinu

L - carnitin drink 500ml

Neslazeny osvézujici napoj obohaceny
o L-karnitin. Idedlni na doplnéni teku-
tin béhem sportovni a télesné aktivity.

500 ml obsahuje 1000 mg L-karnitinu.

[38]

Fortuna Silueta

Jde o napoj obohaceny vldkninou, L-karnitinem,
chromem, hof¢ikem a vitaminy. Na 100 ml
pripada 20 mg L-karnitinu, 1 baleni o velikosti
500 ml je tedy zdrojem jen 100 mg L-karnitinu.
K dosazeni uc¢inné davky 500 mg by bylo nutno

vypit 2,5 1 mléka, coz neni pfilis redlné.

[39]




