ABSTRAKT (CZ)

Proteinogenni aminokyseliny patii mezi zakladni stavebni jednotky zivych organismd.
Proto byl v posledni dobé vyzkum v metabolomice zaméten na vyvoj rychlych a citlivych
analytickych metod pro stanoveni aminokyselin. Tato prace obsahuje dvé studie popisujici
vyvoj vysoce ucinnych separa¢nich metod pro kvantifikaci aminokyselin.

V prvni studii byla vyvinuta metoda kapilarni elektroforézy pro stanoveni aminokyselin
v rostlinach tabaku. Nedilnou soucasti této studie byla optimalizace extrakce aminokyselin z
rostlinného materialu. Extrakce byla optimalizovana postupem “design of experiments” (DOE),
pomoci kterého byly vyhodnoceny faktory ovliviiujici vytézek extrakce aminokyselin.
NejdulezitéjsSimi faktory byly objem a koncentrace extrakéniho cinidla (kyselina
chlorovodikova), jejichz optimalni hodnoty byly ureny pomoci “response surface
methodology” (RSM). Poté byly aminokyseliny separovany pomoci kapilarni elektroforézy s
bezkontaktni vodivostni detekci a stanoveny za pouziti kalibrace s vnitinim standardem, coz
ptispélo ke zlepSeni pfesnosti metody.

Druha studie byla zaméfena na vyvoj metody pro stanoveni aminokyselin v lidské
plasmé pomoci superkritické fluidni chromatografie. Jednim z cilii této studie bylo zvysit
rozpustnost aminokyselin v mobilni f4zi bohaté na CO2. Nejdiive byla zvySena polarita mobilni
faze (CO2/methanol) piidavkem vody a mraven¢anu amonného. Polarita aminokyselin byla
zéaroven snizena derivatizaci 1-chlorbutanem. Derivatizace zvysSila rozpustnost aminokyselin v
mobilni fazi, proto se zlepSily tvary pikd aminokyselin. Aminokyseliny byly separovany
pomoci superkritické¢ fluidni chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Stanoveni
aminokyselin v lidské plasmé bylo provedeno pomoci kalibrace s deuterovanymi standardy
aminokyselin.

V této préaci byly obé metody porovnany z hlediska jejich separacni G€innosti, mezi
stanovitelnosti a provoznich ndkladi. Pouziti kapilarni elektroforézy pro stanoveni
aminokyselin zajistilo lepSi separani ucCinnost. AvSak pouZiti superkritické fluidni
chromatografie umoznilo stanoveni az o pét fadi niZSich koncentraci aminokyselin, navic byla
tato metoda podstatné rychlejsi. Vyuziti superkritické fluidni chromatografie s tandemovou
hmotnostni detekci ovSem klade vyssi naroky nejen na zkuSenosti operatora, ale i na stabilni
laboratorni prostfedi. Superkriticka fluidni chromatografie také vyzaduje vyssi pofizovaci a

provozni néklady nez kapilarni elektroforéza.



