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2 SOUHRN

Predlozena dizertacni prace se zabyva vyuzitim plynové chromatografie (GC) pro stanoveni
mastnych kyselin (FA) v klinickych vzorcich a studiem vlivu FA na vznik a prevenci vybranych
onemocnéni. Prace je zaméfena na metabolizmus FA s ohledem na esencidlni FA a vysoce
prospésné polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) ze skupiny omega-3, jako je kyselina
eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA), kterych je ve stravé zapadni populace
nedostatek. V experimentélni ¢asti se zabyva vyvojem GC metod pro stanoveni FA ve formé jejich
methylesteri, a jejich vyuzitim pro analyzu vzorkd z intervencni klinické studie OMEGA a
VEGGIE-2. Studie OMEGA je zaméfena na inkorporaci prospéSnych omega-3 PUFA do
potravniho fetézce prostfednictvim mikrotas syntetizujicich EPA a Inéné¢ho seminka obsahujiciho
hlavné a-linolenovou kyselinu. Z téchto zdroju byla pfipravena smés pro vykrm driibeze a nasledné
ziskand vejce a kufeci maso obohacené¢ o omega-3 FA bylo pouzito jako surovina pro piipravu
stravy. Po 8 tydenni dietni intervenci provedené na zdravych dobrovolnicich byl nalezen statisticky
vyznamny narust v zastoupeni DHA v erytrocytech, ktery ¢inil 4,4 % pied a 5,1 % po dietni
intervenci u testovaci skupiny. Zjistény omega-3 index vykazoval také nartst z 5,1 % na 5,8 % u
testovaci a z 5,3 % na 5,8 % u kontrolni skupiny. V rdmci druhé studie VEGGIE-2 byl monitorovan
celkovy profil FA u veganl jako modelové skupiny pro studium dietnich faktord s vlivem na
inzulinovou rezistenci jako je intervence aminokyselinami s rozvétvenym postrannim fetézcem.
Studie prokazala, Ze plazmatické hladiny omega-3 FA s delSim fetézcem jsou u vegani snizeny
z divodu vyjmuti jejich hlavnich zdroji z diety a pomalé endogenni syntéze. Soucasné byla u
vegantil provedena detailni analyza cis/trans izomeri FA v tukové tkani pomoci nové vyvinuté¢ GC
separace na dvou spojenych stometrovych kolonach. Analyzy ukézaly, ze vegani maji srovnatelnou
hladinu kyseliny elaidové 1 mg/g versus 1,2 mg/g u omnivorti a 3krat nizsi hladinu kyseliny trans-
vakcenové 0,4 mg/g versus 1,5 mg/g. Celkova suma vSech trans izomerti mastnych kyselin (TFA)
je 4,6 mg/g u veganii a 7,7 mg/g u omnivord. Vegani maji také vyrazné vyssi hladinu ¥ PUFA s
92% zastoupenim kyseliny linolové, a jeji koncentrace je 2krat vyS$i v porovnani s omnivory.
Zavérem byla vytvofend metoda aplikovana pro stanoveni TFA v matefském mléce se stanovenou
hladinou celkovych TFA 0,9 + 0,27 %, kterd je 3 - 4krat niz8i nez hodnota zjiSt€éna na naSem

pracovisti v obdobné studii v roce 2007.



3 SUMMARY

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

value determined at our workplace in a similar study in 2007.



4 UVOD

Plynova chromatografie (GC) je fyzikalné-chemicka separacni metoda pouzivana k analyze
smési latek v plynném stavu. Obecnym principem chromatografickych technik je rozdélovani latky
mezi dvé nemisitelné faze, znichz jedna je stacionarni (kapalnd ¢i pevnd) a druha je mobilni
(plynna ¢i kapalna). Kazda separovana latka ma pak v idedlnim piipadé rozdilny pomér zastoupeni
v mobilni a stacionarni fdzi a opousti separacni prostiedi (kolonu) v rozdilném reten¢nim case.
Retencni Cas je tedy kvalitativni informaci identifikujici jednotlivé latky a plocha ¢i vySka piku

(z angl. ,,peak*) je kvantitativni informaci zavislou na mnozstvi latky.

Objev chromatografie se datuje do roku 1903, kdy ji v pritbé¢hu své pirednésky na Varsavské
univerzité predstavil botanik ruského piivodu M. S. Tswett, jako techniku pro separaci jednotlivych
slozek chlorofylu. Samotny termin ,,chromatografie” byl Tswetem pouzit az v jeho publikaci z roku
1906 [1]. Casto se uvadi, ze zaklad tohoto slova je z feckych slov ,,chroma* (barva) a ,.graphein‘
(psat). Tedy ,,psati barvou®, coz dokumentuje separaci zminénych pigment na koloné naplnéné
uhli¢itanem vapenatym. Druhé vysvétleni zminuje ve svém clanku Leslie S. Ettre a spociva
v pfijmeni autora. Jelikoz ,,Tsvet* znamena v rustin€ ,,barvu®, jde vlastn¢ o ,,Tswettovo psani“ a
jméno vynalezce metody se tak pienesené stalo soucasti jejiho nazvu. Tswettovi prace z roku 1906
a 1910 polozili zéklady kapalinové adsorp¢ni chromatografie. Moznost separace latek v plynném
skupenstvi se objevila mnohem pozdé¢ji. Jako objevitel¢ plynové chromatografie jsou nejcastéji
citovani autoii Martin a Synge, diky svému clanku z roku 1941 tykajiciho se objevu kapalinové
rozd€lovaci chromatografie [2]. Autofi v ném zminili, Ze mobilni fazi mize byt téz plyn a tckavé
slouceniny mohou byt separovany na kolonég, kterou tento ,,permanentni“ plyn protéka. Za objev
rozdélovaci chromatografie byli oba autofi v roce 1952 ocenéni Nobelovou cenou. Nicméné jak ve
své knize ,,Chapters in the Evolution of Chromatography* uvadi L. S. Ettre [3], zhruba ve stejné
dob& mnoho dalSich autord publikovalo prace zabyvajici se adsorpci latek na tuhou fézi, tedy tzv.
»gas solid chromatography* (GSC). Jednim z nich je Hesse et al. popisujici ve své praci z roku
1941 separaci par bromu a jodu v kolon¢ naplnéné skrobem s CO; jako mobilni fazi provazenou
vznikem barevnych zon téchto substanci [4]. V nasledujicim ¢lanku z roku 1942 je ptredstavena
separace methylester mastnych kyselin, které se nepodafilo odd¢lit destilaci, a to na koloné
naplnéné silikagelem opét s CO; jako mobilni fazi [5]. Dalsi ptiklady adsorp¢ni chromatografie, ale
v jinych uspotfadéanich a Casto za jinym nez analytickym ucelem, jsou shrnuty v review ,,Early
stages in history of gas chromatography* [6]. Prvni publikovand zminka tykajici se plynové
rozd€lovaci chromatografie (GLC) pochazi zroku 1952, kde autofi James a Martin provedli

chromatografickou separaci t€kavych mastnych kyselin v plynné fazi za pouziti kolony obsahujici
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kfemelinu s 10% roztokem kyseliny stearové v silikonovém oleji oznac¢eném DC550 [7]. Jako
mobilni faze byl pouzit dusik a separovéna byla smés obsahujici 8 karboxylovych kyselin od
kyseliny octové az po kyselinu valerovou. V ¢lanku je téZ popsana separace dalSich nasycenych
mastnych kyselin, C6 - C12. Reten¢ni ¢as kyseliny dodekanové byl 817 minut, jelikoz jeji teplota
varu (225 °C pii 40 mm Hg) byla uz pftili§ vzdalend pouzité teploté kolony, tj. 137 °C a pouzity
detektor neumozioval jeji zvySeni. V roce 1955 proto stejni autoii predstavili novy typ detektoru
nazvany ,,gas-density meter*, pracujici na stejném principu jako dnesni tepelné vodivostni detektor
[8]. Ve stejném roce publikovali ¢lanek dokumentujici pouziti nového detektoru pifi analyze
mastnych kyselin, nyni uz v derivatizované podob¢ ve form¢ methylesterti a to pro kyseliny C1 -
CI18 [9]. Jeden z chromatogram ziskanych pfi analyze methylesteri mastnych kyselin z ¢lanku
Jamese a Martina je na Obr. 1. Vzniklé methylestery jsou tékavéjsi, jejich zony v koloné a tedy 1
vysledné piky pfi jejich detekci jsou vyrazné uzsi. Zaroven dochdzi ke zkraceni ¢asu analyzy, coz je
nezbytné pro analyzu delSich mastnych kyselin a zlepSeni tvaru jejich pikt. Esterifikace ci
transesterifikace riznymi Cinidly s néaslednou analyzou na plynovém chromatografu (GC) se
postupné stala zlatym standardem pro analyzu mastnych kyselin pfetrvavajici do dnes$nich dnt.
Prvotni detektory byly vystifidany o nékolik fada citlivéjSim plamenové ionizacnim detektorem
(FID) pfinasejicim nejveétsi linearné dynamicky rozsah a majicim stdle pomérmné jednoduchou
konstrukei. V poslednich 10 - 15 letech je velmi rozsifovan selektivnéjsi hmotnostni detektor (MS),
umoznujici identifikovat slouceninu nejen dle jejiho retencniho Casu, ale téz dle jeji molekulové
hmotnosti a jejiho fragmentového spektra. Nicméné cena ptistroje GC-MS v porovnani s GC-FID je

minimalné ¢tyinasobna.
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Obrazek 1. Chromatogram separace methylesterti rozvétvenych a nerozvétvenych mastnych
kyselin C7-C18 z puvodni prace Jamese A.T. a A. J. P. Martina, 1956 [9]. Mobilni fazi - N2 o
prutoku 133 ml/min, stacionarni fazi byl vysokovrouci lubrikaéni olej, teplota kolony 197 °C.
2. heptanoat, 3. oktanoat, 5. nonanoat, 6. dekanoat, 12.tetradekanoat, 15. hexadekanoat,
18. oktadekanoat



5 HYPOTEZY A CILE

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

cilem bylo dokumentovat zménu v zastoupeni omega-3 FA.

V ramci grantového projektu AZV, NT14416, s nazvem: ,,VIiv vétvenych aminokyselin a
saturovanych mastnych kyselin na rozvoj inzulinové rezistence* byl za vyuziti GC s FID stanoven
zékladni profil mastnych kyselin ve frakci volnych mystnych kyselin (FFA) krevni plazmy, ve
fosfolipidech erytrocyt a v tukové tkani skupiny vegani a omnivorti. Nas§im samostatnym cilem
bylo vypracovat metodu detailniho stanoveni trans mastnych kyselin (TFA) v tukové tkani.
Vytvofena metoda byla dale aplikovana i1 na vzorky matefského mléka za ucelem stanoveni

procentualniho zastoupeni TFA.

Cile Ize shrnout do téchto bodu:

1) stanovit a porovnat profil celkovych FA krevni plazmy a fosfolipidl krevnich bunék
u kontrolni a testovaci skupiny pied a po dietni intervenci (studie OMEGA)

2) stanovit a porovnat profil FA frakce FFA krevni plazmy a fosfolipidt krevnich bun¢k
mezi skupinou veganti a omnivort, pied a po dietni intervenci rozvétvenymi
aminokyselinami (studie VEGGIE-2)

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

4) aplikovat metodu pro detailni stanoveni TFA na vzorky tukové tkané
vegani a omnivor

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

matek



6 MATERIAL A METODIKA

Pristroje

Veskera stanoveni FA byla provedena na plynovém chromatografu GC-17A Verze 3
(Shimadzu, Japonsko) vybaveném autosamplerem AOC-20i upravenym pro 15 vzorkl a
standardnim FID. K ovladéni, méfeni a vyhodnocovani chromatogramti byl pouzit software
ClassVP 4.3. Teplota nastiikového portu a detektoru byla 250 °C a 260 °C. Pro stanoveni
zékladniho profilu FA byla pouzita kolona Stabilwax 15m x 0,25mm x 0,1 um (Restek,
Bellefonte, PA, USA), nosnym plynem bylo helium o pratoku 1,2 ml/min. Teplotni program zacinal
na 120 °C s naslednym gradientem 10 °C/min na 190 °C a findlnim gradient 40 °C/min na 250 °C,
drzenych 15,4 min.

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

60 min, s naslednym gradientem 3 °C/min na 220 °C, drzenych 26 min.

Derivatizace FA

VSechny standardy FA pro kalibraci ¢i identifikaci, vzorky plasmy ¢i extrakty lipida z
tukové tkané byly pfed analyzou na GC esterifikovany (transesterifikovany) stejnym postupem.
K tomu slouzila vzdy nové pfipravend smés methanol/toluen/acetylchlorid (3,2/0,8/0,2; v/v/v).
Matrice obsahujici analyzované FA byla odpipetovana do bakteriologické zkumavky se zavitem
GL18 o rozmérech 16 x 120 mm spolecné s internim standardem (C13:0) a kontrolnim standardem
(C17:0). Nasledn¢ bylo pfidano 4,2 ml esterifikaéni smési. Uzaviena zkumavka byla 10 min tfepana
na horizontalni tfepacce. Nasledné byly zkumavky zahtivany na vodni 1dzni pti 100 °C po dobu 1 h.
Po ochlazeni a neutralizaci 12% (m/v) vodnym roztokem K>COj3 byly zkumavky tiepany 10 min na
horizontalni tfepacce a centrifugovany. Vrchni organickd faze obsahujici v toluenu rozpusténé

FAME byla analyzovana na GC.

Syntéza izomeriu C18:1 pro identifikaci

Jelikoz nejsou vSechny izomery kyseliny oktadecenové komeréné dostupné, byly

laboratorné ptipraveny dle postupu zalozené¢ho na opakované adici a eliminaci HBr [10], viz.
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schema na Obr. 2. Pivodni postup byl upraven a vychazel z 250 mg kyseliny elaidové a 40 mg
kyseliny trans-vakcenové. Sestinasobnym opakovanim byla pfipravena smés obsahujici cis/trans
izomery C18:1 s dvojnou vazbou na uhliku 3 - 17. Pfipravena smés byla poté esterifikovana vyse

uvedenym postupem.

/\/\/V\/W\/\)J\
OH

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

/\

Br 0} 0]
/\/\/\/\)\/\/\/\/U\OH /\/\/\/Y\/\/\/\)J\OH
Br
9-bromooktadekanova kyselina 10-bromooktadekanova kyselina
=+

1M t-butoxid draselny v
t-butanolu

~ 50 % 0
/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH

trans-9-oktadecenova kyselina

~25% ) ~25% o
MAANVV\)LOH MM/WVV\)LOH
trans-8-oktadecenova kyselina trans-10-oktadecenova kyselina

Obrazek 2. Schema adice a eliminace HBr pfi pfipravé izomer( C18:1

SPE extrakce cis/trans izomeru

Syntetizovana smés izomera kyseliny oktadecenové obsahovala jak cis, tak trans izomery.
Jejich separace byla provedena extrakci na tuhé fazi (SPE) s obsahem stfibrnych ionti. Kolonka
Discovery Ag-ION 750 mg / 6 ml (Supelco, Bellefonte, PA, USA) byla nejprve ekvilibrovana 2 ml
acetonitrilu, 4 ml acetonu a 4 ml hexanu. Nasledn¢ na ni byl nanesen vzorek vytvofeny
odpipetovanim 10 ul toluenu obsahujiciho methylestery syntetizovanych izomert C18:1. Toluen
byl odpafen pod proudem dusiku a FAME byly rozpustény v 0,5 ml hexanu a naneseny na kolonku.
Frakce trans izomerti byla eluovana 7 ml smési hexan/aceton (96:4, v/v). Frakce cis izomerQ byla

eluovana 5 ml aceton/acetonitril (60:40, v/v) a 1 ml ¢istého acetonitrilu v zavéru. Obé frakce byly
10



odpareny do sucha pod proudem dusiku a rozpustény ve 100 ul toluenu a nasledné analyzovéany na

GC.

Studie OMEGA, parametry souboru

Dobrovolnici pro klinickou ¢ast studie OMEGA pochazeli z fad studentti 1ékatské fakulty.
Celkem $§lo o 33 zdravych dobrovolnikti muzského pohlavi, netrpicich chronickym onemocnénim,
neuzivajicich léky ani potravinové dopliikky s obsahem omega-3 FA bez jakékoliv dietni restrikce a
omezenim fyzické aktivity do 12 h tydné. Dobrovolnici byli rozdé€leni na dvé skupiny, viz. Tabulka
1. Prvni skupina se stravovala experimentdlni dietou obsahujici vejce a kufeci maso obohacené o
omega-3 FA. Kontrolni skupina se stravovala béznymi vejci a béZznym kufecim masem v davce
4krat tydné 1 vejce a 100 g masa/den. Obohaceni masa a vajec o omega-3 FA bylo provedeno
piidanim Inéného seminka do krmné smési jateCnich brojlerti a nosnic firmou RABBIT Trhovy
Stépanov a.s. Pokrmy byly navrzeny nutri¢ni terapeutkou. Stravovani probihalo ve stravovacim
provozu Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady pod dozorem ¢lena feSitelského tymu. Nutri¢ni
intervence trvala celkem 8 tydnt. Vzorky krve byly dobrovolnikli odebrany celkem 4krat: pied
zahajenim intervence, po 4 tydnech, na konci dietni intervence a jeden mésic po jejim ukonceni.
V kazdém odbéru byla provedena analyza celkovych plazmatickych hladin FA. Ve vstupnim
odbéru a odbéru po skonceni dietni intervence byla provedena analyza fosfolipidi z krevnich

bunék.

Tabulka 1. Vstupni charakteristiky obou skupin dobrovolniktd pro studii OMEGA

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

Studie VEGGIE-2, parametry souboru

Do skupiny veganii byli zatazeni jedinci konzumujici veganskou stravu minimalné 3 roky,
s praimérnou dobou 8,3 roku. Kontrolni skupina omnivor byla bez dietnich omezeni a
konzumovala maso a jiné Zzivoc¢isné produkty. Skupinu vegant tvofilo 12 muzii a 6 zen s
primérnym vékem 32,8 + 5,1 roku a primérnym BMI 23,4 + 2,8 kg/m?. Do kontrolni skupiny bylo

zafazeno 12 muzi a 8 Zen s praimérnym vékem 32,5 + 6,4 a BMI 23,3 + 3,1 kg/m?.
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Do intervencni c¢asti studie bylo zafazeno 8 vegani a 8 omnivord. Intervence spocivala
v podavani aminokyselin s rozvétvenym postrannim fetézcem (BCAA) v mnozstvi 15 g/den pro
zeny a 20 g/den pro muze po dobu 3 mésicii. Vzajemny pomér leucin/valin/isoleucin byl 4 : 1 : 1.
Pouzité tablety mély hmotnost 2 g a obsahovaly 1000 mg leucinu, 250 mg valinu, 250 mg
isoleucinu a 500 mg plniv a pomocnych latek. Kontroly subjekti probihaly kazdy tyden formou
telefonniho rozhovoru a kazdych Sest tydnli byl subjekt navstiven ¢lenem vyzkumného tymu.

Vzorky krve pro analyzu FA byly odebrany pied zahajenim intervence a po jejim skonceni.

Zastoupeni TFA v matefském mléce, parametry souboru

Nékolik odbérti zmrazeného matetského mléka od jednoho subjektu bylo rozmraZeno,
homogenizovano, rozpipetovano a znovu zamrazeno k dalSim analyzam. Primérny vék kojicich
matek byl 30 let v rozmezi 21 - 37 let. Primérny vek ditéte v dobé odbéru byl 30 dnt v rozmezi 4 -
60 dnii. Primé&rné BMI matek bylo 24 kg/m? a to v rozmezi 19 - 41 kg/m?. Tticet devét matek bylo
v oblasti norméalniho BMI, 11 v oblasti preobezity, 4 v oblasti obezity 1. stupné a jedna v oblasti

obezity 3. stupné. Subjekty vyplnily detailni dotaznik stravovacich navyka.
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7 VYSLEDKY A DISKUSE

Studie OMEGA

Cilem projektu bylo vytvofeni dopliikii krmnych smési na bazi mikrofas a Inéného seminka
pro produkci funkénich potravin a to OMEGA vajec a OMEGA kufeciho masa. Tim by vznikla
surovina zabezpecujici pfisun polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) s dlouhym fetézcem
jako je kyselina eikosapentaenova (EPA) a kyselina dokosahexaenova (DHA), které jsou nezbytné
pro vyvoj mozku a o¢i u déti, piipadné jsou benefitem pro kardiovaskularni a nervovy systém
dospélych. Bézné¢ dostupnym zdrojem téchto FA je rybi tuk, ktery je soucasti nékterych
potravinovych dopliikkd pouzivanych i pro téhotné ¢i kojici Zeny. Ten je dobie znamy svou
nepiijemnou chuti a vini. Nasi ulohou v projektu bylo provedeni analyz biologického materialu
ziskaného od dobrovolniki v pritb¢hu klinické c¢asti studie se zamérem stanovit hladiny FA
v odebraném biologickém materialu a tim potvrdit ¢i vyvratit smysluplnost obohacovani krmnych
smesi.

Klinicka cast studie OMEGA m¢la celkem tfi c¢asti, vjejichz priabéhu dobrovolnici
konzumovali maso a vejce ziskané z kutic krmenych za pomoci tfech riznych krmnych smési.
V ramci této kapitoly dizertacni prace predkladam vysledky pouze z druhé faze studie OMEGA,
v jejim pribéhu byla testovaci skupina kufat krmena smeési obsahujici 0,3 % tasy Trachydiscus
minutus a 1% Inéného seminka. Smés kontrolni skupiny pak obsahovala pouze 1% Inéného
seminka. Vykrm probihal v prvni ¢asti roku 2015, klinickd ¢ast s odbérem vzorkt v druhé poloving
téhoz roku a analyzy zacatkem roku 2016. Sledovani FA v odebrané krevni plazmé odrazi jejich
kratkodoby pfijem [11]. Jako indikator dlouhodobého piijmu byly pouzity FA z erytrocytt [12-14],
jejichz zivotnost se pohybuje mezi 110 - 120 dny. V pribéhu 8 tydenni dietni intervence tak doslo
k vyméné ptiblizn€ poloviny z nich. BéZznym sttednédobym ukazatelem piijmu FA jsou fosfolipidy
krevni plazmy [11], jejichz analyza po prvotni extrakci dale vyzaduje separaci lipidovych frakci
bud’ pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) [15], extrakce na tuhé fazi (SPE) [15, 16] nebo
HPLC s odbérem frakce fosfolipidi [17, 18]. Ziskané fosfolipidy jsou esterifikovany a vzniklé
FAME nésledné analyzovany na GC. JelikoZ erytrocyty nepouzivaji jako energeticky substrat FA,
nem¢ly by obsahovat ani FFA a TAG, coz potvrzuji publikace Hol¢apek et al. [19] a Chamorro et
al. [18]. Lipidovy profil erytrocytli je tvofen cholesterolem, fosfolipidy a sfingomyelinem. Proto
byla zvolena metoda extrahujici lipidy z erytrocytli podle modifikovaného postupu z ¢lanku Rosé a
Oklander [20]. Metoda se vyznacuje niz$i kontaminaci extraktu hemem oproti bézné pouzivané

extrakci dle Folche [21].
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Ze sledovanych omega-3 FA jsme nalezli signifikantni zménu v hodnotach koncentraci
pouze u C20:3n3 v testovaci skupiné mezi 1. a 3. odbérem. Jde pravdépodobné o pokles vyvolany
mirmé zvySenym piijmem EPA (C20:5n3) z mikrofas, ktery vedl k niz$i endogenni syntéze.
Ptiblizn€ 13 g suSenych tas obsahuje cca 88 mg EPA [22]. Pfestoze rozdily mezi minimalni a
maximalni plazmatickou hodnotou £ FA nejsou statisticky vyznamné, normalizovali jsme vysledky
pfevedenim na procentudlni zastoupeni jednotlivych FA. Procentudlni zastoupeni sledovanych
omega-3 FA, spole¢né s témi FA u kterych doslo k signifikantni zméné, jsou vyneseny v grafech na
Obr. 3. V ptipadé¢ ALA, pochézejici z Inéného seminka v krmné smési, byl pozorovan vzestup
koncentrace v pritbéhu dietni intervence u 2. a 3. odbéru predevSim u kontrolni skupiny. Nicméné
zadny zrozdild, at’ uz mezi skupinami nebo mezi jednotlivymi odbéry stejné skupiny, neni
statisticky vyznamny. Stejny zavér plati i pro EPA (C20:5n3). V pfipadé DHA (C22:6n3) je
pozorovatelny vzestupny trend u kontrolni skupiny, ale bez statistické vyznamnosti. OvSem zvySeni
plazmatické hladiny v prvni poloviné dietni intervence u testovaci skupiny uz statisticky vyznamné
je. Signifikantni zistava pokles hladiny C20:3n3 u testovaci skupiny mezi 1. a 3. odbérem, viz. Obr.
3. Jedinym rozdilem pozorovanym mezi testovaci a kontrolni skupinou je postupné rozevirani
nuzek v zastoupeni ARA, které je signifikantni ve 3. a ve 4. odbéru. Shodny rozdil mezi skupinami
plati pro jedinou nasycenou kyselinu C22:0, jejiz koncentrace v prvni polovin¢ intervence nejprve
klesé a nasledné ve 3. odbéru stoupa a nejvyssiho vzestupu dosahuje po vymyvaci periode, tj. ve 4.
odbéru. Statisticky signifikantni je ovSem pouze rozdil mezi 1. a 4. odbérem u kontrolni skupiny.
Pro sledovani dlouhodobého vlivu byly analyzovany FA v erytrocytech. Zde byl odhalen statisticky
signifikantni vzestup X vSech FA mezi 1. a 3. odbérem u obou skupin a z tohoto divodu byly
vysledky normalizovany na procentudlni zastoupeni FA v extraktu z erytrocytd, viz. Obr. 4. Jedna
se predevsim o signifikantni narist DHA o 4,4 % v prvnim a o 5,1 % ve tfetim odbéru u testovaci
skupiny. Omega-index testované skupiny vzrostl z 5,1 % na 5,8 % mezi 1. a 3. odbérem a u
kontrolni skupiny z 5,3 % na 5,8 %. Podobny nariist byl také pozorovan u ARA: z 16,4 % na
16,7 % u testovaci a z 16,8 % na 17,9 % u kontrolni skupiny. Jako signifikantni vychazi rozdil u
kontrolni skupiny mezi 1. a 3. odbérem a mezi testovaci a kontrolni skupinou ve 3. odbéru, tj. na
konci dietni intervence. Zmény u obou FA v erytrocytech jsou 1 v dobré shod¢ s plazmatickymi

zménami FA v prabehu studie.

Kladnym efektem piidavku mikrotasy do krmné smési je faktor efektivnosti vykrmu (FEV),

uvedeny v Piiloze 1A zavéreéné zpravy za Rabbit Trhovy Stépanov a.s., poéitany dle vzorce:

_ % dozitych kurat x Ziva hmotnost

FEV x 100 (1)

stari(dny) x konverze krmiva
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Obrazek 3. Rozdily v procentualnim zastoupeni plazmatickych hladin FA u testovaci a kontrolni

C18:3n3
I Testovaci
] Kontrolni
1 2 3. 4
odbér
C20:5n3
I Testovaci
[ 1 Kontrolni
1 2 3. 4
odbér
C22:6n3
* I Testovaci
[— [ 1Kontrolni
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0,0
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1 Kontrolni
*
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C22:0
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[ Kontrolni
*
2. 3. 4.
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C20:4n6
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[ Kontrolni
* *
— —
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skupiny v pribéhu 4 odbéru. Statisticky vyznamné rozdily zjisténé pomoci ANOVA (a = 0,05) mezi

odbéry i mezi skupinami jsou oznaceny *.
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Dle zéavérecné zpravy FEV vychazi 244 pro testovaci a 227 pro kontrolni skupinu.
Vzhledem k zdokumentovanému nizkému vzestupu hladiny omega-3 FA a to pouze u DHA se
nabizi otdzka ekonomické vyhodnosti obohacovani masa a vajec o omega-3 FA, byt ekologicka
navaznost ve zpracovani fugatu z anaerobni digesce prase¢i kejdy, vyuziti odpadnich sacharid,
hydrolyzati celulozy, polyalkoholil a CO ze spalnych plynt pro kultivaci fas produkujicich PUFA,

jisté smysl dava.

C22:6n3 C20:4n6
89 B Testovaci e B Testovaci
[Z7] Kontrolni ] * =71 Kontrolni
* 20 4 .

% FA v £ FA krevnich bunék

odbér odbér

Obrazek 4. Statisticky vyznamné rozdily v procentualnim zastoupeni FA v krevnich burikach.

Rozdily otestovany za pomoci ANOVA (a=0,05). Signifikantni rozdily vyznacené *.

Studie VEGGIE-2

Nase spole¢nost je suzovana vyskytem diabetu mellitu a komplikacemi s nim spojenymi. Ty
Casto zkracuji délku zivota nebo snizuji jeho kvalitu. Zprava WHO z roku 2014 hovoii o 422
milionech lidi zasaZenych né€kterou z forem diabetu, coZ Cini asi 8,5 % veskeré dospélé populace na
Zemi [23]. Odhady pro rok 2018 mluvi uz o vice nez 500 milidonech [24] a predikce pro rok 2045
dle IDF ¢ini 629 milioni diabetikli s nejvyS$im ndrGstem v rozvojovych zemich [25]. Predstupném
T2D je vznik tzv. inzulinové rezistence (IR), nazyvané téz jako porusend gluk6zova tolerance
(IGT). V CR ptipadalo v roce 2017 na 718 tisic diabetik®i zhruba dal3ich 185 tisic lidi s IGT [26]. U
lidi stravujicich se veganskou ¢i lakto-ovo-vegetarianskou stravou je prokazan nizsi vyskyt diabetu
spojovan se vznikem IGT a T2D [36], ale dietnich faktorti majicich vliv na rozvoj IGT je cela fada
a jejich vliv je komplexni. V ramci studie VEGGIE-2 byly vybrany dva faktory spojené s ptijmem

masa a to nasycené mastné kyseliny (SFA) a aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (BCAA) a byl
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sledovan jejich vliv na inzulinovou senzitivitu, markery oxidativniho stresu a mitochondrialni
biogeneze u vegantl. Studii VEGGIE-2 vedl dr. Gojda s finanénim podporou MZCR, grant
NT/14416. Nasi ulohou bylo stanoveni FA ve frakci FFA krevni plazmy, v erytrocytech a ve
vzorcich odebrané tukové tkané. Diky Casové narocnosti projektu se spektrum planovanych ukoli
zuzilo na intervenci BCAA. Na pocatku byl porovnan profil FA u skupiny veganii a omnivort
vychazejici ze vstupnich odbéri. U veganl byly ocekévany nizsi hladiny SFA a naopak vyssi
hladiny PUFA oproti kontrolni skupin€, coZz potvrzuje analyza tukové tkané¢ 1 analyza
plazmatickych FFA. Omnivofi maji o 65 % vyss$i sumarni hladinu SFA ve frakci FFA oproti
veganim. V tukové tkani tento rozdil ¢ini 53 %. V ptipadé PUFA maji vegani vyssi hladinu ve
frakci FFA krevni plazmy o 29 % a v tukové tkéani tento rozdil ¢ini dokonce 95 %. Mezi tukovou
tkani a frakci FFA existuje samoziejm¢e uzké propojeni z diivodu vyplavovani zasobnich lipidd pfi
laénéni. Zajimavé je, ze se tento fakt vyrazné¢ nepromita do lipidového profilu erytrocyth.
Signifikantni rozdily v absolutnich koncentracich FA se zde sice objevuji, ale po pfepocteni na
procentudlni zastoupeni jsou sumdrni hladiny jednotlivych skupin FA jiz statisticky shodné.
Vyjimkou jsou omega-3 FA, jejichz sumarni zastoupeni je na urovni 55 % kontrolni skupiny.
Primérné hodnota omega-3 indexu je 2,3 % pro vegany a 5,4 % pro omnivory. Nedostatek omega-3
FA s dlouhym fetézcem tak patii mezi jednu z nevyhod veganské stravy. Konkrétné jde o EPA a
DHA, jejichz procentualni zastoupeni v erytrocytech je pfiblizn€ polovi¢ni oproti omnivoriim, viz.

Obr. 5.

C18:2n6 C20:2n6 C20:5n3 C22:6n3
Zih [ Veg. 2,09 I Veg. 2,04 I Veg. 104 I Veg.
[ | Kon. [ Kon. [ | Kon. ] [ Kon.
<3 8-
-— i * i i
% 15 1.5 15
g
6
S . *
<« 10+ i 1,0 1,04
L
2 * 4
>
L 5] 0,54 0,54
38 r 24
0 : 0,0 - - 0,0 : : 0 .
1. 1. 1. 1.
odbér odbér odbér odbér

Obrazek 5. FA se signifikantné odliSnym procentualnim zastoupenim v erytrocytech vegant a
omnivort (ANOVA, a = 0,05).
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U intervence BCAA se ndm podatilo zachytit dvé statisticky signifikantni zmény ve frakci
FFA a to vzestup kyseliny myristové u veganii a pokles kyseliny stearové v kontrolni skupiné.
Stejny pokles C18:0 se objevuje i v absolutnich koncentracich v erytrocytech, pfi porovnani
procentudlniho zastoupeni ovSem nebyl odhalen rozdil. V absolutnich koncentracich byl

zaznamenan pokles C18:1n9, C20:4n6, C24:0 a C24:1n9 u kontrolni skupiny.

Ze zmén v procentudlnim zastoupeni FA v erytrocytech byl odhalen statisticky vyznamny
narust kyseliny palmitové a palmitolejové u kontrolni skupiny, viz Obr. 6. Jelikoz BCAA nejsou
metabolizovany v jatrech, ale pfedevSim kosternim svalstvem a tukovou tkani, je jejich prebytek
spojen s de novo lipogenezi [37]. To pravdépodobné vedlo k navySeni zastoupeni C16:0 a C16:1n7
v erytrocytech po 3 mési¢ni intervenci, ale pouze u kontrolni skupiny omnivorti. Tento vysledek je
v dobré shod¢ s analyzou exprese genti tukové tkané publikované v clanku Gojda et al. [38], kde
doslo ke zvySeni exprese syntazy mastnych kyselin (FAS), stearyl-CoA-desaturazy 1 (SCD1),
diglyceridacyltransferazy (DGAT-2) a to vSe pouze u kontrolni skupiny omnivori. Hypotéza
vysvétlujici odlisné reakce na BCAA u téchto dvou skupin pravdépodobné spociva v nizsi bazalni
hladiné BCAA u vegantli. Na druhé strané u omnivort vede jejich prebytek ke zvysSeni lipogeneze
v tukové tkani [38], ale faktort majicich vliv je samoziejmé vice. Jednim z dalSich mtZze byt nizsi
hladina nékterych vitamind (kobalamin 4) ovliviiyjici diferenciaci adipocytii a néasledné vedouci

k niz§imu lipogennimu efektu u vegant [38].

C16:0 C16:1n7 C20:1n9 C20:4n6
26+ I Veg. 0.8 I Veg. 0.8+ I Veg. 25+ I Veg.
[ | Kon. [ Kon. [ IKon. ] [ Kon.
*
- 25 * 20 *
g-. 0,6 —_— 0,6
O 241 '
>
@
< 231
L
= 1
> 224
<C
(T
X 211
204

1. 2. 4 2 T4 2 1. 2

odbér odbér odbér odbér

Obrazek 6. Rozdily v procentualnim zastoupeni FA v erytrocytech po intervenci BCAA u skupiny

veganu a omnivoru. * signifikantni rozdily (ANOVA, a = 0,05).
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Vytvoreni metody pro detailni analyzu TFA

Vyvoj metody pro GC s dvéma rliznymi spojenymi kolonami vychdzel z metod pro piimou
GC analyzu trans izomerti FA na 100 metrové kolon¢ s polarni SF. Cis izomery FA vykazuji vyssi
afinitu k polarni SF v porovnani s frans a navic malé rozdily v polarité molekuly, dle pozice dvojné
vazby v molekule, vedou k odd¢leni jednotlivych polohovych izomert. Dosahovano je vyssiho
rozliSeni pro cis polohové izomery v porovnani s ftrans. Z pouzivanych SF jde pfedevSim o
kyanopropylovou fazi CP-Sil88, SP-2560 a zatim nejvice poldrni fazi IL111. Pro vSechny tyto
kolony existuji metody umoziujici stanovit sumu trans C18:1 izomert ve vzorku. Separace vSech
pozicnich trans ¢i cis izomeru kyseliny oktadecenové v pfirodnim ¢i biologickém materidlu se na
téchto kolondch dosdhnout nepodafilo. Yoshinaga et al. [39] byl tomuto cili nejblize: Z 13ti
pozi¢nich trans izomert bylo plné odd€leno 9 izomert, ¢astecné separovany byly izomery trans-8 a
trans-9 a izomery trans-6 a trans-7 koeluovaly. To vSe pii dob¢ analyzy 165 min pro vzorek
obsahujici pouze C18:1 izomery. Rozd¢leni nékterych pozi¢nich izomerit v mléce dosahl Delmonte
et al. [40] pfi spojeni dvou 100 metrovych kolon SLB-IL111. Pfesto napt. izomery trans-8 a trans-
9, trans-13 a trans-14 a cis-6 a cis-7 koeluovaly. S cilem provést co nejlepsi separaci jednotlivych
trans izomeru jsme se rozhodli vydat stejnou cestou. Pro analyzu jsme pouzili star$i kolonu SLB-
IL111 a zcela novou kolonu SP-2560, které jsme spojili spojkou. Vyvoj teplotniho programu
vychézel ze znalosti idedlni teploty pro separaci C18:1 izomeri pii izotermalni eluci. Pro kolonu
SP-2560 je to teplota 180 °C, zatimco pro kolonu SLB-IL111 je to 168 - 170 °C. Pfi této teploté ale
dochazelo ke koeluci C14:1n5c a C15:0. Z tohoto diivodu zacinal teplotni program na nizsi teploté
140 °C drzenych az do eluce tohoto kritického paru, nésledoval gradient na teplotu 170 °C. Zde se
ukazalo jako kliCové rozliSeni kyseliny elaidové, frans-10-oktadecenové a kyseliny trans-
vakcenové od ostatnich izomert kyseliny oktadecenové. Tyto zminéné tfi trans izomery C18:1 totiz
spolecné tvofi témét polovinu vSech TFA pfitomnych v naSich vzorcich. Vyfez zoény
chromatogramt ukazujici separaci C18:1 izomert je na Obr. 8. Pfi teploté 170 °C sice dochazi ke
koeluci C18:3n6ac, C18:3n3tct a C20:1n9t, nicméné chyba pti kvantifikaci majoritni C18:3n6 je
diky jejich malému vyskytu nizka. Plato 170 °C bylo drZeno az do eluce dalsiho kritického paru
C18:3n3 a C21:0, pro jejichz rozdéleni je tato teplota také vhodna. Nésledoval opét teplotni
gradient, v jehoZ pribéhu dochazi k eluci C20:3n3, C20:4n6 a C23:0. Posledni teplotni plato 220 °C
bylo zvoleno s ohledem na co nejrychlejsi eluci zbyvajicich FAME a zéarovenn s ohledem na

zivotnost kolony.
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Obrazek 7. Chromatogramy kalibra¢niho vzorku 6. kalibra¢ni Urovné, rozdéleny v ¢ase 90 min na
obrazek A a obrazek B. Poradi FA je nasledujici: C8:0, C10:0, C11:0, C12:0, isoC14:0, C14:0,
C14:1n5c, C15:0, isoC16:0, C16:0, isoC17:0, C16:1n9¢c, anteisoC17:0, C17:0, isoC18:0, C18:0,
C18:1n9c, C18:2n6¢cc, C20:0, C18:3n6, C20:1n9¢, C18:3n3, C21:0, C20:2n6, C22:0, C20:3n6,
C22:1n9c, C20:4n6, C23:0, C24:0 C20:5n3, C24:1n9, C22:6n3.

Chromatogram jednoho z kalibra¢nich vzorkil spole¢né s pribéhem teplotniho programu je
na Obr. 7. Autofi jiz citovaného ¢lanku Delmonte et al. [40] navic vyuzili pro zkraceni analyzy
prutokovy gradient na vysledny pritok 3 ml/min. Dosahuji tak v porovnani s nami vyrazné krat$iho
Casu analyzy, tj. 87,5 min. Bohuzel tato cesta pro nas byla uzaviena, diky limitu tlakového
regulatoru naSeho GC systému. Jeho hodnota udana vyrobcem je 400 kPa a pii pritoku vodiku

1,7 ml/min a splitu 1:100 byl tlak na pocatku kolony 381 kPa. Dalsi zvySovani pritoku tedy nebylo

mozné.
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Obrazek 8. Detail oblasti C18:1 izomerl v chromatogramech ziskanych pfi analyze na spojenych
kolonach SLB-IL111 + SP2560; A - frakce cis izomerl po Ag-SPE, B - frakce frans izomer( po Ag-

SPE, C - analyza tukové tkané omnivora, D - analyza tukové tkané vegana.

Analyza TFA v tukové tkani veganii a omnivori

Vzorky tukové tkan€ ziskané vramci studie VEGGIE-2 byly po svém zpracovani,
esterifikaci a analyze na 15 m koloné uschovany v mrazéku pii -25 °C. Nasledn¢ byla provedena
detailni GC analyza TFA na dvou spojenych stometrovych kolonach. Predpokladali jsme nizsi
hladiny TFA u vegani diky vylouceni mléka a mlécnych vyrobku, které jsou jejich pfirodnim
zdrojem. Zéaroven odliSny zpusob piipravy pokrmil u veganti s omezenym smazenim ¢i fritovanim,
by mél také snizovat hladinu TFA. Prvni analyza byla provedena na 100 m koloné SLB-IL111.
Ziskané vysledky prokazaly téméf polovicni hladinu TFA u veganu a byly pfedbézné prezentovany
na 69. zjazdu chemikov ve Starém Smokovci. Skutecnd detailni analyza byla provedena az na

spojenych kolonach SLB-IL111 a SP-2560. PfisluSny chromatogram se zvétSenym vyfezem zony
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obsahujici C18:1 izomery vzorku vegana je na Obr. 8D a Obr. 8C zobrazuje stejnou cast
Zjisténa koncentrace TFA v tukové tkani je u veganti 4,6 mg/g oproti 7,7 mg/g u omnivord. Trans
C18:1 izomery se podili na sumé vSech TFA pftiblizné z 56 % pro obé skupiny. U veganil je nejvice
zastoupena kyselina elaidova (22 %) zatimco u omnivorll je to kyselina vakcenova (19 %).
Koncentrace jednotlivych TFA spolecné se sumou TFA u obou skupin jsou vyneseny v grafu na
Obr. 9. Kyselina vakcenova je dominantni TFA kravského mléka [40], proto je jeji koncentrace u
vegantl tfetinova oproti omnivorim, coz potvrzuji i niz$i hladiny rozvétvenych FA pochdzejici z
tohoto zdroje. Oproti tomu je kyselina elaidovd dominantni TFA ve ztuzenych tucich, ¢i
potravinach vystavenych vysokym teplotdm, napt. ze smazeni ¢i fritovani. Zde vSak neni mezi
skupinou veganli a omnivorti Zadny rozdil, pfestoze byl ocekavan vzhledem k rozdilnym technikam
piipravy pokrmii. Né&které dalsi TFA jako je C16:In7t a C18:2n6at nebyly u veganl viibec
detekovany. Zvlastnosti je vyssi hladina C18:2n6tc u vegani oproti omnivorim. Tento rozdil neni
statisticky vyznamny a vysvétleni pro néj zatim nemame. Tyto vysledky v¢etné Obr. 8 a Obr. 9 jsou
spole¢né s metodou pro spojené kolony shrnuty v publikaci Jacek et al. [41] uvedené v ptiloze

dizertacni prace.
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Obrazek 9. Porovnani jednotlivych izomerd TFA ve vzorcich tukové tkané vegan( a omnivorU

vyjadiené v mg/g tukové tkané; * signifikantni rozdily (ANOVA, a = 0,05)
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Stanoveni zastoupeni TFA v matefském mléce

Vyvinuta metoda pro spojené kolony SLB-IL111 a SP-2560 byla pouzita i pro sledovani
hladiny TFA v matefském mléce prazskych matek v roce 2017. Postup odbéru a zpracovani vzorkt
je spolecné s charakteristikou celého souboru subjektii uveden v experimentalni casti. Mateiské
mléko odrazi jak FA aktudlné piijimané z potravy, tak v mnohem v¢étsi mife FA deponované
v tukové tkani matky. Diky tomu se stdvd dobrym markerem dlouhodobého piijmu TFA nasi
populace. Dalsi vyhodou je ziskani vzorkil neinvazivnim zpiisobem. Zajisténi odbéru a celého
projektu bylo v gesci prof. Cerné, v ramci spoluprace Ustavu hygieny 3. 1ékatské fakulty a Statniho
zdravotniho tustavu. Kojici matky, které se prazkumu ucastnily, vyplnily podrobny dotaznik
konzumace vybranych potravin za uplynulé 3 mésice. Celkem bylo analyzovano 50 vzorkl
mateiského mléka s celkovym obsahem FA vrozmezi 13.5-80,3 mg/ml. Siroké rozmezi
koncentraci je dédno Sirokym rozmezim stafi kojeného ditéte, které se pohybovalo od 4 do 60 dn.
Tuk je obecné v matetském mléce nejvice variabilni polozkou. Jeho zastoupeni vzriista v pribéhu
vyvoje od kolostra (1. — 5. den), pies pfechodné¢ mléko (6. — 15. den) aZz po matetské mléko (> 15.
den), kde tvotfi 3 - 5 hmot. % [42, 43] a zaroven stoupd mnozstvi tuku v prub¢hu kojeni v tzv.
pfednim, stfednim a zadnim mléce [44]. Nami stanovené primérné procentualni zastoupeni TFA

bylo 0,9 + 0,27 %. Zastoupeni dalSich tifid FA v matefském mléce je vyneseno v grafu na Obr. 10.

MUFA
39,56%

SFA
42,65%

TFA PUFA
0,90% 16,71%

Obrazek 10. Procentualni zastoupeni jednotlivych tfid FA v matefském mléce prazskych matek.

Vice nez polovinu vSech TFA tvoftili trans izomery C18:1, viz Obr. 11. Diky detailni
analyze na spojenych kolonach bylo zjisténo, ze nejvice zastoupenou TFA je kyselina vakcenova

tvotici 27,3 % ze vSech TFA. Na dalSich dvou mistech se umistila kyselina ¢rans-10-oktadecenova
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(16,3 %) a kyselina elaidova (12,6 %). Zastoupeni dalSich TFA podilejicich se na sumé TFA je
vyneseno v grafu na Obr. 11. Podobny priizkum byl na naSem pracovisti proveden v roce 2007 se
zamétenim na skladbu FA v matetském mléce Rémskych matek versus majoritni ¢asti populace
[45]. Analyza byla provedena na 100 m koloné CP-Sil 88 a poskytla informaci o sumé trans C18:1
izomertt a nékterych dalSich TFA. Nami zjisténd hodnota je 3 - 4krat niz§i nez procentualni
zastoupeni v matefském mléce bézné populace v roce 2007. Mizeme tedy fici, ze jak doporuceni
WHO, tak evropské agentury EFSA ohledné mnozstvi TFA v dennim energetickém piijmu nesou

své ovoce v podob¢ lepsiho a zdravéjsiho profilu FA v nasi populaci.

C18:2n6tt 4% C18:2n6¢t 4%

C18:2n6tc  10%

N
— 1\

elaidova C14:1n5t 10%

C18:1n7t 27% C18:3n3ctt+cct 5%

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

vakcenova

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

C18:1n8t 16%

C18:1n9t 13%

Obrazek 11. Procentualni zastoupeni jednotlivych TFA v matefském mléce prazskych matek.
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8 ZAVER

V prubéhu celé studie OMEGA bylo na nasem pracovisti analyzovano celkem pies 600
vzorkll, v nichz byl stanoven zékladni profil FA. V ramci této dizerta¢ni prace uvadim pouze
vysledky z II. faze této studie. V ni se ndm podafilo po statistické analyze ziskanych dat nalézt
maly, ale pfesto signifikantni narist v procentualnim zastoupeni DHA v krevni plazmé mezi 1. a
2. odbérem. Mlzeme zaroven konstatovat, Ze tento nartist byl potvrzen 1 signifikantnim narGstem
DHA v erytrocytech testovaci skupiny. FA v erytrocytech slouzi jako marker dlouhodobého piijmu
omega-3 FA po 8 tydenni intervenci vejci a masem obohacenym o omega-3 FA s del$im fetézcem.
V dobé vypracovani této prace jsme méli pouze informaci o rozdilech v krmné smeési nosnic a
jatecnich brojlert. Vysledky analyzy vzniklych omega-vajec a omega-kufeciho masa provedené na
VSCHT nam nebyly poskytnuty, tudiz nevime kolik kyseliny a-linolenové z Inéného seminka bylo
v kutatech transformovdno v EPA a DHA, piipadné¢ kolik EPA zfasy bylo dale pfeménéno na
DHA. Stejné tak nemame povédomi o efektivit¢ kultivace mikrotasy ¢i vysledcich napojeni na
zuzitkovani odpadti pii jeji kultivaci. Proto utvafeni komplexnéjSich zavért z této studie je

z duvodu nedostatku informaci velmi obtizné.

V ramci studie VEGGIE-2 bylo analyzovano pifes 150 vzorkd, v nichZz byl opét stanoven
zékladni profil FA. Zdokumentovali jsme rozdily mezi obéma skupina a prokézali dvakrat vyssi
hladiny kyseliny linolové a naopak vyznamné nizsi hladiny SFA u veganti oproti bézné populaci.
V navaznosti na studii OMEGA zminim pozorovany deficit omega-3 FA s dlouhym fetézcem jako
je EPA a DHA verytrocytech vegant. Jejich dostateCny ptisun nelze zabezpecit pouze z
konzumace rostlinné stravy, a proto moznost jejich pfijmu z jinych nez zivoc¢isnych zdroji zlstava
lakava. Po predchozi intervenci BCAA byla v erytrocytech omnivorti nalezena zvySend hladina
kyseliny palmitové a palmitolejové, coz koresponduje se zvySenou aktivitou lipogennich gent

tukové tkan€ vedoucich ke zvySeni syntézy FA.

Pro stanoveni TFA jsme vyvinuli metodu na spojenych kolonach, ktera je i ptes dlouhou
dobu analyzy aplikovatelna na bézné GC-FID piistroje. Navic metoda poskytuje detailni informaci
o C18:1 izomerech jako dominantni frakci TFA. Vegani krom¢ zminénych rozdilti v zdkladnim
profilu FA maji signifikantné niz8i hladinu TFA a zhruba tietinovou hladinu kyseliny vakcenové,
coz koresponduje s absenci masa, mléka a mléénych vyrobkil v jejich stravé. Hladina kyseliny
elaidové je u obou skupin totozna a tudiz nesouvisi s odliSnou technikou ptipravy pokrmi. Mizeme
konstatovat, ze z hlediska analyzy FA jsme zpomérné cennych vzorkd tukové tkané vytézily

maximum. Vznikla metoda je pouzitelna i pro analyzu FA v jinych matricich, coz jsme prokazali
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analyzou matetského mléka od prazskych matek. BohuZzel za uplynulych 5 let mého postgradualni
studia se mi nepodafilo dostdt druhé ¢éasti nazvu této prace. VeSkerd xenobiotika, kterd byla
v uplynulych letech stanovovana, nebyla vhodna pro stanoveni na GC a byla analyzovana metodou
HPLC. Z divodu udrzeni konzistence této prace a nerozméliovani jejiho obsahu nejsou dalsi
analytické techniky uvadény. Piesto byla na naSem pracovisti uspésné analyzovéana anestetika na
GC-NPD.

Snad tedy i tato ma prace dokazuje, Ze GC od svého vzniku ziistdva pres dlouhych 60 let

uzce spojena s analyzou FA a je stale zlatym standardem pro tuto oblast.
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