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Abstrakt

Vtéto praci byly optimalizovany metody separacesdarivatizovanych
enantiomel theaninu na dvou chiralnich kolonach na bazi f@&onu a metody
separace derivatizovanych enantiompomoci 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chloridu a
dansylchloridu. U vSech metod byly za optimalizoi@n podminek zjighy limity
detekce a stanovitelnosti. Za optimalizovanych piogdk byl také zjiSovan obsah
enantiomel theaninu ve vybraném zelenédaji a potravinovém dopku na bazi

L-theaninu.

Abstract

This thesis focused on optimization of separatinathods for underivatized
theanine enantiomers on two teicoplanin-based Icktedionary phases and separation
methods for enantiomers derivatized by 9-fluorergtimyloxycarbonyl chloride and
dansylchloride. Using these optimized conditionse thimits of detection and
guantification were calculated. Under optimized dibons were also investigated the
contents of theanine enantiomers in green tea andelected dietary supplement

containing L-theanine.
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1. Uvod

V dnesni dob je pimyslow vyrakéno mnoho chiralnich latek, které nachazeji
uplatreni nagiklad jako I€iva, pesticidy nebo potravinova aditiva. Jakésldédek
rozdilného prostorového ugfalani jecasté, Ze jednotlivé enantiomery vykazujzmé
chemické nebo fyzikalni vlastnosti. Pro zjisit chovani jednotlivych enantionter
v Zivotnim prostedi a organismech byly vyvinuty a stale se vypraeaji nové vysoce
Gcinné a citlivé metody analyzy.

Mezi chirdlni latky seadi i aminokyseliny, které mohou, ale také nemusfitt
proteiny v Zivych organismech. Jednou z neprotenagch aminokyselin je theanin,
latka vyskytujici se v listcictajovniku, ktera je zodp@dna za skteré zdravi prosiné
Ucinky ¢aje. Jako naprost&tgina aminokyselin se také theanin vyskytuje ventodvou
enantiomel. Metabolicka draha L-theaninu je jiz pém¢ detaile prozkoumana,
zatimco o osudu jeho D-analogu v lidskéihe se toho jegtmoc nevi.

Je normalni, Ze se v listci¢hjovniku vyskytuje malaimeés D-theaninu, ktery se
pak uvohiuje docaje, ale toto mnozstvi je obvykle velmi malé. Nedewysoké mnozstvi
D-theaninu vSak ii¥e signalizovat nevhodné zachazeni, fnafystavovani vysokym
teplotdm, nevhodnému pH nebo radiaci.

Déle se s theaninemiieme setkat viznych potravinovych dojitich, které jsou
vyrakeny praw kvili jeho pozitivnim @inkim na zdravi jako je snizovani krevniho tlaku,
zmimovani nezadoucich eféktkofeinu, misobeni proti rakovi®y zlepSovani patti a
odbouravéani stresu. Byla provedena studie, kde byalyzovano &kolik takovychto
potravinovych dopikia pochézejicich £iny, Kanady a USA, které &y obsahovat L-
theanin. Misto toho vSakétsina z nich obsahovala raceméat enantidmeoto zjiséni je
velice dilezité, nebé metabolicka draha D-theaninu g@s$teni zcela znama a neni jiste,
jestli neni ve ¥tSim mnoZstvi zdravi nebezingy.

Na popud této studie sergukladana prace zabyva optimalizaci separace
enantiomel theaninu metodou HPLC s pouzitim chiralnich sta@&roich fazi na bazi
teikoplaninu. Zvlastni pozornost jeénovana moznostem zvySeni citlivosti detekce
derivatizaci. Vypracované metody byly pouzity klgme potravinového dopku
obsahujiciho theanin a vylatze zelenéhdaje.



2. Teoretickagast

2.1 Chiralita

Chiralita je prostoro¥ geometrickd vlastnost molekuly. Tento pojem pgpisu
skut&nost, Ze se mnohéfippdni i synteticky vyrobené latky vyskytuji ve giodch
izomelti o prostorovych strukturach, které se chovaji jakoadlové obrazy® Dva
chiralni objekty, které jsou ve vzdjemném vztahona zrcadlovy obraz pak nazyvame
enantiomery?

Chirélni molekuly ve své strukte obsahuji tetraedrické atomy, teejtji
uhlikové, ale mze to byt také dusik, fosforfémik nebo sira, ke kterym jsou navazany
Styfi rizné substituenty’. Takovy atom uhliku se nazyva asymetricky, neblaitiani.?

Enantiomery maji stejné chemické a fyzikalni vlastn ale liSi se s#mem stéeni
roviny polarizovaného stla definované vinové délky, &ené nejastji pti sodikové
cére. Pokud oba enantiomery smisime ve stejnémépgmznika racemat, ktery je jako
celek opticky neaktivnf:

Jiz v polovirg 19. stoletf® bylo zji&no, Ze jednotlivé enantiomery maji vlivem
odlisné konformace rozdilné biologické vlastnosthovani, a samdejme také
toxicitu. ® V&tsi diraz na vyzkum rozdilného chovani enantioiree vSak zsal klast aZ v
druhé polovie@ 20. stoleti @ vyvoji metod pro separaci a identifikaci
enantiomei. °

Protoze Zivé organismyi@dstavuji chiralni prostdi, jsou schopny jednotlivé
enantiomery rozliSovat, napv mnohych stereoselektivnich metabolickych cést®toto
je nutné zabyvat se chiralnimi a prochiralnimi &tk podrobr nejen v lidskemdte, ale
také v Elech ostatnich organidima v Zivotnim prosedi.”> Mezi tyto latkyfadime I&iva,
chemikaélie i slotieniny pouzivané v potravitgkém paimyslu a zersdglstvi. °

Jako piklad odliSnych dinka jednotlivych enantiomér Ize uvést ketoprofen,
lécivou latku pouzivanou na bolesti sfrah klouki. Uginnou latkou je S-enantiomer,
zatimco R-ketoprofen je sdm o gobelinny. Tento rozdil mezi enantiomery je dan
specifickymi poZadavky vazebného mista cilovychyerizna konformaci. Dsledkem je
preference S-enantiomeru. R-ketoprofen vSak nemlazbez dGinku. V lidském &le

existuji enzymy, které jsou schopniepenit cca 10% R-enantiomeru na jeho S-analog.

10



Podobné odliSnédinky enatiomeit byly objeveny také u hofnpouzivaného ibuprofenu,
u kterého ma protiz&tiivé Gcinky opst pouze S-enantiomet.

U téchto dvou léiv je sice w@inny pouze jeden enantiomer, ale jeho analog
nevykazuje zadné negativndiiky na organismus. To se vSak nétt u mnoha dalSich
léciv. Jako piklad lze uvést ethambutol a thalidomid. Zatimc&-8thambutol fsobi
jako tuberkulostatikum, R,R-enantiomer agpbuje oslepnuti. &nky mnohem
thalidomid je sil& teratogeni®

Z téchto rekolika malo giklada je jasné, Ze jednotlivé enantiomeryivé se
mohou liSit v @innosti, toxicie a farmakologickych &gincich. Proto sotasné pozadavky
nacistotu farmaceutickychifpravki zahrnuji i studii na enantiomer¢istotu, respektive
znalost dinkt obou enantiomér pokud je pipravek pouzivan ve foréracematu. Uvadi
se, Ze v satasné dob je z 50 % chiralnich v na trhu asi 75 % v racemické podad
pouze 25 % je tv@no jednim enantiomerem. Lzéedpokladat, Ze bude dochazet stéle

vice k posunu ve progph enantiomerhgistych slowenin.>
2.2 Chiralni separace v HPLC

Vysoce @innad kapalinovd chromatografie (HPLC) je jednou egastji
pouzivanych metod pro separaci chiralnich &oin. Pouziva se pro analyzu &80 %
sledovanych chiralnich latekiqulevsim I&iv. °

Chiralni separace je proces, kdy jsou od sebe&lodahy molekuly jedné latky
s rtiznym prostorovym usgadanim. Existuji dva Zgoby, jak od sebe tyto latky rogi,

a to gima a nefima metoda.

Neptima metoda je zaloZena na reakci enantidmemalytu s derivatizaim
¢inidlem za vzniku stabilnich diastereomernichip&eparaci takto vzniklych latek Ize
uskut&nit na achirdini stacionarni fazi.fimd metoda je zaloZena na interakcich
enantiomel s chiralni stacionarni fazi (CSP) nebo s chiralrdditivem gitomnym
v mobilni fazi, kdy vznikaji nestabilni diastereamie pary. Chiralni selektor pak
prednostg interaguje s jednim z enantiomg&imz ho vice zadrZuje v koléra separuje
ho tak od jeho analogt:.*

Nejcastji se v HPLC pouzivaifma separani metoda za vyuziti CSP. Vyhody

spaivaji v rychlosti, snadné izolactistych enantiomér, snadném uweni pongru
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enantiomek pomoci ploch pik a nepateke chiralni gedupravy vzorku. Nevyhodu
piedstavuje vysoka cena CSP

Obrovskou vyhodou spojenou s tiepou separaci je zvySeni citlivosti detekce
vlivem derivatizace a nizSi naklady spojené s wowiachiralni stacionarni faze.
Nevyhody této metody spivaji v potebs vysoké optick&istoty derivatizéniho cinidla
a moznosti racemizaceétem derivatizaniho procesu'® 1t 12

Velky vyznam pro analyzu enantioniema také vybr detektoru. \tSina
chiralnich latek se v Zivotnim praésti vyskytuje ve velmi malych koncentracich, preto
nutné peélivé vybrat vhodny zfisob detekce s ohledem na citlivost a destruktivni

charakter detektoru, papaké na kompatibilitu s gradientovou eluci.

2.2.1 Detektory pouzivané v HPLC

v

Detektory pouzivané v HPLC monitoruji charaktéclst vlastnosti, nap
absorbanci v UV oblasti, v zavislosti na koncentraebo mnozstvi eluujicich analyt
Detektory mohou byt univerzalni, selektivni neboedfické pro uéitou skupinu
analyti. ** Univerzalni detektory reaguji na vlastnosti systéjako celku, selektivni
detektor pouze na titou vlastnost analytu a specifické jsowemy pouze pro Uzce
ohranttenou skupinu latek** Porovnani citlivosti vybranych detekéoje znazorsno
v Tabulce 1.

Nejbszngji jsou pouzivany detektory spektrofotometrickéerkt sleduji absorbanci
latek ve viditelné a ultrafialové oblasti (UV/VISpektra.™® PouZivaji se ib vice ne?
80 % analyz** a jsou prakticky univerzalni pro stanoveni orgkyit latek. Vykazuiji
velmi Siroky linearni dynamicky rozsah a nizké mdeeekce® Obvykle snimaji pouze
jednu nebo d& menitelné vinové délky, ale stéle vice se pouZivaje#tory s diodovym
polem (DAD), které jsou schopny monitorovat celéeldpum v realnémcéase bez
pieruseni separace, aniz by dochazelo k poklesuastli *°

Pro latky vykazujici fluorescenci je vyhodné padkiorimetricky detektor, ktery
umoziuje dosahnout velmi nizkych mezi detekte.!® Komplikaci mize byt fakt, Ze
vétSina latek nema fluoresaari vlastnosti, proto je nutné je derivatizovat @&sintak do
molekuly analytu fluoresceni skupinu.'’” VZdy je @ pouZiti tohoto detektoru nutné

dbét na to, aby mobilni faze neobsahovala ziefieorescencée?
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Alternativne  je mozné pouzit elektrochemické detektory, dalepi.na
refraktometrické, chemiluminiscémi, radioaktivni nebo nuklearni magnetickou
rezonanci’®

Stale ¢astji se v HPLC pouzivaji hmotnostni (MS) detektoryeré umo#uji
piimou identifikaci separovanych latek na zaklaéskanych hmotnostnich spekteYPii
této metod dochézi k pevedeni molekul analytna nabitécastice, k jejich rozéleni
podle pongru hmotnosti a naboje a naslednému zaznamu reletivntenzit jednotlivych
iontd. Metoda se vyzriaje velmi nizkymi limity detekce a velkou citlivostryhodou je

také velmi malé sp&gba vzorku®®

Tab. 1 Citlivost vybranych detektarpouzivanych v HPLG?

Detektor Citlivost
UV/VIS ng-pg
DAD ng-pg
MS (MS/MS) | ng-pg (pg-fg)
Fluorimetricky pg-fg
Elektrochemicky P9
Refraktometricky Hg

2.2.2 Chiralni stacionarni faze

Jak jiz bylo zmigno vySe, pi pouziti CSP dochazi k tvotbdiastereomernich
komplexi odlisSné stability. Tyto komplexy vznikaji navazdnénantiomet na receptor,
vtomto gipact CSP, a pak podle sily vzniklé vazby a stabilitymigbexu dochazi
k charakteristickému rozdilnému zadrzovani jedmpth enantiome. *°

Jednim z uznavanych modgdopisu chiralni separace molekul je mod#iddové
interakce, ktery byl poprvé publikovan roku 193%sE&onem a Stedmanef.Dokazali
jim, Ze fzné farmakologické vlastnosticig jsou zpmisobeny rozdilnou prostorovou
vazbou na povrch receptoru, protoze vlivem jinéhosrového usgédani latky
dochazelo k diskriminaci enantiomeru, ktery se nemoavazat na receptor vSemi

vazbami. *® Tento model byl postugnvylepSovan a korimou podobu mu dali
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Lochmuller a Souter’* Aby do$lo k rozliSeni enantiomierje podle jejich modelu nutné,
aby existovaly alespotii interakce mezi receptorem a jednim z enantidgmpgiicemz
alespa jedna z &chto interakci musi stereospecificky spojovat dhiréentra receptoru a
enantiomeru?®

Prvni zdéila separace enantiontey HPLC byla popsana Davankoventatkem
sedmdesatych let minulého stoleti a prvni kamedostupna CSP byla uvedena na trh
roku 1981. V sotasné dob je k dispozici Siroka Skalaiznych CSP odady vyrobé.
chiralnich analyt, ale pro konkrétni dely se doke hodi i tzv. na miru Sité CSP, které
umoAiuji dlit pouze danou dvojici enantiomiernebo velmi omezenou skupinu
podobnych analyt °

Dnes jsou nejvice pouzivanymi typy CSP proteinov@klodextrinove,

polysacharidové, Pirklovy stacionarni faze a maykticka antibiotika.*

2.2.2.1 Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklickd antibiotika (MA) jsou firodni latky vznikajici jako fermentai
produkty bakterit! a jsou pouzivany k & onemociini zpisobenych grampozitivnimi i
gramnegativnimi bakteriemf? Jsou povaZovéna za velméiiné chirdlni separétory,
protoze majitadu chiralnich center a mnoho fénkch skupin, coz jim umdiije tizné
interakce siznymi analyty?®, nap. vodikové vazby,n—n interakce, inkluze, sterické
interakce, dipélové interakce a jejiaklzné kombinacet™ 2+ %

Vzhledem k tomu, Ze MA maji mnoho hydrofilnich aimovatelnych skupin, jsou
dok'e rozpustnd ve ved lonizovatelné skupiny také um@gi interakce
s ionizovatelnymi analytyim? pispivaji k rozpoznavani jednotlivych enantioméf” 23

Vzhledem k ¥tSi enantioselektivit se v dnesni da@bnejvice pouzivaji CSP na
bazi makrocyklickych glykopeptid a to Chirobiotic V/V2 (vankomycin), Chirobiotic
T/T2 (teikoplanin), Chirobiotic TAG (teikoplanin Bggon), Chirobiotic R (ristocetin A) a
Chirobiotic A (avoparcin).?® Svou strukturou té tzv. aglykonovy ko$, ktery je
sestaveny zefit nebo ¢tyi spojenych makrocyklickych kruh a heptapeptidového
tetszce. 2 Cukerné skupiny navézané na aglykonovy ko$ molbovat a 6zné se
orientovat v prostoru. Proto avoparcin, ristocedirteikoplanin nejsowisté latky, ale

existuji ve smisich o fizném izomernim slozeni. Avoparcin a ristocetin £nb

14



vyskytuji jako smis dvou izomal, teikoplanin dokonce vyt¥asmes psti izomett, které
se lisi pétem uhliki a funknich skupin na postranniietszci. ** Teikoplanin je také
unikatni tim, Ze m& na glukopyranosylov@ast navazan hydrofobni ;C fetézec
umoziujici tvorbu micel v roztoku a je zodp@mny za specifické farmakologické
vlastnosti 2

Selektivita MA je ovlivena sloZzenim mobilni faze, pH, organickym
modifikdtorem a teplotou. Vzdy je geba udrZzovat pH pufru vrozmezi 2,8 — 7,0
z divodu omezené stability silikagelového riesa vazby MA nagj. ® Aby se doséahlo co
moZzna nej¥tsi enantioselektivity, lze MA CSP pouzivat vech elgnich modech, a to
v reverznim, normalnim a s polé&rarganickou mobilni fazf® #°

MA nasla Siroké uplatmi pii separaci enantiomgraminokyselin. Obeen u
teikoplaninu, teikoplaninu aglykonu a ristocetinu phati, Ze retence D-enantionier
piirodnich aminokyselin je delSi, zatimco [4aminokyselin, urle vytvorenych a
cyklickych aminokyselin je eltni paadi obracené, tzn. D-enantiomery eludggsvymi

L-analogy.*

2.2.2.2 Teikoplanin

Teikoplanin (Obr. 1A) je glykopeptidové antibiatik hojre vyuzZivané
k chiralnim separacim. Jeho aglykonovy koS jgdua@tyimi spojenymi kruhy slozenymi
ze sedmi aromatickych krih Na ré jsou navazanytit monosacharidové struktury,
D-manésa a dva D-glukosamirfy. %

Vzhledem k velkému mnoZzstvi chiralnich centeerétteikoplanin obsahuje, a
moznosti zachycovat analyty mnoli@mymi interakcemi, |ze2mito CSP separovat velké
mnoZstvi chiralnich latek.

NejpouzivagjSi kometné dostupné CSP na bazi teikoplaninu jsou Chirobidfic
T2, a TAG. Teikoplaninové CSP T a T2 jsou analo@jckouze vyrobené jinym
postupem. Diky tomu se liSi pokrytim chiralnim &edeem, coz jim dava rozdilné
vlastnosti pi separacich® TAG (Obr. 1B) je modifikovana forma, kterd ma sgej
aglykonovy koS, ale nemé ttukerné struktury, a tudiZz ani uhlovodikokgtezec, ktery
byl k jednomu z nich ifipojeny. Mizi tak stérické efekty¢hto ¢asti a molekula se stava
lépe gistupnou k interakcim. Volné misto po odstraych sacharidovych strukturach

nahrazuji i OH skupiny.?* * TAG ma diky rozdiim ve struktiie oproti teikoplaninu
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vé&tsi schopnost zadrZovat analyty, proto jeho powiitie ke zvySeni retendekteré je u
aminokyselin ¢asto doprovéazeno také zvySenim hodnoty chiralrdktiSeni® % protoze
maji lepsi pistup k vazebnym mism. % Existuje v8ak také mnoho latek, které se daleko
lépe separuji na nemodifikovaném teikoplaninu (n@boze na &m), protoZze pray
cukerné struktury poméahaiji k jejich zachycovahi.

Bylo zjisttno, Ze TAG se oproti teikoplaninu T vyzuge WtSi selektivitou, ale
ob¢as také mensi separ (innosti pro gkteré aminokyseliny a jejich derivaty. Proto
byl pripraven methylovany teikoplanin aglykon, u kteréjsou blokovany skupiny
umoziujici vodikové vazby, coz ma ¢kterych gipadech za nasledek zvySedininosti

separace?® %

2.2.3 Derivatizace

Derivatizace je proces, ktery vede k tuworlkovalent vazanych struktur.
V piipact ne@imé separace se jedna o diastereoizomery. daiirdkupiny, na kterych
probiha derivatizace nggjstji, jsou aminoskupiny, karboxylové a hydroxylovéupiny.
Derivatizace vSak fZe byt také pouZzita pouze ke zvySeni citlivostielleg, pikladem
miZe byt vneseni fluorescam skupiny do struktury analyti.

Derivatiz&ni techniky Ize rozdit do tfi kategorii podle mista derivatizace.
NejcastjSi je pedkolonova derivatizace, kdy jsou analyty derivatemy fed vstupem
do kolony. Postkolonova derivatizace se uplatndgrns o-ftalaldehydem, aleifis se
neujala, protozeip ni dochazi k rozgvani chromatografické zény a snizedinaosti
separace. fetim a nejmé# pouzivanym zfisobem je derivatizace probihajidimpo na
kolorg. *’

Zpasob derivatizace fize ovliviiovat eldni charakteristiky separovanych latek
(&innost separace a dobu analyzy) a také pozadavikdengaty a derivatizai reakce
jsou odlisné.” 2" Pro porovnani jsou v Tabulce @edeny poZadavky naiqul- a

postkolonovou derivatizaci.
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(A)

(B)

Obr. 1 Struktury A) teikoplaninu a B) teikoplaninu aglyko
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Dale mizeme derivatizéni reakce rozélit podle zpisobu detekce. Né&jstji
probiha detekce v ultrafialové a viditelné oblastektra nebo fluorimetricky. dgélem
fluorimetrické detekce je zavést do molekuly skupikterd vykazuje fluorescemi
vlastnosti. Vzniklé derivaty pak vykazuji detek limity az o ti fady nizSi nez derivaty
detekované v ultrafialové a viditelné oblasti spekf® Pri derivatizaci fluoreskujicim
¢inidlem je velice vyhodné, pokutinidlo samo nelze fluorimetricky detekovat. Odpada
pak moZnost interferengénidla s analyty, pop nutnost zbavit se jehdgbytku.?

Mezi nefastji pouzivana derivatizmi c¢inidla ke stanoveni aminokyselin pat
o-ftalaldehyd (OPA), ninhydrin, dansyl chlorid (D@}, dabsyl chlorid (Dbs-Cl),
fenylizothiokyanat (PITC), 6-aminoquinolyl-N-hydrgsuccinimidyl karbamat (AQC) a
9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid (FMOC-CI)** ?* vV Tabulce 3 jsou uvedeny

nekteré zakladni charakteristik§ahto derivatizanich¢inidel.
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Tab. 2 Pozadavky na derivaty praem- a postkolonovou derivatizaé?

Piredkolonova derivatizace

Postkolonova derivatizace

derivat musi byt chemické individuum &
mél by byt dostatéené stabilni

reakce nemusi poskytovat jednoama

chemické individuum

reakce musi probihat kvantitati/n

reakce nemusi probihat kvantitativn

reakce nemusi probihat rychle

reakce musi probyohte

reakce by réla byt selektivni a bez

vedlejSich produkt

reakce nmize byt neselektivni, vedlejsi

produkty nejsou na zavadu

reakce by réla probihat za mirnych

reakénich podminek (pH, teplota)

reakce nmize probihat za extrémnich

podminek (pH, teplota)

pii pouziti nadbytku derivatizaihocinidla
musi byt dobe separovatelné od svych

produkti na kolork

pouZziva se nadbytek reakhocinidla, ¢imz
dochazi ke ied’'ovani mobilni faze

Tab. 3 Porovnani nejpouzivajsich derivatizanichcinidel pro aminokyseliny®

Charakteristika OPA | FMOC-CI | Ninhydrin Dns-ClI AQC PITC
Detekce FLD FLD/UV uv UV/FLD FLD uv
Citlivost fmol | fmol/pmol mmol | pmol (nmol) fmol pmol

Stabilita derivatu Spatna dobréa - dobr3d dobra tedsti
Rychlost derivatizace rychla rychla pomala pomala rychla festni
Sekundarni
aminokyseliny ne ano ano ano ano ang
Interference reagentu ne ano ne ano ano ano
Interference matrice mala retni ne mala ne vysok

g)\

Vyswtlivky:  AQC — 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl karivet;

Dns-Cl — dansylchlorid;

FMOC-CI - 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid; OPA o-ftalaldehyd; PITC — fenylizothiokyanat;

FLD — fluorescedni detekce; UV — detekce v ultrafialové oblastildpe
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2.2.3.1 9-Fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid

9-Fluorenylmethyloxycarbonyl chlorid (FMOC-CI) jalerivatiz&ni ¢inidlo
pouzivané pro aminy a aminokyseliny. Poprvé bigdgtaven roku 1972 Carpinem a
Hanem pi peptidové syntéze jako ochranna skupina pro primé sekundarni aminy-
FMOC-CI byl pak hojd pouzivan v organické chemii, protoZe je stabilinii kyselinam
a hydrolyze, ale 8pi se @isobenim organickych bazi.

S aminokyselinami reaguje podle schématu (Obf® 2n vzniku fluoreskujicich
derivati s excit&nim maximem f 263 nm a emisnim maximem 313 nm a pouziva se
vyhradre k derivatizaci ped kolonou3? Je mozna také detekce v UV oblasti, aiid®2p2
nm, ale detekce je mémitliva. 3> Reakce s aminokyselinami probiha v predt acetonu
nebo acetonitrild, vyjimesns v tetrahydrofuranu®

Vyhody tohotocinidla predstavuji rychlost reakce, iiéh za pokojové teploty a
piedevsim mozZnost derivatizace jak primarnich, sdkundarnich aminokyselitf.

Nevyhodou pouziti této latky je, Ze se pouziva etkém nadbytku. Nadbytek
derivatiz&niho cinidla a produkt jeho hydrolyzy, FMOC-OH, Ize odstit extrakci
organickymi rozpoustlly, nag. hexanem nebo pentanem, ale twmprodluZzovat dobu
analyzy nebo zjsobit éasténou ztratu vzniklych derivataminokyselin az o 25-50 9%
Proto se také dlas ke zreagované gmi piidava amin, nap heptylamin nebo
adamantanamin, ktery reagujestpytkemcinidla a nezpsobuje ztratu analgt** *’ al
ve sn¥si pak stale #stavd FMOC-OH2® V Tabulce 4 jsou uvedenaskiera redchozi

e

stavoveni aminokyselin derivatizovanych FMOC-Ctetve podminek derivatizace a

odstrarni prebytkucinidla.

+R-C|H-COOH
T
B il
NH,
-HC1 5
A CH,0c B
CHE-O-CKCI 2 RNH_CH
I
COOH

Obr. 2 Schéma reakce FMOC-CI s aminokyselinghi
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Tab. 4 Tabulka stanoveni aminokyselin derivatizovanychGRBACI

Pufr Rozpou-| Doba | Odstragni Kolona Mobilni faze Detekce Citace
Sttdlo | reakce| cinidla [nm]
0,2 M hydrogen{ ACN 20 min Chirobiotic T, T2, TAG, | Izokratick& eluce: MeOH a 0,5 % TEAA o| UV 3
uhli¢itan sodny, 5pum, 250 x 4,6 mm pH 6 40:60 262
pH 9 FLD
254/314
0,2M AC 40 s pentan Shandon ODS Hypersil, Gradientova eluce: (A) ACN FLD 31
tetraboritan 3um, 125 x 4,6 mm (B) MeOH 260/310
sodny, pH 7,7 (C) destilovana kD, TEA, CHCOOH, pH
upraveno pomoci NaOH

0,4M ACN 20 min | ADAM Hypersil ODS, 5um, Gradientova eluce: (A) 0,05 M GBOONa | DAD 34
tetraboritan nebo AC HEPA 150 x 4,6 mm s Hypersil| o pH 7,2 262
sodny, pH8 a9 ODS, 5um, 30 x 4,6 mm| (B) 23:22 0,10 M CHCOONa a ACN o pH| FLD

predkolonkou 7,2 254/313

50 °C (C) ACN
0,2 M boratovy | AC 3 min | HEPA 250-4 Supersphere Gradientova eluce: (A) 78 % 0,1 M FLD 37
pufr, pH 8,5 60 RP-8 CH3COONa, upraveno NaOH na pH 4,4 g 265/315

40 °C 22 % ACN

(B) ACN
0,1 M AC pH 8: | pentan Micropak ODS-80 TM, | Gradientova eluce: (A) 20 mM kys. FLD 38
tetraboritan 10 min 5um, 4,6 x 150 mm citronova, 5 mM [(CH)sN]Cl a 0,01 % 254/630
sodny, pH 8 a pH 40 °C NaNs, upraveno na pH 2,85 20 mM
11,4 11,4: CH3COONa obsahujici 5 mM [(GHN]CI
40 min a 0,01 % Nahl

(B) 80 % 20 mM CHCOONa, 5 mM
[(CH3)4N]Cl a 0,01 % NalN (upraveno na
pH 4,5 HPQ,) a 20 % MeOH

(C) ACN
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Pokr.Tab. 4

Pufr Rozpou-| Doba | Odstragni Kolona Mobilni faze Detekce Citace
Sttdlo | reakce| cinidla [nm]

0,5 M uhlgitan | AC 10 min | Konc. HCI | Nucleodur 100-5 fgec, | Gradientova eluce: (A) 20 mM octan FLD 39
a hydrogen- 40 °C 125 x 4 mm amonny a ACN (95/5 %), 1 mM 262/615
uhlicitan sodny, dibutylamin, pH upraveno na 2,1 35 %
pH 10,2 HCIO,

(B) 20 mM octan amonny a ACN (90/10%j),

5 mM dibutylamin, vysledné pH 8,4
0,25 M boratovy| ACN 8 min | NHOH + | Hypersil ODS, 5um, Gradientova eluce: (A) 30 mM fosfa@rean | FLD 40
pufr, pH 8,5 NaOH 250 x 4,6 mm amonny (pH 6,5) v 15:85 MeOH{B 270/316

38 °C (B) 15:85 MeOH/HO

(C) 90:10 ACN/HO

Vyswilivky: AC — aceton; ACN — acetonitril; ADAM — adamantema; HEPA — heptylamin; MeOH — methanol; TEA — thidamin; TEAA — triethylaminooctanovy pufr;

DAD - detektor s diodovym polem; FLD — fluoreséendetekce; UV — detekce v ultrafialové oblastildpe
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2.2.3.2 Dansylchlorid

Pouziti dansylchloridu, neboli [I-(dimethylaminaftalen-5-sulfonyl] chloridu, je
jednou z nejstarsichiedkolonovych derivatizaich technik.** Poprvé byl pouZit v roce
1956 jako fluoresceami ¢inidlo, nedlouho poté se &l pouZzivat pro zrgeni peptid a od
70. let také B derivatizaci v HPLC®

Dansylchlorid reaguje s primarnimi i sekundarnimiirokyselinami*? podle
schématu (Obr. 3f za vzniku derivét s absorpnim maximem § 254 nm. Lze téZ pouZit
fluorescexini detekci s excitmim maximem 340 nm a emisnim maximem 516 ¥m
ktera v8ak vykazuje nizsi citlivost* Aminokyseliny derivatizované Dns-Cl byly také
detekovany chemiluminiscens postkolonovou reakci s komplexem
tris(2,2’-bipyridyl)ruthenium (i), kdy byla citliest viddu pikomoh srovnatelna s UV
detekci*® Ukéazky pouZiti Dns-Cl pro derivatizaci aminokyseou uvedeny v Tabulce 5.

Nejwétsim nedostatkem tohoto derivatimého cinidla je dlouhy reasni ¢as za
pokojové teploty (aZ 26 hodir}’ ktery Ize zkratit pouze zajitim vysoké reatni teploty
(az 100 °C).*” Dal&i nevyhody fedstavuji citlivost dansylderiataminokyselin na

swtlo *

, tvorba multiderivat n¢kterych aminokyselin (lysin a tyrosin), kterému lze
zabranit vys8im pH reakc® a moznost interference produktu hydrolyzy s amalyt
Interference mize byt zmirgna pouzitim mensiho mnoZstirhidla nebo odstramim jeho
piebytku ffidavkem aminokyseliny nebo extrakéi* nag. chloroformem®

Vyhodou je velka stabilita deriviat Zatimco nederivatizované aminokyseliny
vydrzi po dobu 2 &siax pii teplo® - 80 °C, jejich derivatizované vzorky jsou stabiti

teplog 0-4 °C aZ 12 msial. *°

HEC\ fCHE HEC'~~~ P
)

+ R.(T':H-CO OH -———

MH
2 R

50,C1 SOQ-NH'C:iH
Obr. 3 Schéma reakce dansylchloridu s aminokyselin&hi
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Tab. 5 Tabulka stanoveni aminokyselin derivatizovanycls{Qh

Pufr Rozpou- Doba @ Odstragni Kolona Mobilni faze Detekce Citace
Stedlo reakce ¢inidla [nm]

nasyceny roztokAC 60 min  |L-Alanin  |Luna Gg, 3um, Gradientova eluce: (A) 100 % ACN FLD 42
hydrogen- 60 °C 100 x 4,6 mm (B1) 25 mM CHCOONa pufr o pH 5,94 340/515
uhli¢itanu CisScavenger, 1Qm, obsahujici 3 % 1-propanol a 10 % ACN
sodného 33 x4,6 mm (B2) 10 mM heptan-sulfonatovy pufr o
pH 9,5 Synergi Hydro_RP’ 4m, pH 3,4 ObsahUjl’Ci 10 % ACN

100 x 4,6 mm s (g

Securityguard, pim,

4 x 3 mm pedkolonkou

40 °C
40 mM ACN 50 min DuPont Zorbax ODS, |lzokratické eluce: 25 mM TFA pH 7,5 a |Ru(bpyf* |43
uhlicitan litny S5pum, 250 x 4,6 mm s ACN 85:15 Cl
pH 9,5 Partisil ODS 70 x 2 mm

predklonkou
2 M hydrogen- ACN 30 min  --- Shim-pack Gg, 5pm, Izokraticka eluce: 35:65 (A) MeOH/,® DAD 44
uhli¢itan 80 °C 150 x 4,6 mm obsahujici 1,5 % TEA 286
draselny (B) 5 mM tetrabutyl ammonium hydroxid,
pH 9,8 pH 2,5
Tetraboritan ~ AC 16 - 26 h  Chloroform 3-aminopropyl, Fum, Gradientova eluce: (A) 80 % MeOH L8 FLD 45
sodny pH 9 4,6 x 250 mm (B) octanovy pufr o pH 4,6 a MeOH 305-395/

510-650
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Pokr.Tab. 5

Pufr Rozpou- Doba @ Odstragni Kolona Mobilni faze Detekce Citace
Stedlo reakce ¢inidla [nm]

0,1M AC 5 min RP-8, 10um, 4,6 x 250 |Gradientova eluce: (A) 50 % ACN v 0,1 %FLD 46

hydrogen- 100 °C mm HsPOy 320/522

uhli¢itan sodny (B) 25 % ACN v 0,1 % BPO,

pH 10,5

10 mM AC 3-4h Ultrasphere-ODS, fim, |Gradientova eluce: (A) 10 mM octanovy FLD 47

hydrogen- 4,6 x 250 mm pufr, pH 4,18 a THF 95:5

uhli¢itan sodny (B) ACN/THF 90:10

pH 8,5

Chromolith® Performancézokraticka eluce: 0,1 % TEAAopH 6/ |[UV 48
RP18, 100 x 4,6 mm MeOH 50:50 254
S havazanym FLD
N-(2-hydroxydodecyl)- 340/530
vankomycinem

Vyswtlivky: AC — aceton; ACN — acetonitril; MeOH — methandEA — triethylamin; TEAA - triethylaminooctanovy fiu TFA — trifluoroctova kyselina;
THF — tetrahydrofuran; DAD — detektor s diodovyoigm; FLD — fluoresceimi detekce; UV — detekce v ultrafialové oblastildpe
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2.3 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou biogenni latky nepostradatelmé pivé organismy. Celkovy
pocet dosud zdokumentovanych aminokyselin nalezengchiSech organismech se blizi
&islu 700°°, ale pouze 20 z nich je zékladnich. Lze $#tgodle fiznych kritérii, nap
podle role v organismu na esencialni a neesenciaéiio podle polarity postranniho
fettzce na aminokyseliny s nepolarnim nenabitym postrartettzcem (glycin, alanin,
valin, leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, trigdan, methionin), s polarnim nenabitym
postrannimrettzcem (serin, tyrosin, threonin, cystein, asparagintamin), a s nabitym
postrannintettzcem (kyselina asparagova, kyselina glutamovédmstysin, arginin).

VSechny aminokyseliny kroén glycinu jsou chiralni slateniny. Jejich
enantiomery se oztaji pismeny D a L, fsicemzZ v Ziv@iSnych a rostlinnych proteinech
se vyskytuji pedevSim L-enantiomery, zatimco jejich D-analogygskytuji hlavrg v
mikrobialnich proteinech. Funkce D-aminokyselin idském &€le neni dosud fesré
zndma, ale ndp u D-serinu se fpdpoklada, ze jeho snizena hladina v mozkomiSnim
moku a krevnim séru e souviset se schizofrennimi poruchathi.

Protoze aminokyseliny jsou zakladni stavebni slazimteini Zivych organism,
je nutné pijimat je v potra¥ v dostaténém mnozstvi. NasSe&lo se sklada fgdevsim z
L-enantiomet, ale v dneSni dabje velmi ¢asté, Ze se v potravinach zvySuje vyskyt
D-enantiomei. Z jejich gitomnosti pak Ize usuzovat o kvélpotraviny, a to z &olika
davodi. >

Prvni gic¢inou pritomnosti D-aminokyselin dZe byt givod nebo zfisob vzniku
potraviny. Pokud potravina vznikla biologickym pesem, bude obsahovat
L-enantiomery. Pokud by vSak byla vyrobena chemiclgyntézou, obsahovala by
racemat enantiomeér>*

DalSim divodem pitomnosti D-enantiomér aminokyselin v potravinach ige
byt nevhodné zpracovani a skladovani, iffma nevhodny zpisob Fepravy. !
D-aminokyseliny pak vznikajicinnosti mikroorganisiin nebo v kyselém prasdi z
L-analogi za fFtomnosti glukosy, fruktosy nebo sacharoyPouze 10-20% ifjatych
D-aminokyselin je z naSehdla vyloweno, zbylych 80-90 % je zachyceno viegéch a
piremEnéno na a-oxokyseliny za psobeni specifickych enzyim Nahromadni
D-aminokyselin v organismu, #pobené nizkou enzymatickou aktivitou, pakize

vyvolat fadu poskozeni, n&ppotlaseni fistu. °*> Toxicita D-enantiomer aminokyselin
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pro lidsky organismus nebyla dosud jagmokazana a takeé jejich metabolicka draha neni
zcela znam&" 2 a pra¢ proto nabyva chiralni separace aminokyselin v dihgéks na
vyznamnosti.

Mnozstvi D-enantiomér se stava nejen spolehlivym ukazatelem kvality,
kontaminace, sta a trvanlivosti potravin a napoj>’, ale Ize z & také usuzovat o
zemépisném fivodu, popipads druhu a stupni zrani potraviny.Pokud pedpokladame,
Ze potravina je sloZena tigdnich produkt, mela by byt enantiomegnéista a obsahovat
pouze L-formu aminokyselin.fRomnost D-enantiomértak poukazuje kdl na nevhodné
technologické zachazeni, rfapystaveni vysokeé tepkgtradiaci nebo vysokému pH, nebo
na gidavek syntetickych ingredienci. Z velkasti také zdjem o enantiomerni pgm
aminokyselin prameni z toho, Ze rozdilnyagpb vyroby stejné potraviny ike vést
k riiznym nutrénim hodnotam, biologické aktivitn senzorickym vlastnostert.

D-aminokyseliny by negly byt pritomny v nefermentovanych vyrobcich, jako
jsou nap. ovocné dzusy, med a mléko. Vyskyt vyzn&mhiho mnoZstvi D-alaninu,
D-asparagové kyseliny a D-glutamové kyseliny vypavio mikrobialni kontaminaci
potraviny, u ovocnych dzuspredevsSim o nizké kvaditpouzitého ovoce. Oproti tomu
vyskyt €chto enantiomér ve fermentovanych vyrobcich je zcel&by, nap. ve vire,
octu, jogurtech a syrect a dale nafiklad v&ajich (samotné listgajovniku obsahuji az
10 % D-theaninu)>®

Dale je znamo, Ze jednotlivé aminokyseliny a fejienantiomery majitznou
chw’. Obecr Ize fici, Ze tSina L-enantiomeér je hakd, zatimco jejich D-analogy jsou
sladké. Napiklad D-tryptofan, D-fenylalanin, D-histidin, D-tgsin a D-leucin jsou
adajre 35-, 7-, 7-, 6- a 4-krat sladsi nez sacharosaraRtexistickou chtla vini potravin
vSak nevytvéi pouze aminokyseliny, ale téz dalSi chiralni latkycharakteristickym

enantiomernim potmem.>*
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2.4Caj

V dnesSni dob je velmi popularnim napojendaj diky své os¥zujici chuti,
jedingnému aroma a zdravi pragmym &inkam. Existuje ®kolik zakladnich drut
caje, které se liSi zpracovanim, a tudiz i sloZzenfipisobem zpracovani je mySlen
proces, @i kterém dochazi k fermentaci polyfefippiesrji feceno oxidaci, protoZze neni
vyuzivano mikroorganisfy ale enzym pritomnych v samotnychtajovych listcich.
Pokud listky nepodlehly oxidaci, jedna se ¢aj zeleny nebo bily. Oolong je
polofermentovanyaj podléhajici pouzéast&né oxidaci, kterd je zastavena prazenim a
gernyéaj je plre fermentovany>

Mezi dilezité slozkycaje, které vytvé jeho charakteristickou chippati theanin a
polyfenoly. Theanin je neproteinogenni aminokyseliaytv&ejici sladkou chti a
polyfenoly jsou aromatické latky s charakteristickwmikou chuti>*

Termin polyfenoly pedstavuje souhrnné ozfemi pro flavanoly, flavandioly,
flavonoidy a fenolové kyseliny. Tyto latky tkioaZz 30% suSinyajovych listki a gi
fermentaci se #ni nacervené aZervenohidé latky, theaflaviny a thearubigininy: °
Flavonoly, neboli katechiny, jsou nejvice zastoupeskupinou polyfendl Nejznangjsi
jsou (-)-epigallokatechin 3-gallat, (-)-epigallo&ehin, (-)-epikatechin, a (-)-epikatechin
3-gallat.>® Tyto latky maji velmi vyznamné antioxiéts (cinky, daleko vyrazesi nez
vitamin C a E. ProtoZe vSak ve fermentovangajich podl€haji femén¢, ma zelenyaj
aZ 6x \¥t&f antioxida&ni vlastnosti ne#aj cerny.>’

Theanin pi ferment&nim procesu také podléha rozkladu, a to na ethylami
kyselinu glutamovou, takZe teoreticky by nejkvalj§i ¢erné ¢aje nely obsahovat
nejmért theaninu. Studie vSak ukazala, Z&teré cernécaje obsahuji vice theaninu nez
caje zelené>* Problém nejspis bude v tom, Ze kazdy z analyzalaéji pochazel z jiné
plantaze. V tomto ohledu by asi bylo nejlepsi, kdplglo mozné analyzovafizné druhy
¢aji pochazejici z jedné plantaze a pokud mozno talsfepee skliza.

Koncentrace ostatnich aminokyselincaji narsta jiz @i procesu suseni lisik
protoze dochazi k hydrolyze protéimAminokyselinové slozeniaje se samdgjm¢ meni
také i ferment&nich Upravach. Obeénlze fici, Ze nejvice volnych aminokyselin
obsahuji zelené a bil&je. Nekteré aminokyseliny se vSak objevuji az po fermarita

kroku, nap. alanin a arginin, jiné fermentaci mizi, haglycin. >*
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Mezi dalSi latky pitomné \¢aji pati methylxantiny — kofein, theobromin a
theofylin. Tyto latky maji podobné povzbuzujicginky. Kofein nejsil@ji pisobi na svaly
a mozek, theofylin je silny stimulant srdce, reafifho systému a ledvin a theobromin
ma podobné dinky jako theofylin, ale fisobi nejslalji. Nejvice kofeinu obsahujeerny
¢aj, zeleny oproti &mu obsahuje pouze 1/3 jeho mnozstiV jednom $alkwerného
¢aje je obsaZzeno pmérné 50 mg kofeinu, coz odpovida pouze 40-50 % jeho 2sivd
v kdw. ProtoZze mnoho lidi ma v dnesni dgvoblémy se spankem, jsou k dostariizné
druhy¢aju, ze kterych byl kofein extrahovan, ale byly v nptnechany zdravi pro&né
polyfenoly.>®

Blahodarné &inky zelenéhotaje na lidsky organismus byly znamy uz ve staré
Cing. Je zndmo, Ze obsahuje velké mnoZstvi antioxigldaeré zvySuji imunitu adsobi
proti rakovirg, dale zelenyaj snizuje krevni tlak, brani ukladani cholesterdnizuje
mnozstvi cukru v krvi, ma antibakterialni ¢idky, sniZzuje riziko vzniku
kardiovaskularnich chorob a zvy3uje mozkovou aktivi’ Uginky zelenéhosaje proti
rakovirg byly prokazany na mnoha #gtich modelech, a to u rakovinyide, prostaty,
jater, plic, prsu, tlustéhoisva, jicnu a koniku. >

Vzhledem tomu, Ze zelenyaj nepodléha fermentaci, je jeho sloZzeni velmi
podobné slozeni ligttajovniku. V Tabulce 6 je uvedeno slozZenidligajovniku a dinky
jednotlivych slozek®’

Jak jiz bylo zmiano drive, ¢aj je znamym napojem diky svym zdravi pr&gspm
acinkam. Jednou z mnoha latek, které mu tytginky propijcuji, je theanin. Tato
aminokyselina je ddle rozpustna ve véd a proto se Zajovych listki uvoliuje velmi
snadno, oproti tomu polyfenoly se do vody uwgi o nico pomaleji. Fenolické
sloweniny jsou Wajovych listcich obsazeny ve velkém mnoZstvi a spigtomnosti
mohou vyrazi naru$ovat analyzu theaninu a dal§ich aminokys€liroto jecasté, Ze se
tyto latky od aminokyselin ve vzorktaje oda@luji extrakci na pevné fazi. V Tabulkach
7A a 7B jsou uvedeny zakladni Udaje o separaciedninu ziskané z literatury.
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Tab. 6 Chemické slozeni mladych listajovniku®’

Latka MnoZstvi Uginky
Polyfenoly 10-25% Antioxidanty, fsobi proti vzniku rakoviny, snizuji
hladinu cholesterolu, zpomaluji zvySovani krevniho
tlaku, snizuji srazlivostervenych krvinek, antibioticke
acinky, prevence proti alergiim, eliminuglésny
zapach, fiznivé Einky na stevni mikrofloru
Flavonoly 0,6 -0,7% Zvysuji odolnost cév, antioxidantyzsii krevni tlak,
eliminuji télesny zapach
Kofein 2-4% Povzbuzuje centralni nervovy systém, preggmoti
astmatu, zvySuje metabolickou aktivitu, fopudny
Glykosidy 0,6 % Prevence proti zvySovani obsahu cukru v krvi
Vitamin C | 150 — 250 mg Antioxidant,jgobi proti rakovig
Vitamin E 25-70mg Antioxidant, {sobi proti rakovig, prevence proti
neplodnosti
Karoten 13-29 mg Antioxidant, {sobi proti rakovig, zvySuje imunitu
Saponiny 0,1 % Risobi proti rakovig, protizartlivé G¢inky
Fluoridy 90 - 350 ppm Ochranagd zubnim kazem
Zinek 30 - 75 ppm Prevence proti koZnim &d@m, podporuje imunitu
Selen 1-1,8ppm Antioxidant, ysobi proti rakovig, prevence chatréni
srdeniho svalu
Hor¢ik 400 - 2000 Antioxidant, zlepSuje imunitu
ppm
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Tab. 7A Prehled vybranych stanoveni theaninu s rozliSenimteraer

Analyt Kolona Mobilni faze Derivatizai ¢inidlo |Detekce [nm|Citace
D,L-theanin a |Astec Chirobiotic T Nederivatizovany: 80:20 (A:B) Bez derivatizace: MS 7
enantiomerni |25 x 4,6 mm FMOC-CI: 30:70 (A: 100 % kD) LOD 10 ng/ml
Cistota Dns-Cl:35:65 (A: 100 % HO) FMOC-CI:
potravinovych AQC: 30:70 (A: 100 % MeOH) LOD 500 ng/ml
doplhkt s (A) 1,0 % NH,TFA v MeOH, (B) 0,1 % kyselina Dansylchlorid:
theaninem mravergi v H,O LOD 1 mg/ml

AQC.:
LOD 500 ng/ml
D,L-theanin | Gg ay-cyklodextrin ACN / H,O / kyselina octova / TEA FMOC-Gly-CI uv 54
Cyclobond 11-2000, um  |Cyg 300:700:2,0/0,5 266
250 x 4,6 mm y CD: 1000/35/4/0,5
L-theanin Hypersil HyPURITY Gradientova eluce: (A) 5 mM pentadekafluorooktanovéftalaldehyd FLD 60
Elite C18, fum, kyselina v HO 340/425
150 x 4,6 mm (B) 5 mM pentadekafluorooktanova kyselina v ACN
Nova-Pack @, 4 pm, |zokratick& eluce: BED s 0,00003 %/V) MS
150 x 3,9 mm amoniakem, 0,5 %v(v) kyselinou mraveti a 2 % (/V)
ACN
D,L-theanin | Astec Chirobiotic T Izokaticka eluce: 1 % NHFA v MeOH a 0,1 % kyselin@ez derivatizace MS 62
250 x 4,6 mm £hirobiotic Tmraverti v H,O 80:20
200 x 4,0 mm fedklonkou
L-theanin Luna Gg, 5um, 150 x 4,6 |Gradientova eluce: (A) 10 mM SDS v 65 % deioniz@/@ez derivatizace DAD 67
mm s Gg predkolonkou vodk, 35 % ACN a 0,1 % kPO, 205 + 4
(B) 5 % ACN
L-theanin AccQ.Tag™, Gradientova eluce: (A) vodny roztok Waters AccQ.TagccQ.Fluor Reagent| FLD 68
3,9 x 150 mm, 4m Elute A 250/395
37 °C (B) ACN

(C) deionizovana voda
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Tab. 7B Prehled vybranych stanoveni theaninu bez rozliSeantrmet

Kolona Mobilni faze Derivatizmi ¢inidlo | Detekce [nm]| Citace
Zorbax Eclipse Gradientova eluce: (A) MeOH / ACN /,B (45/45/10) o-ftalaldehyd DAD 59
XDB-Cysg, Sum, (B) fosfatovy pufro pH 7,5 LOD 11,1 ng 338
150 x 4,6 mm LOQ 37 ng
Spherigel Gg, 5um, Gradientova eluce: (A) 0,5 % kyselina mragien H,O Bez derivatizace DAD 63
250 x 4,6 mm, (B) ACN LOD 1,7ng 200
T=30°C LOQ 5,0 ng
Inertsil ODS-3v, 5um, |Gradientova eluce: (A) ACN 2,4-Dinitrofluorbenzen UV 64
250 x 4,0 mm, (B) destilovana voda s 0,5 % kyselinou mrasien LOD 360+ 5,2 pg 254
T=30°C
Phenomenex Jupiten§; 5/Gradientova eluce: (A) 50 mM fosfatovy pufr (pH % BleOH, THFRo-ftaladehyd FLD 65
pum, 125 x 4,6 mm (80:19:1) LOD 20 ng/ml 340/450
(B) MeOH a 50 mM s fosfatovym pufrem (pH 5,5) (80).2 LOQ 50 ng/ml
Jupiter Gg, 5um, Gradientova eluce: (A) 0,14 M GBOONa obsahujici 0,05 %/() |o-ftaladehyd uv 66
250 x 4,6 mm TEA o pH 6,8 s ledovou kyselinou octovou a MeOH: {90 LOD 0,12pg 340
(B) 60:40 ACN ve vod LOQ 0,35png
Fenylisothiokyanat uv
LOD 0,25 ng 254
LOQ 0,75 ng

Vyswtlivky: ACN — acetonitril; AQC — 6-aminoquinolyl-N-hydrgguccinimidyl karbamat; Dns-Cl — dansylchlorid; FI@ECl — 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid;
FMOC-Gly-Cl — 9-fluorenylmethyloxykarbonylglycyl tbrid; MeOH — methanol; SDS — dodecylsulfat sodhlgA — triethylamin; THF — tetrahydrofuran; DAD —td&tor
s diodovym polem; FLD — fluoresaari detekce; MS — hmotnostni detekce; UV — detekakrafialové oblasti spektra
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2.5 Theanin

Theanin (Obr. 4), systematickym nazverglutamylethylamid nebo B-ethyl
glutamin je hlavni aminokyselinou obsazenotay. Jeho mnozstvi obvykl&ni 1-2 %
susiny dajovych listhi a vice neZz 50 % celkového mnoZstvi aminokyselitaj. >*
Theanin byl poprvé objeven roku 1949 japonskyiudor v listcich¢ajovniku Camellia
sinensis Jedinym dalimifrodnim zdrojem theaninu j&ih hngdy, Xerocomus badius®

Prekurzory pro biosyntézu theaninu jsou kyselihdagnova a ethylamin. Proces
probiha v nadzemriasti rostliny za fitomnosti enzymu theanin syntetazy, odkud je pak
theanin transportovan do novostoucich listk, kde slouZi jako zdroj dusiku a uhlik.

Theanin je jednou z mnoha latek, které davajivddpeos@sSné @inky ¢aji, nag.
snizuje krevni tlak, zmifiuje nezadouci efekty kofeinu jako jsou podsfabt a nervozita,
pusobi proti rakovin, zlepSuje pawt, navozuje stav relaxace bez pocitu ospalosti,
prispiva k dobré kvali spanku a schopnosti sotestni a weni se, odbourava stres a
stisrénost, zmifiuje premenstruai syndromy a podporuje imunitni systéth>®

Poprvé byl L-theanin schvélen jako dofknstravy pro své zdravi prosmé
Gcinky v Japonsku roku 1964 a nyni existuje vice & potravinovych dogku
obsahuijicich L-theanir®® Navzdory tomu, Ze roku 1990 byla v Japonsku vyreaie
metoda produkce vysoc#istého L-theaninu za pouZiti mikroorganisnt® je i dnes
problém s enantiomerniistotou potravinovych dopkt na bazi theaninu, jak ukézala
studie z roku 20037 °3 V této studii bylo analyzovano Sest kowrér dostupnych
vyrobka, které ngly vSechny obsahovat pouze L-theanin, at¢ pnich obsahovalo
racemat. Toto zji§hi je pongrné dalezité, protoze stale j@Stneni znameé, jaké ma
D-theanin dinky a jestli neni ve &3Sim mnoZstvi zdravi nebezing.

Zato metabolickd draha L-theaninu jiz byla detaiprozkoumana, fiedevsim
kvili jeho zdravi prosgsnym ®&inkam. L-theanin je po poziti zazivacim uastrojim
absorbovan do krve a transportovan do mozku leugmo pienaséi. Jeho
koncentrace zde vyznamnnafistda a maxima dosahuje 20-30 minut po poZti.
K akumulaci L-theaninu wWte nedoch&zi, do 24 hodin je metabolizovédevsim
v ledvinach a nakonec je vyleen mai. °% ®° Jakékoli toxické efekty L-theaninu dosud
nebyly prokazany ani ve vysokych davkach, kdy bkflgsam kazdy den po 13 tyéin
podavano 4000 mg/kg této latky.
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Praw proto, Ze potravinové dafy na bazi theaninu jsoéasto vyrabny jako
racematy, byla na krysach provedena stuffie jejim? cilem bylo stanovit, jestli
D- a L-theanin maji stejné farmakokinetické vlastnojestli je racemat metabolizovan
stejnym zpisobem jako jednotlivé enantiomery a jesttit@mnost obou enantionter
ovliviiuje jejich absorpci v gastrointestinalnim traktuvducovani mai. Zajimavym
vysledkem této studie bylo zj&ti, Ze pitomnost D-enantiomeru sniZuje absorpci
L-enantiomeru a naopak. Déle bylo zji%, Ze D-theanin jefpdnosti vylu¢ovan mai,
zatimco L-theanin je v ledvinach nejprve metabol@o na ethylamin a kyselinu
glutamovou, a az poté vylden mai. Z €chto poznatk je jasné, Ze enantiomery
theaninu nejsou bioekvivalentni, a protdize byt gisobeni a efektivita potravinovych

doplnka rozdilna v zavislosti na jejich enantiomernim sloiz

NH,
H
HOOC ~
Q
. v P o
Theanin HM
O
HN
HOOC
FMOC-theanin
COOH
0 N
S=NH ~
\" © O Dansyl-theanin

Obr. 4 Struktury theaninu a jeho deriwatvzniklych reakci s derivatizaimi
¢inidly pouzivanymi v této praci, dansylchloridem @fluorenylmethyloxykarbonyl

chloridem?
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Methanol Chromasolv gradient grade pro HPLC (Sigkitich, St. Louis, MO,
USA)
» Acetonitril Chromasolv gradient grade pro HPLC (8a&Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
» Triethylamin (TEA),cistota> 99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
« Kyselina octova 99 %istota p.a. (Fluka, Buchs, Svycarsko)
« Hydrogenuhkitan sodnygistota p.a. (Lach-Ner, NeratovidgR)
« Hydroxid sodnygistota p.a. (Lach-Ner, NeratovidéR)
« N-pentangistota p.a. (Lachema, Brn6R)
» Deionizovana voda bylaftipravena filtrovacim systémem Mili-Q (Millipore,
Milford, MA, USA).
« Zeleny¢aj Leros Millenium exclusive green tea (Leros, Rr&R)
« L-theanin — ochrana a uveini (Naturix, Vetrisol s.r.o., Prah&R)
» Standardy:
o0 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
= DL-isoleucin,cistota> 99 %; D-isoleucin¢istota> 98 %
= DL-alanin, ¢istota> 99 %,; L-alanin,cistota> 99 %; D-alanin,
cistota> 99 %
= L-leucin,cistota> 98 %; D-leucingistota> 99 %
= L-theanin
= O-fluorenylmethyloxykarbonyl chloridistota> 99 %
= dansylchloridgistota> 99 %
o Fluka (Buchs, Svycarsko)
= DL-valin, cistota> 99 %, D-valin cistota> 98 %
= L-isoleucin,cistota> 99 %
= DL-leucin,istota> 99 %
0 DL-theanin a D-theanin byly obdrZzeny jako dar od DAW. Armstronga,

University of Texas
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3.2 Hristroje a pomiacky

VétSina nefeni pro detekci derivatizovanych a nederivatizoeaingminokyselin
probihala na kapalinovém chromatografu Breeze 8ysktery se sklada z gradientové
pumpy 1525, degaséru, autosampleru 717 Plus, temtoodetstream 2 Plus, UV/VIS
dvoukandélového detektoru 2487 a jednotky prér sb zpracovani dat s pitacovym
softwarem Breeze verze 3.30 SPA. VSe bylo zakoupdrfomy Waters, Milford, USA.

Optimalizace mobilni faze pro FMOC-derivaty amins&lyn byla uskut&néna na
kapalinovém chromatografu Delta Chrom SDS 030 (@&xatPrahaCR), ktery se sklada z
pumpy SDS 030 (Watrex, Prah&R), UV/VIS detektoru Delta Chrom UVD 200
(Watrex, PrahaCR), davkovaciho ventilu Rheodyne 7125 s davkovagickou 20 pl
(Cotati, CA, USA) a jednotky pro 8ba zpracovani dat s pitacovym softwarem Clarity
verze 2.1 (Data Apex, Prat@R).

Pro stanoveni limit detekce a stanovitelnostiigluorescerni detekci byl pouZzit
kapalinovy chromatograf, jehoZ s@sti byly vysotlaka gradientova pumpa model Crystal
200, fluorescetni detektor FL 2000 (Spektra System, USA), membraneakuovy
odplyiovat CSI6150 (Cambridge Scientific Instruments, UK), vkidvaci ventil
Rheodyne (Cotati, CA, USA) se sttkpu 0 objemu 5 ul a jednotka prossl zpracovani
dat s peitatovym softwarem Clarity verze 2.8.1.584 (Data AperghaCR).

Systém pro @&eni hmotnostniho spektra se skladal z kapilarnigoaknoveho
chromatografu Agilent Technologies 1200 Serigpgpeném ESI rozhranim k trojitému
kvadrupélu Triple Quad LC/MS 6460 (Agilent Techngiles, Waldbroon, Germany).
Systém se dale skladal z automatického injektoeanastatu, degaséru @yicestné
pumpy. Chromatogramy byly vyhodnoceny pomoci prograMassHunter Workstation
Acqusition (Agilent Technologies, Waldbroon, German

Jako chirdlni stacionarni faze byly pouzityédkolony 250 mm x 4,6 mm,
Chirobiotic T a Chirobiotic TAG. Chirobiotic T jeeikoplanin vazany na silikagelovy
nost, se zrdnim 5um a velikosti par 8 nm. Chirobiotic TAG je teikoplanin aglykon
vazany na silikagelovy nasise zrgnim 5um a velikosti pdkr 8 mm. Kolona Chirobiotic
TAG byla zakoupena od firmy Astec (Advanced SepamatTechnologies Inc.),
Whipanny, NJ, USA. Kolona Chirobiotic T byla zakema od firmy Supelco, Bellefonte,
USA.
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Dale byla pouzita ultrazvukova lazelltrasonic LC 30 (Elma, &mecko), k
meéteni pH pufru pH metr PHM 220 s kombinovanou séternu elektrodou (Radiometer,
Kodai, Dansko), k vazeni aminokyselin a derivatidiah ¢inidel byly pouZzity analytické
vahy Mettler AE 240 (Greifensee, Svycarsko). K daxdni do chromatografu
s fluorescetnim detektorem a chromatografu Delta Chrom byla Zgau injekeni
stifkatka Microlitter Syringe 702 o objemu 2Bl (Hamilton, Bonaduz, Svycarsko).
K michani pufé a zaliivani reaknich sndsi byla pouzita magnetickd micka Stuart
heat-stit CB 162 (Bibby Scientific Limited, Stafftshire, UK), k promichani vzoilkoyla
pouzita minitepatka IKA MS 3 Basic (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Germany) a k odstd’ovani vzork byla pouzita centrifuga Centrifuge 5418 eppendorf
(Eppendorf Czech & Slovakia s.r.akicany u Prahy,CR). Roztoky byly v pipad
potreby filtrovany fes 0,45um filtry Sartorius Minisart (Goettingen,dhecko).

Pro prekoncentraci theaninu byly pouzity SPE kojoierck-LiChrolut RP-18
(40 - 63 um) 500mg/3mMerck KGaA, Darmstadt, Germany) a SCX kolonka 3cmpe
Discovery® SPE ion exchange 500mg/3ml (SupelcdeBeite, USA) .

K uchovavani vzork a vytvdeni reaknich sn&si byly pouzity plastové
ependorfky Simport T331-10N o objemu 1,5 ml (SimipBeloeil, QC, Canada).

Pro grafické zpracovani chromatogfrarhyl pouzit program Origin 6.1 a pro
vyhodnoceni limik detekce a stanovitelnosti enantioihéreaninu byl pouZzit ptacovy
program Breeze 3.30 SPA.

3.3 Mobilni faze a podminky néreni

Pro chiralni separaci nederivatizovanych aminokysdlyly pouzity chiralni
stacionarni faze na bazi teikoplaninu a teikoplaraglykonu. Jako mobilni faze byla pro
oh¢ kolony pouzita sis methanolu s destilovanou vodougihi byla provedenaiip
vinové délce 205 nm afippratoku 1 ml/min na kolo& Chirobiotic T a 0,5 ml/min na
kolor¢ Chirobiotic TAG.

Chiralni separace nedeprivatizovaného theaninu @k&zcaje s hmotnostni
detekci (HPLC-ESI/MS) probihala na koko@hirobiotic T g pratoku 0,5 ml/min. Jako
zmlzZovaci a susici plyn byl pro iontovy zdroj pdudiisik. Teplota suSiciho plynu byla
250 °C, pfitok 11 I/min a tlak byl 50 psi (345 kPa). Ngipna kapilde bylo 3,5 kV pro
analyzu pozitivd nabitych ionk a 4 KkV pro negativh nabité ionty. Data byla
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analyzovana v médu SIM (selective ion monitoringapsti na fragmentoru bylo 80 V a
doba skenu byla 500 ms. Pro pozitiviabité ionty byl porr hmotnost/naboj (m/z) 175,
pro negativi nabité ionty 173 (respektive 173,%9.

Pro separaci derivatizovanych aminokyselin byly Zzsyumobilni faze skladajici
se z methanolu a 1,0 % nebo 0,5 % triethylaminomatého pufru (TEAA) o pH 4,0, 5,0
a 6,0. Pufr byl fipraven z destilované vody a triethylaminu, na pla¥@nou hodnotu pH
byl upraven pidavkem kyseliny octové. Bteni byla provedena na kokdiChirobiotic T
za pfitoku mobilni faze 1 ml/min.

Detekce UV/VIS detektorem aminokyselin derivatizogegh FMOC-CI 2
probihala pi vinové délce 262 nm a fluoresan detekce probihalaipvinovych délkach
254 nm pro excitaci a 314 nm pro emisiezd.

Detekce aminokyselin derivatizovanych dansylchiemdprobihala v UV oblasti
pii 254 nm*® a fluoresceini detekce probihalaip/inovych délkach 340 nm pro excitaci
a 516 nm pro emisi #éni.*

VSechna mifeni na kapalinovém chromatografu Breeze a na kapaim
chromatogramu s hmotnostni detekci probihala Zatie@5 °C. Analyzy s fluoresceni
detekci a na chromatografu Delta Chrom probihalyabaratorni teploty pohybujici se
vrozmezi 22+ 2 °C. Red pouzitim na kapalinovém chromatografu Delta @hilayly

mobilni faze odvzdutovany po dobu 15 - 30 minut v ultrazvukoveé lazni.
3.4 Fiprava a uchovavani vzork a ¢inidel

VSechny pouzivané aminokyseliny (theanin, vakucin, isoleucin, alanin) byly
analyzovany ve forgh racemai, cisté enantiomery byly pouZity pouze procemi
eleniho pdadi enantiomér v racematech. VSechny vzorkycmidla byly uchovavany
v lednici @i 4 °C.

Nederivatizované aminokyseliny byly pro chiralnieparaci pipraveny
rozpusénim 1 mg aminokyseliny v 1 ml methanolu nebo degéihé vody. Tento zasobni
roztok byl nasleddredin piisluSnym rozpoustlem na pozadovanou koncentraci.

Derivatizace pomoci FMOC-CI byla provedena podierditury.® Aminokyseliny
byly rozpus¢ény v 0,2 M NaHCQ o pH 9,0 (pH bylo na vyslednou hodnotu upraveno
piidavkem 0,5 M NaOH), aby derivatizd cinidlo neposkytovalo dva piky a
nenaruSovalo tak separaci. Roztok FMOC-CI b§praven rozpugnhim v acetonitrilu.
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Aminokyseliny o koncentraci 0,2 mg/ml pak byly stmdhay s FMOC-ClI o stejné
koncentraci v porru 1:4. Smds byla vortexovana a 20 minut ponechana v klidu p
laboratorni teplat

V prab¢hu optimalizace vSak tento postup derivatizaceznamych dvoda zatal
poskytovat dva piky derivatizaiho cinidla a daleko mensi odezvu. Pro zvySeni odezvy
zatal byt FMOC-CI k aminokyselindm fijdavan v desetinasobném konceétian
nadbytku a v pogru 1:1.

Derivaty dansylchloridu byly ifpraveny podle postupu v litera **
Aminokyseliny byly rozpughy v destilované vod na koncentraci 1 mg/ml. Roztok
derivatiz&niho cinidla byl pripravovan vzdy novy rozpuStim 0,02 g dansylchloridu
v 1 ml acetonitrilu. Derivatizai smés obsahovala 100l roztoku aminokyseliny, 6@l
0,2 M NaHCQ o pH 9,5 (pH upraveno na pozadovanou hodndtdapkem 0,5 M
NaOH) a 6Qul dansylchloridu. Sis pak byla dkladreé promichana.

Pro porovnani efektivity dansylace bylo zvolenskaiik zpasohi pripravy
derivati: reakce p laboratorni teplat pres noc (14 hodin), reakce v temnu a z&lapri
teplo€ 80 °C po dobu 30, 45 a 50 minut. Po uplynuti dari@su byla reakce zastavena
piidavkem 4Qul kyseliny octové a vychlazena ssbyla centrifugovana po dobu 5 min.

Zelenycaj byl pripravovan gkolika zpisoby. Prvni vzorek bylipraven zalitim
0,250 gcaje 10 ml destilované vody, smpak byla zativana 20 min $ teplo& 90 °C.
Druhy vzorek byl pipraven zalitim stejného mnoZs@éje 10 ml vici uzitkové vody a
byl ponechan louhovat 20 mirtipaboratorni teplat Oba vzorky byly poté dopény na
puvodni objem 10 ml a po vychlazeni bylyefiltrovany ges 0,45 pum nylonovy filtr.
Tyto vzorky byly nasledhderivatizovany oémacinidly postupy popsanymiiie.

Pro zvySeni obsahu theaninu ve vzorku byl dalSiokozelenéhaaje gipraven
zalitim 1,9 géaje 20 ml ¥ici uzitkové vody. Sis pak byla ponechana 20 minut v Klidu
pii laboratorni teplat Nasledg byl vylouhovanycaj promichan a fefiltrovan ges
0,45 um filtr. V tomto vzorku byla analyzovan&tpmnost theaninu jednak metodou bez
pouZiti derivatizace a jednak derivatizaci FMOC-CI.

SPE kolonky pro prekoncentraci theaninu bylggpnadavkovanim vzorku nejprve
aktivovany 5 ml methanolu a 5 ml destilované vdegté bylo na kolonku naneseno 5 ml
roztoku L-theaninu rozpudtiéeho v destilované veédo koncentracich 0,5, 0,05 a 0,005
mg/ml, dale 1 ml vody, pak byly profouknuty vzduohea nakonec promyty 1 ml

methanolu.
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Tableta L-Theanin byla rozdrcena fe¢i misce s tlotkem a pro jednotlivé
analyzy byl vzdy vytviéen novy roztok tablety. Pro analyzu v nederivataoy podob a
pro derivatizaci dansylchloridem byla tableta rcgnea v destilované vad Pro analyzu
derivatizaci FMOC-CI byla tableta rozp&sa v 0,2 M NaHC®o pH 9,0.

3.5 Zpracovani nanérenych dat

Naméfena data byla vyhodnocovana programy Clarity, v@8el.584 a Breeze,
verze 3.30 SPA. U naffenych chromatograinbyly vypcaiitany retegini ¢asy, retetini
faktory a hodnoty rozliSeni pik

Hodnoty retetinich faktoii k, které slouzi k porovnéni ret@rich ¢cadi analyti a

charakterizuji miru interakce se stacionarni fldglly vypoiteny podle vztahu

K= (tr—tw)/ tm, (1)

kdetr je reterni ¢as, tzn. celkovyas ktery analyt setrva v sepamakolors aty je mrtvy
¢as kolony, tzn¢as slozky vzorku, kterd neni na kodaradrZzovana a pohybuje se stejnou
rychlosti jako mobilni faze.

RozliSeniR, ; charakterizuje miru vzdjemnéhaegryvani dvou sousednich gik
Je-li hodnotaR; > > 1,5 jsou piky odéleny az na zakladni linii. Hodnoty rozliSeni byly

vypocteny podle vztahu

Ri2= 2 [tg2— ka)/(Wi + Wy), (2)
kdetg;atg2jsou retetini casy dive a pozdji eluujiciho analytu av; s ws jsou Siky pika
pii zakladre.

Separani faktor a; » charakterizuje selektivitu chromatografického égsti Vaci

separovanym latkdm. Popisuje vzdjemny poratenci dvou analit Je dan vztahem
2=kl ky (3)

kde k; je reterini faktor pozdji eluujiciho analytu &; reteréni faktor dive eluujiciho

analytu. Plati-lim » = 1, nedochézi k vzajemné separaci arialyt
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3.6 Vysledky a diskuze

3.6.1 Separace nederivatizovanych aminokyselin

Nederivatizované aminokyseliny byly analyzovanyamioselektivd na
stacionarnich fazich Chirobiotic T a Chirobiotic GAa vysledky separace byly vzajeimn
porovnany. Separace probihaly na obou kolonach hilmoh fazich skladajicich se
z methanolu a vody wienych pordrech. Dé&le byla porovnana velikost odezvy
aminokyselin B vinovych délkdch 210 nm a 205 nmjigemz \tSi odezva byla
zaznamenana ip vinové délce 205 nm. Proto byla pouzita pro vedkercieni

nederivatizovanych aminokyselin.

3.6.1.1 Separace nederivatizovanych aminokyselin n&oloné
Chirobiotic TAG

Na kolor¢ Chirobiotic TAG byly analyzovany aminokyseliny heanin,
DL-alanin, DL-valin, DL-leucin a DL-isoleucin (sefe D-theaninu nebyla provedena,
protoze v dob méteni na této kolahjest nebyl k dispozici).

Eluéni paadi enantiomér bylo zjiS€no analyzoucistych enantiomér nebo
piidavkem jednoho enantiomeru kracematu. Vzdy dadbazk divejsi eluci
L-enantimed pied jejich D-analogy.

Roztoky aminokyselin byly ijpravovany nejprve rozpugtim v methanolu, ale
separace byla naruSovana jeho systémovymi pileré kée nachazely v miseluce
L-enantiomeit aminokyselin, a které sefipzméné slozeni mobilni faze i jtoku
posouvaly spokn¢ s piky analyi. (Obr. 5) Z tohoto @ivodu pak byl vzorek theaninu pro
zjisteni limita detekce a stanovitelnosti rozpirsy destilované vatd

ProtoZze na této kol@nbyl i pti nizkém pfitoku vysoky tlak, byl zvolen gtok
0,5 ml/min, coz zaiikinilo delSi retenci analyt Z divodu dlouhé retence D-enantiomer
dochéazelo k velkému rozmyvani jejich pilkk vSech separovanych aminokyselin.

Pti optimalizaci slozeni mobilni faze byly porovnayanretergni casy
aminokyselin. Jako optimalizovany byl zvolen pgmmethanolu a vody 60/40v/(),
protoze pi vySSim obsahu methanolu dochazelo ke koelucidatimu se systémovym
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pikem vody a p nizSim obsahu methanolu byla jeho retentiéSpdlouha. V Tabulce 8
jsou zaznamenany retari casy, retetini faktory, sepakai faktory a rozliSeni ptk
jednotlivych aminokyselin v optimalizované mobifagi.

Je patrné, Ze rozliSeni D- a L-enantiotngednotlivych aminokyselin je velmi
dobré, i ges velké rozmyti pik Dé¢leni sngsi racemat aminokyselin by vSak nebylo

mozné z dvodu podobnych reténich¢agi.
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Obr. 5 Chromatogramy separace DL-aminokyselin rozmigth v methanolu na kolén
Chirobiotic TAG g sloZzeni optimalizované mobilni fdze methanol/va@d40 ¢/v),
vinové délce detekce 205 nm aijoku 0,5 ml/min, teplota 25 °C. Ozfeni: A — valin,

B — leucin, C —isoleucin, D — alanin, E — theardin: L-enantiomer, 2 — D-enantiomer.
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Tab. 8 Tabulka retetnich ¢adi, retegnich faktofi, separaénich faktofi a rozliSeni pik
jednotlivych aminokyselin rozpuStych v methanolu. Separd podminky: kolona
Chirobiotic TAG, mobilni faze methanol/voda 60/40V], praitokova rychlost 0,5 ml/min,
UV detekce 205 nm, teplota 25 °C.

Aminokyselina tr [Min] k aoL RoL
L-Thea 11,00 2,53
L-Val 8,98 1,72 2,90 5,09
D-Val 19,74 4,98
L-Leu 9,57 1,95 3,37 6,00
D-Leu 24,56 6,56
L-l1zo 9,23 1,88 3,38 4,84
D-1zo 23,57 6,35
L-Ala 10,53 2,32 3,17 3,85
D-Ala 26,50 7,35

3.6.1.1.1 Kalibratni zavislost L-theaninu na koloré Chirobiotic TAG

Za optimalizovanych podminek o sloZeni mobilni fameethanol/voda v
objemovém porru 40/60 @i vinové délce detekce 205 nm byla na keld@hirobiotic
TAG proneiena kalibréni zavislost ploch a vySek gikna koncentraci L-theaninu.
Kalibraéni zavislost D-theaninu nebyla préfana.

Kalibracni roztoky byly ziskanytrednim zasobniho roztoku L-theaninu o
koncentraci 1 mg/ml. ProtoZze vzorky rozpu& v methanolu poskytovalyékolik
systémovych pik v mis¢ odezvy analytu, byla pro kalibraci vytema série vzork
L-theaninu rozpughého ve vod, coz zredukovalo mnozstvi systémovychipékzlepsilo
efektivitu separace. Praifeny byly koncentrace v rozmezi 0,5-0,005 mg/ml. Kdadé
koncentr&ni hladire bylo meteni provedenofiikrat. Zavislosti odezvy na koncentraci
byly zpracovany pomaoci linearni regrese.

Ze ziskanych regresnich rovnic zavislosti vyskyapik koncentraci byl vypdtan
limit detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) jakoojmasobek resp. desetinasobek
hodnoty Sumu. Vysledné parametry rovnic pro ploehwysky piki jsou uvedeny

v Tabulce 9 spolan¢ s limity detekce a stanovitelnosti.
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Tab. 9 Koeficienty regresni rovnice, koeficienty deterage a limity detekce a
stanovitelnosti nederivatizovaného L-theaninu. &a&pd podminky: kolona Chirobiotic
TAG, mobilni faze methanol/voda 60/4@/\), pritokova rychlost 0,5 ml/min, UV
detekce 205 nm, teplota 25 °C.

Smérnice Usek R
[uV*s*mg *ml] [uV*s]
Vyska piku 7.71 *10 7.9 *10 0,9991
Plocha piku 3,97 *10 1,95 *10 0,9999
LOD 0,332 pg/ml
LOQ 1,11  pg/ml

3.6.1.2 Separace nederivatizovanych aminokyselin n&oloné
Chirobiotic T

Na kolore Chirobiotic T byly prongireny aminokyseliny DL-alanin, DL-valin, DL-
leucin, DL-isoleucin, a DL-theanin. Elnoi paadi enantiomér bylo zjiS€no analyzou
Cistych enantiomér nebo pidavkem jednoho enantiomeru. Jakéi pouziti CSP
s navazanym teikoplaninem aglykonem dochéazelo W dlici L-enantimel pied jejich
D-analogy.

Pro lepSi porovnani se stacionarni fazi ChirobidtAG bylo zvoleno stejné
sloZzeni mobilni faze, tzn. methanol/voda v gaim60/40 y/v). Praitok mobilni faze byl
1 mi/min, coz zjsobilo rychlejSi eluci analita tim i podstathmensi rozmyvani ptk

V chromatogramech jsou é&pvelice vyrazné systémové piky methanolu, ale
tentokrat jejich pitomnost nijak nenaruSovala separaci, nedochéazggjick koeluci
s piky aminokyselin (Obr. 6), ale igs to byly piky theaninu rozpéggho v destilované
vodk vice symetrické. Reprezentativni chromatogramrsepaheaninu je na Obrazku 7.

Namgiené hodnoty reténich ¢asi, retegnich faktofi, separénich faktofi a
rozliSeni pik jsou shrnuty v Tabulce 10. Ztabulky je patrné, etantiomerni pary
jednotlivych aminokyselin se pofil® rozdclit vzdy az na zakladni linii. Naopakéleni
vSech enantiomér v piipadné smsi by mozné nebylo vzhledem ke koeluci
L-aminokyselin. D-enantiomery studovanych aminokysse alespd casté&né delily

(Obr. 8). El¢ni paadi D-enantiomeérbylo valin< izoleucin< leucin.
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Obr. 6 Chromatogramy separace DL-aminokyselin rozpy&th v methanolu na kolén
Chirobiotic T @i sloZzeni optimalizované mobilni faze methanol/vé@#40 ¢/v), vinové
délce detekce 205 nm adpsku 1 mi/min, teplota 25 °COzna&eni: A — valin,

B — leucin, C —isoleucin, D — alanin; 1 — L-enanter, 2 — D-enantiomer.

Tab. 10 Tabulka reteénich ¢asi, retergnich faktofi, separanich faktofi a rozliSeni pik
jednotlivych aminokyselin rozpuStych v methanolu. Separd podminky: kolona
Chirobiotic T, mobilni faze methanol/voda 60/4@vj, pritokova rychlost 1 ml/min, UV
detekce 205 nm, teplota 25 °C.

Aminokyselina tr [Min] k aoL RoL
L-Thea 5,20 0,54
D-Thea 6,21 0,84 1,55 2,32
L-Val 5,78 0,71
D-Val 6,90 1,04 1,47 1,98
L-Leu 6,17 0,83
D-Leu 8,18 1,42 1,72 3,40
L-1zo 5,95 0,76
D-lzo 7,27 1,15 1,51 2,27
L-Ala 5,87 0,74
D-Ala 7,55 1,23 1,67 3,14
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Obr. 7 Chromatogram separace DL-theaninu rozméio v destilované vécha kolork

Chirobiotic T g sloZeni optimalizované mobilni faze methanol/vé@#40 ¢/v), vinové

délce detekce 205 nm autpsku 1 ml/min, teplota 25 °C. Ozéeni: 1 — L-enantiomer,
2 — D-enantiomer.

3.6.1.2.1 Separace s&si DL aminokyselin

Na kolor¢ Chirobiotic T byla provedena separace D a L epamtit valinu,
leucinu, a isoleucinu. Bylo zj&bo, zZe L-enantiomery od sebe nelze @idd | pfi
zmeénach ve sloZeni mobilni faze dochézelo ke koelu@ch pik L-enantiomei.
D-enantiomery sedlily v mobilni fazi slozené z methanolu a vody pongru 60/40 y/v)

a eluovaly v ptadi valin< isoleucin< leucin a byly oddleny tén&i az na z&kladni linii.

Do této smisi byly také pidany oba enantiomery theaninu, ale ani jeden Iz nic
nebylo mozné od sesi oddlit, a to ani pi zménach ve sloZeni mobilni faze. Vzdy
dochazelo ke koeluci L-theaninu s ostatnimi L-eivaméry aminokyselin ve sEsi a
D-theanin eluoval spote¢ s D-valinem. Pro ilustraci jsou na Obrazku 8 zaemy

chromatogramy separace & DL-valinu, leucinu, isoleucinu a s$i DL-theaninu,

valinu, leucinu a isoleucinu.
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Obr. 8 Chromatogram separace &nhaminokyselin obsahujicich: A) DL-valin, leucin,
isoleucin B) DL-valin, leucin, isoleucin, theantBeparani podminky: kolona Chirobiotic
T, mobilni faze methanol/voda 60/4@/\), vinova délka detekce 205 nm,afwk

1 ml/min, teplota 25 °C. Ozgani: 1 — L-valin, 2 — L-isoleucin, 3 — L-leucin-4D-valin,

5 — D-isoleucin, 6 — D-leucin; 7 — L-theanin, 8 tanin.
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3.6.1.2.2 Kalibrani zavislost DL-theaninu na kolor& Chirobiotic T

Za optimalizovanych podminek v mobilni fazi meth&amda v pongéru 60/40
(v/v) pii vinové délce detekce 205 nm byla na keél@hirobiotic T prongiena kalibrani
zavislost ploch a vySek pikna koncentraci D- a L-theaninu.

Kalibraéni roztoky byly ziskdnytedtnim zasobniho roztoku DL-theaninu
rozpuséného ve vod o koncentraci 1 mg/ml. Praffeny byly koncentrace v rozmezi
0,5-0,0025 mg/ml. Na kazdé koncegtra hladirt bylo mefeni provedeno fikrat.
Zavislosti odezvy na koncentraci byly zpracovangnpoi linearni regrese.

Ze ziskanych regresnich rovnic zavislosti vyskyapik koncentraci byl nasle&n
vypocten limit detekce a stanovitelnosti. Vysledné kaiefity rovnic pro plochy a vySky

pika jsou uvedeny v Tabulce 11 sp&té s limity detekce a stanovitelnosti.

Tab. 11 Regresni rovnice, koeficienty determinace a lindigtekce a stanovitelnosti
nederivatizovanych enantiontietheaninu. Sepa¢ai podminky: kolona Chirobiotic T,
mobilni fadze methanol/voda 60/4@/\), pritokova rychlost 1 mil/min, UV detekce
205 nm, teplota 25 °C.

L-theanin
Smernice Usek R
[uV*s*mg*mi] [uV*s]
Vyska piku 5.34 *10 7,44 *10 0,9992
Plocha piku 2,08 *10 1,64 *10 0,9999

LOD 0,255 pg/mi
LOQ 0,849 pg/mi

D-theanin
Smernice Usek R
[uV*s*mg*ml] [uV*s]
Vyska piku 1,19 *10 7,45 *10 0,9974
Plocha piku 1,05 *10 3,83 *10 0,9975

LOD 0,568 pg/mi
LOQ 1,89 pug/ml
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3.6.1.3 Porovnani kolon

Z nantienych retetnich ¢adi na obou kolonach na bazi teikoplaninu Chirobiotic
T a Chirobiotic TAG je patrné, Ze kolona ChirobioliAG vice zadrZzuje aminokyseliny,
piedevsim jejich D-enantiomery. Diky tomu poskytuggem lepSi rozliSeni, ale také lepsi
separani &innost. Piky D-enantiomérbyly ponerné hodré rozmyté vlivem ¥tSi
retence vlivem nizSiho ftoku mobilni faze.

Vlivem dlouhych reteénich ¢asi byly limity detekce a stanovitelnosti L-theaninu
na kolor¢ Chirobiotic TAG nepatrénizsi nez na kolanChirobiotic T (Tab. 12). Zéchto
vysledla je patrné, Ze pro UV detekci nederivatizovanychinakyselin byla v tomto
piipadt vhodrgjSi kolona obsahujici teikoplaninovou chiralni staérni fazi, ale lze
piedpokladat, Ze by se limity detekce a stanovitéginos kolor# s navazanym
teikoplaninem aglykonem podstatenizily, pokud by byly vyhodnocovanyipsétSim

pratoku mobilni faze.

Tab. 12 Porovnani limit detekce a stanovitelnosti L-theaninu g&emych na kolonéch
Chirobiotic T a Chirobiotic TAG za optimalizovanychodminek v mobilni fazi
methanol/voda 60/40v{v), pii pratokové rychlosti 1 ml/min resp. 0,5 ml/min, vinové
délce detekce 205 nm a tegl@s °C.

Kolona LOD [ug/ml ] LOQ [pg/ml ]
T 0,255 0,849
TAG 0,332 1,11
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3.6.2 Separace a kvantifikace derivatizovanych amakyselin

Pro porovnani vhodnosti pouziti derivatimé&ch cinidel pro aminokyseliny byly
vybrany d¢ latky, a to 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid FMMOC-CI) a
dansylchlorid (Dns-Cl). Porovnavany byly limity d&te a stanovitelnosti derivat
DL-theaninu pi UV a fluorescenni detekci. VSechny separace probihaly na kulon
Chirobiotic T termostatované na teplotu 25 °Gigopitoku mobilni faze 1 ml/min.

Optimalizovand mobilni fadze se u obou derivatideh cinidel skladala
z methanolu a 1 % triethylaminooctanového pufruAAEo pH 6,0.

3.6.2.1 Derivatizace aminokyselin pomoci FMOC-CI

Derivatizace pomoci derivatizaiho cinidla FMOC-CI byla provedena podle
literatury.® Postup derivatizace aminokyselin (theanin, vdéncin, izoleucin, alanin) je
popsan v kapitole 3.4 v experimentalféisti. Detekce v UV oblasti byla nastavena na

262 nm a fi fluorescerni detekci byly vinové délky excitace a emise 2314 nm?3

3.6.2.1.1 Optimalizace separace aminokyselin deritraovanych FMOC-CI

Pro zvoleni vhodnych sloZzek mobilni faze byla negpiprovedena separace
v mobilni fazi methanol/voda v objemovych p&nech 60/40 a 40/60. Shagls popisem
v literatite  nedochazelo k separaci enantiomeoba eluovaly v jednom piku mezi
druhou a iteti minutou separovany od piku derivatiziho ¢inidla. Proto byla nasledn
pouzita mobilni faze skladajici se z methanolu aABpufru v riznych objemovych
pongrech. V pfibéhu optimalizace metody byly pouzity 0,5 % a 1 %APREpufry o
pH 4,0, 5,0 a 6,0. V Tabulce 13 je zaznamenan ph pufru na retenci a separaci
FMOC-DL-aminokyselin.
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Tab. 13 Vliv pH pufru na retenci a separaci FMOC-DL-amigs&lin. Separmi
podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze metbdf®% TEAA v pongru 30/70 ¥/V),

pratok 1 ml/min, vinova délka detekce 262 nm.

pH kL kD aDL RDL
Theanin

4.0 0,51 0,81 1,57 3,67

5,0 2,31 6,59 2,85 6,81

6,0 1,45 4,76 3,28 6,96
Valin

40 0,68 1,01 1,48 3,58

5,0 2,10 6,38 3,03 5,15

6,0 1,70 5,98 3,51 6,89
Leucin

40 0,79 1,38 1,74 4 83

5,0 2,79 11,59 6,14 8,00

6,0 2,20 10,67 4,84 9,16
Izoleucin

40 0,73 1,11 1,53 3,22

5,0 3,11 8,35 2,68 6,23

6,0 1,86 7,69 4,13 10,50
Alanin

4.0 0,71 6,06 8,58 4,96

5,0 2,74 9,34 3,41 6,98

6,0 2,03 9,64 3,42 7,07
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Ri optimalizaci mobilni faze byl nejprve pouzit 0% pufr o pH 4,0. B
objemovém porru methanol/pufr 40/60 dochazelo ke koeluci L-eimanéri
aminokyselin s pikem derivatig@iho ¢inidla. i zméné pomeru methanol/pufr na 30/70
(v/v) byly piky l1épe oddlené, ale stale nedochazelo k separaci na zakiadnProto byl
jes€ vyzkousen porr 25/75 ¢/v), kdy rozliSeni bylo nejlepSi, ale reten casy byly
prilis vysoke.

Jako dalSi byl pouzit 1 % TEAA pufr o pH 4,0, kdg¢bv mobilni fazi 40/60\{/v)
dochéazelo ke koeluci L-enantionies pikem derivatizaniho ¢inidla a @i pomeéru 30/70
(v/v) nedochazelo k separaci na zakladni linii. SnizEvikovaného objemu z 3@ na
10 ul pomohlo k lepSi separaci L-enantiorined piku FMOC-CI.

Dale byl pouzit 0,5 % a 1 % TEAA pufr o pH 5,Gi Bbou koncentracich pufru
dochéazelo k roz#eni L-enantiomet od piku FMOC-CI g ponm¢ru methanol/pufr 30/70
(v/v), ale zarove byla eluce D-enantioméipii tomto pH nejdelsi.

NejlepSi separace bylo dosazeni pouziti TEAA pufru o pH 6,0. Slozeni
mobilni faze methanol/0,5 % TEAA pufr 40/6@\) bylo optimalni v pedchozi separaci
aminokyselin® ale v mych analyzach v této mobilni fazi dochézieé koeluci piku
produktu hydrolyzy derivatizaiho¢inidla FMOC-OH s pikem D-theaninu.

P pouziti mobilni faze MeOH/1 % TEAA pufr o pH 6y0objemovém porru
30/70 eluoval L-theaninifmo mezi piky derivatizaniho¢inidla a D-theanin aZ daleko za
nimi. Proto byla tato mobilni faze vybrana jako ioplni. Sice v této mobilni fazi
dochazelo u &kterych L-enantiomér aminokyselin (leucin, alanin) ke koeluci s
pikem FMOC-OH, ale jejich stanoveni nebylo hlav@bK. 9). Nakonec byl jako idealni
pon¥r slozek mobilni faze vybran methanol/l % TEAA pofrpH 6,0 v objemovém
pongru 32/68, kdy sice byla celkova doba analyzy 24 unirale pik L-theaninu byl

piesré mezi piky derivatizénihocinidla a nic nenarusovalo jeho separaci.
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Obr. 9 Chromatogramy separace FMOC-DL-aminokyselin na ikolGhirobiotic T i

sloZeni optimalizované mobilni faze methanol/1 YARRufr, pH 6,0 v pordru 30/70

(viv), praitok 1 ml/min, vinova délka detekce 262 nm, tepl@a °C. Ozn&eni:
A — theanin, B — valin, C — leucin, D — isoleucis, -

alanin; 1 — L-enantiomer,
2 — D-enantiomer, 3 — FMOC-CI, 4 — FMOC-OH.
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3.6.2.1.2 Extrakce pentanem

U r¢kolika stanoveni aminokyselin popsanych v litefatibyla pro odstrami
piebytku derivatizéniho ¢inidla a jeho produktu hydrolyzy pouzita extrakce
rozpoudtdlem, nap. pentaneni> *® ale podle #kterych autol ** by tato extrakce mohla
mit za nasledek ztratu dite ¢asti derivatizované aminokyseliny (prokazano uidist,
ornithinu, lysinu). V této préciip extrakci pentanem nebyly zaznamenany Zzadné ztraty
derivati theaninu, spiSe dochazelo k zakoncentrovani theans tim spojenému zvyseni

odezvy.

3.6.2.1.3 Kalibratni zavislost FMOC-DL-theaninu

Za optimalizovanych podminek v mobilni fazi methidh®&o TEAA pufr o pH 6,0
32/68 (/v), detekce v UV oblasti (262 nm) a fluoreséan(vinova délka excitace/emise
254/314 nm) byla na kol@nChirobiotic T promdtena kalibrani zavislost ploch a vySek
pikia na koncentraci derivatD- a L-theaninu.

Kalibracni roztoky pro UV detekci byly ziskany smisenim Dieaninu a
FMOC-CI v pongru 1:1 @i desetinasobném koncentnéam nadbytku FMOC-CI. Roztoky
pro fluorimetrickou detekci byly ziskdny imakEnim zasobniho roztoku
FMOC-DL-theaninu o koncentraci 3®/ml ziskaného ig@dchozim postupem. Standardy
nebyly @ipravovany stej&, protoze pi velmi nizkych koncentraci theaninu nedochazelo
k derivatizaci.

Pro detekci v UV oblasti byly progeny koncentrace FMOC-DL-theaninu
v rozmezi 0,04-1 mg/ml, coz odpovida koncentraci@2®,05 mg/ml pro jednotlivé
enantiomery. Pro  fluorimetrickou detekci byly pr@eny koncentrace
FMOC-DL-theaninu v rozmezi 0,441g/ml, coZ odpovida koncentracim 0,2-Q&/ml
pro jednotlivé enantiomery. Na kazdé konceatritdnladiré bylo méteni provedenaikrat.
Zavislosti odezvy na koncentraci byly zpracovangnpoi linearni regrese.

Ze ziskanych regresnich rovnic zavislosti vyskyupila koncentraci FMOC-CI
derivati byly nasleda vypaiteny limity detekce a stanovitelnosti. Vysledné fimenty
rovnic pro plochy a vysky ptkjsou uvedeny v Tabulkach 14 a 15 spotes gisluSnymi
limity detekce a stanovitelnosti. Z tabulek je paétr Ze fluorimetrickou detekci byly

ziskany limity giblizné o polovinu nizsi nez pro detekci v UV oblasti sjpak
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Tab. 14 Koeficienty regresni rovnice, koeficienty deterage a limity detekce a
stanovitelnosti enantiomirtheaninu derivatizovanych FMOC-CI. Sepgriapodminky:
kolona Chirobiotic T, mobilni faze methanol/1 % T&Aufr o pH 6,0 v por&ru 32/68
(v/v), pratokova rychlost 1 ml/min, UV detekce 262 nm, tepl@b °C.

L-theanin
Smernice Usek R
[uVv*s*ug™ml] | [uv*s]
Vyska piku 2,095 *10 -2,53 *10 0,9992
Plocha piku 5,98 *10 3,35 *10 0,9993
LOD 9,50 ng/ml
LOQ 31,7 ng/ml
D-theanin
Smernice Usek R
[uvrs*ug™ml] | [uv*s]
Vyska piku 5,28 *10 -1,72 *10 0,9991
Plocha piku 5,84 *10 -1,70 *10 0,9976
LOD 37,7 ng/ml
LOQ 126 ng/ml

Tab. 15 Koeficienty regresni rovnice, koeficienty deterage a limity detekce a
stanovitelnosti enantiomiertheaninu derivatizovanych FMOC-CI. Separiapodminky:
kolona Chirobiotic T, mobilni faze methanol/1% TEAAIfr o pH 6,0 v porru 32/68
(v/Vv), praitokova rychlost 1 ml/min, fluorescémi detekce excitace/emise 254/314 nm.

L-theanin
Smernice Usek R
[mV*s* ug*mi] [mV*s]]
Vyska piku 1,87 *10 -2,89 *10° 0,9913
Plocha piku 7,67 *10 -6,62 *10° 0,9929
LOD 0,755 ng/mi
LOQ 2,52 ng/mi
D-theanin
Smernice Usek R
[mV*s* ug*mi] [mV*s]]
Vyska piku 3,31 %10 -5,95 *1¢ 0,9927
Plocha piku 6,54 *10 -5,80 *10 0,9915
LOD 4,26 ng/mil
LOQ 14,2 ng/mil
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3.6.2.2 Derivatizace aminokyselin dansylchloridem

Derivatizace aminokyselin (DL-theanin, valin, leycisoleucin, alanin) byla
provedena podolinjako v literatie. ** "° Postup je detaith popsan v kapitole 3.4
v experimentalnéasti.

Pro porovnani efektivity dansylace bylo zvolenekalik zpasohi pripravy
derivati. ProtoZe v literatte *> ** %> %" "%asto probihala reakce ve drhvili citlivosti
dansylderival na s¥tlo, byla porovnana efektivita dansylace v temnnaaswtle pri
80 °C probihajici 30, 45 a 50 minut s reakci toia]¥ hodin za laboratorni teplotyes
noc.

Vysledky ukazaly (Obr. 10), z&iptup s¥tla nema na reakci negativni vliviiP
porovnani ploch pik derivati vzniklych za srovnatelnych podminek natky a ve tnd
bylo zjistno, Ze plochy pik derivati vzniklych na setle byly porékud &tSi. Také vzdy
platilo, Ze plochy pik se z¥tSovaly s rostouci dobou reakce. N#$i odezvu vSak
vykazovaly piky derivat vzniklych @i laboratorni teplat po 14 hodin derivatizace, a
proto byl tento zfisob derivatizace vybran jako optimalni pro svoungatichost a
nepotebu zvySené teploty.

Vinova délka detekce byla také vybrana podle ditely. Pro UV oblast bylo
zvoleno 254 nnf? a pro fluorescemi detekci 340/516 nfif (excitace/emise).

3.6.2.2.1 Optimalizace separace dansylovanych amlyselin

Byly porovnany mobilni faze skladajici se z metilana 0,5 % a 1 % TEAA
pufru o pH 6,0 viiznych pongrech. V Tabulce 16 je zaznamenan vliv sloZzeni nmobil
faze na retenci a separaci dansylovanych aminakysel

Nejlepsi separace s 0,5 % TEAA pufrem bylo dosaz#nobjemovém poréru
mobilni faze 35/65. i pomeru methanol/pufr 40/60v(v) byl pik L-theaninu FliS blizko
piku derivatiz&niho c¢inidla a @i pomeéru 30/70 y/v) vykazovaly piky enantiomér
ponrné dlouhé retetni casy a rozmyvaly se.

Pri pouziti 1 % TEAA pufru bylo dosazeno nejlepSi agme v mobilni fazi
methanol/pufr 40/60v(v), ktera se retencemi témshodovala s mobilni fazi sloZzenou
z methanolu a 0,5 % TEAA pufru o objemovém pamnB5/75.

Po porovnani rozliSeni a separainnosti byl jako optimalizovana mobilni faze
zvolena faze o slozeni methanol/1 % TEAA pufr ogblv pongru 40/60 ¢/v) (Obr. 11).
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Obr. 10 Optimalizace teploty a doby dansyié reakce pro dansylaci theaninu. Sepaira
podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze metbdh % TEAA pufr, pH 6,0

v porreru 40/60 ¢/v), pratok 1 ml/min, vinova délka detekce 254 nm, tepR&eC.
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Obr. 11 Chromatogramy separace Dns-DL-aminokyselin narkolGhirobiotic T i
sloZeni optimalizované mobilni faze methanol/1 YAREpH 6,0 v pondru 40/60 ¥/V),
priaitok 1 ml/min, vinova délka detekce 254 nm, tepl@&a°C. Ozn&eni: A — theanin,
B — valin, C — leucin, D — isoleucin, E - alanth— L-enantiomer, 2 — D-enantiomer,

3 —Dns-Cl.
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Tab. 16 Vliv koncentrace pufru na retenci a separaci Dhsalhinokyselin. Sepatai
podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze metbdt % TEAA, pH 6,0 v poréru
40/60 (/v) a methanol/0,5 % TEAA pufr, pH 6,0 v péra 35/75 ¢/v), pritok 1 ml/min,
vinova délka detekce 254 nm, teplota 25 °C.

Koncentrace k. ko OpL RoL
pufru [%]
DL-Theanin
1,0 0,55 1,04 1,89 2,82
0,5 0,55 1,00 1,82 2,14
DL-Valin
1,0 0,96 1,12 1,17 0,81
0,5 0,91 1,06 1,16 0,74
DL-Leucin
1,0 0,51 0,71 1,39 1,28
0,5 0,53 0,74 1,40 1,44
DL-Izoleucin
1,0 0,52 0,67 1,30 0,89
0,5 0,54 0,69 1,28 1,02
DL-Alanin
1,0 0,44 0,56 1,27 0,82
0,5 0,45 0,57 1,27 1,00
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3.6.2.2.2 Kalibrani zavislost Dns-DL-theaninu

Za optimalizovanych podminek v mobilni fazi methidh8o6 TEAA pufr, pH 6,0
v poreru 40/60 y/v), detekce v UV oblasti (254 nm) a fluorestmh (vinova délka
excitace/emise 340/516 nm) byla na k&l@hirobiotic T prondiena kalibrani zavislost
ploch a vy3ek pik na koncentraci dansylderiviaD- a L-theaninu.

Kalibragni roztoky pro UV detekci byly ziskany nasledujiciapisobem.
DL-theanin byl rozpugh v destilované vagdna koncentraci 1 mg/ml. Ke 1Q0 roztoku
aminokyseliny bylo fidano 60pl 0,2 M NaHCQ o pH 9,5 a 6Qul dansylchloridu o
koncentraci 20 mg/ml rozpudtého v acetonitrilu. Reakce probihala 14 hodin p
laboratorni tepl@t a byla zastavenariplavkem 40ul kyseliny octové. Pro dosaZeni
potrebnych koncentraci ke kalibraci byl tento zasobmfakied:n destilovanou vodou.

Pro detekci v UV oblasti byly progreny koncentrace Dns-DL-theaninu v rozmezi
0,005-0,04 mg/ml, coz odpovida koncentracim 0,0022- mg/ml pro jednotlivé
enantiomery. Pro fluorimetrickou detekci byly pr&eny koncentrace Dns-DL-theaninu
vrozmezi 0,03-0,13 mg/ml, coz odpovidd koncentnadd,015-0,065 mg/ml pro
jednotlivé enantiomery. Na kazdé koncediahladire bylo neteni provedenofikrat.
Zavislosti odezvy na koncentraci byly zpracovangnpoi linearni regrese.

Ze ziskanych regresnich rovnic zavislosti vysSky upikha koncentraci
dansylderivat byly nasleda vypaiteny limity detekce a stanovitelnosti. Vysledné
koeficienty rovnic pro plochy a vySky pilfsou uvedeny v Tabulkach 17 a 18 spote
s pislusnymi limity detekce a stanovitelnosti.

Z nanttenych limiti detekce a stanovitelnosti je patrny soulad sditeou, kde
bylo uvedeno, Ze fluorescar detekce dansylderiiaeminokyselin neni tak citliva jako
detekce v UV oblasti spektra.allodem je obrovska odezva piku derivatiziéo ¢inidla

pii fluorescerini detekci, ktery svou velikosti zasije piky derivai aminokyselin.
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Tab. 17 Koeficienty regresni rovnice, koeficienty deterage a limity detekce a
stanovitelnosti enantiomier theaninu derivatizovanych dansylchloridem. Sefdra
podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze metbdf % TEAA pufr, pH 6,0
v porreru 40/60 y/v), pratokova rychlost 1 ml/min, UV detekce 254 nm, teal@b °C.

L-theanin
Smernice Usek R
[uV*s*ug™mi] | [uv*s]
Vyska piku 1,13 *10 2,29 *10 0,9975
Plocha piku 2,02 *10 1,06 *10 0,9967

LOD 17,7 ng/mi
LOQ 59,1 ng/ml

D-theanin
Smernice Usek R
[uVv*s*ug™mi] | [uv*s]
Vyska piku 7,72 *10 1,44 *10 0,9970
Plocha piku 1,87 *10 9,90 *10 0,9969

LOD 25,9 ng/ml
LOQ 86,5 ng/ml

Tab. 18 Koeficienty regresni rovnice, koeficienty deteratie a limity detekce a
stanovitelnosti enantiomir theaninu derivatizovanych dansylchloridem. Sefrdra
podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze metbdta % TEAA pufr o pH 6,0

v porreru 40/60 y/v), pratokova rychlost 1 ml/min, fluorescémi detekce excitace/emise
340/516 nm.

L-theanin
Smernice Usek R
[mV*s* ug*ml] | [mV*s]]
Vyska piku 8,63 *10 -3,69 *10° 0,9976
Plocha piku 2,22 *10 -1,17 *10 0,9939

LOD 0,584 pg/mi
LOQ 1,95 pg/ml

D-theanin
Smernice Usek R
[mV*s* ug*ml] | [mV*s]]
VySka piku 6,06e+005 2,5e+003 0,9947
Plocha piku 1,91e+007 -1,2e+005 0,9943

LOD 0,832 pg/ml
LOQ 2,77 pg/mi
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3.6.2.3 Porovnani derivatizénich ¢inidel

Po optimalizaci derivatizaich reakci a slozeni mobilnich fazi byly porovnany
vysledky  ziskané pro dv derivatiz&ni  ¢inidla, dansylchlorid a
9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid.

Bylo zjisttno, Ze vlivem dlouhych reténich ¢asi FMOC-D-enantiomer
aminokyselin dochazelo k rozmyvani a s tim spogsénetrii jejich pik. Pra¢ dlouhé
retertni casy u derivat FMOC-CI pomohly k podstatn lepSimu rozliSeni pik
jednotlivych enantiomér zatimco vlivem kratkych reténich ¢asi u derivat
dansylchloridu dochazelo ke koeluci enantioin@minokyselin. Dlezita vSak byla
separace enantiontetheaninu, u kterych ke koeluci nedochazelo.

Limity detekce a stanovitelnosti byly zgéty pi detekci v UV oblasti i
fluorescekin¢é (Tab. 19). Vysledky byly v souladu s literaturézn. detekni limity se i

fluorescekini detekci snizily u derivatFMOC-CI 33, zatimco u derivét dansylchloridu

se vyrazg zhoréily.44

Detekeni limity namétené v UV oblasti pro L-theanin byly p&wud nizSi pi
derivatizaci pomoci FMOC-CI, ale u D-theaninu toldbyraopak. Tento rozdil byl
zpisoben podstatndelSim retetnim casem FMOC-D-theaninu, jehoZ pik se rozmyval.
P pouZiti jiné mobilni faze s vySSi ki silou by s nej#si pravédpodobnosti byl limit
detekce FMOC-D-theaninu nizsi nez u derivatu damytidu.

Z téchto vysledk je patrné, Ze pro stanoveni theaninu je jako demsni ¢inidlo
vhodrgjSi FMOC-CI, protoze # jeho pouziti je mozné detekovat theanitadech ng/ml
pii detekci v UV oblasti spektra a fluores¢aé az desetiny ng/mil.

Derivatiz&ni metody optimalizované v této praci jsou podl&tapych limiti
detekce a stanovitelnosti pro derivaty theaninlivéjBi, nez metody pouzité \ide

publikované studil, kde byla pouZita stejna derivatizacinidla.
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Tab. 19 Porovnani limit detekce a stanovitelnosti FMOC- a Dns-defivéteaninu
nantfenych na kolo& Chirobiotic T za optimalizovanych podminek. Molbilfaze
methanol/1 % TEAA, pH 6,0 v objemovém pémn 32:68, resp. 40:60, jgok 1 ml/min,
vinova délka detekce v UV oblasti 262 nm, resp. 284, fluorescetni detekce

excitace/emise 254/314 nm, resp 340/516 nm.

Derivaty theaninu LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]
UV detekce
FMOC-L-theanin 9,50 31,7
FMOC-D-theanin 37,7 126
Dns-L-theanin 17,7 59,1
Dns-D-theanin 25,9 86,5
Fluorescertni detekce
FMOC-L-theanin 0,755 2,52
FMOC-D-theanin 4,26 14,2
Dns-L-theanin 584 1950
Dns-D-theanin 832 2770
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3.6.3 Analyza potravinového dopiku obsahujiciho L-theanin

V literature bylo jiz dive publikovano, Ze gkteré potravinové dopky na bazi
L-theaninu obsahovaly racemat obou enantidmerkdyZz by ng€ly obsahovat pouze
L-enantiomer. Proto byla za optimalizovanych podskirgjiS€Enych v této praci pro
separaci nederivatizovanych aminokyselin (v mobi#zi methanol/voda 60/40/{) pii
vinové délce 205 nm) na kolérChirobiotic T provedena analyza tablety L-Theaninu
rozpuséné ve vod, jestli se v ni také nevyskytujefimés D-enantiomeru. Vysledky
ukazaly, Ze se vtéto tableD-theanin nevyskytuje, coZz bylo potvrzendidavkem
D- i L-enantiomet (Obr. 12).

Je vSak prawipodobné, Ze tato sepanh metoda nebyla dostéte& Ucinna, aby
odhalila velmi malou koncentraci D-enantiomeru.tB@rbyla nasledf na stejné koloh
provedena analyza za optimalizovanych sedach podminek po derivatizaci pomoci
FMOC-CI (v mobilni fazi methanol/1 % TEAA pufr, p&j0 v pongru 32/68 ¥/v), vinova
délka detekce 262 nm) (Obr. 13) a po derivatizaamsglichloridem (v mobilni fazi
methanol/1 % TEAA pufr, pH 6,0 v pamu 40/60 ¢/v), vinova délka detekce 254 nm),
(Obr. 14). Ani&mito postupy nebyla zji§ha gimés D-enantiomeru, coZz bylo &p
potvrzeno pidavkem obou enantiomer

Z ttchto vysledk je patrné, Ze se vtomto potravinovém d&pl D-theanin
nevyskytuje, nebo je zdefifpmen vtak malém mnoZstvi, které neni moz&mitb

metodami detekovat.
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Obr. 12 Analyza potravinového dofiu obsahujiciho theanin bez derivatizace na kolon
Chirobiotic T v mobilni fazi methanol/voda 60/4@\), vinova délka detekce 205 nm,

pratok 1 ml/min a teplota 25 °C. Oz¥eni: A — tableta, B — tableta + D-theanin,

C — tableta + DL-theanin; 1 — L-enantiomer, 2 —i2v&iomer.
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Obr. 13 Analyza potravinového doftku obsahujiciho theanin po derivatizaci FMOC-CI
na kolor¢ Chirobiotic T, v mobilni fazi methanol/1 % TEAAHp6,0 v pondru 32/68
(viv), pratok 1 ml/min, vinovd délka detekce 262 nm a teplogd °C.
Oznaeni: A — FMOC-tableta, B — FMOC-tableta + FMOC-le#imin, C — FMOC-tableta
+ FMOC-D-theanin; 1 — L-enantiomer, 2 — D-enantion3e- FMOC-CI, 4 - FMOC-OH.
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Obr. 14 Analyza potravinového dojku obsahujiciho theanin po derivatizaci

dansylchloridem na kol@nChirobiotic T v mobilni fazi methanol/1 % TEAA puf
pH 6,0 v pondru 40/60 ¢/v), praitok 1 ml/min, vinova délka detekce 254 nm a teplota

25 °C. Ozng&eni: A — Dns-tableta, B — Dns-tableta + Dns-L-thea@ — Dns-tableta +
Dns-DL-theanin; 1 — L-enantiomer, 2 — D-enantion32x, Dns-CI.
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3.6.4 Analyza zelenéhdaje

3.6.4.1 Oikaz piritomnosti theaninu véaji

Pritomnost a obsah theaninu byly analyzovany v zetetaji Leros Millenium
Exclusive. Pro dkaz gitomnosti theaninu byla pouZita metoda vysatkoaé kapalinové
chromatografie s hmotnostnim detektorem (HPLC/ESIyM/zorkyc¢aje byly gipraveny
podle literatury>®

Byly pripraveny dva vzorkycaje, kazdy odliSnym Zsobem. Detailni popis
piipravy je popsan v kapitole 3.4. Vzorky byly analyany na kolo& Chirobiotic T
v mobilni f&zi methanol/voda 70/30/Y) pii vinové délce 205 nm a jioku mobilni faze
0,5 ml/min.

V obou vzorcich¢aje byla zjis¢ha pouze fitomnost L-theaninu, D-theanin
detekovan nebyl (Obr. 15). Je v8ak mozné, Ze jehoZstvi véaji bylo pod limitem
detekce, a proto nebylo moznéitjeho gritomnost.

Dale je velice pravwtpodobné, Ze nathené piky nejsou tweny pouze theaninem,
ale také dalSimi aminokyselinami o stejné molekélbmotnosti fitomnymi véaji, které
eluuji se stejnym reténim casem. Na Obrazku 15 jsou j&snditelné ,zoubky“ na obou
chromatogramech, které signalizufitpmnost dalSich latek.

Pro hruby odhad koncentrace theanintay byly touto metodou analyzovany dva
standardy DL-theaninu o koncentracich 100 a 10 p@an. 50 a 5 pg/ml jednotlivych
enantiomek). (Obr. 16) Na zékladtéto dvoubodové kalibrace byly u obou vZotaje
vypacitany koncentrace L-theaninu. Koncentrace ve vyteahémcaji byla giblizné
18,0 ug/ml a koncentracecaji zatfivaném na 90 °C bylafiplizné 21,9 pg/ml. Z tohoto
vysledku je patrné, Ze theanin séajovych listki louhuje do vody velice snadno jiz po
zaliti a ani zvySené teplota nijak vyr&ameovlivni jeho uvoléné mnoZzstvi.

Podle &chto vysledk bychom v Salku tohoto zelenékiaje o obvyklém objemu

200 ml a hmotnostiajovych listki v s&ku 2 g nalezli giblizné 7,2 pg/ml L-theaninu.
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Odezva detektoru

caj zahrivany na 90°C
[ vylouhovany caj

t [min]

Obr. 15 Chromatogramy analyzovanych vzorkelenéha:aje na kolo# Chirobiotic T v
mobilni fazi methanol/destilovana voda v pgm70/30 ¢/v), pritok 0,5 ml/min a teplota
25 °C, namifené za pouziti hmotnostniho detektoru.
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Obr. 16 Chromatogramy analyzovanych vzorkelenéhocaje a standafd na kolor
Chirobiotic T v mobilni fazi methanol/destilovan&@da v pondru 70/30 ¥/Vv), pritok
0,5 ml/min a teplota 25 °C, naiiené za pouziti hmotnostniho detektoru.
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3.6.4.2 Stanoveni fitomnosti theaninu véaji optimalizovanymi

metodami bez a za pouziti derivatizace

Byly provedeny analyzy vzoik zelenéhocaje bez a za pouziti derivatizace.
K separaci theaninu byly pouzity metody optimaliaog v této praci.

Vzorky pouzité pro tkaz gitomnosti theaninu ¥aji byly analyzovany
v nederivatizované podéb a dale pomoci derivatizace dansylchloridem a

9-fluorenylmethyloxykarbonyl chloridem.

3.6.4.2.1 Stanoveniifitomnosti theaninu véaji bez derivatizace

Protoze ve vzorcichijpravovanych pro hmotnostni detekckifpava vzorku viz
kapitola 3.4) nebyla detekovanaitpmnost theaninu optimalizovanou metodou pro
nederivatizované aminokyseliny, tj. kolona Chirdlwol, mobilni faze methanol/voda
60/40 ¢/v), vinova délka detekce 205 nm,afwk 1 ml/min, teplota 25 °C, bylo nutné
pripravit vzorekéaje s vysSi koncentraci theaninu.

Pt pripraw tohoto nového vzorku bylo 1,9¢gje zalito 20 ml fici uzitkové vody.
Smes byla ponechdna 20 minut v Kliduti plaboratorni teplat a nasled& byla
prefiltrovana. V optimalizované mobilni fazi methatvolda byl detekovan pouze jeden
pik, ktery se vSak svou retenci neshodoval s pikkeaninu, coZ bylo potvrzeno
piidavkem L-theaninu (Obr. 16). Z vysledku je patri#e tato metoda analyzy
aminokyselin bez pouZiti derivatizace neni dostateitliva, aby ji bylo mozné detekovat

theanin \caji.
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Obr. 16 Chromatogramy analyzy nederivatizovaného vzar&je a standardu theaninu
nantfené na kolo& Chirobiotic T za optimalizovanych podminek. Mobilfiaze
methanol/voda 60/40/4v), vinova délka detekce 205 nmjfwok 1 ml/min, teplota 25 °C.
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3.6.4.2.2 Stanovenifitomnosti theaninu véaji po derivatizaci FMOC-CI

Derivatizace vzork piipravenych pro hmotnostni detekcitifrava vzorku viz
kapitola 3.4) probihala nasledujicimaspbem. Bylo smichano 100 ihje, 100 pl
roztoku FMOC-CI o koncentraci 0,5 mg/ml a&nbyla dikladné promichana a 20 minut
ponechana v klidu ip laboratorni teplat V téchto vzorcich optimalizovanou metodou
(kolona Chirobiotic T, mobilni faze methanol/1 % Ak pufr pH 6,0 v pondru 32/68
(v/v), pratok 1 ml/min, vinova délka detekce 262 nm, tepl@fa°C) nebyla detekovana
piitomnost theaninu.

Z tohoto divodu byl analyzovan také koncentro¥ghi vzorek ¢aje fFipraveny
stejre jako pro analyzu bez derivatizace. 100 ul filtrdaje bylo smichano se 100 pl
FMOC-CI koncentraci 0,5 mg/ml a $m byla po dkladném promichani ponechana
20 minut v klidu. Vzorek byl analyzovan za vySe sapych optimalizovanych podminek.

Na chromatogramu byly zaznamenany dva piky dergatihoinidla a jeden pik
uprosted nich, ktery se vSak retarim ¢asem neshodoval s L-theaninem. Proto byl
derivatizovany vzoreKaje 10 x ngedn pro ziskani mensi odezvy a fapan se 2 ml
pentanu pro odstrani piki derivatiz&niho ¢inidla. Nasleda byl tento roztok fidan
v pormeru 1:1 k FMOC-DL-theaninu rozpu$téemu ve vod o koncentraci 0,1 mg/ml
prot‘epanému pentanem.

Z Obrazku 17 je patrné, ze pik pochazejici z ayat@ie nepai L-theaninu, i
kdyz by podle retamiho ¢asu mohl bytast&né tvoren snédsi rékolika L-enantiomek
aminokyselin pitomnych v¢aji. Touto metodou tedy nebylo mozné stanovitgmnost

theaninu.
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Obr. 17 Chromatogramy analyzy vzorkéaje derivatizovaného FMOC-CI a stejného
vzorku s pidavkem FMOC-DL-theaninu naifené na kolo& Chirobiotic T za
optimalizovanych podminek v mobilni fazi methané1TEAA pufr o pH 6,0 v porru
32/68 /), praitok 1 ml/min, vinova délka detekce 262 nm, teplata °C. Ozn&eni:

A - FMOC<aj, B - FMOCeéaj + FMOC-DL-theanin; 1 - L-enantiomer,
2 — D-enantiomer.
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3.6.4.2.3 Stanovenifitomnosti theaninu vé&aji po derivatizaci dansylchloridem

Pfi derivatizaci dansylchloridem byla analyzovanaitgmnost theaninu ve
vzorcichcaje gipravenych stejgijako pro analyzu s hmotnostni detekdigpava vzorku
viz kapitola 3.4) za optimalizovanych podminek (@ Chirobiotic T, mobilni faze
methanol/1 % TEAA pufr o pH 6,0 v panu 40/60 ¢/v), pti pratoku 1 ml/min, vinové
délce detekce 254 nm a tegl@s °C).

Na Obrazku 18 jsou znaza@my chromatogramy analyz vylouhovaného a
zahivaného vzorkiaje spolén¢ s giidavky DL-theaninu. Z chromatograne patrné, Zze

za pouziti tohoto derivatizaiho¢inidla byl detekovan theanin.

Dns-vylouhovany caj

Dns-vylouhovany caj + DL-theanin
Dns-caj zahrivany na 90°C

Dns-caj zahrivany na 90°C + DL-theanin

t [min]
Obr. 18 Chromatogramy analyzy vzarkcéaje derivatizovanych dansylchloridem a
s pridavky Dns-DL-theaninu nattené na kolo& Chirobiotic T za optimalizovanych
podminek v mobilni fazi methanol/1 % TEAA pufr, @D v pongru 32/68 ¢/v), pritok
1 ml/min, vinova délka detekce 254 nm, teplota €5 ©zn&eni: 1 — L-enantiomer,

2 — D-enantiomer.
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3.6.4.2.4 SPE prekoncentrace theaninudaji

Prekoncentrace theaninu byla provedena podle pgpédchoziho stanoveni na
kolonkach SCX>* MerckLiChrolut RP-18>°. Po nadavkovani theaninu byly proteklé
frakce analyzovany za optimalizovanych podminekkiind faze methanol/voda 60/40
(v/V), pratok 1 ml/min, vinova délka detekce 205 nm) na kélGirobiotic T.

Bylo zjiSttno, Ze z kolonky SCX se theanifibec nevymyval a na kolonce RP-18
dochazelo pouze k minimalnimu zachycovani L-theanin¢tSina nadavkovaného
mnoZstvi protékala iipnizkych koncentracich.

Byla porovnana odezva dansylovaného theaninu wa&cich caje s a bez
prekoncentrace na pevné fazi. Theanin usmnzcajovych listki byl oddlen od
polyfenoli pomoci kolonky RP-18 pouze nanesenim 1 ml vzar&e a naslednym
vymytim 5 ml 10 % ethanolu, jak bylo popséano vrétere. > Vysledny eluat byl odgFan
do sucha, rozpudt v 0,5 ml destilované vody a filtrovarigs 0,45 pum nylonovy filtr
pied samotnou derivatizaci.

Derivatiza&ni snesi se skladaly ze 10@ ¢aje, 60ul dansylchloridu a 6@ul 0,2 M
NaHCG; o pH 9,5. Vzorky byly dkladre promichany a ponechany v klidié faboratorni
teplo€ po dobu 14 hodin. Reakce byla zastaveiidagkem 40 pl kyseliny octoveé.
VSechnycétyti vzorky (€aj vylouhovanygaj zalfivany na 90 °C a jejich prekoncentrované
analogy) byly analyzovany za optimalizovanych pauki (kolona Chirobiotic T,
mobilni faze methanol/1 % TEAA pufr o pH 6 v pémm 40/60 ¢/v) pii pratoku 1 ml/min,
vinové délce detekce 254 nm a tepldb °C).

Vysledky jsou zatim jedkEzné a je&t nepotvrdily nutnost prekoncentrace

theaninu.
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4. Zawkr

Naplni této prace bylo nalézt a optimalizovat rdgtecseparace enantionter
theaninu na dvou chiralnich stacionarnich fazich bdai teikoplaninu a porovnat
stanoveni enantiomirbez a s pouzitim derivatizace 9-fluorenylmethylkaeponyl
chloridem a dansylchloridem. Pro porovnani byly aéalyzovany enantiomerykolika
dalSich aminokyselin — valinu, leucinu, isoleucaalaninu. Bylo obvyklé, ZetfpdevSim
L-enantiomery studovanych aminokyselin eluovalyodg@bnych¢asech. Po optimalizaci
separanich systérm a postup derivatizace byly u kazdé metody gy limity detekce a
stanovitelnosti pro oba enantiomery theaninu. Oglimovanymi metodami byl nasle¢én
analyzovan theanin &aji a ve vybraném potravinovém dafl.

Separace bez derivatizace probihala na kolonawvazanym teikoplaninem a
teikoplaninem aglykonem. Bylo zji&to, Ze kolona Chirobiotic TAG vice zadrzuje
aminokyseliny, pedevsim jejich D-enantiomery, a proto poskytujesigpzliSeni.

Vlivem dlouhych reteénich ¢asi byly limity detekce a stanovitelnosti L-theaninu
na kolor¢ Chirobiotic TAG powrkud vysSi nez na kolénChirobiotic T. Limit detekce na
koloré s navazanym teikoplaninem byl 0,255 pg/mla naomkol s navazanym
teikoplaninem aglykonem byl 0,332 pg/ml.

Limity detekce a stanovitelnosti pro derivatizogaamminokyseliny byly zjignhy
pii detekci v UV oblasti i fluorescéné. V souladu s literaturou se detek limity pfi
fluorescekini detekci podstatn snizily u derivai FMOC-Cl az na desetiny ng/ml,
zatimco u derivdit dansylchloridu se zhorSily na desetipg/ml. Detekni limity pro
L-theanin namsfené u UV oblasti byly o dto malo nizSi p derivatizaci pomoci
FMOC-CI, ale u D-theaninu to bylo naopak.

Z vysledki je patrné, Ze pro stanoveni theaninu je jako démsni ¢inidlo
vhodrgjSi FMOC-CI, protoze # jeho pouziti bylo mozné detekovat theanirfadech
nanogran pri detekci v UV oblasti spektra a fluores¢aé az desetiny ng/ml.

Pfi analyze vzorku zelenéh®aje za pouziti hmotnostni detekce byla &gt
pouze pitomnost L-theaninu, D-enantiomer detekovan nelbylvSak pravipodobné, Ze
jeho mnozstvi bylo pod limitem detekce. Je totzr®, Ze se ¥ajich vyskytuje malé
mnoZzstvi D-theaninu, podle literatury az 10% z ce#ho mnoZstvi theaninu. MnoZzstvi

tohoto enantiomeru pak the byt vyznamnym ukazatelem kvalitgje. Velmi nizké
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mnoZstvi D-theaninu v tomtéaji swdéi o tom, Ze nebyl vystaven Zzadnym nevhodnym
podminkam.

Orient&nim mefenim provedenym zacélem giblizného stanoveni mnoZstvi
theaninu v zelenér@aji bylo zjiS€no, Ze v Salku o obvyklém objemu 200 ml a hmotnosti
cajovych listki v s&ku 2 g je pitomno fiblizné 7,2 pg/ml L-theaninu.

Dale byla pitomnost theaninu ¥aji analyzovana pomoci optimalizovanych metod
bez a za pomoci derivatizace. Metodou bez deri@ediz ani po derivatizaci
9-fluorenylmethyloxykarbonyl chloridem nebylo moztieeanin detekovat. Theanin byl
detekovan pouze za pouziti dansylchloridu jakovdgéi@asniho¢inidla.

Vysledek analyzy potravinového dékl na bazi L-theaninu ukézal, Ze ani jednou
z optimalizovanych metod nebyla z§iga Fitomnost D-theaninu, coZ bylo potvrzeno
piidavkem tohoto enantiomeru. Toto gt je pongrné dalezité, nebé metabolické
drahy D-theaninu je&t nebyly detaild prozkoumany a neni jisté, jestli by jeho

konzumace vedtSim mnozstvi netita za nasledek zdravotni komplikace.
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