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SEZNAM ZKRATEK

Al Atherogenni index

EFA Esencialni mastna kyselina

EPA Eikosapentaenova kyselina

FA Mastna kyselina

GC Plynova chromatografie

HDL Lipoproteiny o velké hustoté

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICHS Ischemicka choroba srde¢ni

LCFA Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem
LDL Lipoproteiny o malé hustoté

MCFA Mastné kyseliny se stfednim fetézcem
MCT MCFA obsahujici triglyceridy

MFA Mononenasycené MK

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfét
NEFA Neesterifikované mastné kyseliny
PUFA Vicenenasycené mastné kyseliny
RSD Relativni smérodatnéa odchylka

RT Retencni Cas

SCFA Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
SFA Nasycené mastné kyseliny

TI Trombogenni index

VLCFA Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem
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1. UVOD

Mastné kyseliny (FA) jsou strukturni souéasti lipidd, které spolu s bilkovinami a uhlovodany
predstavuji zakladni stavebni kameny Zivé hmoty. Termin lipid pochazi z feckého slova lipos
= tuk a pouzZiva se obecné pro vSechny ptirodni nepolamni slouéeniny, které jsou téméf nebo
zcela nerozpustné ve vodé, avSak rozpustné v organickych rozpoustédlech, napf.
v chloroformu, ethanolu, etheru apod. Z divodu strukturni i funkéni rozmanitosti lipidi neni
mozZné formulovat pfesnéjsi definici tohoto pestrého souboru biologicky aktivnich latek (1).
Fysiologicka funkce lipida:

 hlavni zdsobarna uhliku a energie

* ochranny obal organismi ¢i bun€k vii¢i infekci nebo dehydrataci

* isola¢ni bariéra vii¢i teplotnimu, elektrickému nebo jinému fysikalnimu Soku

* soucast bunéénych membran

» prekursory dal$ich dilezitych latek (vitamini, hormoni. regulaénich latek)
Z hlediska strukturniho 1ze lipidy rozdélit do tfi hlavnich skupin (viz tab.1):

— jednoduché lipidy

— slozené lipidy

— odvozené lipidy
Patofysiologické ptisobeni FA piimo souvisi s ilohou jednotlivych lipidi. V lidském (obecné
sav¢im) organismu rozli$ujeme lipidy na cirkulujici a membranové.
Cirkulyjici lipidy ve formé lipoproteinti se skladaji z esterti cholesterolu (60-70% celkového
cholesterolu) a triglyceridl v nepolarnim jadru a z fosfatidylcholinu, sfingomyelinu a volného
cholesterolu v polarnim obalu. Neesterifikované FA (produkty lipolysy a zdroj pro synthesu
lipidll) jsou v plasmé vazany na albumin. Za fysiologickych podminek jsou pfitomny pouze
ve velmi nizkych koncentracich. ZvySené koncentrace NEFA puisobi toxicky na plasmatické
membrany, coZ mizZe mit za nasledek arytmie a protrombogenni G€inky. V kombinaci se zvy-
Senou koncentraci glukézy urychluji vznik reaktivnich kyslikatych a dusikatych sloucenin (2).
Membranové lipidy, které zajistuji fluiditu i dal$i funkce membran, zahrnuji jako hlavni fos-
folipidové tiidy fosfatidylcholin, fosfatidylethanolamin, sfingomyelin a jako minoritni fosfo-
lipidy fosfatidylserin, fosfatidylinositol, lysofosfatidylcholin a lysofosfatidylethanolamin (2).
Slozeni FA jednotlivych lipidovych tiid vyrazné ovlivilyje fluiditu membréan, vedle dalSich
faktori (pomeér protein/lipid a pomér cholesterol/glycerofosfolipid).



Tab. 1: Piehled lipidi

JEDNODUCHE LIPIDY

1. Acylglyceroly — glycerol, mastné kyseliny

2. Vosky — alkohol ( napf. cetyl- a myricylalkohol), mastné kyseliny (dlouhé fetézce)

SLOZENE LIPIDY

3. Glykoacylglyceroly — sacharid, glycerol, mastné kyseliny

4. Fosfoacylglyceroly —» glycerol, mastné kyseliny, H,PO,4*, organické sloueniny: cho-
lin, ethanolamin, serin, inositol, glycerol apod.

5. Sfingomyeliny — sfingosin, mastné kyseliny, HyPO4”, cholin

6. Cerebrosidy — sfingosin, mastné kyseliny, sacharidy

7. Gangliosidy — sfingosin, mastné kyseliny, sacharidy, kyselina sialova

ODVOZENE LIPIDY

8. Prostaglandiny

9. Steroidy

10. Karotenoidy

11. Lipofilni vitaminy

Pozn.: skupiny 4 a 5 jsou n¢kdy diky pfitomnosti fosfatu téZ oznaovany jako fosfolipidy;
skupiny 5,6 a 7 jsou n€kdy diky p¥itomnosti sfingosinu ozna¢ovany jako sfingolipidy; skupi-
ny 6 a 7 jsou nékdy diky pfitomnosti cukri oznaovany jako glykolipidy; skupiny 9 a 10 pati
diky stavebni jednotce isoprenu do skupiny terpeni (isoprenoidi); Sipka nazna¢uje smér hyd-
rolysy

Pro metabolické studie je velmi dulezité dostate¢né piesné i spravné stanoveni profilu FA. Pro
ob¢ vyuzitelné metody — GC i HPLC — je tieba provést derivatisaci. V piipadé GC jsou nej-
vyhodnéjsi methylestery FA, vzhledem k nejniZz§imu bodu varu. Druh methyla¢niho €inidla i
reakéni podminky mohou ovlivnit vysledek analysy. Tomuto problému je vénovana predkla-

dana bakaléfska prace.




2. TEORETICKA CAST

2.1 Mastné kyseliny
Mastné kyseliny jsou zékladni slozkou jednoduchych a sloZenych lipida (i nékterych odvoze-
nych), nebot’ pravé jejich vyrazna hydrofobicita je odpovédna za celkovy hydrofobni charak-
ter molekuly lipidu. Prvni je isoloval roku 1818 francouzsky chemik M. E. Chevreul.
V pfirodé se vyskytuje vice neZ 100 mastnych kyselin. Nazev mastna kyselina ma puvod
v jejich hlavnim zdroji — tuku (tu¢ny = mastny). Chemicky jsou mastné kyseliny alifatické
monokarboxylové kyseliny. Jedné se o pomémé Sirokou skupinu latek, kterou lze klasifikovat
z nékolika hledisek podle charakteru uhlikatého fetézce (1).
Mastné kyseliny miZzeme rozdélit podle charakteru uhlikatého fetézce:

— lineérni, vétvené nebo alicyklické

— nasycené nebo nenasycené (mono-, di- nebo polynenasycen¢)

— s konfiguraci dvojnych vazeb cis nebo trans
Mastné kyseliny jsou velmi ¢asto vyjadfovany schematickym vzorcem CN:p n-x, kde CN
(uhlikové ¢&islo, carbon number) pfedstavuje celkovy pocet atomu uhliku, p — poéet dvojnych
vazeb, x — polohu prvni dvojné vazby od methylové skupiny (n). Strukturni vzorce a zna€eni
vybranych FA jsou uvedeny na obr. 1. Mastné kyseliny relevantni pro metabolické pochody
jsou ptehledné uvedeny v Tab. 2 (3).

Obr. 1: Strukturni vzorce mastnych kyselin

) /\/\/\/\/\/\/\/\/ kyselina stearova
00C

kyselina olejova

/\/\/\/\_/\—/\/\/ kyselina linolova
‘ooc = =

3 32 1 . . .
. kyselina arachidonova
ooc = —_— = =
Aas A% All AlAg 4 2
2
A NV V2 VAN N NN . :
oocC AS A A5 3 1 kyselina linolenova
‘00C 2 kyselina klupadonova
A4 A7  AI0  AI3  Al6  AlI93 1

-5-



Tab. 2: Piehled mastnych kyselin

Znaleni Systematicky nazev (IUPAC) Trivialni nazev Zkratka
12:0 dodekanova laurova
14:0 tetradekanova myristova MA
14:1n-5 cis-9-tetradecenova myristolejova MOA
16:0 hexadekanova palmitova PA
16:1n-9 cis-7-hexadecenova
16:1n-7 cis-9-hexadecenova palmitolejova POA
18:0 octadekanova stearova SA
18:1n-9 cis-9-octadecenova olejova OA
18:1n-7 cis-11-octadecenova vakcenova VA
18:2n-6 cis, cis-9,12-octadekadienova linolova LA
18:3n-6 cis,cis, cis-6,9,12-oktadekatrienova y-linolenova GLA
18:3n-3 cis,cis,cis-9,12,15-oktadekatrienova a-linolenova ALA
18:4n-3 cis,cis,cis,cis-6,9,12,15-oktadekatetraenova stearidonova
20:0 eikosanova arachova
20:1n-11 | cis-9-eikosenova gondolova
20:1n-9 cis-11-eikosenova gondoova
20:2n-6 cis,cis-11,14-eikosadienova
20:3n-9 cis,cis,cis-5,8,11-eikosatrienova Meadova
20:3n-6 cis,cis,cis-8,11,14-eikosatrienova dihomo-y-linolenova DHGLA
20:4n-6 cis,cis,cis,cis-5,8,11,14-eikosatetraenova arachidonova AA
20:5n-3 cis,cis,cis, cis,cis-5,8,11,14,1 7-eikosapentaenova timnodonova EPA
22:0 dokosanova behenova
22:1n-11 | cis-11-dokosenova cetolova
22:1n-9 cis-13-dokosenova erukova
22:4n-6 cis,cis,cis,cis-7,10,13,16-dokosatetracnova adrenova DTA
22:5n-3 cis,cis,cis, cis,cis-7,10,13,16,19-dokosapentaenova DPA-3
22:5n-6 cis,cis,cis,cis,cis-4,7,10,13,16-dokosapentaenova DPA-6
22:6n-3 cis,cis, cis,cis,cis,cis-4,7,10,13,16,19-dokosahexaenova klupadonova DHA
24:0 tetrakosanova lignocerova
24:1n-9 cis-15-tetrakosenova nervonova NA
26:0 hexakosanova cerotova
28:0 oktakosanova montanova
30:0 triakontanova melissova




2.1.1 Biosynthesa

Mastné kyseliny jsou synthetisovany z dvouuhlikatych nebo tiiuhlikatych prekursord za ucasti
pfenadece acylovych skupin, NADPH a acetyl-CoA-karboxylasy. Odbouravani FA B-oxidaci
v mitochondriich je doprovazeno uvolnénim energie. V lidské krevni plasmé a tkénich bylo
identifikovano asi 60 FA, z biologického hlediska jsou relevantni pouze né&které z nich. Slo-
Zeni FA je charakteristické jak pro jednotlivé Zivo¢isné druhy, tak i pro jednotlivé tkané.
Lidské (obecn€ savéi) tkdn€ jsou schopny synthetisovat nasycené FA (SFA) prevazné
s rovnym fetézcem a sudym po¢tem atomu uhliku. Mononenasycené FA (MFA) vznikaji za-
vedenim dvojné vazby do polohy A9 od uhlikového atomu karboxylové skupiny. Reakce je
katalysovana enzymem A9 desaturasou. Z kyseliny stearové (18:0) tak vznika kyselina olejo-
va (18:1 n-9), u kyseliny palmitové (16:0) kyselina palmitolejova (16:1 n-7). Dalsi desaturaci
(A6, AS) a elongaci kyseliny olejové vznika Meadova kyselina (20:3 n-9), kterou lidsky orga-
nismus produkuje pouze pfi nedostatku esencidlnich FA (EFA). Elongace a desaturace endo-

gennich FA je uvedena na Obr.2 (3).

Obr. 2:
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Vicenenasycené FA (PUFA) obsahuji 2-6 dvojnych vazeb v pentadienovém uspofadani.
Esencialni FA maji prvni dvojnou vazbou na tfetim (fada n-3) nebo Sestém (fada n-6) uhliko-
vém atomu od methylové skupiny. Tyto kyseliny neni schopen organismus synthetisovat a je
zcela zavisly na dietnim pfisunu. Zakladnimi prekursory EFA jsou kyselina linolova (18:2 n-
6) pro fadu n-6 a kyselina a-linolenova (18:3 n-3) pro fadu n-3. Metabolickou pieménu EFA
ukazuje prehledné Obr. 3 (3).

Obr. 3:
DESATURACE
__n-ﬁ series -_n-3 series
PRODLOUZENI
18:2(n-6) A6  18:3(n-6) 18:3(n-3) A6 _ 18:4(n-3) RETEZCE
A8,12 > 788,12 A8,12,15 A69,12,15
20:2(n-6) 20:3(n-8) A5 20:4(n-6) 20:4(n-3) __A5 » 20:5(n-3)
A11,14 A8,11,14 *A5,.8,11,14 AB,11,14,17 A5,811,14,17
22:4(n-6) 22:5(n-6) 22:5(n-3) 22:6(n-3)
A7,10,1316  A47,10,13,16 A7,10,131618  A4,7,10,13,16,18
l Tﬁ-oxidaﬁon l Tﬁ-oxidatim
4:4(n8) 86 _ 245(n8) usna) 36 248
49,12,15,18 £6,9,12,1818 49,12,18,18,21 £8,0,12,18,18,21

2.1.2 Klasifikace a biologické funkce

Mastné kyseliny rozdélujeme do n€kolika skupin na zdklad¢ jejich struktury, fysiolo-
gické ulohy a biologickych uéinka.
Nasycené mastné kyseliny délime do podskupin podle délky uhlikového fetézce:

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem (short chain fatty acids, SCFA) zahrnuji kyselinu
octovou (2:0), propionovou (3:0) a maselnou (4:0); tyto kyseliny vznikaji béhem fermentace
vldkniny v tlustém stievé. Kyselina maselnd a ¢aste¢n€ i propionova jsou vyuZivany
v metabolismu kolonocytli (mnoZeni a obnova bunék) (4).

Mastné kyseliny se stiednim fetézcem (medium chain fatty acids, MCFA) zahrnuji kyseli-
nu kapronovou (6:0), kaprylovou (8:0) a kaprinovou (10:0), které jsou ptimo resorbovany a
transportovany portalni Zilou. Tukové emulze obsahujici triglyceridy s MCFA (medium chain
triglycerides, MCT) jsou vyuZzivany jako nutri¢ni podpora, vzhledem k jejich krat$imu biolo-

gickému polo¢asu a vy3$3i stabilité¢ vi¢i lipoperoxidaci (5).

-8-



Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (long chain fatty acids, LCFA) zahrnuji kyselinu
laurovou (12:0), myristovou (14:0), palmitovou (16:0) a stearovou (18:0), které maji vyznam-
ny atherogenni a trombogenni potencial. Tyto kyseliny pfedstavuji 80-90% celkovych SFA
pfijimanych potravou. Jejich rostlinﬂ;’rm zdrojem je predev§im kokosovy olej, palmovy olej a
kakaové maslo. Potravnim zdrojem LCFA z Zivoci$né fiSe je maslo, vepiové sadlo a hovézi
14j. Pravidelnd konzumace LCFA zvy$uje hladinu cholesterolu, predev§im cholesterolu
v lipoproteinu LDL, ktery souvisi se zvy$enou Umrtnosti na ischemickou chorobu srde¢ni
(ICHS) (6).

Atherogenni a trombogenni potencial lze vyjadfit jako atherogenni index (AI) a trombo-
genni index (TI) (7):

Al =[12:0 + 4x14:0 + 16:0] x [PUFAn-6 + PUFAn-3 + MFA];
TI=[14:0 + 16:0 +18:0] x [0.5xMFA + 0.5x PUFA n-6 + 3x PUFAn-3 + PUFAn-3/ PUFAn-
61"

Mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (very long chain fatty acids, VLCFA) zahrnuji
kyselinu arachovou (20:0), behenovou (22:0), lignocerovou (24:0), cerotovou (26:0), monta-
novou (28:0) a melissovou (30:0), které jsou obsazeny v méfitelnych koncentracich v krevnim
séru osob s vrozenymi metabolickymi poruchami (8).

Mononenasycené mastné kyseliny v cis konfiguraci: hlavnimi pfedstaviteli jsou ky-
selina olejova (18:1n-9), vakcenova (18:1n-7) a palmitolejova (16:1n-7). Endogenni ptivod
maji déle kyseliny myristolejova (14:1n-5), gondoova (20:1n-9), erukova (22:1n-9) a nervo-
nova (24:1n-9c), které jsou pfitomny pouze v minoritnim zastoupeni. Exogenniho ptivodu
jsou kyseliny gadolova (20:1n-11), erukova a cetolova (22:1n-11). Kyselina erukova, ktera je
hojné¢ zastoupena v oleji nekultivované fepky olejné, je povaZovana za kardiotoxickou (9).
Kyselina olejova v diet¢ m4 antiatherogenni i antitrombotické u€inky (zvySuje pomér HDL-
C/LDL-C, sniZuje agregabilitu desti¢ek). Inkorporace kyseliny olejové do plasmatickych lipi-
di (esterd cholesterolu, triglyceridi a fosfolipidd lipoproteinovych ¢&éstic) zvySuje jejich
odolnost vudi lipoperoxidaci. Kyselina olejova je hojné obsazena v olivovém, saflorovém a
fepkovém oleji (6).

Mononenasycené mastné Kyseliny v trans konfiguraci (trans-FA): hlavnimi pred-
staviteli jsou kyselina elaidova (18:1n-9t) a trans-vakcenova (18:1n-7t). Pro lidsky organis-
mus jsou trans-FA exogennimi kyselinami, jejichZ atherogenni u¢inek je vys$si nez u SFA.
Hlavnim zdrojem kyseliny elaidové v potravé jsou margariny a ztuZzené pokrmové tuky, kyse-

lina trans-vakcenova se nachdzi v masle a dal$ich mléénych vyrobcich (vznikd pisobenim



bakterii v zaZivacim traktu prezvykavci). Trans MFA jsou asi dvakrat u¢inn€j$i pro vzrust
LDL-cholesterolu a sniZzeni HDL-cholesterolu nez SFA (10).

Vicenenasycené mastné kyseliny (PUFA): obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb v mo-
lekule. Jsou vyhradné exogenniho ptivodu a rozdé€luji se do dvou skupin: fady n-3 a fady n-6.
Maji vyrazny antiatherogenni i antitromboticky G¢inek. Pfitomnost vétsiho poétu dvojnych
vazeb v molekule mastné kyseliny v8ak zvySuje moznost lipoperoxidace.

Vicenenasycené FA Fady n-3: mateiskou kyselinou je kyselina a-linolenova (ALA,
18:3n-3); hlavnimi metabolickymi produkty jsou kyseliny timnodonova (eikosapentaenova,
EPA, 20:5n-3) a klupadonova (dokosahexaenova, DHA, 22:6n-3). Tyto kyseliny maji
v organismu fadu pfiznivych u€inkl (sniZeni koncentraci krevnich lipidl, zvySeni imunity).
Zdrojem kyseliny a-linolenové jsou semena a listy nékterych rostlin (soja, len, ¢erny rybiz,
brutnak). Konverze ALA na jeji metabolity s 20-22 CN je podstatné efektivnéjsi u moiskych
zivo¢ichd neZ u ¢loveéka, a proto jsou EPA a DHA v lidském organismu také prevazné exo-
genniho ptuivodu (6).

Vicenenasycené FA Fady n-6: matefskou kyselinou je kyselina linolova (LA, 18:2n-6),
jejimi hlavnimi metabolickymi produkty jsou kyselina y-linolenovéa (GLA, 18:3n-6), dihomo-
y-linolenova (DHGLA, 20:3n-6) a arachidonova (AA, 20:4n-6). Suplementace PUFA n-6
vede k poklesu celkového, LDL- a HDL-cholesterolu a ke zvySené oxidabilité ¢astic LDL.
PUFA n-6 zvy$uji inzulinovou senzitivitu, méni distribuci tuku a velikost adipocytll. Kyselina
arachidonova je hlavnim prekursorem eikosanoidi.Vysoky obsah PUFA n-6 (>60%) ma olej
sojovy, slune¢nicovy, pupalkovy a saflorovy. Niz§i obsah (40-50%) ma olej z pSeni¢nych

klickt, kukufice, vlagskych ofechii a sezamu (6).

2.1.3 Fysikalné chemické vlastnosti
Mastné kyseliny vyrazné ovliviiuji chemické a fysikaln€ chemické vlastnosti lipidd, jejichz
jsou soucasti:
— nasycené mastné kyseliny vedou k vy$$i chemické stabilité a k vy$§imu bodu tani lipi-
da
— poloha dvojné vazby: ¢im bliZe ke karboxylové skuping, tim vice sniZzuje chemickou
stabilitu a bod tani
Nasycené mastné kyseliny s fetézcem C4 az C10 jsou kapalné a dobte stravitelné. Volné ne-

piijemné zapéchaji.
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Nasycené mastné kyseliny s fet€ézcem C12-C20 pti pokojové teploté tuhnou a jsou htife stravi-
telné. Jsou stabilni a k autooxidaci dochézi az pii vysSich teplotach.

Dvojné vazby maji za fysiologickych podminek pfevazné cis-konfiguraci, ktera zptisobuje
ohyb uhlikového fetézce pod uhlem 60° (2). Tato vlastnost uréuje sterické uspotradani fetézce,
snizuje van der Waalsovy interakce a tim i bod tani.

Rozpustnost FA ve vodé€ s rostouci délkou fetézce klesa. Ve zfedénych roztocich jsou FA pii-
tomny jako monomery, ve vy$§ich koncentracich (nad hodnotou tzv. kritické micelarni kon-
centrace) pak tvoii micely. V miceladch jsou karboxylové skupiny orientovany smérem do

vodné faze, zatimco hydrofobni alifaticka ¢ast je orientovana dovnitf micely (11).

2.2 Analyticky pFistup

Zjisténi sloZzeni FA je jednou z nejéastéjSich analys pii sledovani lipidového metabolismu.
Podle charakteru a potfeb studie se provadi bud v extraktu celkového lipidu, nebo
v jednotlivych lipidovych tfidach separovanych tenkovrstevnou nebo kapalinovou chromato-
grafii. Stanovovany jsou obvykle pouze ty FA, které v metabolismu maji vyznamnou roli (v
biochemickych a biomedicinskych studiich obvykle pouze sudé, s CN 12 — 22). Analysovat
lze v podstaté dvéma metodami - GLC nebo HPLC, pro kazdou z nich je nutna pfedchozi de-
rivatisace. Pro GLC jsou FA pfevadény nejéastéji na methylestery za alkalické ¢i kyselé kata-
lysy (napt. methoxid sodny, fluorid bority, acetylchlorid, methyl chloroformat, kyselina siro-
va) (3); pro HPLC jsou derivatisovany chromofory pro detekci UV (napt. fenacylbromid, 2-
bromo-2’-acetonafton, 2-nitrofenylhydrazin, dibromoacetofenon, 1-naftylamin) nebo fluo-
rescenéni (napf. panacylbromid, 9-anthryldiazomethan, 9-(2-hydroxyethyl)-karbazol, 9-
bromomethylakridin, 4-methyl-7-methoxykumarin) (12). Nadale se budeme vénovat plynové

chromatografii, kterou byla provedena tato studie.

2.2.1 Stanoveni mastnych kyselin plynovou chromatografii

Pro stanoveni GLC se pouzivaji kolony stfedni ¢&i vysoké polarity (25-30, resp.
50-100 m). U stfedné polarnich kolon je pofadi eluce uréeno délkou fetézce a stoupajicim
poctem dvojnych vazeb, napt. retenéni ¢as (RT) kyseliny stearidonové je mensi nez RT kyse-
liny arachové. Jejich pomé&rmné vysoky teplotni limit umoziiuje i eluci sterolu pfi analyse stero-
lestert, nelze v8ak oddélit isomery v konfiguraci trans. Ty mohou byt analysovany na velmi
polarnich kolonach, které maji niz8i teplotni limit, frans-isomery jsou eluovany pted ptislus-
nymi cis-isomery, pro stejné CN roste RT s po¢tem dvojnych vazeb, ale pofadi eluce je ovliv-
néné jesté dalsimi faktory (RTra 200 < RTFa 18:3n-3) (3).

-11-



Zavislost odezvy detektoru na analyzovaném mnoZstvi je linearni v §irokém rozmezi
koncentraci; obsah sloZzek byva vétSinou stanovovan jako relativni molérni procento, méné
¢asto je ur¢ovan absolutné metodou vnitiniho standardu podle nasledujiciho vztahu:

Ci=Cis . A Ais-l. RRFtheor-l
kde c; koncentrace stanovované slozky, c;; koncentrace vnitiniho standardu, A; je plocha piku
stanovované sloZky, Ajs plocha piku vnitiniho standardu, RRFyr je teoreticky pomér ploch
pikt slozky a vnitiniho standardu vypocteny podle po¢tu aktivnich methylenovych skupin (3).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Methanol pro chromatografii (Chromservis, CR)
Heptan pro HPLC (Chromservis, CR)
Diethylether (Chromservis, CR)

Kyselina octova (Chromservis, CR)
Hexan pro HPLC (Chromservis, CR)
Methoxid sodny (Sigma, SRN)
Fluorid bority (Sigma, SRN)

Kyselin sirova (Lachema, CR)
Hydroxid sodny (Lachema, CR)
Uhligitan sodny (Lachema, CR)
Voda (Millipore, CR)

Silikagel 60PF;s4+366 (Merck, SRN)

3.2 Pristrojové vybaveni

Plynovy chromatograf GC-17A (Shimadzu, Japonsko)
Autosampler AOC-20i (Shimadzu, Japonsko)
Vakuova susarna (Cole Parmer, USA)

Koncentrator vzorki Termovap TV 10+ (Ecom, CR)
Chlazena centrifuga K 23 D (Janetzki, SRN)

Vortex mixer ,,Lab dancer” (IKA, USA)

Zahtivaci lazen Reacti-Therm (Pierce, USA)

3.3 Pracovni postupy

Jako zku$ebni vzorek pro otestovani laboratornich postupl byl pouZit rybi olej z potravniho
dopliiku Soma Omega 3 (Georg Geyer GmbH, SRN) rozpustény v heptanu o koncentraci 20
mg/ml. Rybi olej ma vysoky obsah PUFA, které se za zvySené teploty pii reakci mohou roz-
kladat a tim zkreslit vysledky analys. Pro stanoveni jsme odméfovali 100 nebo 200 pl zaklad-
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niho roztoku (2 nebo 4 mg oleje) podle charakteru analysy a pracovali v seriich s 6 nebo 8

vzorky.

3.3.1 Pfiprava methylesteri mastnych kyselin transmethylaci MeONa

3.3.1.1 Vliv doby a teploty -3 serie po 8 vzorcich (2 mg)

Ke kazdému vzorku pfidame 1 ml 1 M methoxidu sodného v methanolu, vybublame dusikem
k odstranéni rozpusténého kysliku, a inkubujeme v temnu za té€chto podminek:

1. 60 min pfi lab. teploté

2. 5 min pfi 60°C

3. 30 min pii 60°C

Pfidame postupné 2 ml hexanu a 2 ml 1 M kyseliny octové, promixujeme, vrchni organickou
frakci pfeneseme do zkumavky a vysu§ime ve vakuu. Déle rozpustime v 100 pl heptanu, pie-
neseme do chromatografickych nddobek pro autosampler a analysujeme. Po analyse GLC
naneseme na tenkou vrstvu a vyvineme v systému heptan-diethylether-kyselina octova

80:20:2 (v/v/v/) pro kontrolu tplnosti transmethylace, visualisujeme jodem.

3.3.1.2 Vliv pridani kyseliny sirové - 2 serie po 8 vzorcich (2 mg)

Vzorky inkubujeme 20 min pti 80°C v 1 ml 1 M methoxidu sodného, jak je béZné pro estery
cholesterolu, kdy mize dochazet k hydrolyse na volné kyseliny vlivem stop vlhkosti v ¢inidle.
Pfidani H,SO4 katalysuje methylaci volnych kyselin. K 1. serii ptidame 0,1 ml a k 2. serii 0,2
ml koncentrované H,SOs, vybublame dusikem a inkubujeme 60 min pfi laboratorni teploté
v temnu. Pfidame 2 ml hexanu a promyjeme 3x vodou. Organickou vrstvu pak pieneseme do
zkumavky a vysusime ve vakuu. Dale rozpustime v 100 pl heptanu, pteneseme do chromato-

grafickych nadobek pro autosampler a analysujeme GC.

3.3.1.3 Vliv separace triglyceridi na tenké vrstvé - 2 serie po 8 vzorcich (2 mg)

Vzorky naneseme na tenkou vrstvu a vyvineme v systému heptan-diethylether-kyselina octo-
va 80:20:2 (v/v/v/). Pod UV svétlem indikujeme pruh triglyceridd, ktery v 1. serii seSkrébne-
me do zkumavky a transmethylujeme i s materidlem vrstvy 60 min pfi laboratorni teploté.
Vzorky z 2. serie pfeneseme na kolonku a vzorky eluujeme dichlormethanem do zkumavky.

Dalsi postup je stejny jako ad 3.3.1.1.
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3.3.1.4 Vliv separace methylesteri a kyselin na tenké vrstvé - 2 serie po 8 vzorcich (2 mg)
Vzorky 1. serie zpracujeme jako v bod¢ 3.3.1.1, po analyse GLC naneseme na tenkou vrstvu a
vyvineme v systému heptan-diethylether-kyselina octova 80:20:2 (v/v/v/). Pod UV svétlem
indikujeme pruh methylester, které pfeneseme na kolonku a eluujeme smési hexan-
diethylether 1:1 (v/v) do zkumavky. Vysu$ime ve vakuu, pfeneseme do chromatografickych
nadobek a znovu analysujeme GLC. Vzorky 2. serie hydrolysujeme 1 ml SM KOH
v methanolu pfti 40°C ptes noc, pak ptiddame 1 ml 2,5 M H,SO4 a uvolnéné kyseliny extrahu-
jeme do hexanu jako ad. 3.1.1.3. Neesterifikované mastné kyseliny vyvineme na tenké vrstvé
a isolujeme stejné jako methylestery 1. serie. Methylujeme 60 min pfi laboratorni teploté ve
smési 1 ml methanolu a 0,1 ml konc. H,SO4. Vzniklé methylestery extrahujeme do hexanu a

analysujeme GLC.

3.3.2 Priprava methylesteri mastnych kyselin za kyselé katalysy

3.3.2.1 Vliv doby methylace volnych kyselin s BF; — 2 serie po 6 vzorcich (2 mg)

Mastné kyseliny uvolnime z oleje stejné jako ad 3.3.1.4. Vzorky 1. serie inkubujeme s 1 ml
BF; (ze zatavené ampule o objemu 25 ml) pti 95°C po dobu 3 min, vzorky 2. serie po dobu 10
min. Vzorky ochladime, neutralisujeme 2 ml 15,5% Na,CO3, extrahujeme do hexanu a analy-

sujeme GLC jako v ptedchozich postupech.

3.3.2.2 Vliv doby methylace triglyceridi za katalysy BF; — 2 serie po 6 vzorcich (2 mg)
Vzorky 1. serie inkubujeme s 1 ml BF; (ze zatavené ampule o objemu 25 ml) pti 95°C po
dobu 60 min, vzorky 2. serie po dobu 120 min. Vzorky ochladime, neutralisujeme 2 ml 15,5%

Na,CO3, extrahujeme do hexanu a zkontrolujeme sloZeni pomoci TLC.

3.3.2.3 Vliv doby methylace triglyceridi za katalysy H,SOy4 — 2 serie po 6 vzorcich (2 mg)
Vzorky 1. serie inkubujeme s 1 ml methanolu a 0,1 ml H,SO4 pti 95°C po dobu 12 hod, vzor-
ky 2. serie po dobu 24 hod. Vzorky ochladime, pfidame 2 ml vody, extrahujeme do hexanu a

zkontrolujeme sloZeni pomoci TLC.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Jednotlivé postupy pfipravy methylesterti FA provéfovaly béZzné pouzivané laboratorni postu-
py. Cilem vSech postupt je kvantitativni pfevedeni jednotlivych lipidovych tfid na methyles-
tery FA pfi zachovani jejich profilu, zvlasté minimalisace ztrat nejméné stabilnich slozek (vi-
cenenasycenych FA) (13,14,15). NejSetrn€j$im postupem je transmethylace za laboratorni

teploty v dusikové atmosféfe. Tento postup byl zvolen jako srovnavaci pro vSechny dal$i mo-
difikace.

4.1 Transmethylace methoxidem sodnym - vliv doby a teploty reakce

Pro ptipravu methylesterti z triglyceridi a glycerofosfolipidii 1ze reakci €asoveé zkratit zvyse-
nim teploty na 60°C. Na kompletni transmethylaci pak pro glycerolipidy posta¢i 5 min, proveé-
fili jsme 1 prodlouzeni ¢asu na 60 min. Vysledky ukazuje Tab. 3. Srovnéni pruméri t-testem
ukazuje u n€kterych FA vyznamné rozdily, které v3ak jsou dusledkem pouze vysoké pfesnosti
metody. Relativni smérodatna odchylka (RSD) pro jednotlivé FA se pohybuje mezi 0,3 a
5,4%. V porovnéni s biologickou vyznamnosti jsou tyto rozdily zanedbatelné, RSD u biolo-
gickych soubort dosahuje 6-50% (3), vyjimeéné i vice (90%). Z vysledkt v Tab. 3 vyplyva,
Ze reakce muze byt zkracena diky vy$si teploté, aniZ by doslo k vyznamnému ubytku vysoce-
nenasycenych FA. Porovnani obou postupti za zvy$ené teploty ukazalo, Ze i prodlouZeni re-
akéni doby na 1 hod nema na vysledek reakce podstatny vliv.

V biologickych vzorcich, pfedevs§im v krevni plasmé, je tfeba také stanovovat slozeni FA v
esterech cholesterolu. Ty jsou podstatné odoln&jsi vii¢i chemickym reakcim a proto je tfeba
vy3$3i teploty, obvykle 80°C. I kdyZ reakce probiha v inertnim prostfedi, nelze se nékdy vy-
hnout stopam vzdu$né vlhkosti, ktera miZe byt pfitomna v ¢inidle. Nasledkem je ¢aste¢né
hydrolysa a pfitomnost neesterifikovanych kyselin ve vysledném vzorku. Pokud by mira hyd-
rolysy byla pfili§ velkd, dojde k ochuzeni vzorku o methylestery, coz miZe pfi malém obsahu
esterti cholesterolu zkreslit analysu. Tento nezaddouci efekt je moZné kompensovat pfidanim
koncentrované kyseliny sirové, ktera za laboratorni teploty umoziiuje pftimou esterifikaci ne-
zreagovanych kyselin a soucasné vaze vznikajici vodu. Vysledky této modelové reakce uka-
zuje Tab. 4. I zde nachazime u nékterych FA signifikantni rozdily mezi jednotlivymi postupy,

avSak v porovnani s biologickou vyznamnosti jsou zanedbatelné.
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Tab. 3: Vliv doby a teploty transmethylace na sloZeni mastnych kyselin

FA MeONa I* MeONal-5min® | MeONal - 60 min® t-test®
12:0 0,08 + 0,00 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,02428
14:0 6,46 + 0,03 6,35 + 0,05* 6,42 £ 0,05 0,14240
14:1n-5 0,03 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 + 0,01 0,84457
16:0 17,26 + 0,16 17,16 + 0,28 17,35 + 0,13 0,02514
16:1n-7 8,00 + 0,09 793 + 0,05* 7,98 + 0,07 0,18838
18:0 2,99 + 0,08 3,08 + 0,02%** 3,04 + 0,04 0,04008
18:1n-9 16,55 + 0,14 16,51 = 0,35 16,88 + 0,11%** 0,00154
18:1n-7 2,99 + 0,09 3,04 + 0,06 3,04 £ 0,03 0,75674
18:2n-6 3,60 + 0,01 3,83 + 0,22* 3.87 + 025* 0,68764
18:3n-6 0,24 + 0,01 025 + 0,02* 0,23 + 0,01 0,00388
18:3n-3 1,66 + 0,01 1,69 + 0,08 1,67 + 0,01 0,44771
18:4n-3 2,58 + 0,02 2,60 + 0,12 2,57 + 0,04 0,38309
20:0 021 + 0,02 0,22 + 0,01 0,20 + 0,01 0,06231
20:1n-9 3,80 + 0,03 3.84 + 0,07 3.85 + 0,05 0,76913
20:2n-6 027 + 0,03 0,28 + 0,02 0,28 + 0,01* 0,92781
20:3n-6 0,12 + 0,01 0,12 + 0,04 0,12 + 0,01 0,90121
20:4n-6 0,65 + 0,02 0,69 + 0,03 0,67 + 0,05* 0,25974
20:3n-3 0,13 + 0,02 0,14 + 0,02 0,15 + 0,00%* 0,08749
20:4n-3 1,15 + 0,00 1,16 + 0,06 1,15 £ 0,03* 0,70867
20:5n-3 14,87 + 0,13 14,66 + 0,01* 14,63 + 0,11%** 0,68701
22:5n-3 2,40 + 0,06 2,46 £ 0,20 2,45 + 0,05 0,71327
22:6n-3 13,96 + 0,10 13,87 + 0,04 13,33 + 0,27%** 0,00097
YSFA 27,00 + 0,09 26,88 + 0,22 27,09 + 0,14 0,02437
TMFA 31,38 + 0,17 31,36 + 0,17 31,77 £ 0,07*** 0,00004
YPUFA w6 | 4,88 + 0,03 517 £ 0,16** 517 + 0,28* 0,96114
YPUFA w3 | 36,75 + 0,11 36,58 + 0,55 35,96 + 0,36*** 0,00296

? transmethylace pfi laboratorni teploté&, 60 min

® transmethylace pii 60°C, 5 min
¢ transmethylace pfi 60°C, 60 min

4 srovnani vysledki ,,c“ vs ,,b*

* P <0,05, **P <0,01, *** P <0,001

-17 -




Tab. 4: Vliv teploty a koncentrace kyseliny sirové na slozeni mastnych kyselin

FA MeONa I? 0,2 ml H,SO,° 0,1 ml H,SO4° t-test?
12:0 0,08 + 0,00 0,06 + 0,01%** 0,07 + 0,01 0,0035
14:0 6,46 + 0,03 6,24 + 0,15%* 6,43 + 0,12 0,0123
14:1n-5 0,03 + 0,00 0,03 £+ 0,00 0,03 + 0,00 0,1391
16:0 17,26 + 0,16 | 16,99 + 0,14*** 17,01 + 0,16 0,8133
16:1n-7 8,00 + 0,09 7.90 + 0,06** 7.89 + 0,05* 0,6863
18:0 2,99 + 0,08 3,01 + 0,02 3,05 + 0,04* 0,0554
18:1n-9 16,55 + 0,14 | 16,59 + 0,05 16,66 + 0,22 0,3705
18:1n-7 2,99 + 0,09 3,04 £ 0,02 3,10 £ 0,08** 0,0670
18:2n-6 3,60 + 0,01 3,63 + 0,02+ 3.64 + 0,04 0,6261
18:3n-6 0,24 + 0,01 0,23 + 0,01 023 + 0,01 0,7053
18:3n-3 1,66 = 0,01 1,67 + 0,02 1,66 + 0,02 0,4737
18:4n-3 2,58 + 0,02 2,59 + 0,02 2,56 + 0,05 0,1809
20:0 021 + 0,02 021 + 0,01 021 + 0,01 0,8055
20:1n-9 3,80 + 0,03 3,83 + 0,05 3,95 + 0,27 0,2464
20:2n-6 0,27 + 0,03 0,28 + 0,00 0,28 + 0,02 0,7780
20:3n-6 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01 0,12 + 0,01 0,7786
20:4n-6 0,65 + 0,02 0,67 £ 0,02 0,67 + 0,03 0,6389
20:3n-3 0,13 + 0,02 0,16 + 0,00* 0,16 £ 0,00%** | 0,6572
20:4n-3 1,15 + 0,00 1,17 + 0,01%* 1,16 + 0,01 0,3258
20:5n-3 1487 + 0,13 | 14,78 + 0,12 14,55 + 0,11* 0,0015
22:5n-3 2,40 + 0,06 2,53 + 0,01%* 2,53 + 0,04* 0,9449
22:6n-3 13,96 + 0,10 | 1425 + 0,12** 14,02 + 0,20 0,0164
TSFA 27,00 + 0,09 | 26,52 + 0,24%** 26,77 + 0,28 0,0704
TMFA 31,38 + 0,17 | 31,39 + 0,08 31,64 + 0,19 0,0070
YPUFA n-6 4,88 + 0,03 4,93 + 0,04** 4,93 + 0,09 0,9979
YPUFAn-3| 36,75 + 0,11 | 37,16 + 0,25%* 36,66 + 0,22 0,0006

? transmethylace pfi laboratorni teplot&, 60 min

® transmethylace pfi 80°C, 20 min, po pfidani 0,2 ml H,SO4 60 min pfi laboratorni teplot&
¢ transmethylace pfi 80°C, 20 min, po pfidani 0,1 ml H,SO4 60 min pfi laboratorni teploté
4 srovnani vysledku ,,c* vs ,,b*

*P <0,05, **P<0,01, *** P <0,001
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4.2 Vliv separace tenkovrstevnou chromatografii a pFitomnosti materidlu tenké vrstvy
na vysledek transmethylace

Pro analysu jednotlivych lipidovych tfid je tfeba jejich pfedb&Zzna separace tenkovrstevnou
chromatografii. Zde by mohlo dochazet ke ztratam tékavéjsich slozek, protozZe je velmi malé
mnoZstvi vzorku rozprostieno na velkém povrchu tenké vrstvy. Jednotlivé tfidy mizeme po
separaci bud’ isolovat z materidlu vrstvy (vzorek nasypeme do kratké kolonky a prolijeme
smési rozpoustédel podle charakteru lipidové tfidy) a isolované vzorky derivatisovat, nebo je
pfenést do zkumavek i s materidlem vrstvy a spoleéné derivatisovat (16,17). Druhy zpisob je
manudlné i co do spotieby organickych rozpoustédel méné naroény, ov§em pouze v piipadé,
Ze materidl vrstvy neovlivni vysledky. Né&ktefi autofi zaznamenali ztraty vzorku pisobenim
materialu vrstvy (18), proto jsme tomuto srovnani vénovali pozornost. Vysledky jsou uvedeny
v Tab. 5.

Porovnanim vysledki vzorku separovaného tenkovrstevnou chromatografii se zakladnim
vzorkem jsme zjistili maly ubytech PUFA n-3. K tomuto ubytku miZe dojit vzhledem k niz§i
stabilité té€chto sloZek a tudiz ztratdm béhem separace. Dal$im divodem by mohla byt separa-
ce Cistého triglyceridu rybiho oleje od malého mnozZstvi fosfolipidi z buné&énych membran,
které mohly ve vyrobku ziistat po ptecisténi. Fosfolipidy maji PUFA zastoupeny ve vét§i mite
nez triglyceridy.

V dal8im pokuse jsme testovali zptisob separace FA a cholesterolu, ktery v praxi ptichdzi pti
analyse esteri cholesterolu z plasmy nebo napt. celkového lipidu z bunéénych membran. Za-
sadné€ jsou mozné 2 zpusoby:

1. Separace methylesteri FA nebo volnych FA (po zmydelnéni vzorku) tenkovrstevnou
chromatografii.

2. Transmethylace vzorku a nasledna analysa plynovou chromatografii s eluci volného cho-
lesterolu po kazdé analyse.

Druhy zpisob, Setrn€jsi ke vzorku, v praxi znamend prodlouZit zdvére¢ny stupeil teplotniho
programu na cca 30 min pfi teploté bliZici se teplotnimu limitu kolony. To je dobte provedi-
telné u stfedné polarnich kolon, aviak donedavna vyrabéné vysoce polarni kolony eluci cho-
lesterolu neumoziiovaly pravé vzhledem k niZ§imu teplotnimu limitu nez je teplota potfebna
k eluci cholesterolu. Bylo proto béZné oddélovat bud’ methylestery nebo volné FA tenkovrs-
tevnou chromatografii. V souc¢asné dobé jiz maji vysoce polarni kolony dosti vysoky teplotni
limit, vzhledem k délce (50-100 m) ale mizZe byt eluce cholesterolu po kazdé analyse pfili$
zdlouhava. V ptipadé TLC separace volnych FA mohou byt tyto pfimo methylovany za kyse-
1¢ katalysy (H,SO4 nebo BF3;). V nasem piipad¢ jsme methylovali za katalysy H,SO4. Vy-
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sledky srovnani jsou uvedeny v Tab. 6. Ukazuji, Ze separace na tenké vrstvé vede ke ztratdm

nejméné stabilnich sloZek, tj. PUFA n-3.

Tab. 5: Vliv materialu vrstvy na sloZeni mastnych kyselin

FA MeONa I* TLC-bez material® | TLC-s materidlem® t-test?
12:0 0,08 = 0,00 0,06 = 0,00%** 0,08 = 0,01 0,00001
14:0 6,46 + 0,03 6,07 £ 0,09%** 6,60 = 0,05*** 0,00000
14:1n-5 0,03 + 0,00 0,02 = 0,00%** 0,03 + 0,00* 0,00484
16:0 17,26 £ 0,16 | 17,56 £ 0,24** 17,50 = 0,16** 0,55870
16:1n-7 8,00 = 0,09 7,97 = 0,10 8,23 + 0,04*** 0,00009
18:0 2,99 + 0,08 3,17 £ 0,09*** 3,05 = 0,05* 0,00593
18:1n-9 16,55 + 0,14 | 17,63 £+ 0,49*** 17,00 = 0,32** 0,00963
18:1n-7 2,99 + 0,09 3,18 = 0,07*** 3,18 £ 0,03*** 0,75610
18:2n-6 3,60 = 0,01 3,97 + 048 3,86 = 0,07*** 0,53378
18:3n-6 0,24 + 0,01 0,19 + 0,02%** 0,20 = 0,01*** 0,19100
18:3n-3 1,66 + 0,01 1,66 = 0,05 1,69 £ 0,04 0,10931
18:4n-3 2,58 + 0,02 2,22 + (,13%** 2,34 + (,15** 0,11437
20:0 0,21 + 0,02 0,22 + 0,01* 0,20 + 0,01 0,00016
20:1n-9 3,80 + 0,03 3,99 + 0,21* 3,79 + 0,11 0,03843
20:2n-6 0,27 + 0,03 0,27 + 0,01 0,28 = 0,01 0,04064
20:3n-6 0,12 = 0,01 0,11 £ 0,01* 0,12 + 0,01 0,01657
20:4n-6 0,65 + 0,02 0,61 = 0,02** 0,65 = 0,01 0,00281
20:3n-3 0,13 + 0,02 0,14 + 0,01 0,13 + 0,00 0,49696
20:4n-3 1,15 £ 0,00 1,11 £ 0,03** 1,15 = 0,01 0,00889
20:5n-3 14,87 + 0,13 | 13,53 + 0,57*** 13,84 + 0,45*** 0,26094
22:5n-3 2,40 = 0,06 2,42 + 0,04 2,44 = 0,04 0,38913
22:6n-3 13,96 + 0,10 | 13,88 + 0,18 13,63 £ 0,12** 0,00569
XSFA 27,00 £ 0,09 | 27,09 = 0,29 27,44 + (,22%** 0,01665
MFA 31,38 £ 0,17 | 32,79 + 0,68*** 32,23 + (,43%** 0,07227
2PUFA n-6 4,88 + 0,03 5,15 + 0,49 5,11 £ 0,07*** 0,82628
PUFA n-3| 36,75 = 0,11 |34,97 £ 0,91*** 35,22 + 0,66*** 0,52862

? transmethylace pfi laboratorni teplot&, 60 min
® transmethylace pfi laboratorni teplotg, 60 min, po separaci TLC a isolaci z materialu vrstvy

¢ transmethylace pfi laboratorni teplot&, 60 min, po separaci TLC bez isolace z materialu vrst-

vy
4 srovnani vysledku ,,c* vs ,,b*

*P <0,05, **P<0,01, *** P <0,001
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Tab. 6: Vliv separace methylestert a volnych kyselin

FA MeONa I* TLC-FA® TLC-FAME® t-test®
12:0 0,08 £ 0,00 0,04 £ 0,02%** 0,01 + 0,01*** | 0,001
14:0 6,46 £ 0,03 7,64 £ 0,79%* 513 + 0,69* 0,001
14:1n-5 0,03 £ 0,00/ 0,03 = 0,00 0,01 + 0,01*** | 0,012
16:0 1726 £ 0,16 22,13 + 0,39** 21,92 + 041%** | 0,802
16:1n-7 8,00 £ 0,09| 9,55 + 0,20** 891 + 0,55%* 0,114
18:0 2,99 £+ 0,08 3,67 + 0,28 4,02 £ 0,16*** | 0272
18:1n-9 16,55 + 0,14| 19,91 + 0,87** 21,51 + 1,18*** | 0,095
18:1n-7 2,99 + 0,09 3,67 + 0,27*** 3,94 £ 0,06%** | 0,097
18:2n-6 360 £ 0,01| 4,10 £ 0,13* 4,53 + 021%** | 0,023
18:3n-6 024 + 0,01| 0,13 £ 0,04** 0,18 + 0,01*** | 0,075
18:3n-3 1,66 £ 0,01 1,48 + 0,01 1,75 + 0,11%* 0,014
18:4n-3 2,58 + 0,02| 1,29 + 0,28*** 1,95 + 0,04*** | 0,011
20:0 021 + 0,02| 0,19 + 0,02 025 + 0,00* 0,017
20:1n-9 380 + 0,03| 428 + 048 508 + 039*** | 0,047
20:2n-6 027 £ 0,03| 0,32 + 0,03*** 042 + 0,15** 0,011
20:3n-6 0,12 + 001| 0,10 £ 0,02 0,13 + 0,01 0,073
20:4n-6 0,65 + 0,02| 0,58 + 0,02* 0,55 + 0,06%** | 0,477
20:3n-3 0,13 + 0,02 0,12 £ 0,00 0,16 + 0,00** 0,099
20:4n-3 1,15 £+ 0,00 0,95 + 0,05%* 1,07 + 0,05 0,039
20:5n-3 1487 + 0,13| 8,93 £ 0,94%** 9,99 + 0,84*** | 0254
22:5n-3 2,40 £ 0,06| 1,85 + 0,06 2,03 £ 0,17*** | 0,282
22:6n-3 13,96 £ 0,10| 9,05 + 0,09%* 6,45 + 1,02*** | 0,019
TSFA 27,00 = 0,09| 33,65 + 0,12** 31,32 £ 0,13*** | 0,081
IMFA 31,38 =+ 0,17| 37,43 + 1,42%* 39,46 + 2,17*** | 0,164
YPUFAn-6| 488 + 0,03| 522 + 0,08 5,80 + 0,02*** | 0,029
+ + +

2PUFAn-3 | 36,75 0,11 23,67 + 1,29** 23,42 £ 2,02%** 0,905

? transmethylace pfi laboratorni teploté, 60 min

b methylace za katalysy H,SOj4 pfi laboratorni teplot&, 60 min, po separaci FA na TLC
° methylestery FA po separaci TLC

4 srovnéni vysledki ,,c* vs ,,b*

*P <0,05, **P<0,01, *** P <0,001
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4.3 Prima methylace volnych kyselin fluoridem boritym

Esterifikace FA probih4 vyhradné za kyselé katalysy. Jako katalysator miize slouzit fluorid
bority, kyselina sirova, acetylchlorid, methylchloroformat. Fluorid bority je jednim z nejdéle
vyuzivanych katalysatori. Reakce probiha za vysoké teploty (95-100°C) ve velmi kratkém
¢ase (cca 3 min). Pfi prodlouZeni doby reakce miZe dochazet ke ztratdm vysocenenasyce-
nych slozek (19,20,21). V naSem testu jsme porovnali dobu reakce 3 a 10 min za teploty
95°C; vysledky jsou shrnuty v Tab. 7. Po tfiminutové reakci se sloZzeni FA vyznamné nelisi
od srovnavacich vzorkl transmethylovanych MeONa za laboratorni teploty. Statisticky vy-
znamné rozdily u n€kterych minoritnich sloZek se v biologickém souboru neuplatni. Pfi pro-
dlouzeni doby reakce na 10 min dochdzi u nenasycenych slozek k vyraznym ztratam PUFA n-
3, které jsou kompensovany zvySenim obsahu SFA a MFA. Pokles PUFA n-3 oproti srovna-
vacimu vzorku pfedstavuje cca 8%; tento pokles je jiz dost velky na to, aby zkreslil vysledek

biologické studie. Proto je dodrZeni reakéni doby velmi dileZité.

4.4 Transmethylace triglyceridu za kyselé katalysy

Transmethylace lipida za kyselé a alkalické katalysy se zasadné 1i8i nejen podminkami reakce
(krat$i Cas a nizsi teplota pfi alkalické katalyse), ale i vyslednym sloZenim vzorku. Za kyselé
katalysy lze stanovit i plasmalogeny, které pii alkalické katalyse pfechazeji do vodné faze.
Jejich stanoveni mize byt dilezité pii sledovani FA napf. v membranach krevnich bun¢k.
V transportnich lipidech krevni plasmy je jejich obsah zanedbatelny. Transmethylace lipidd
probiha rovnéz za vysoké teploty (95-100°C), potfebna doba reakce je cca 90 min. Podmin-
kami reakce se zabyvalo nékolik autoru jiz v Sedesatych letech minulého stoleti (22-24).
V na$i studii jsme testovali vytéZnost reakce probihajici pti 95°C po dobu 60 a 120 min sle-
dovanim vychozi slou€eniny — triglyceridu, a produktu reakce — methylesterd FA tenkovrs-
tevnou chromatografii. Vysledky ukazuje obr. 4, ze kterého je patrné, Ze ani po 120 min ne-
probéhla reakce kvantitativné. Pfi pfipadné analyse GLC by se do kolony dostal intaktni tri-
glycerid, ktery by snizoval jeji Zivotnost. Literatura také uvadi tvorbu artefakti pii reakci BF3
s lipidy (25,26), i vliv skladovani ¢inidel na vytéZnost nasycenych a nenasycenych FA (27).

V literatufe je rovnéZ popisovana pfiprava FAME za katalysy kyselinou sirovou, ktera probi-
hé bud’ po ptedchozi alkalické hydrolyse (28), nebo pfimou transmethylaci (29). Prvni zptisob
byl jiZ ovéfen pii simulaci zpracovani esterii cholesterolu, druhy zptisob jsme se pokusili zre-
produkovat. Pracovali jsme pii 80°C a reakce probihala po dobu 12 a 24 hod. Z vysledki zna-
zornénych na obr. 5 je ziejmé, Ze reakce prob&hla jen ¢astené. Ze stejného divodu jako u

katalysy BF; jsme vzorky neanalysovali GC.
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Tab. 7: Vliv doby methylace mastnych kyselin fluoridem boritym

FA MeONal® BF3-N-FA-3MIN® | BF3-N-FA-10MIN® | t-test®
12:0 0,08 + 0,00 0,07 + 0,01 0,06 + 0,01** 0,23
14:0 6,46 + 0,03 6,88 + 0,08* 6,83 + 0,08** 0,69
14:1n-5 0,03 + 0,00 0,00 £ 0,00%** 0,00 + 0,00%** 0,26
16:0 1726 = 0,16 | 16,71 + 0,55 18,37 + 0,20%** 0,11
16:1n-7 8,00 + 0,09 8,62 + 0,03* 8,52 + 0,21%** 0,52
18:0 2,99 + 0,08 2,56 + 023 3,16 + 0,05** 0,18
18:1n-9 16,55 + 0,14 | 15,69 + 0,24 17,19 + 0,06%** 0,16
18:1n-7 2,99 + 0,09 2,84 + 0,06 3,15 £ 0,05%** 0,14
18:2n-6 3,60 + 0,01 3,67 + 0,01 3,68 + 0,03** 0,73
18:3n-6 0,24 + 0,01 0,17 £ 0,00%** 0,15 + 0,02%** 0,08
18:3n-3 1,66 + 0,01 1,78 + 0,04 1,66 £ 0,01 0,27
18:4n-3 2,58 + 0,02 3,06 + 0,06 2,63 + 0,03* 0,18
20:0 021 + 0,02 0,17 + 0,02 0,24 + 0,01%** 0,16
20:1n-9 3,80 + 0,03 321 + 023 3,86 + 0,00 0,23
20:2n-6 027 + 0,03 025 + 0,01 027 + 0,00 0,33
20:3n-6 0,12 + 0,01 0,14 + 0,00* 0,14 £ 0,01%** 0,91
20:4n-6 0,65 + 0,02 0,66 + 0,02 0,60 + 0,02%** 0,16
20:3n-3 0,13 + 0,02 0,13 + 0,00 0,13 + 0,00 0,98
20:4n-3 1,15 + 0,00 1,18 £ 0,02 1,07 + 0,03%** 0,12
20:5n-3 14,87 + 0,13 | 16,02 + 0,43 13,74 + 0,24%** 0,14
22:5n-3 2,40 + 0,06 2,61 + 045 2,64 £ 0,03 0,94
22:6n-3 13,96 + 0,10 | 13,58 + 046 11,91 + 0,18%** 0,08
TSFA 27,00 + 0,09 | 26,30 + 0,89 28,56 + 0,14*** 0,12
TMFA 31,38 + 0,17 | 30,45 + 0,56 32,81 + 0,32%** 0,16
YPUFA n-6 4,88 + 0,03 4,89 + 0,01 4,85 £ 0,00 0,32
YPUFAn-3| 36,75 + 0,11 | 38,36 + 1,46 33,79 £ 0,45%** 0,14

? transmethylace pfi laboratorni teplot&, 60 min

® methylace volnych kyselin BF3, 3 min za teploty 95°C, N atmosféra

¢ methylace volnych kyselin BF3, 10 min za teploty 95°C, N atmosféra

4 srovnani vysledki ,,c* vs ,,b*
*P <0,05, **P<0,01, *** P <0,001
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Obr. 4: Transmethylace za katalysy BF3

FAME

TG

START

1 2 3 4 5 6 7 8
Vzorky €. 1 a 8 — pivodni vzorek, &. 2-4 — doba reakce 1 hod, ¢&. 5-7 — doba reakce 2 hod

Obr. 5: Transmethylace za katalysy H>SOy, 24 hodin pti 95°C

START




5 ZAVER

1. Ptiprava methylesterti FA transmethylaci MeONa za laboratorni teploty probiha kvantita-
tivné a neni destruktivni vii¢i nestabilnim slozkam vzorku.

2. PouzZity material tenké vrstvy pfitomny pti reakci neovliviiuje vysledné sloZeni FA.

3. Transmethylace za kyselé katalysy neprobihd kvantitativné€. Lepsich vysledkt lze dosah-
nout u BF3, ale bude tfeba jeste dalsiho studia.
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