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ABSTRAKT

Diplomova prace je zaméfend na fyziologické puisobeni vétvenych aminokyselin
(BCAA) na organismus a sledovani jejich obsahu v doplicich stravy a tedy i pravdivost
udaji, které vyrobci udavaji na etiketé. Legislativou je pouze dano, Ze vyrobek pfichazejici na
trh musi byt zdravotné nezavadny, ale jeho ucinnost ¢i obsah latek deklarovanych na obale
sledovan neni. Vysledky stanoveni jednozna¢né potvrdily, ze obsah skute¢ny se nemusi
shodovat s deklarovanym obsahem a také bylo zjisténo, Ze na etiketé jsou neuplné tdaje o

produktu, nebo dané aminokyseliny nejsou v optimalnim poméru.

Klicova slova: dopliky stravy, fyziologické piisobeni, vétvené aminokyseliny, deklarovany

obsah, valin, leucin, isoleucin

ABSTRACT

This graduation these is based on physiologic effects of branched-chain amino acids
(BCAA) on human body and observing its volume in supplements, that is declareted on the
covering. Legislature is declaring health unexception, but is not declaring effects and amount
of substances declarated on the covering. The results of determination validated ,that the real
contain can be different from the declarated one and also it has been decided, that the

statement on the covering was not complete, or the aminoacids was not in optimal ratio.

Keywords: dietary supplements, psysiologic effect, branched-chain amino acids, declarated

content, valine, leucine, isoleucine
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1. UVOD

Suplementy sportovni vyzivy pfedstavuji pro jejich vyrobce velky trh. Vyrobkt
sportovni vyzivy, ze kterych je mozné vybirat, je velké mnozstvi a kazdy z téchto vyrobct
uvadi fadu tvrzeni o svych vyhodach, tak, aby byla ziskana diivéra potencionalniho zdkaznika.
Vytvoteni u¢inného vyzivného a chutného ptipravku sportovni vyzivy vSak vyzaduje hluboké
znalosti potieb sportovci 1 fyziologickych a metabolickych pochodii pii pfijmu zZivin
v pribéhu fyzické zatéZe. Dobie zavedené firmy vyrabé&ji piipravky s piisnou kontrolou
vysoké kvality z hlediska jejich slozeni a zdravotni nezévadnosti. Jakakoli nedbalost téchto
firem, by mohla znamenat jeji konec puisobnosti na trhu. Proto se ve velké vétsiné ptipadi
problémy s deklarovanym mnoZstvim na etiketé, nebo obsahem latek, které mohou zptsobit
pozitivni antidopingovou zkousku, tykaji vétSinou hlavn€ nové vzniklych firem, které se snazi
se o rychly vzestup a zisk.

Vrcholovi sportovei si proto pec¢livé vybiraji firmy, jejichz produkty se stanou soucasti
jejich vyzivy a S$pickové firmy zabyvajici se sportovni vyZzivou casto samy sponzoruji
vyznamné sportovce. SpiSe u sportovcil amatéri se muzeme setkat stim, Ze pouZivaji
suplementy, které nemusi mit pro jejich vykon v daném sportovnim odvétvi velky vyznam.

Pravé BCAA patii mezi suplementy, které dle dosavadnich vyzkumi maji
prokazatelny pfinos pro sportovce. Nejen vSak pro sportovce, ale nachézeji uplatnéni také v
1€katstvi. Je pouze otdzkou, zda vyrobci, kteti BCAA dodévaji na trh v riznych podobéch,
dodrzuji obsah deklarovany na obale. Sama se aktivné vénuji cyklistice, a proto budou
vysledky pfinosem nejen pro mne, ale i pro fadu sportovcti v mém okoli, ktefi si tento druh

suplementt kupuyji.
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2. AMINOKYSELINY

2. 1. Charakteristika aminokyselin

Aminokyseliny jsou latky organického pavodu, které se nejCastéji  vyskytuji
v peptidech nebo jako proteiny. Aminokyseliny ve své molekule mimo jiné obsahuji amino-
vou skupinu —NH,. Pravé obsah dusiku ¢ini aminokyseliny nezbytnou Zivinou pro organi-
zmus. Aminokyseliny nejsou jen zakladni stavebni jednotkou bilkovin a peptidd, ale zastavaji
fadu dalSich, biologicky velmi dilezitych funkci. Jsou prekurzory jinych aminokyselin a
mnoha dalSich latek (napf. purinl, pyrimidind, hormont, neurotransmiterii, mocoviny, aj.),
ucastni se fady biochemickych reakci jako katalyzatory a jsou také zdrojem energie pro
organizmus. Vétsi mnozstvi volnych aminokyselin 1ze nalézt v potravinach, kde dochézi
Kk proteolyze — napiiklad u syri. V ptirodé existuje asi 700 riznych aminokyselin, z nichz 20
oznaCujeme jako aminokyseliny kodované (glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin,
threonin, cystein, methionin, asparagova kyselina, glutamova kyselina, asparagin, glutamin,
lysin, arginin, histidin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan a prolin). Jsou pojmenovany jako
kédované aminokyseliny nebo proteinogenni, protoze informace o jejich zatazeni do bilkovin
je uloZena v nukleovych kyselinach prostiednictvim genetického kodu a pro kazdou takovou
aminokyselinu existuje pfisluSna tRNA (transferova ribonukleové kyselina), ktera ji odnasi na
ribozom, misto proteosyntézy [4,12,31].

Neékteré aminokyseliny mohou byt v organismu c¢lovéka syntetizovany z jinych
aminokyselin, z glukosy, ptipadné z mastnych kyselin. Ur¢ité aminokyseliny vSak neni ¢lovék
schopen syntetizovat viibec a musi je ziskavat vyhradné z potravy. Tyto aminokyseliny se
nazyvaji jako aminokyseliny esencialni. Termin esencialni vyjadiuje zavislost organismu na
nékterych prijatych aminokyselinach, které nedokaZze lidsky organizmus syntetizovat.
Dodate¢né byl do seznamu doplnén histidin a arginin, které jsou esencidlni jen za urcitych
podminek, a to ve fetalnim obdobi vyvoje ditéte a pti spermatogenezi [4,5,9,12].

Esencialni aminokyseliny jsou dale déleny na totalné esencialni (lyzin, threonin) a
na aminokyseliny, které je lidské télo schopno syntetizovat, pokud mu je poskytnut jejich
uhlikovy skelet [9].

NejrozsitenéjSim zptisobem klasifikace 20 kdédovanych aminokyselin, kromé déleni
podle schopnosti organismu jejich syntézy, je rozdéleni podle polarity jejich postranniho

fetézce a jeho iontové formy.
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Aminokyseliny jsou rozdéleny na hydrofobni aminokyseliny s nepoldrnim postrannim
fetézcem, hydrofilni aminokyseliny s polarnim postrannim fetézcem, které se pak podle
iontové formy déli na neutralni, kyselé a bazické [5,11].

Aminokyseliny s nepolarnim postrannim fetézcem neboli hydrofobni zahrnuji vSechny
aminokyseliny s alifatickym postrannim fetézcem (alanin, valin, leucin a izoleucin), stejné
jako prolin, metionin a aromatické aminokyseliny tyrozin, fenylalanin a tryptofan [5,11].

Aminokyseliny s polarnim fetézcem neboli hydrofilni obsahuji R skupiny, které
mohou tvofit vodikové vazby s vodou. Tudiz tyto aminokyseliny jsou obvykle vice rozpustné
ve vodé nez nepolarni aminokyseliny. Do skupiny aminokyselin s polarnimi nenabitymi
postrannimi fetézci fadime serin, threonin, cystein, kyselina asparagova a glutamova, také
asparagin a glutamin, dale lyzin, arginin a histidin [5,11].

Hydrofilni aminokyseliny jsou déleny podle iontové formy, ve které se vyskytuji
vV organismu. Mezi neutrdlni aminokyseliny, jejichz postranni fetézec nema v neutralnim
prostfedi elektricky naboj, patii vétSina hydrofilnich aminokyselin. Mezi  kyselé
aminokyseliny patii kyselina glutamova a asparagova, které maji v postrannim fetézci
karboxylovou skupinu, jejich amidy, glutamin a asparagin, jsou vSak neutralni. Mezi zdsadité
aminokyseliny pak patii histidin, arginin a lysin [5,11].

Zakladni aminokyseliny se vétSinou oznacuji tiipismennymi symboly a trividlnimi
nazvy. Tyto nazvy jsou vétSinou odvozeny z nazvu zdroje, z néhoz byly poprvé izolovany.
Napiiklad asparagin ma nazev odvozeny od chiestu (lat. asparagus). Pro zapis dlouhych
sekvenci se pouZzivaji jednopismenné symboly. Ptiklady oznaceni jsou demonstrovany pro
vétvené aminokyseliny: L-valin (Val, V), L-leucin (Leu, L) a L-isoleucin (lle, 1) [1,4].

Podle charakteru fetézce a struktury mizeme aminokyseliny klasifikovat na alifatické
(glycin, valin, leucin, izoleucin, kyselina asparagova, asparagin, kyselina glutamova,
glutamin, lysin, agrinin, serin, treonin, cystein a methionin), aromatické (fenylalanin, tyrosin)
a heterocyklické (tryptofan, histidin, prolin) [4].

Kazda z dvaceti aminokyselin ma svoji vlastni metabolickou cestu a podle zptisobu
vstupu do citrdtového cyklu (tedy podle moznosti zapojeni do metabolismu sacharidi a
lipidl) miizeme tyto aminokyseliny rozdélit do tfi skupin:

- glukogenni aminokyseliny: po jejich §tépeni znich vznikaji meziprodukty biosyntézy
sacharidi (pyruvat, oxalacetat) nebo intermediaty citratového cyklu. Radime zde valin,
treonin a metionin a dale vS§echny neesencialni aminokyseliny kromé tyrosinu.

- ketogenni aminokyseliny: odbourdvaji se na meziprodukty, ze kterych se tvofi lipidy

(acetyl-CoA, acetoacetyl-CoA). Radime zde leucin, lysin a tryptofan.
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- glukogenni a ketogenni: $tépi se obvykle na dva fragmenty, z nich jeden piejde na acetyl-
CoA (popt. acetoacetyl-CoA) a druhy na fumarat nebo jantaran. Do této skupiny nalezi
fenylalanin, izoleucin a tyrosin [8].

Z biologického hlediska je potfebnych vsech 20 zakladnich aminokyselin, které tvoii

primarni strukturu proteind v organismu [49].

V proteinech se vyskytuji pouze L-a-aminokyseliny, u kterych jsou karboxylové
skupina i aminoskupina vazany ke stejnému atomu uhliku a vS§echny maji stejnou konfiguraci

jako L-glyceraldehyd, a proto je oznacujeme jako L- a-aminokyseliny. Pfedpoklada se, Ze L-

forma aminokyselin byla velice brzy béhem evoluce vybrana néjakou nahodilou situaci [28].

2. 2. Fyzikalni a acidobazické vlastnosti aminokyselin

Pro formovéni konformace jsou velmi diilezité fyzikalni vlastnosti postrannich fetézcii
aminokyselin a chemicka povaha v tomto ptfipad¢ neni rozhodujici. Z téchto vlastnosti se
nejvice uplatiuji polarita, acidobazicky charakter a velikost molekuly [4].

Asi polovina vSech zakladnich aminokyselin mé& zcela nepolarni (hydrofobni)
charakter a jsou to: alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenylalanin, tryptofan a metionin.
Aminokyseliny, které maji v postrannim fetézci elektricky naboj, se podileji na
elektrostatickych interakcich a jsou to: histidin, lysin, arginin a kyseliny glutamova a
asparagova [4].

Dtlezitou vlastnosti aminokyselin je jejich bipolarni charakter molekuly. V zavislosti
na pH prostiedi se mohou chovat jako kyseliny nebo zéasady, a proto je fadime mezi amfoterni
latky neboli amfolyty. Pokud je vysledny naboj nulovy, je amfolyt ve formé& amfiotu a
nepohybuje se tudiz v elektrickém poli. Hodnotu pH, ve kterém dostaneme amfiont, se nazyva

isoelektricky bod pI a v tomto bod¢ maji aminokyseliny nejmensi rozpustnost [4].

2. 3. Tvorba bilkovin

Tvorba peptidové vazby je nejdilezitéjsi reakci aminokyselin. Vazba vznika mezi a-
aminoskupinou jedné aminokyseliny a a-karboxylovou skupinou aminokyseliny druhé za
uvolnéni jedné molekuly vody. Aby doslo ke vzniku peptidové vazby, musi byt nejprve
aktivovéana karboxylova skupina a z chemického hlediska miize tato reakce nejprve vyzadovat
pfeménu na acylchlorid. Z hlediska biologického zahrnuje aktivace pocatecni kondenzaci
S ATP (adenosintrifosfat). Pofadi aminokyselin v peptidovém fetézci a dale v bilkovinach
uruje primdrni strukturu peptidu nebo bilkoviny a tato primdrni struktura ma vliv na

biologickou aktivitu [28].
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Proteosyntéza se sklada se dvou zékladnich procest, kterymi jsou:
1. Transkripce — syntéza mediatorové RNA (mRNA) podle matrice DNA
2. Translace neboli preklad — syntéza proteinu podle matrice RNA.
Translace je koneCnym procesem proteosyntézy, pii kterém dochazi k vlastni tvorbé proteinu.
Iniciace (zahajeni) a elongace translace

Molekula mRNA vzniklé transkripci vstupuje z jadra do cytoplazmy, kde se ptipojuje
k ribozomum. Kazdy ribozom naseda na 5°-konec retezce mRNA, jenz odpovida pocatku
ptislusného genu v DNA. Od tohoto mista pak probiha syntéza proteinové molekuly podle
matrice mMRNA. Tento dé& je vlastni translaci neboli pifekladem genetické informace
z nukleovych kyselin do primarni struktury proteinu. Jednotlivé aminokyseliny jsou do
ribozomu transportovany prostiednictvim transferové RNA neboli tRNA (nazev
»transferova® RNA pochazi od slova transfer Cili pfenos). Vldkna tRNA jsou pomérne kratka
— tvoii je pouze 74 — 95 nukleotidii. Komplementarni nukleotidy jsou misty navzajem
propojeny vodikovymi mustky, takze vlakno vytvafi Ctyfi ramena. Tato sekundérni struktura
tRNA pfipomina jetelovy trojlistek. Jednotliva ramena a smycky molekuly se vSak navzajem
ptikladaji k sobé€ a ve skuteCnosti vytvaieji daleko slozitejsi prostorovy utvar — tzv. terciarni
strukturu. Pti proteosyntéze je uplatnéno tzv. akceptorové rameno tRNA, které obsahuje 3°-
konec polynukleotidového fetézce. Na né&j se pied vstupem do ribozomu navaze piislusna
aminokyselina. Dals$i vyznamnou strukturou je antikodonové rameno S antikodonovou
smyc¢kou. Ta obsahuje trojici nukleotidi ozna¢ovanou jako antikodon. Kazdy antikodon v
tRNA je komplementarni k pfislusné trojici nukleotid v mRNA, kterou nazyvame kodon. Pti
proteosyntéze dochazi v ribozomu k prechodnému spojeni mRNA a tRNA na zakladé
parovani antikodonovych a kodonovych nukleotida [34].

Proteosyntézy se ucastni minimalné 20 riznych molekul tRNA, z nichZ kazda nese
jednu z 20 aminokyselin. Kazdou tRNA oznacCujeme zkratkou aminokyseliny, k jejimuz
pfenosu je urcena —napiiklad tRNA"? prenasi valin, tRNA™ prenasi leucin. Pied vstupem do
ribozomu se na 3’-konec molekuly tRNA navaze pfislusna aminokyselina ve formé
aminoacylu. Tato ¢astice vznikd odstepenim skupiny OH z aminokyselinového karboxylu
(COOH). Pripojeni aminokyselin k molekulam tRNA zprostiedkuji aminoacyltRNA-
syntetazy. K navazani aminokyseliny na tRNA je zapotiebi chemické energie, kterou ziskava
enzym Stepenim adenosintrifosfatu (ATP). Molekula tRNA s navdzanou aminokyselinou pak
ptechazi do ribozomu, ktery je slozity nukleoproteinovy utvar a ktery se sklada z malé a velké
podjednotky. Tyto podjednotky se pii navazani mRNA k mensi podjednotce pred zahajenim

translace spojuji. V nitru ribozomu pak dochézi ke kontaktu mRNA s tRNA a k naslednému
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piipojeni aminokyseliny do peptidového fetézce. Proto ma ribozom nékolik vazebnych mist s
rozdilnou funkci a patii k nim zejména:

a) aminoacylové misto (A-misto), do n¢hoz vstupuje molekula tRNA s navazanou
aminokyselinou. Antikodon tRNA se pfitom paruje s kodonem mRNA.

b) peptidylové misto (P-misto) obsahujici pfedchozi molekulu tRNA, na niz je navazan jiz
vznikly peptidovy fetézec

¢) peptidyltransferazové misto, kde dochézi k pfipojeni nové aminokyseliny ke stdvajicimu
peptidovému fetézci [34].

Pivodni tRNA, k niz byl polypeptidovy fetézec navazan a ktera je nyni ,,prazdna®,
opousti ribozom. Po ptipojeni dalsi aminokyseliny mize byt opét vyuzita k syntéze bilkoviny.
Pti translaci se mMRNA v ribozomu postupné posouva podobn¢ jako magnetofonova paska. K
jejim kodoniim se pfirazuji jednotlivé molekuly tRNA s pfislusSnymi aminokyselinami.
Znamena to, ze sekvence mRNA je ,,Ctena® po trojicich neboli tripletech nukleotidu. Kazdy
triplet je kodonem, ktery je komplementarni k antikodonu pfislusné tRNA. Proto jednotlivé
triplety v mRNA urcuji zatazeni konkrétnich aminokyselin a jejich sekvence udava poradi
aminokyselin v polypeptidovém ftetézci. Tento systém piitazeni dané aminokyseliny Kk
urcitému tripletu se nazyva geneticky kéd. Vznikly polypeptid, resp. protein pak podléha
jesté dalsim, tzv. posttranslacnim tdpravam, které probihaji u eukaryot predev$im v

endoplazmatickém retikulu a v Golgiho aparatu [34].
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3. VETVENE AMINOKYSELINY

3.1. Obecna charakteristika a historie

Mezi vétvené aminokyseliny (BCAA, z angl. branched-chained amino acids) fadime
valin, leucin a izoleucin, které jsou také esencialni, to znamena, ze si je lidsky organismus
nedokaze syntetizovat a musi je pfijmat potravou, ptipadné suplementy. BCAA byly v historii
zkouméany pro fadu ucinkd, a to od léCeni jater a katabolickych poruch po predpokladané
zlepSeni vykonnosti u sportovecu [10].

Prvnimi ,,spotiebiteli vétvenych aminokyselin byly nemocnice, potazmo jejich
klienti. BCAA se podavaly intravendzné€, aby u pacientd stimulovaly proteinovou syntézu.
V osmdesatych letech se na BCAA zaméfila pozornost odbornikti na sportovni vyzivu, kteti
ptedpokladali kladny vliv téchto aminokyselin na sportovni vykonnost, specidlné na produkci
energie, ochranu svalové hmoty a jeji nasledny nartst. Tyto teze byly v praxi potvrzeny, navic
se u leucinu projevil kladny vliv na produkci ristového hormonu a inzulinu [48].

Vétvené aminokyseliny tvoii az 40 % ze vSech esencialnich aminokyselin v proteinech
lidského téla a 14 % ze vSech aminokyselin kosterni svaloviny. Doporucena denni davka
leucinu je 40 mg/kg télesné hmotnosti, denni davka pro izoleucin a valin je 10-30 mg/kg
télesné hmotnosti. Tyto hodnoty vychazi z doporu¢eni FAO (Food and Agriculture
Organization) a NRC (National Research Council). Tato doporuceni v prubéhu let a studii se
postupné zvySovala aZ na soucasnych 40 %, tyto studie byly vSak vétSinou zaméreny na
béZnou populaci a nezahrnovaly studie denni potieby pii zvySené pohybové aktivité a svalové

praci [3,6,7].

3.2. Metabolismus aminokyselin

Vétvené aminokyseliny se do téla, stejné jako ostatni aminokyseliny, dostavaji
potravou z bilkovin. Denni metabolicky obrat bilkovin je podstatné vétsi nez jejich piijem
potravou, ¢ini v praméru 275 g, z toho 75 g proteinti vznika ve sliznici stfevni, 120 g se tvofi
z cirkulujicich aminokyselin a 80 az 90 gse resyntetizuje ze vstiebanych aminokyselin
Z proteint v potravé [49].

Traveni bilkovin zacind v Zaludku aje dokoneno ve stfevé za Ucasti spolecného
pusobeni fady proteolytickych enzymt, pficemz vznikaji stdle mensi fragmenty proteinové
molekuly. Na konec vznikl¢ tria dipetidy jsou $té€peny ptislusnymi peptiddzami v kartacovém

lemu bunék sliznice tenkého stfeva az na jednotlivé aminokyseliny.
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Aminokyseliny se vstiebavaji z lumen stieva do slizni¢ni buiiky tenkého stfeva predevsim
v kotransportu s Na+ na apikalnim konci stfevniho epitelu. Bylo prokazano nejméné Sest
ruznych Na+-dependentnich pienaSecti aminokyselin v apikdlni membrané kartaCového lemu.
Tyto pfenase¢i maji piekryvajici specifitu pro rizné aminokyseliny [49].

Dalsi metabolismus proteini je metabolismem aminokyselin. Jako zékladni slozka
potravy netvofi aminokyseliny v organismu energetickou zasobu. Nadbytecny ptivod nemtize
organismus skladovat, jako je tomu u sacharidd (napf. jaterni a svalovy glykogen), nebo tukd
(triacylglyceroly v tukové tkani v adipocytech), a proto jsou metabolizovany az na kone¢né
produkty, kterymi je urea aoxid uhli¢ity. Bunky vSak musi mit malou, ale nezbytnou
pohotovostni zdsobu volnych aminokyselin, kterou potiebuji predevsim pro vystavbu
bunéénych proteini. Tato pohotovost predstavuje asi 120 gaminokyselin (u zdravého
dospé€lého clovéka), coz €ini jedno procento celkového obsahu aminokyselin vazanych
v proteinech [49].

Hladina aminokyselin v plazmé je pomérné nizka (v pruméru 3,2 mmol/l) coz
znamend, ze metabolicky obrat volné¢ aminokyseliny je fadové obdobny jako obrat glukdzy
nebo mastnych kyselin. Hladina aminokyselin v krevni cirkulaci ziistdvd pozoruhodné
stabilni, ackoliv po jidle obsahujicim proteiny stoupne 030 az 100 %. Za la¢néni nikdy
neklesne pod urcitou hodnotu, protoze se stale dopliiuje. Plazmatické proteiny, predevsSim
albumin, jsou hydrolyzovany intracelularnimi proteindzami a jejich aminoskupiny jsou
reutilizovany. Tkang s rychlym metabolickym obratem jako jsou jatra, pankreas nebo stfevni
sliznice mohou uvolnit své proteiny rychle. Kosterni svalstvo uvoliiuje proteiny pomaleji, ale
vzhledem k tomu, Ze tvoii 20 procent celkového proteinového rezervoaru, ma na uvoliiovani
v dob¢ potieby organismu nejvetsi podil [49].

Aminokyseliny, které se nevazi do struktury proteinovych molekul, tvofi
aminokyselinovou hotovost neboli aminokyselinovy pool. Jeho mnozstvi v riznych tkanich je
rizné atato variabilita se tyk4a 1ijednotlivych aminokyselin. Aminokyselinovy pool
predstavuje nejaktivnéjsi ¢ast télnich proteintt a aminokyselinové obsahu. Tento pool je
tvofen volnymi aminokyselinami v krevni plasmé a v intracelularnim a extracelularnim
prostoru. Je mozno s ur¢itou mirou zjednoduseni rozdélit aminokyseliny z tohoto hlediska do
tti skupin:

- aspartat, glutamat, glutamin a taurin, jejichz koncentrace v cytoplazmé bun¢k je 10krat
az 15krat vyssi nez v plazmé,
- aminokyseliny, jejichz koncentrace intraceluldrni se blizi koncentraci v krevni

cirkulaci,
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- aminokyseliny s vétvenym fetézcem (leucin, izoleucin, valin), jejichz koncentrace

Vv bunkach je nizsi nez v plasmé, a dale methionin a tryptofan [9,27,49].

V obdobi, ve kterém ptevazuji anabolické reakce, je aminokyselinovy pool dopliiovan
hlavné¢ aminokyselinami uvolnénymi pii Stépeni potravy. ZvySené mnozstvi stravy na
proteiny ma pozitivni u¢inek na aminokyselinovy pool a ma pozitivni u€inek na proteinovy
metabolismus. V obdobi, ve kterém ptevazuji katabolické dé&je je aminokyselinovy pool

zasoben z endogennich zdrojt a to pfedevsim z kosterniho svalstva [9,27].

3.3. Metabolismus vétvenych aminokyselin (leucin, izoleucin, valin)

Tyto vétvené aminokyseliny maji vyznamny pifimy i nepiimy vztah S riznymi
dulezitymi biochemickymi funkcemi v mozkové tkani. Tyto funkce jsou napiiklad
proteosyntéza, produkce energie, syntéza neurotransmiterd serotoninu (5-HT), dopaminu
(DA) a norefedrinu (NE), které jsou ziskavany z aromatickych aminokyselin, tryptofanu a
tyrosinu. Vychytavani valinu mozkem pfevySuje vSechny ostatni aminokyseliny. Oxidace
leucinu, izoleucinu avalinu je v mozku &tyfikrat vétsi nez v jatrech. Mozek je primarnim
mistem jejich utilizace v postabortivnim stadiu. Degradace probiha v prvnim stupni
transaminaci za katalyzy spole¢ného enzymu [29,49].

Z vétvenych aminokyselin se nejdiive tvofi ptislusna R-ketokyselina. Ke katabolismu
vétvenych aminokyselin je zapotfebi mitochondridlni dehydrogenasy a tzv. BCKADH (z
anglického branched-chain keto acid dehydrogenace). Ketokyseliny mohou byt poté pouzity
ve svalech na dodani ATP do Krebsova cyklu, nebo mohou byt transportovany do jater, kde
jsou nasledn¢ oxidovany. Pisobenim BCKADAH vznikaji vétvené oxokyseliny, které mohou
byt v jatrech pouzity jako zdroj energie. Ketokyseliny tomuto vyuZiti jako zdroje energie
brani a proto se na trhu jiz objevuji suplementy, které nabizeji keto-varianty BCAA [7,34].

BCAA maji specifickou roli pro svalovou praci a stimulaci svalové tkané, regeneraci a
proto mohou byt suplementovany pied 1 po zatézi pro zvaseni svalové sily, urychleni
regenerace a zamezeni poskozeni svalové tkan¢ té€lesnou zatézi [13,14].

Schéma metabolismu vétvénych aminokyselin je znazornéno na Obrazku 1.
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LEUCIN, VALIN, ISCLEUCIN

(4))
odpovidajici f}-ketokyselina

l (2)

CO; + odpovidajici acyl CoA-thioester

odpovidajici B-nenasyceny acylCoA-thioester

Val Leu lleu
SukcLyl-CoA Hydroxy- Propionyl-CoA
-methylglutaryl- + acetyl-CoA
-CoA

Obrazek 1. Schéma metabolismu vétvenych aminokyselin [49]

3.4. Vétvené aminokyseliny a télesna zatéz

Svalova tkan vyuziva jako zdroj energie Sest aminokyselin, jsou to alanin-aspartat,
glutamat a vétvené aminokyseliny leucin, izoleucin a valin, které maji nejvétsi potencial
energie, kterou svaly vyuZzivaji. Svalova tkain ma 60 % specifickych enzymu potifebnych pro
oxidaci aminokyselin za ziskavani energie, hlavné¢ z vétvenych aminokyselin, k ¢emuz je
uzpuisobena i stavba kosterni svaloviny. Pokud se zvySuje doba a naro¢nosti svalové prace,
dochazi amérné 1 ke zvysSeni vyuziti vétvenych aminokyselin. Dle doby a intenzity zatiZeni
organismus potiebuje vétsi ¢i ménsi mnozstvi BCAA. Denni potfeba organismu je piiblizné
25krat vétsi nez tzv. aminokyselinovy pool, ktery je tvofen volnymi aminokyselinami, které
se nachazi ve svalech (az 75 %), v krvi a cytoplazmé buné¢k [15].

Leucin ma Vkosterni svaloviné hlavni podil na stimulaci proteosyntézy
prostfednictvim nékolika nezavislych systémii. Prvnim z nich je zvySeni sekrece inzulinu,
ktery zvySuje piijem BCAA do bunék a tim stimuluje proteosyntézu.

Zatimco vétSina BCAA je ve svalovych buiach vyuzita na energii, v€lenéni
vétvenych aminokyselin do svalové tkané je zavisla na latce podobné inzulinu IGF-1 (z
anglického insuline like grow factor). Chronicky nedostatek BCAA je projevi ve slozeni moci

a krevni plazmé, tento deficit dale vede ke ztraté svalové hmoty [6,16,19].

3.5. Vytrvalost a inava ve vztahu k BCAA, regenerace
Béhem dlouhé vytrvalostni zatéze dochézi ke katabolismu bilkovin a mobilizované
aminokyseliny jsou dostupné Kk zvySeni poméru oxidace a glukoneogeneze, zatimco

proteosyntéza je béhem zatéze tlumena [21].
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Unava nastava pii poklesu hladiny ATP, ktera nastane s poklesem zasob glukozy,
ktera je uvolinovana z glykogenu. Po té, co je vyCerpan glykogen, je hladina ATP udrZzovana
degradaci BCAA a utilizaci mastnych kyselin. Efekt BCAA jako zdroje energie se pohybuje
vrozmezi 3-18 % a nejspi§ zavisi na trvani a intenzité¢ zatéze. Hladina leucinu v krevni
plazm¢ kolisa po aerobni, anaerobni a silové zatézi, coz je vysvétleno zvySenym
metabolismem BCAA ve svalech. S fyzickou zatézi totiz dochazi k aktivaci enzymu
BCKADH, kterd je za normalnich okolnosti inaktivovdna a ktera zvySuje hladinu BCAA
V krevni plazmé. Suplementace mtize tomuto kolisani ptredejit a koncentrovat tak BCAA do
svalli. Svalova tkan ma schopnost oxidovat leucin za vzniku glutaminu nebo alaninu a ty
mohou byt dale metabolizovany na glukozu. Také izoleucin a valin mohou byt
zakomponovany do Krebsova cyklu a vyuzity jako zdroj energie, coz ¢ini vSechny tfi vétvené
amonikyseliny jako mozné zdroje energie [6,17,22-25].

Jako pfidatny mechanismus pro zlepSeni vykonu maji BCAA schopnost pfedchézet
celkové tinavé centralniho nervového systému, ke které dochazi béhem zatéze dlouhodobého
charakteru. Pfi¢inou unavy je zvySeni hladiny serotoninu (5-HT) a pravé tady mohou hrat
BCAA aminokyseliny dileZitou roli: dostavaji se totiz do mozku stejnou cestou jako
tryptofan (prekurzor serotoninu) a pfitom zaroven inhibuji jeho transport procesem
ve prospéch vétvenych aminokyselin potvrdilo, nejvice pti dlouhotrvajici zatézi. Serotonin
vytvaii z aminokyseliny tryptofanu a jedna se o vysoce G¢inny biogenni amin, Ktery fadime
mezi indolaminové neuromediatory. Biosyntéza serotoninu zacind hydroxylaci L-tryprofanu
enzymem tryptofanhydroxylazou a dale dle Obrazku 2 [44].
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Obrazek 2. Syntéza serotoninu z tryptofanu [44]
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Vétvené aminokyseliny jsou také dodnes vyuzivany pro urychleni regenerace. Svalova
unava a degradace svalovych proteintl jsou pfi pouziti suplementti na bazi BCAA redukovany
a nejvetsi schopnost urychlit regeneraci ma podle dosavadnich studii leucin. Stejné tak
urychluji BCAA obnovu zasob glykogenu a jejich suplementace vede i k poklesu koncentrace
latek, jejichz ptitomnost v krvi signalizuje poSkozeni svalové tkané€. Jak jiz bylo feceno,
leucin je kli¢ovy pro ¢innost enzymd, které se podileji na proteosyntéze a ma anabolické
ucinky na svalovou tkan. BCAA jsou spojovany s inzulinem a rdstovym faktorem IGF-1,
piestoze maji zasadni podil na syntéze svalové tkdn¢ bez inzulinu. Tento fakt miize byt

uziteény lidem, kteti maji problémy s inzulinem [6,17,22-25].

4. VALIN

Valin byl poprvé objeven vroce 1901 némeckym chemikem Emilem Fischerem
z kaseinu. Valin je proteinogenni esencialni glukogenni aminokyselina. Postranni fetézec je
silné¢ hydrofobni a prostorové naro¢ny. D-Valin je soucasti molekuly antibiotika penicilinu
[26,38].
4.1. Zakladni udaje

Vzorec:
aele)
| -~ CH3
H-C—CH
o,
MNH,  CH,

Chemicky nazev: 2 - amino - 3 - methylbutanova kyselina
Molekulovy vzozec: CsH1102N
Molekulova hmotnost: 117,15 g/mol
Izoelektricky bod pl 5,96

Valin se 1i§i od aminokyseliny threoninu zaménou hydroxylové skupiny za methylovy
substituent. Valin je sou€asti enzymil a fibrilarnich proteini a jeho tendence postranniho
feté¢zce k hydrofobnim interakcim hraji roli ve struktufe proteinti, do kterych je valin
inkorporovan [1,2].
4.2. Vlastnosti a fyziologicky ucinek

Jako jedna z vétvenych aminokyselin, valin pomaha v 1é¢bé zahrnujici svalové,
mentalni a emociondlni poruchy, ale také nervozitu a nespavost, protoze valin s leucinem ma

vliv na stres, energii a metabolismus ve svalech.


http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/aminokyseliny_proteinogenni.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/aminokyseliny_esencialni_a_neesencialni.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/aminokyseliny_glukogenni_a_ketogenni.html
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/hesla/antibiotika.html
http://cs.wikipedia.org/wiki/Methyl
http://cs.wikipedia.org/wiki/Methyl
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Valin mtze byt také indikovan ve stavu podvyzivy spojené se zavislosti na drogach. Jeho
nedostatek se mlize projevovat negativni bilanci vodiku, nespavosti, precitlivélosti pokozky,
ztratou koordinace a rovnovahy v pribéhu pohybu [41].
4.3. Obsah valinu v potravinach

Mezi potraviny bohaté na valin patéi sojova mouka, cottage cheese, ceredlie, ryby,

houby, arasidy a n¢které druhy zeleniny [41].

5. LEUCIN

Leucin byl poprvé izolovan v roce 1819 ze syra a v roce 1820 ze svalii a viny. Byl
pojmenovan z feckého slova ,,leukos” (bily) a jeho struktura byla sestavena laboratorni
syntézou v roce 1891 [39].

5.1. Zakladni udaje

Vzorec: 5 H H

i\ ‘ s

T
HO™ oy,
\
/C;}\-|
H,C' CH

Chemicky nazev: 2 - amino - 4 - metylvalerat, a-aminoizokapronat.
Molekulovy vzozec: CgH13NOs.
Molekulova hmotnost: 131,17 g/mol
Izoelektricky bod pI 5,98

Leucin patii mezi esencidlni ketoplastické aminokyseliny. Ma podobné vlastnosti jako
ostatni aminokyseliny s rozvétvenym uhlikatym fetézcem (izoleucin, valin) a je
nepostradatelny pro lidsky organismus. Podle chemického charakteru jejiho postranniho
fetézce ji fadime mezi nepolarni, neutralni a alifatické aminokyseliny. Postranni fetézec se
uplatiiuje v hydrofobnich interakcich bilkovin. Leucin obsahuje asymetricky atom uhliku,
existuje proto ve dvou enantiomernich konfiguracich — D a L, v bilkovinach se vyskytuji
pouze L-formy [1,2].
5.2. Vlastnosti a fyziologicky ucinek

Leucin je esencialni latka, tzn. nelze ji v organizmu syntetizovat, musi se ziskat
potravou nebo S$tépenim tkanovych bilkovin. Primyslové je leucin (stejné jako vétSina
aminokyselin) vyrabén biosyntézou uzitim mikroorganismii nebo chemickou syntézou nebo

kombinaci chemické syntézy a riznych biotechnologickych postupt [1,2].
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Leucin se podili na regulaci hladiny cukru v krvi, na rstu a opravé svalové tkan¢, na
produkci ristového hormonu a také regulaci energetického metabolismu. Nedostatek inzulinu
vede ke snizené utilizaci leucinu, proto lidé s glukdzovou intoleranci maji zvySené naroky na
piijem leucinu. Pfijem leucinu je prevenci odbouravani vlastnich svalovych bilkovin, které by
u sportovce podstupujiciho naro¢né tréninky nebo zavody mohlo vést ke svalovym
mikrotraumatiim. VétSina aminokyselin obihajicich v krvi se pfeménuji v jatrech, leucin spolu
s valinem a izoleucinem tvofi vyjimku — prochézeji jatry nezménény. Zachycuji je pfedevsim
mozek a svaly, v nichz se odbouravaji [1,2].

5.3. Odbouravani leucinu

Leucin patii mezi ketoplastické aminokyseliny. Odbouravéni leucinu je sled nékolika
reakci. Leucin je nejprve transaminaci pifeménén na 2 - oxoizokapronat, ktery je oxidaéni
dekarboxylaci pfeménén na izovalerylkoenzym A, dale na 3 - metylkrotonylkoenzym A a
dalsi odbouravani probiha podle schématu b-oxidace. Kone¢nymi produkty jsou acetoacetat a
acetylkoenzym A (acetylCoA), z nichz jsou syntetizovany mastné kyseliny [1,2].

5.4. Obsah leucinu v potravinach

Mezi potraviny bohaté na leucin patii ¢ocka, sojové boby, dale potraviny zivoc¢isného
pivodu jako je hovézi nebo rybi maso [42]. Obsah leucinu v nékterych potravinach je uveden
v Tabulce 1.

Tabulka 1. Obsah leucinu v potravinach [g/100 g] [42]

Potravina Obsah
Sojové boby 2,97
Cocka 2,03
Hovézi maso, primér 1,76
Salam, vepfové maso 1,63
Ryby, losos 1,62
Korysi, krevety 1,61
Kufeci maso 1,48
Ofechy, mandle 1,47
Vejce, Zloutek 1,40
Vejce celé 1,09

Vejce, bilek 1,02
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6. I1ZOLEUCIN

Isoleucin je esencialni aminokyselina, ktera byla poprvé izolovana z vlakniny roku
1904 [40].
6.1. Zakladni udaje
Vzorec:

CHy~CHy—CH—CH—COOH HoN .
CH, NH,
Chemicky nazev: 2-amino-3-metylvalerat
Molekulovy vzozec: CgH130,N
Molekulova hmotnost: 131,1 g/mol
Izoelektricky bod pl 5,94
Podle chemického charakteru jeho postranniho fetézce izoleucin fadime mezi
nepolarni, neutrdlni a alifatické aminokyseliny. Postranni fetézec se uplatituje v hydrofobnich
interakcich bilkovin. Izoleucin obsahuje asymetricky atom uhliku nejen ve hlavnim, ale i
postrannim fetézci, a proto existuje ve ¢tyfech moznych stereoizomernich formach [1,2].
6.2. Vlastnosti a metabolismus
Izoleucin patii mezi esencialni aminokyseliny, nelze ji tedy v organizmu syntetizovat.
Podili se na biosyntéze hemoglobinu. Jeho biosyntéza probihda vesmés jen u rostlin a
mikroorganismil a je spole¢na pro izoleucin a valin — je katalyzovadna stejnymi enzymy. Na 2-
oxobutyrat jsou navazany aktivni acetaldehydové skupiny, které pochazeji z a-hydroxy-
ethylthiamindifosfatu vzniklého z pyruvatu. Produktem je 2-oxo-3-metylvalerat, z kterého je
pfimo syntetizovan izoleucin. Primyslové je izoleucin (stejné jako vétSina aminokyselin)
vyrabén biosyntézou uzitim mikroorganismi nebo chemickou syntézou nebo kombinaci
chemické syntézy a riznych biotechnologickych postuptl. Je pouzivan jako soucasti krmiv pro
uzitkova zvifata, ochucovadel potravin, konzervacnich a antioxidaénich piipravka [1,2].
6.3. Odbouravani izoleucinu
L-Izoleucin je ubikviterni aminokyselina pfitomna ve vSech télnich tekutinach,
patii mezi ketoplastické i glukoplastické aminokyseliny. Odbouravani izoleucinu je sled
nékolika na sebe navazujicich reakci. Izoleucin je nejprve transaminaci pfeménén na 2-0X0-3-
metylvalerat, ktery je oxidacni dekarboxylaci pfeménén na 2-metylbutyrylkoenzym A, déle na

2-metylkrotonylkoenzym A a dal$i odbouravani probiha podle schématu 3-oxidace.
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Poslednim krokem je Stépeni propionylkoenzymu A na sukcinylkoenzym A (sukcinylCoA) a
acetylkoenzym A (acetylCoA). SukcinylCoA vstupuje do citratového cyklu jako konecny
produkt odbouravani izoleucinu a z acetylCoA jsou syntetizovany mastné kyseliny [1,2].
6.4. Obsah isoleucinu v potravinach

Mezi potraviny bohaté na izoleucin patii vejce, kufeci a vepfové maso, sojové boby,
mléko, cottage cheese, mandle a cerealie [43]. Obsah izoleucinu v nékterych potravinach je

uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2. Obsah izoleucinu v potravinach [g/100 g] [43]

Potravina Obsah
Veptové maso 0,96
Hovézi maso, primér 0,31
Mléko 0,39
Vejce, cela 0,39
PSenice 0,21
Hrasek 0,27
Syr parmazan 2,20
Syr eidam 1,31
Syr gouda 1,31

Séjova mouka 2,28
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7.  BCAA jako soucast dopliiki stravy a jejich davkovani, legislativa

7.1. BCAA vV dopliicich stravy a jejich davkovani

BCAA, stejné jako jiné dopliky vyzivy, lze nakoupit v ruznych formach. U BCAA
jsou to bud’ kapsle s praskem, nebo tekutd forma. V jejich ucinnosti jsou jen minimalni
rozdily, mozna jen, ze tekutd forma se mize o néco rychleji vstiebavat.

Davkovani se odviji od toho, zda je cilem ochrana svalové hmoty pfi intenzivnich
trénincich, kdy se doporucuje brait BCAA pied tréninkem. Pro urychleni regenerace je
davkovani urceno na dobu po tréninku. Davka by se méla pohybovat nékde v rozmezi 500 az
3000 mg denng, pficemz se L-leucin, L-isoleucin a L-valin podavaji v obvyklém poméru
2:1:1, posledni dobou i4:1:1. N¢ekteti autofi vSak uvadéji davky mnohem vyssi, dokonce
prevysujici davkovani doporuéené vyrobci. Pro docileni vyssi efektivnosti suplementu je
doporucovan soucasny ptijem vitaminu Bg (pyridoxin), jenz hraje v metabolismu
aminokyselin vyznamnou roli, efekt BCAA je dale podpofen soub&éznym podavanim karnitinu
[45,46].

7. 2. Legislativa dopliiki stravy

Trh s potravinami, ktere obsahuji koncentrované zdroje zivin a jsou nabizeny pro
doplnéni jejich piijmu z b&Zné stravy, se silné rozviji nejen v CR (uvadi se v fadu az 20 mld.
K¢ roéng), ale i v celé Evropé. V Ceské republice jsou tyto vyrobky oznadované jako dopliiky
stravy [46].

Definice dopliikti stravy jsou uvedeny jednak v zakoné o potravinach, jednak ve
smérnici EU. Jde o potraviny ur¢ené k piimé spotiebé, jejichZ ucelem je dopliiovat béznou
stravu a které se odliSuji od potravin pro bé€znou spotfebu vysokym obsahem vitamini,
mineralnich latek nebo jinych latek s nutricnim (vyzivovym) ¢i fyziologickym ucinkem.
Cilem je doplnéni bézné stravy na Groven piizniveé ovliviiujici zdravotni stav konzumenta. Na
dopliiky stravy se vztahuji v§echny pozadavky na znaceni jako na bézné potraviny. Zakladni
pozadavky jsou uvedeny pfimo v zakonu a vyhlasSce. Na dopliicich stravy je navic nezbytné
uvest:

a) oznaceni ,,dopln¢k stravy*

b) sloZeni obsahujici nazvy kategorii Zivin nebo latek charakterizujicich vyrobek nebo
oznaceni povahy téchto Zivin ¢i latek,

¢) doporucena denni davka vyrobku, ptip. navod k pouziti,

d) varovani pred piekrocenim uvedené doporuc¢ené denni davky,

e) upozornéni, ze by dopliky stravy nemély byt pouzivany jako ndhrada pestré stravy,


http://www.nutrisport.cz/bcaa-kapsle/
http://www.nutrisport.cz/bcaa-kapsle/
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f) upozornéni, Ze by vyrobky mély byt skladovany mimo dosah malych déti [46].
Doplinky stravy nejsou l1é¢iva a jejich oznaceni ¢i reklama nesmi obsahovat vyjadieni o

jejich preventivnich ¢i 1é¢ebnych ucincich, pokud nebyly prokazatelné zjistény [47].

Pro ucely vyhlasky ¢. 54/2004 Sb. a v souladu s pravem Evropskych spole¢enstvi se
potravinami uréenymi pro zvlastni vyzivu rozuméji potraviny, které se svym zvlastnim
sloZzenim nebo zvlastnim vyrobnim postupem odliSuji od potravin pro béZnou spotiebu, jsou
stanovené pro vyzivové ucely uvedené v této vyhlaSce a uvadéji se do ob&hu s oznacenim

ucelu pouziti [47].

e Potraviny urcené pro sportovce a pro osoby pri zvySeném télesném vykonu [47]:
§ 28

Pro ucely této vyhlaSky se potravinami uréenymi pro sportovce a pro osoby pii

zvySeném télesném vykonu rozumé;ji:

a) Potraviny zajist'ujici vyssi piivod energie, které se svym zvlastnim slozenim,
zvlasté vyS$$im obsahem energetickych Zivin, zfetelné odliSuji od potravin pro
béznou spotiebu a které obsahuji nutriety zvySujici vyuziti energetickych zdroji
(napf. vitamin Bs, karnitin, chrom)

b) Potraviny podporujici tvorbu svalstva, které svym sloZenim, zvlasté¢ vysokym
obsahem bilkovin, peptidi, ¢i esencidlnich AMK, jsou vhodné pro tento ucel,
nebo které obsahuji latky, které tomuto G¢elu napomahaji

c) Ostatni specifické potraviny ur¢ené zejména pro vyzivu sportovct

d) Napoje uréené pro sportovce, zvlasté iontové napoje, které obsahuji latky

zvysuyjici télesny vykon, nebo napoje, jejichZ ucelem je ndhrada minerald, k jejichz

ubytku doslo v dasledku zvySeného télesného (sportovniho) vykonu.

Efekt podavani potravnich doplikii spociva ve zvySeni biologické hodnoty stravy,
V podpote pfirozené schopnosti organismu branit se proti nemocem a ve zvyseni odolnosti
proti nadmérné zatézi, z hlediska sportu pak zvySené télesné zatéze v disledku tréninku a
zavodul. Potravni dopliiky vyznamné pfispivaji k udrzeni dobrého zdravi, k prevenci pretiZzeni
a mozného poskozeni, k rychlé regeneraci a ke kvalitnimu, pfitom zdravi neohrozujicimu
fyzickému vykonu, protoze pouze zdravy a dobfe zregenerovany sportovec muze podat
maximalni vykon a to opakovang. Je vSak nutné si uvédomit, Ze suplementy slouzi k doplnéni

pestré strany, nikoliv k jeji nahradé [33]!
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8. Stanoveni aminokyselin

8. 1. Iontové vyménna chromatografie — automaticky analyzator aminokyselin

Analyza aminokyselinovych  zbytkih po hydrolyze polypeptidd  vyuziva
automatizovanou iontové-vyménnou chromatografii. Postup, ktery vypracovali Moor a Stein,
probihd na kratké a dlouhé kolonég, které obsahuji sodnou formu sulfonované polystyrenové
pryskyfice. Kratkd kolona je pouzitd pro identifikaci bazickych aminokyselin pti pH 5,28.
Dlouhé kolona je pouzita pro identifikaci neutrdlnich a kyselych aminokyselin, které byly
nejprve vymyty pufrem o pH 3,25 a poté o pH 4,25. Hodnoty se zobrazi pomoci katodové
trubice spojené s pocitacem jako integrované plochy jednotlivych vrcholi [28].

Aminokyseliny jsou pfislusnymi pufry eluovany z kolony. Smés aminokyselin na
chromatogramu je vysledkem kyselé hydrolyzy proteinu. Casteéné& jsou rozlozeny serin (Ser)
a threonin (Thr), a proto nemohou byt po kyselé hydrolyze kvantifikovany. Jednotlivé
aminokyseliny jsou z kolony eluovany v pofadi od polarngjsich k nepolarnim a dale od
negativné nabitych (kyselych) k aminokyselindm s pozitivnim nabojem (bazické
aminokyseliny). Aminokyseliny eluatu jsou bezbarvé. K jejich zviditelnéni, ptipadné
stanoveni, se vyuziva reakce s ninhydrinem, ktera je znazornéna na Obrazku 3. Jejich opticka
hustota je zaznamendvéana pii vinové délce 570 nm a 440 nm (pro prolin a hydroxyprolin).
Identifikovat jednotlivé aminokyseliny lze pouzitim standardti aminokyselin, které se nanesou
na kolonu a ur¢i se objem pufru nutny k eluci (elu¢ni objem). Poté porovname elu¢ni objemy

standardu a smési [18,28].
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Obrazek 3. Reakce ninhydrinu a aminokyselinou [28].

Automaticky analyzator aminokyselin je tedy uren pro stanoveni aminokyselin v
hydrolyzatech bilkovin, peptidd, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologickych
roztocich a extraktech a pro stanoveni biogennich amind. Pfistroj pracuje na principu
stiedotlaké kapalinové chromatografie s ionexovou kolonou, ninhydrinovou derivatizaci a

fotometrickou detekci [18].
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Il. PRAKTICKA CAST
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9. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo porovnat deklarované mnozstvi vybranych aminokyselin
s jejich skuteCnym obsahem u péti vzorki, vyrabénych za ucelem doplnéni bézné stravy
sportovct, od &tyt firem zastoupenych Ceskou republikou, Italii, USA a Velkou Britanii
pomoci automatického analyzatoru aminokyselin.

Pro splnéni tohoto cile byly stanoveny nasledujici dil¢i cile:

Zakoupit v obchodni siti prostfednictvim kamennych a internetovych obchodu alespon

5 dopliikt stravy obsahujicich zkoumané latky

Provést analyzu testovanych vzorkt na obsah valinu, leucinu a isoleucinu

Dosazené vysledky porovnat a statisticky vyhodnotit

- Formulovat zavéry a doporuceni
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10. Material a metodicky postup

10. 1. Vybér vzorki a jejich charakteristika

Pro stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin a provéreni deklarovaného obsahu bylo
vybrano 5 vzorkii od 4 vyrobcu — firmy Nutrend D. S. (Olomouc), Enervit (Italie),
Cybergenix (USA) a Amix (Velka Britanie), které¢ byly oznaCeny fimskymi ¢islicemi I az V.
Ve vsech piipadech se jednalo o formu tablet, které patii k nejvyuzivanéjsi formé vétvenych
aminokyselin v suplementech.

Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku I. je uvedena v Tabulce 3.

Tabulka 3. Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku I

100 g 1 tableta
Energeticka hodnota kJ 1295,3 kJ 9,5
Bilkoviny 73,7 0,6
Sacharidy 0 g 0
Tuky 0 0
L-Leucin 33,2 250
L-Isoleucin g 16,6 125
L-Valin 16,6 125
L-Alanin 6,6 mg 50
L-Carnosin 1,3 10
L-Carnitin tartrat 9,8 74

Slozeni: L-Leucin, L-1soleucin, L-Valin, Zelatinova tobolka (zelatina, barvivo oxid titani¢ity),

L-Carnitin tartrat, L-Alanin, L-Carnosin.

Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku I1. je uvedena v Tabulce 4.

Tabulka 4. Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku IT

100 g 1 tableta
Energeticka hodnota kJ 1567 kJ 20,4
Bilkoviny 49 0,64
Sacharidy 17,9 g 0,23
Tuky g 11,6 0,15
L-Leucin 38,5 500
L-Isoleucin 19,2 mg 250

L-Valin 19,2 250
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Slozeni: L-Leucin, L-1soleucin, L-Valin, pomocné latky (celuldza, kyselina stearova, sodna

sul karboxymetylceluldzy, farmaceuticky Selak, stearan hotecnaty).

Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku III. je uvedena v Tabulce 5.

Tabulka 5. Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku ITI

100 g 1 tableta

Energeticka hodnota kJ 1651 kJ 16,6
Bilkoviny - -

Sacharidy - g -

Tuky 0,97 0,01
L-Leucin g 47,50 476
L-Isoleucin 23,75 mg 238
L-Valin 23,75 238

Slozeni:  L-Leucin, L-Isoleucin, L-Valin, zahustovadlo hydroxypropylcelulosa,
protihrudkujici latky dioxid kiemicity a stearat hoi¢iku, mikrokapsle vitaminu B6 (mono a di-

glyceridy), vitamin B;

Energeticka a nutriéni charakteristika vzorku IV. je uvedena v Tabulce 6.

Tabulka 6. Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku IV

100 g 1 tableta

Energeticka hodnota kJ - kJ 13,5
Bilkoviny 67,5 0,78
Sacharidy g 1 g 0,03
Tuky 1 0

L-Leucin - 150
L-Isoleucin - mg 150
L-Valin - 150

Slozeni: L-Leucin, L-Valin, L-Isoleucin, L-Lysin, AAKG (arginin alfaketoglutarat), L-
tyrosin, HMB (hydroxymethylbutyrat), fosfore¢nan vapenaty, mikrokrystalicka celuldza,

stearat hofeCnaty
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Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku V. je uvedena v Tabulce 7.

Tabulka 7. Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku V

100 g 1 tableta
Energeticka hodnota kJ 1636 kJ -
Bilkoviny 88,2 -
Sacharidy g 4,1 -
Tuky 1,8 -
L-Leucin - 250
L-Isoleucin - mg 125
L-Valin - 125

Slozeni: L-Leucin, L-1soleucin, L-Valin, Zelatinova kapsle (zelatina, voda, barvivo oxid

titaniCity), latky protispékavé: stearat hotecnaty, oxid kiemicity
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10. 2. Analyza aminokyselin
10.2.1 Kysela a oxidativni hydrolyza vzorku

Volné¢ aminokyseliny se ze vzorku musi vyextrahovat pouzitim kyseliny
chlorovodikové, zatimco u vazanych aminokyselin je nutna jejich hydrolyza, kterou se
aminokyseliny uvolni z bilkovinného fetézce. Pro vétSinu aminokyselin se pouziva kysela
hydrolyza zifedénou kyselinou chlorovodikovou, sirné aminokyseliny cystein a metionin se
nejprve oxiduji smési kyseliny mravenci a peroxidu vodiku (0xidac¢ni smés — smés peroxidu
vodiku a kyseliny mravenci v poméru 1:9) a teprve poté se fetézec bilkoviny hydrolyzuje
kyselinou chlorovodikovou. Hydrolyza byla u vSech vzorki provedena jako kysela a
oxidativni hydrolyza.
Pouzité chemikdlie:
destilovana voda, argon
kyselina chlorovodikova (0,1 mol/l a 6 mol/l)
kyselina mravenci (85 % w/w)
peroxid vodiku (30 % w/w)
sodnocitratovy pufr pH 2,2 (0,2M)
Pouzité pomiicky a pristroje:
bézné laboratorni sklo a pomucky
analytické vahy A&D GH-200 EC
chladnicka GORENJE
termoblok EVATERM, Labicom
olejové lazen MEMMERT
vakuova odparka HEIDOLPH Laboratora 4010
analyzator aminokyselin — AAA 400 (Ingos Praha, CR)

10.2.2 Kysela hydrolyza

Do hydrolyza¢ni nadobky s kovovym uzavérem byl navaZen vzorek S ptesnosti na
0,0001 g a doplnén 15 ml 6M HCI. Piebytecny vzduch byl vytlacen inertnim plynem (Argon)
probublanim obsahu vialky po dobu 30 s. Uzaviené hydrolyzaci nadobky byly ulozeny do
termobloku, kde probiha hydrolyza po dosazeni teploty 110 °C 23 hodin.

Pro stanoveni pfesnych obsahil isoleucinu a valinu, které jsou obtizné uvolfiovany ze
svych peptidickych vazeb, je nutné pouzit hydrolyzu po dobu 70 hodin, u threoninu a serinu
podle rtiznych autori dochazi ke ztratdm ve vysi 3-16 %, u tyrosinu jsou uvadény ztraty 1-14

% [32].
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Po ukonceni hydrolyzy a zchladnuti vzorku byl obsah kazdé hydrolyza¢ni nadobky
kvantitativné pfeveden 0,1M HCI do odpafovaci baiky. Filtrat byl odpafen na rotacni
vakuové odparce (LABOROTA 4010/HB/GB) pii 60 °C do sirupovité konzistence.
Sirupovity odparek batiky byl proplachnut destilovanou vodou a obsah byl znovu odpaten. To
celé bylo zopakovano jesté jednou. Po druhém odpareni byl sirupovity odparek proplachnut
0,1 M kyselinou chlorovodikovou a znovu byl odpafen. Odparek byl kvantitativné preveden
sodno - citratovym pufrem o pH 2,2 do 50 ml odmérné banky a doplnén stejnym ¢inidlem po

rysku. Takto pfipravené vzorky byly uchovany v lednici pro dal$i zpracovani.

B

Obrazek 4. Mineraliza¢ni blok [37]

10.2.3 Oxidativni hydrolyza
Pti kyselé hydrolyze dochazi k destrukci sirnych aminokyselin, zejména za
pritomnosti cukr. Tento problém nestability sirnych aminokyselin byl vyfeSen Shramem a
spol., ktefi pted vlastni kyselou hydrolyzou oxidovali kyselinou permravenci cystein a cystin

na kyselinu cysteovou, methionin na methionisulfon, které jsou pak v Kyselém prostiedi jiz
stabilni [32].
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K navazenému mnozstvi vzorku v Erlenmayrovych bankach bylo pfidano 15 ml
oxida¢ni smési (oxidacni smés je nejpve nutné skladovat v lednici), ktera byla pfed pouzitim
nechdna v pokojové teploté dvé hodiny. Po opatrném rozmichani byly vzorky ulozeny
na 16 hodin do chladnicky. Po vytazeni z lednice byl k oxidovanému vzorku pfidan 1 ml
koncentrované HCI, kterym se odstrani nezreagovany peroxid. Ke vzorku bylo ptidano 80-
100 ml 6M kyseliny chlorovodikové a vSechny Erlenmayerovy banky byly umistény do
olejové lazné pod zpétnym chladicem pii 110 °C, pfi¢emz oxidativni hydrolyza probihala 23
hodin. Po skon¢eni hydrolyzy byl obsah Erlenmayerovych ban¢k pieveden 0,1M HCI do 250
ml odmérnych ban¢k a doplnén 0,1M HCI po rysku a obsah odmérnych ban€k byl pies
filtacni aparaturu prefiltrovan. Z filtratu byl odebran alikvotni podil (25 ml), ktery byl odpatfen
na rota¢ni vakuové odparce (LABOROTA 4010/HB/GB) do sirupovité konzistence. Dalsi
postup s filtratem byl shodny jako u kyselé hydrolyzy.
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Obriazek 6. Rota¢ni vakuova odparka LABOROTA 4010/HB/GB [37]

10.2.4 Stanoveni obsahu aminokyselin na AAA
Vzorek byl ptefiltrovan ptes 0,45um filtr do mikrozkumavek Eppendorf a nasledné byl
pouzit pro analyzu aminokyselin. Aminokyseliny se separuji latexovou chromatografii a
stanovuji se po reakci s ninhydrinem fotometrickou detekci pfi 570 nm (440 nm pro prolin).
Analyza hydrolyzovanych vzorkl byla provedena pomoci analyzatoru aminokyselin AAA

400 od firmy INGOS Praha, ktery je popsan na Obrazku 7.

1. Pufry
2. Ninhydrin
3 3. Kotou¢ davkovace
4. Ventily pro NHD/H:0
5. Ventily pro ptepinani pufru
6, 7. Pumpa 2 a pumpa 1

8.9. Odvzdusnovaci ventil

@ O

| o1 TR

L l » . 42 10.Predkolona
s B g 11.Kolona
i - ¢ - i, q\
12. Reaktor
13. Detektor

Obrazek 7. Automaticky analyzator aminokyselin [36]
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10.2.5 Statistické vyhodnoceni vysledki
Vysledky byly vyhodnoceny variacné statisticky (ANOVA) dle metod popsanych v praci
Snedecor a Cochran [50] a za pomoci programi Office Excel@Microsoft a Unistat v. 5. 1. [51].
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11. VYSLEDKY

Na zakladé Cil, Metodického postupu bylo provedeno zhodnoceni tplnosti Gdaji na
etiket¢ v souladu s legislativou a analyza u 5 vybranych vzorki BCAA na automatickém
analyzatoru aminokyselin a sledovan obsah vybranych aminokyselin: valinu, leucinu a
isoleucinu, ktery byl porovnan s deklarovanym obsahem na etiketé¢ vyrobku. Pro anonymitu
vyrobcl byly vzorky oznaceny ¢isly, aby v budoucnu nemohlo dojit k pfipadnym pravnim
sportim.

Vysledky analyzy vybranych aminokyselin u vzorku I. jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek | [g/kg]

mean = S. D. CV % Deklarované mnoZzstvi Splnéni
deklarovaného
mnozstvi %
Valin 186,01+ 3,375 1,8 192 98,6
Isoleucin 183,61 + 3,381 1,8 192 97,4
Leucin 241,55 + 8.456 3,5 385 64,9

U vzorku I bylo zjisténo nizs§i skute¢né mnozstvi u vSech tfi aminokyselin, nez
vyrobce deklaruje na etiketé, nicméné rozdily u valinu a izoleucinu nejsou vyrazné a mohly
byt zplisobeny napt. chybou pii analyze nebo v ptipravé vzorki. U aminokyseliny leucinu je
vsak tento rozdil deklarovaného a skute¢ného mnozstvi vyrazny, a to nejméné o 135,0 g/kg,

tedy pouze 64,9 % z deklarovaného obsahu.

Vysledky analyzy vybranych aminokyselin u vzorku II. jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9. VysledKky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek 11 [g/kg]

mean = S. D. CV % Deklarované mnoZstvi Splnéni
deklarovaného
mnozstvi %
Valin 134,58 + 5,155 3,8 166 84,2
Isoleucin 170,86 + 2,847 1,7 166 104,6
Leucin 344,57 £ 5,551 1,6 332 105,5

U vzorku Il byl v porovnani s deklarovanym obsahem prokazan nizsi obsah u
aminokyseliny valinu, s rozdilem nejméné 26,27 g/kg, ostatni aminokyseliny byly detekovany

naopak v mnozstvi vyssim.
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Vysledky analyzy vybranych aminokyselin u vzorku III. jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek 111 [g/kg]

mean = S. D. CV % Deklarované mnoZzstvi Splnéni
deklarovaného
mnozstvi %
Valin 201,27 = 4,904 2,4 2375 86,8
Isoleucin 195,40+ 5,110 2,6 237,5 84,4
Leucin 407,48 + 8,184 2,0 475,0 87,5

U vzorku III byl prokazan nizsi obsah u vsech tii aminokyselin a jejich skutecny obsah
nedosahoval hodnot ani 90 % deklarovaného. V piipadé valinu byl detekovan obsah nejméné
0 31,33 g/kg nizsi, v piipadé izoleucinu nejméné o 36,99 g/kg a u aminokyseliny leucinu

nejméné o 59,34 g/kg nizsi obsah.

Vysledky analyzy vybranych aminokyselin u vzorku IV. jsou uvedeny v Tabulce 11.
Tabulka 11. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek 1V [g/kg]

mean = S. D. CV % Deklarované mnoZzstvi Splnéni
deklarovaného
mnozstvi %
Valin 103,58 + 3,832 3,7 119,31 90,0
Isoleucin 99,88 + 3,272 3,3 119,31 86,5
Leucin 108,25 + 4,038 3,7 119,31 94,1

Analyzou vzorku IV byl prokdzan niZ§i obsah vSech sledovanych aminokyselin.
Aminokyselina valin byla prokazana v mnozstvi nejméné o 11,90 g/kg niz§im, aminokyselina
izoleucin nejméné o 16,16 g/kg niz§im a aminokyselina leucin nejméné o 7,02 g/kg nizSim
Vv porovnani s deklarovanym obsahem, ktery vyrobce uvadi na etiketé vyrobku. Mimo
nesplnéni deklarovaného obsahu, vyrobce uvadi na trh vyrobek s nespravnym pomérem
vétvenych aminokyselin, a to 1:1:1 (Leu:Val:lle), ktery je v rozporu s optimalnim pomérem

2:1:1, ptipadné 4:1:1.

Vysledky analyzy vybranych aminokyselin u vzorku V. jsou uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 12. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek V [g/kg]

mean = S. D. CV % Deklarované mnoZstvi Splnéni
deklarovaného
mnoZstvi %
Valin 236,85 + 2,866 1,3 202,23 118,5
Isoleucin 242,34 + 2,984 1,3 202,23 121,3

Leucin 395,44 + 8,402 2,3 404,46 99,9
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Suma obsazenych aminokyselin, vcetné zelatinového obalu, ktery svym slozenim
rovnéz prispivd aminokyselinami, svymi hodnotami pievySuje deklarované mnozstvi u
aminokylin valinu a izoleucinu. U aminokyseliny leucinu byl detekovan obsah mirné pod

hranici deklarovaného obsahu, a to nejvyse 17,42 g/kg.

Diskuze ziskanych vysledkll nebyla provedena z diivodu absence védeckych publikaci

¢i podobnych analyz, ktery by deklarovand mnozstvi porovnavaly s mnozstvim skute¢nym.
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12.

ZAVER

Na zaklad¢ cilti, materialu a metodickych postupti a teoretickych poznatkid jsme dospéli

k nasledujicim zavéram:

Jiz v nutricnich hodnotach na etiketé u nékterych vyrobcl lze vytknout nedostatecné
udaje, ve kterych chybi tidaje o energetické hodnoté nebo obsahu ucinnych latek na 100 g
—u vzorkt IV a V, pfipadné nejsou nékteré informace vztaZzeny na jednu tabletu nebo
chybi udaje gramaze jedné tablety — u vzorkti IV a V nebo chybi celkovd hmotnost
vyrobku, a to u vzorku I, Il a Ill.

U vzorku I bylo zjiSténo nizs§i skutecné mnozstvi u vSech tfi aminokyselin, nez vyrobce
deklaruje na etiketé, nicméné rozdily u valinu a izoleucinu nejsou vyrazné¢ a mohly byt
zpiisobeny napf. chybou pii analyze nebo v ptipravé vzorkd. U aminokyseliny leucinu je
v8ak tento rozdil deklarovaného a skute¢ného mnozstvi vyrazny, a to nejméné o 135,0
a/kg.

U vzorku Il byl vporovnani s deklarovanym obsahem prokazan nizs§i obsah u
aminokyseliny valinu, srozdilem nejméné 26,27 g/kg, ostatni aminokyseliny byly
detekovany naopak v mnozstvi vyS$im.

U vzorku III byl prokdzan niz§i obsah u vSech tfi aminokyselin a detekované
aminokyseliny nedosahovaly hodnot ani 90 % deklarovaného obsahu. V ptipadé valinu
byl detekovan obsah nejméné o 31,33 g/kg nizsi, v pfipadé¢ izoleucinu nejméné o 36,99
g/kg a u aminokyseliny leucinu nejméné o 59,34 g/kg nizsi obsah.

Analyzou vzorku IV byl prokdzadn niZz§i obsah vSech sledovanych aminokyselin.
Aminokyselina valin byla prokazana v mnozstvi nejméné o 11,90 g/kg nizsim,
aminokyselina izoleucin nejméné o 16,16 g/kg niz$im a aminokyselina leucin nejméné o
7,02 g/kg niz$im v porovnani s deklarovanym obsah, ktery vyrobce deklaruje na etiketé
vyrobku. Mimo nesplnéni deklarovaného obsahu, vyrobce uvadi na trh vyrobek s
nespravnym pomérem vétvenych aminokyselin, a to 1:1:1 (Leu:Val:lle), ktery je
V rozporu s optimalnim pomérem 2:1:1, ptipadné 4:1:1 uvadénym v odborné literature.
Suma obsazenych aminokyselin ve vzorku V, véetné zeltinového obalu, ktery svym
slozenim rovnéz pfispivda aminokyselinami, svymi hodnotami ptfevySuje deklarované
mnozstvi u aminokylin valinu a izoleucinu. U aminokyseliny leucinu byl detekovan

obsah mirné¢ pod hranici deklarovaného obsahu, a to nejvyse 17,42 g/kg.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-HT 5 — hydroxytryptamin (serotonin)
AAEG arginin alfaketoglutarat

AMK aminokyseliny

ATP adenosintrifosfat

BCAA brached-chain amino acid

BCKADH  branched-chain ketoacid dehydrogenace

COOH karboxylova skupina

CV% variaéni koeficient

DA dopamin

DNA deoxyribonukleova kyselina

EU Evropska unie

FAO Food and Agriculture Organization
HCI kyselina chlorovodikova

HMB hydroxymethyl butyrat

IGF -1 insuline like grow faktor

MRNA mediatorova ribonukleova kyseliny
NE norefedrin

NH; aminoskupina

NRC National Research Council

pl izoelektricky bod

RNA ribonukleova kyselina

tRNA transferova ribonukleova kyselina



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1. Schéma metabolismu vétvenych aminokyselin [49] ..., 20
Obrazek 2. Syntéza serotoninu z tryptofanu [44]........ccoov i 21
Obrazek 3. Reakce ninhydrinu a aminokyselinou [28]........ccccccecvvieiiericicceece e 29
Obrazek 4. Mineralizacni bIoK [37] .........cccooiiiiiiiii s 36
Obrazek 5. Olejova IAZemn [37] .......cccooiiiiiiiiiiieee e 37
Obrazek 6. Rota¢ni vakuova odparka LABOROTA 4010/HB/GB [37] ..cccovevvvvvviivenenne. 38

Obrazek 7. Automaticky analyzator aminokyselin [36] .............cccccooveviiiiciicicic e, 38


Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510989
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510990
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510991
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510992
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510993
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510994
Sedlackova_170412_revSK.doc#_Toc322510995

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1.
Tabulka 2.
Tabulka 3.
Tabulka 4.
Tabulka 5.
Tabulka 6.
Tabulka 7.
Tabulka 8.

Tabulka 9.

Obsah leucinu v potravinach [g/100 g] [42]....c.ccoeeveieiie e 24
Obsah izoleucinu v potravinach [g/100 g] [43]....cccceovviieiiieiieeseee e 26
Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku I .....................c.cooiiinnn, 32
Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku Il........................ccooinn, 32
Energeticka a nutric¢ni charakteristika vzorku III .....................ccccoiiiininnnn, 33
Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku IV ...............ccccoviiiiininn, 33
Energeticka a nutri¢ni charakteristika vzorku V...................cccoooiiinnn, 34
Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek I [g/kg] ......... 40
Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek I1 [g/kg]........ 40

Tabulka 10. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek 111 [g/kg] .... 41

Tabulka 11. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek 1V [g/kg] .... 41

Tabulka 12. Vysledky stanoveni obsahu vétvenych aminokyselin — vzorek V [g/kg] ...... 41



