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Uvod

V dnesni dob¢ je primyslové vyrabéno mnoho chiral-
nich latek, které nachazeji uplatnéni naptiklad jako pestici-
dy, léciva nebo potravinova aditiva. V chiralnim prostiedi
mohou jednotlivé enantiomery vykazovat rizné chemické
nebo fyzikalni vlastnosti jako diisledek rozdilného prosto-
rového usporadani, a tudiz umoznéni odlisnych interakei.

Mezi chirdlni latky se fadi i aminokyseliny, které
mohou, ale také nemusi, byt stavebnimi kameny proteinti
v zivych organismech. Jednou z neproteinogennich amino-
kyselin je theanin (obr. 1), latka vyskytujici se v listcich
¢ajovniku, ktera je zodpoveédna za nékteré zdravi prospés-
né ucinky Caje. Jako naprosta vétSina aminokyselin se také
theanin vyskytuje ve formé dvou enantiomert'. Je b&zné,
ze se v listech ¢ajovniku vyskytuje pfimés D-theaninu, ale
jeho mnozstvi je obvykle velmi malé”. Nezvykle vysoké
mnozstvi D-theaninu v ¢aji pak miize signalizovat nevhodné
zachazeni, napf. nevhodné zpracovani a skladovani nebo
zptisob piepravy, nebo miZe poukazovat na paivod Gaje™.

Dale se s theaninem miZeme setkat v riznych potra-
vinovych doplncich, které jsou vyrabény pravé kvili pozi-
tivnim G¢inklim této aminokyseliny na lidské zdravi —
snizovani krevniho tlaku, zmirfiovani nezadoucich efekt
kofeinu, zlepSovani paméti nebo odbouravani stresu’.

Poprvé byl L-theanin schvélen jako doplné€k stravy
v Japonsku v roce 1964 a v soucasné dobé existuje vice
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Obr. 1. Struktura theaninu
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nez 50 potravinovych doplitkii obsahujicich L-theanin®.
Prestoze v roce 1990 byla v Japonsku vynalezena metoda
produkce vysoce Cistého L-theaninu za pouziti mikroorga-
nismi’, problém s enantiomerni &istotou potravinovych
doplnkt na bazi theaninu je i v dneSni dob¢ aktudlni, jak
ukazala studie z roku 2004 (cit.’). V této studii bylo analy-
zovano Sest komeréné dostupnych vyrobkd z USA, Kana-
dy a Ciny, které mély viechny obsahovat pouze L-theanin,
ale pét z nich obsahovalo racemat. Toto zjiSténi je pomér-
n¢ dulezité, protoze stale jesté neni znamé, jaké ma kon-
zumace D-theaninu U€inky na lidsky organismus a jestli
neni ve vétSim mnozstvi zdravi nebezpecny. Napriklad
bylo zji§t€no, Ze pfi nahromadéni  nékterych
D-aminokyselin v lidském téle, zptisobeném nizkou enzy-
matickou aktivitou, miize dojit k vyvolani fady poskozeni,
jako je napf. potlageni riistu’.

Vzhledem k tomu, Ze potravinové dopliikky na bazi
theaninu jsou Casto vyrabény jako racematy, byla na kry-
sach provedena studie’, jejimz cilem bylo stanovit, jestli
D- a L-theanin maji stejné farmakokinetické vlastnosti,
jestli je racemat metabolizovan stejnym zpusobem jako
jednotlivé enantiomery a jestli pfitomnost obou enantio-
merd ovliviiuje jejich absorpci v gastrointestindlnim traktu
a vylucovani moéi. Vysledkem bylo zjisténi, Ze ptitomnost
D-enantiomeru snizuje absorpci L-enantiomeru a naopak.
Dale se ukazalo, ze D-theanin je ihned vylu€ovan moci,
zatimco L-theanin je v ledvinach nejprve metabolizovan na
ethylamin a kyselinu glutamovou, a az poté vyloucen moci.
Z téchto poznatkll je ziejmé, Ze enantiomery theaninu nejsou
bioekvivalentni, a proto muze byt ptisobeni potravinovych
dopliikli rozdilné v zavislosti na jejich enantiomernim sloZeni.

V navaznosti na uvedené studie se tato prace zabyva
optimalizaci separace enantiomert theaninu metodou
HPLC pro analyzu potravinového doplitku dostupného
v Ceské republice. Zvlastni pozornost je vénovana moz-
nostem zvySeni citlivosti detekce pomoci derivatizace.
Mezi nejéastéji pouzivana derivatizacni ¢inidla pro stano-
veni aminokyselin patfi o-ftalaldehyd (OPA)’, dansyl
chlorid (Dns-C1)®’, 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid
(FMOC-C1)'*"', 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl
karbamat (AQC)'? a ninhydrin". Pro tcely této prace byly
vybrany FMOC-CI a Dns-Cl, nebot’ jejich derivéaty je mozné
detegovat spektrofotometrii v UV oblasti i fluorescencné.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie

Pro optimalizaci separace byly pouzity standardy:
L-theanin  (Sigma-Aldrich, Praha, CR), D-theanin
a DL-theanin (dar od Dr. D.W. Armstronga, University of
Texas, USA). Pro derivatizaci theaninu byl pouzit
FMOC-CI, ¢istota > 99 % a Dns-Cl, €istota > 99 % (Sigma-
Aldrich, Praha, CR). Methanol Chromasolv, gradient grade
pro HPLC; acetonitril Chromasolv, gradient grade pro
HPLC; triethylamin, Cistota > 99 %; byly zakoupeny také
od firmy Sigma-Aldrich (Praha, CR). Déle byly pouzity:
octova kyselina 99 % p.a. (Fluka, Buchs, Svycarsko); hy-
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drogenuhlicitan sodny, p.a., hydroxid sodny, p.a. (Lach-
Ner, Neratovice, CR) a n-pentan p.a. (Lachema, Brno,
CR). Analyzovan byl potravinovy doplnék ,,L-Theanin —
ochrana a uvolnéni” s deklarovanym obsahem 200 mg
ucinné latky v jedné tableté (Naturix, Vetrisol s.r.o., Praha,
CR). Deionizovana voda byla pfipravena systémem Mili-Q
(Millipore, Milford, MA, USA).

Ptiprava vzorkl

Standardni roztoky theaninu pro analyzu bez derivati-
zace byly pfipraveny rozpuSténim v methanolu resp.
v destilované vodé na koncentraci 1 mg ml™" a dale fedény
dle potieby.

Standardy theaninu pro derivatizaci FMOC-CI byly
rozpustény v 0,2 M NaHCOs, pH 9,0 (pH upraveno pii-
davkem 0,5 M NaOH) na koncentraci 0,2 mg ml ", Roztok
FMOC-CI byl pfipraven rozpusténim v acetonitrilu (ACN)
na vyslednou koncentraci 2 mg ml™'. Derivatizatni smés
vznikla smichanim zasobnich roztokd v poméru 1:1. Na-
sledn¢ byla smés fadné promichana a 20 min ponechana
v klidu pfi laboratorni teploté.

Pro derivatizaci Dns-Cl byly standardy rozpustény
v destilované vodé na koncentraci 1 mg ml™" a roztok deriva-
tizaniho ¢inidla byl pfipraven rozpusténim 0,02 g Dns-Cl
v 1 ml ACN. Derivatiza¢ni smés obsahovala 100 ml rozto-
ku theaninu, 60 ml 0,2 M NaHCO;, pH 9,5 (pH upraveno
pfidavkem 0,5 M NaOH) a 60 ml Dns-Cl. Smés byla di-
kladné promichana. Pro porovnani ucinnosti dansylace
bylo zvoleno nékolik zptisobti ptipravy derivati: reakce pfi
laboratorni teploté ptes noc (14 hodin), reakce v temnu
a za svétla pii teploté 80 °C po dobu 30, 45 a 50 min. Re-
akce byla zastavena ptidavkem 40 ml octové kyseliny
a vychlazend smés byla centrifugovana po dobu 5 min.

Vzorky pro analyzu tablety ,,L-Theanin — ochrana
auvolnéni” byly pfipraveny nasledujicim zplsobem: tab-
leta byla rozdrcena v tfeci misce na jemny prasek, 1 mg
prasku byl rozpustén v 1 ml destilované vody a roztok byl
prefiltrovan pires 0,45um nylonovy filtr. Derivatizace byla
provadéna stejnym zptisobem jako v piipadé standardu.

Ptistroje a pomucky

Pro chromatografickou analyzu se spektrofotometric-
kou detekci v UV oblasti byl pouzit kapalinovy chromato-
graf Breeze System, skladajici se z gradientové pumpy
1525, vakuového odplynovace, automatického davkovace
vzorkti 717 Plus, termostatu Jetstream 2 Plus, UV/VIS
dvoukanalového detektoru 2487 a pocitacového programu
Breeze verze 3.30 SPA (Waters, MA, USA). Pro stanoveni
limitd detekce a stanovitelnosti pii fluorescenéni detekci
byl pouzit kapalinovy chromatograf, jehoz soucasti byly:
vysokotlakd gradientovd pumpa model Crystal 200, fluo-
rescencni detektor FL 2000 (Spektra System, USA), mem-
branovy vakuovy odplyiiova¢ CSI6150 (Cambridge Scien-
tific Instruments, UK), davkovaci ventil Rheodyne (Cotati,
CA, USA) se smyckou o objemu 5 pl. Ke zpracovani dat
slouzil program Clarity verze 2.8 (Data Apex, Praha, CR).
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Pro separaci byla pouzita kolona Chirobiotic T
s chirdlni staciondrni f4zi na bazi teikoplaninu vdzaného na
silikagelovém nosici, rozméry 250 mm x 4,6 mm, zrnéni
5 um (Supelco, USA). Déle byl pouzit pH-metr PHM 220
s kombinovanou sklenénou elektrodou (Radiometer, Ko-
dani, Dénsko), centrifuga Centrifuge 5418 Eppendorf
(Eppendorf Czech & Slovakia s.r.0., Ri¢any u Prahy, CR)
a filtry 0,45 um Sartorius Minisart (Sartorius Stedim Bi-
tech GmbH, Goettingen, Némecko).

Mobilni faze a podminky méteni

Pro chiralni separaci nederivatizovanych aminokyse-
lin byla jako optimalizovand mobilni fize pouZzita smés
methanol/voda v poméru 60/40 (v/v). Detekce byla prove-
dena pii vinové délce 205 nm (cit."%). Pro separaci deriva-
tizovanych aminokyselin byly pouzity mobilni faze skla-
dajici se z methanolu a 1,0% nebo 0,5% triethylaminoocta-
nového pufru (TEAA) o pH 4,0, 5,0 nebo 6,0 v riznych
objemovych pomérech. Pufr byl pfipraven z destilované
vody a triethylaminu, na pozadovanou hodnotu pH byl
upraven piidavkem octové kyseliny.

Detekce derivatt FMOC-CI v UV oblasti probihala
pfi vinové délce 262 nm (cit.'’) a fluorescenéni detekce
byla provadéna pfi excitacni vinové délce 254 nm a emisni
vinové délce 314 nm (cit.'"). Detekce aminokyselin deriva-
tizovanych dansyl chloridem probihala v UV oblasti pfi
254 nm (cit.®) a fluorescenéni detekce pii vlnovych dél-
kach 340 nm pro excitaci a 516 nm pro emisi zafeni’.

Vsechna méfeni na kapalinovém chromatografu Bree-
ze probihala pii teploté 25 °C. Analyzy s fluorescencni
detekci probihaly za laboratorni teploty 22 + 2 °C. Pritok
mobilni fize byl 1 ml min ™.

Urceni limita detekce a stanovitelnosti

Kalibracni roztoky byly ziskany fedénim zésobnich
roztokli nederivatizovaného a derivatizovaného DL-thea-
ninu. Proméfeny byly koncentrace v rozmezi 0,5-0,0025
mg ml™. Na kazdé koncentraéni hlading bylo méfeni pro-
vedeno tiikrat. Zavislosti odezvy na koncentraci byly zpra-
covany linearni regresi (hodnoty korelacnich koeficienti
byly vzdy vyssi nez 0,997).

Vysledky a diskuse

Optimalizace separace nederivatizovaného
a derivatizovaného theaninu

Pro separaci nederivatizovanych enantiomerti theani-
nu na chiralni stacionarni fazi na bazi teikoplaninu bylo
mozné pouZzit jednoduchou mobilni fazi tvofenou pou-
ze methanolem (MeOH) a vodou. Optimalizovana mobilni
faze se skladala zMeOH a vody v objemovém poméru
60/40.

Standardy byly nejprve rozpoustény v methanolu,
ktery vSak poskytoval velice vyrazné systémové piky.
Proto byl nésledné theanin rozpustén v destilované vod¢.
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Tim doslo i ke zvySeni symetrie pikdl theaninu. Ilustrativni
chromatogram enantioseparace nederivatizovaného theani-
nu za optimalizovanych podminek je na obr. 2A.

Pro separaci FMOC-CI derivati theaninu byla pouzita
mobilni faze slozend 2z methanolu a TEAA pufru.
V priab¢hu optimalizace byly vyzkouseny 0,5% a 1,0%
TEAA pufry o pH 4,0, 5,0 a 6,0 a rlizné poméry MeOH/
pufr (v»v). Pii pouziti 0,5% TEAA pufrd dochazelo pii
vy$$im mnozstvi methanolu v mobilni fazi ke koeluci
L-theaninu s piky derivatiza¢niho ¢inidla. Snizeni mnozstvi
methanolu vedlo k vyraznému prodlouZeni retence. Z téchto
diivodii byla jako nejvhodnéjsi vybrana mobilni faze sklada-
jici se z methanolu a 1,0% TEAA pufru o pH 6,0 v objemo-
vém poméru 30/70, kdy pik L-enantiomeru eluoval mezi piky
derivatizacniho ¢inidla (obr. 2B).

Pti nékterych stanovenich aminokyselin popsanych
v literatufe byla pro odstranéni piebytku derivatizacniho
¢inidla a jeho hydrolytického produktu, které mohou kom-
plikovat nésledné déleni derivatli enantiomerti, pouZita
extrakce organickym rozpou$tédlem, napf. pentanem'*.

Podle nékterych autord' by viak tento krok mohl vést ke
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Obr. 2. Chromatogramy enantioseparace (A) DL-theaninu, (B)
FMOC-pL-theaninu, (C) Dns-DL-theaninu. Stacionarni faze
Chirobiotic T, (A) mobilni faze MeOH/voda 60/40 (v/v), 205 nm,
pratok 1 ml min™', 25 °C; (B) mobilni faze MeOH/1,0% TEAA
pufr, pH 6,0 30/70 (v/v), pratok 1 ml min 1,262 nm, 25 °C; (C)
mobilni faze MeOH/1,0% TEAA, pH 6,0 40/60 (v/v), prutok
1 ml min™', 254 nm, 25 °C. L — L-enantiomer; D — D-enantiomer;
1, 2, 3 — ptebytek derivatiza¢niho ¢inidla
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ztraté urcittho mnozstvi derivatizované aminokyseliny
(prokazano u histidinu, ornithinu a lysinu). V této praci
nebyly zaznamenany zadné ztraty derivati theaninu pfi
extrakci pentanem.

Riizné zplsoby ptipravy dansyl derivatd byly vyzkou-
Seny s cilem najit nejvhodnéjsi postup. Rada derivatiza¢-
nich reakci popsanych v literature'®"® probihala ve tmé
vzhledem k citlivosti dansyl derivat na svétlo. Proto byla
v této praci porovnana vytéznost dansylace probihajici jak
v temnu, tak na svétle pfi teploté 80 °C. Testovana doba
reakce byla 30, 45 a 50 min. Byla v8ak zkouSena i reakce
trvajici 14 hodin, probihajici za laboratorni teploty.

Ziskané vysledky ukazaly, ze ptistup svétla nemél na
reakci negativni vliv. Vytézek reakce se vSak zvySoval
s rostouci dobou reakce. Nejvyssi vytézek byl ziskan pti deri-
vatizaci provadéné za laboratorni teploty po dobu 14 hodin.
Tento zptsob derivatizace byl vybran pro dalsi praci.

Mobilni faze skladajici se z methanolu a 0,5% ne-
bo 1,0% TEAA pufru, pH 6,0, v riznych pomérech byly
testovany v ramci optimalizace separacnich podminek pro
déleni dansyl derivati theaninu. Bylo porovnavano rozlise-
ni a separacni G¢innost a jako optimalni byla zvolena mo-
bilni fdze o slozeni MeOH/1,0% TEAA puft, pH 6,0, 40/60
(v/v). V této mobilni fazi dochazelo k dobrému oddéleni
obou enantiomerti theaninu, které eluovaly za pikem derivati-
zacniho ¢inidla a vykazovaly symetrické piky (obr. 2C).

Porovnani optimalizovanych metod stanoveni

Za pouziti derivatizace byly podle ocekavani ziskany
vyrazné niZ$i limity detekce a stanovitelnosti, jak znizor-
nuje tabulka I. Detekéni limity namétené spektrofotometrii
v UV oblasti pro L-theanin byly pon€kud niZ§i pfi derivati-
zaci pomoci FMOC-CI, ale v pfipadé¢ D-theaninu tomu
bylo naopak. Tento rozdil byl zptisoben podstatné del§im
reten¢nim ¢asem FMOC-D-theaninu, jehoz pik se rozmy-
val. Pfi pouziti jiné mobilni faze s vyssi eluéni silou by
s nejvetsi pravdépodobnosti byl limit detekce FMOC-D-
theaninu nizsi nez u dansyl derivatu. Mohlo by vsak dojit
ke koeluci L-enantiomeru s derivatizatnim ¢inidlem. Dale
bylo zjisténo, ze se detekéni limity ziskané pii fluorescen-
¢ni detekci podstatné snizily u derivatt FMOC-CI az na
desetiny ngml™ pro L-theanin resp. jednotky ngml™ pro
D-theanin, zatimco u derivati dansyl chloridu se zhorsily
na desetiny pgml™'. Z téchto vysledkil je patrné, Ze pro
stanoveni theaninu je nejvhodnéjsi pouzit jako derivatizac-
ni ¢inidlo FMOC-CI a fluorescenc¢ni detekci.

Derivatiza¢ni metody optimalizované v této praci jsou
podle zjisténych limiti detekce a stanovitelnosti pro deri-
vaty theaninu citlivéjsi nez metody pouzité v diive publiko-
vané studii®, kde byla pouzita stejna derivatizaéni ¢inidla.

Analyza potravinového doplitku obsahujiciho
L-theanin

S enantiomernim zastoupenim Uzce souvisi kvalita
potravin resp. moznosti jejiho falsovani'®. V ptipadé potra-
vinovych doplik se, analogicky jako u 1éCiv, sleduje
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Tabulka I
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Porovnani limitd detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) derivatizovanych a nederivatizovanych enantiomerd theaninu za

optimalizovanych podminek

Derivatiza¢ni ¢inidlo L-theanin D-theanin
LOD [ng ml™] LOQ [ng mI™] LOD [ng ml™] LOQ [ng ml™]
UV detekce
- 255 849 568 1890
FMOC-CI 9,50 31,7 37,7 126
Dns-Cl 17,7 59,1 25,9 86,5
Fluorescencni detekce
FMOC-CI 0,755 2,52 4,26 14,2
Dns-Cl 584 1950 832 2770

enantiomerni Cistota, obzvlasté v pfipadech, kdy neni ujas-
néno, jaky vliv mize mit odliSny enantiomer na lidsky
organismus. Jiz dfive bylo publikovano, ze nékteré potra-
vinové doplitky na bazi L-theaninu obsahovaly racemat
obou enantiomerd, i kdyZ by mély obsahovat pouze
L-enantiomer”. Proto byla, za optimalizovanych podminek
zjiSténych v této praci pro separaci nederivatizovanych
aminokyselin, provedena analyza tablety ,,.L-Theanin —
ochrana a uvolnéni”. Cilem bylo zjistit, zda se v potravino-
vém doplnku nevyskytuje pfimés D-enantiomeru. Vysled-
ky neprokdzaly pfitomnost D-theaninu v této tableté
(obr. 3). Je vSak mozné, Ze tato metoda nebyla dostatecné
citlivd, aby odhalila velmi nizkou koncentraci
D-enantiomeru. Proto byla nésledn¢ na stejné kolon¢ za
optimalizovanych separa¢nich podminek provedena analy-
za theaninu po derivatizaci FMOC-CI (obr. 4), a také po

Odezva detektoru

o

Obr. 3. Analyza nederivatizovaného potravinového dopliiku
obsahujiciho theanin. Stacionarni faze: Chirobiotic T, mobilni
faze: MeOH/voda 60/40 (v/v), 205 nm, pritok: 1 ml min™', 25 °C.
A — tableta, B — tableta + D-theanin, L — L-enantiomer, D — D-
enantiomer
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derivatizaci dansyl chloridem (obr. 5) za pouziti UV detek-
ce. Anitémito postupy nebyla zjisténa primés
D-enantiomeru.

Z uvedenych vysledku je patrné, ze v daném potravi-
novém doplitku se D-theanin nevyskytuje nebo je zde pfi-
tomen v mnozstvi mensim nez jsou hodnoty LOD.

Zavér

Byly optimalizovany metody separace enantiomer(
theaninu bez a s pouZitim derivatizace 9-fluorenyl-
methyloxykarbonyl chloridem a dansyl chloridem. Po opti-
malizaci separacnich systémuil a postupt derivatizace byly
u kazdé metody zjistény limity detekce a stanovitelnosti
a byl analyzovan vybrany potravinovy doplnék s ohledem

Odezva detektoru

t, min

Obr. 4. Analyza potravinového doplitkku obsahujiciho theanin
po derivatizaci FMOC-CI. Stacionarni faze: Chirobiotic T, mo-
bilni faze: MeOH/1,0% TEAA, pH 6,0 30/70 (v/v), prutok:
1 ml min™', 262 nm, 25°C. A — FMOC-tableta, B — FMOC-
tableta + FMOC-D-theanin; L — L-enantiomer, D — D-enantiomer,
1, 2 — piebytek derivatizacniho ¢inidla
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Odezva detektoru

Obr. 5. Analyza potravinového dopliiku obsahujiciho theanin
po derivatizaci dansyl chloridem. Stacionarni faze: Chirobiotic
T, mobilni faze: MeOH/1,0% TEAA puft, pH 6,0 40/60 (v/v),
pratok: 1 ml min~', 254 nm, 25 °C. A — Dns-tableta, B — Dns-
tableta + Dns-DL-theanin; L — L-enantiomer, D — D-enantiomer,
1 — ptebytek derivatiza¢niho ¢inidla

na ptitomnost enantiomert theaninu.

Podle ocekavani byly pouZitim derivatizace ziskany
vyrazné nizsi limity detekce a stanovitelnosti pii detekci
v UV oblasti spektra. Lze Fici, Ze citlivost detekce enantio-
meru theaninu se po derivatizaci fadové zvysila ve srovna-
ni s nederivatizovanymi analyty. V souladu s literaturou se
detekéni limity pii fluorescenéni detekci podstatné snizily
pro derivity FMOC-Cl, a7 na desetiny ngml’' pro
L-theanin (resp. jednotky ng ml™" pro D-theanin), zatimco
u derivatt dansyl chloridu se zhorsily na desetiny pg ml™.

Ani jednou z optimalizovanych metod nebyla v potra-
vinovém doplitku zjiSténa pfitomnost D-theaninu. Vysled-
né zjisténi je dilezité, nebot’ metabolické drahy D-theaninu
jesté nebyly detailné prozkoumany a neni jisté, jestli by
jeho konzumace ve vétSim mnozstvi neméla za nasledek
zdravotni komplikace.

Tato prace vznikla za financni podpory GA AV, grant
144X00100903 a dlouhodobého zaméru MSM002162085.
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Theanine, a non-proteinogenic amino acid present in
tea leaves, is well known for its health promoting effects
such as lowering blood pressure, reducing caffeine side
effects, improving memory and supporting the immunity
system. Theanine occurs in dietary supplements as race-
mate, while they should contain only the L-enantiomer.
The article deals with the optimization of separation and
detection of underivatized and derivatized theanine enanti-
omers on a chiral teicoplanin-based stationary phase. The
chromatographic limits of detection and quantification
were determined with the aim to assess the content of the
theanine enantiomers in dietary supplements.



