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1 UVOD

Ve svété sportovci, at uz rekreanich ¢i profesionalnich, patii kreatin
k nejpopularn€j§im a nejvice prostudovanym doplikim stravy. Jeho popularita maze
souviset s faktem, ze se jedna o latku pfirozené se vyskytujici v lidském organismu.
Je velmi oblibeny pro svou hlavni funkci, kterou je kratkodobé doplnéni energie
do svalové tkan¢. Tento efekt je velmi zadany pfi silovych a rychlostnich trénincich (napf.
sprint), kdy je klasicky pfijem energie pro sval nedostacujici z hlediska potieby zvyseni

jeho vykonu.

Na trhu existuje spousta kreatinovych pfipravki v riznych formach, napf.
monohydrat, kre-alkalyn, ethyl ester, hydrochlorid, citrat, malat aj. Spektrum moznosti
pro sportovce je velmi Siroké a firmy prodavaji rizné kombinace téchto forem
v piipravcich s cilem zajistit a propagovat co nejvyssi a nejdelsi moznou ucinnost.
V disledku oblibenosti uzivani tohoto suplementu je dulezité prostudovat stabilitu

a efektivitu novéjsich forem kreatinu, které byvaji propagovany na trhu sportovni vyzivy.

Cilem této prace je prozkoumat stabilitu riznych forem kreatinu v riznych
prostfedich, ktera jsou v praxi ¢asto v kontaktu pravé s timto suplementem. NejcCastéji
byvaji tyto produkty rozpustény ve vode nebo v ovocnych dzusech, proto je v této praci
pouzity roztok vody, roztok vody s citrulinem, ktery byva pfiddvan do smeésnych
suplementt spolu s kreatinem a roztok podobny svym pH prostiedi dzusu. Poslednim
prozkoumanym prostiedim je roztok simulujici kyselé prostfedi zaludku, aby byla

prozkoumana celkova stabilita jednotlivych produktu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Kreatin

Tato biologicka slouCenina byla poprvé objevena roku 1832 a v prubéhu
devatenactého stoleti byla detekovana ve svalové tkani raznych savcu. Proto byl jeji
trivialni nazev odvozen z feckého slova kréas neboli maso. [1] Dnes se kreatin ¢asto radi

mezi nejznaméjsi a nejpopularnéjsi suplementy na trhu sportovni vyzivy.

Z chemického hlediska je kreatin znam jako N-(aminoiminomethyl)-N-
methylglycin (Obrazek 1). V lidském organismu se tato sloucenina vyskytuje zcela
pfirozené, kde vznika ze tfech biogennich (proteinogennich) aminokyselin — L-argininu,
glycinu a L-methioninu. Syntetizuje se v ledvinach a jatrech odkud se jeho pfevazna Cast
transportuje (aktivnim transportem) krvi do svalové tkan€, ktera méa vysokou spotiebu
energie. Jelikoz tato slouCenina dodava do svalové tkané energii, stala se soucasti
predtréninkovych suplementt pro podporu sily a vykonu pii tréninku. Je ovSem dulezité
zminit, ze kreatin neni vhodny pro jakékoliv vytrvalostni sporty. Suplementace
je vyuzivana predevsim pii kratkodobych intenzivnich vykonech silovych a rychlostnich
sportd. Je to z toho divodu, Ze pfi intenzivnim vykonu dochazi ke spotiebé svalové
energie ve formé adenosintrifosfatu (ATP) a kreatin spolupracuje sjejim rychlym

obnovenim pfi tréninku. [2,3]

NH,

HN/ T/w(OH

CHs 0
Obrazek 1: Strukturni vzorec kreatinu
2.1.1 Biosyntéza a metabolismus kreatinu

Jak jiz bylo zminéno, kreatin je télu vlastni tripeptid a jeho syntéza (Obrazek 2)
zacina v ledvinach reakci, pii které se amidova Cast aminokyseliny L-argininu navaze

na glycin. Produkty této pocatecni reakce jsou L-ornitin a kyselina guanidinoctova
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(GAA). Tato reakce je katalyzovana enzymem L-arginin:glycin-amidinotransferazou
(AGAT), ktery ma vysokou aktivitu v ledvinach a pankreatu. Kyselina guanidinoctova
syntetizovana v ledvinach je nasledné transportovana krvi do jater, kde dochazi k reakci
s S-adenosyl-L-methioninem (SAM) za ucasti guanidinoacetatmethyltransferazy
(GAMT), coz vede kmetylaci GAA. Béhem této reakce se uvoliiuje S-
adenosylhomocystein (SAH). Vyslednym produktem této reakce je kreatin, ktery je
aktivné transportovan z jater pres bunéénou membranu do krevniho ob&hu. Poté dochazi
k absorpci kreatinu z krve do jednotlivych tkani, napt. svalu. U Zen je mira syntézy
kreatinu o 20-30 % nizsi nez u muzl. S procesem starnuti se méni i rychlost syntézy,
u jedincu ve véku mezi 20-39, 40-59 a nad 60 let je odhadovana rychlost syntézy kreatinu
ptiblizn€ 7,7; 5,6 a 3,7 mmol za den. [2,4]

Q Q Q
\
OH OH OH OH
HoN L-arginin:glycin-
H 2 amidinotransferdza 2
@) + = > + NH
NH, LEDVINY HN=C
NH2
G]).cin HN\ H2N
/C:N H . Guanidinoctova
HoN Ornitin kyselina
Arginin
S-adenosyl-L-methionin N-guanidinoacetat-
methyltransferaza
S-adenosylhomocystein -
JATRA
HO ADP ATP
\ 0
P NH
HNT |2
O - C OH
)\ OH = > WNT N
NN (N |
CHy O CH; O
. ADP ATP .
Fosfokreatin Kreatin
SVAL (|3H3
HNYN
N ;\ H,0
P+ H,0 H Ny
Kreatinin

Obrazek 2: Biosyntéza kreatinu a kreatininu
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Po absorpci kreatinu svalovymi buiikami dochézi k jeho pfeméné na fosfokreatin
pomoci dvou dulezitych latek — nejdulezitéjsiho prenaseCe energie ATP a enzymu
kreatinkinazy (CK), ktery katalyzuje tuto reakci. Tato reakce je reverzibilni, proto
fosfokreatin svou fosfatovou skupinu opét vraci vzniklé molekule adenosinmonofosfatu
(ADP) a dochazi k resyntéze ATP. Béhem této reakce dochazi k absorbovani jednoho
protonu, coz znamena, ze kreatin neutralizuje uclinky svalové acidozy spojené
s intenzivnim tréninkem. Dostatecné mnozstvi kreatinu (i suplementovaného) zvysi
bunécné zasoby fosfokreatinu, diky némuz dochézi k rychlejsi resyntéze ATP. ATP je
hlavnim zdrojem bunécné energie, proto tento déj umoziiuje kratkodobé zvysit
dynamicky rychlostni a silovy vykon. Beéhem svalového odpocinku je mnozstvi ATP
obnoveno procesem oxidativni fosforylace a kreatin zaCne obnovovat zhruba 95 %

fosfokreatinu béhem 3-4 minut. [2, 5, 6]

Kreatinkinaza je kliCovym enzymem tohoto procesu a déli se na dva typy —
cytoplazmatickou (3 izoformy) a mitochondrialni (2 izoformy). Tento fosfokreatinovy
systém hraje dulezitou roli v oblasti pfenosu energie z mitochondrii do cytosolu a cely

proces je znazornén na obrazku 3. [6,7]

KeT

OXIDATIVNI FOSFORYLACE CYTOSOLOVY POMER ATP/ADP

1

VA AS, cvTosoL

{thK MITOCHONDRIE @

2
GLYKOLYZA

3
CYTOSOLOVA SPOTREBA ATP

ZASOBOVANI ATP SPOTREBA ATP

Obrazek 3: Cyklus transportu kreatinu (Kr) a fosfokreatinu (Kr-P) mezi
mitochondrii a cytosolem burtiky; KrT — kreatinovy transportér; mtCK — mitochondrialni
kreatinkinaza, CK-a,c,g — cytosolova kreatinkinaza; 1-4 — mista interakce
kreatinkinazy/ATP [7]
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Aby doslo k eliminaci kreatinu (fosfokreatinu) ze svalu, musi dojit k pfeméné
na molekulu kreatininu (Obrazek 2). Kreatinin vznikd ireverzibilni dehydrataci
anasledné cyklizaci kreatinu (fosfokreatinu). Jelikoz jsou obé latky, kreatin
a fosfokreatin, pomérné€ nestabilni molekuly, je tato pfeména neenzymaticka, spontanni
a kontinualni. Kreatinin (Obrazek 4) je transportovan do krve a z téla se vylucuje moci.
Mnozstvi vylucovani kreatininu se odviji od nékolika faktord — pohlavi, véku jedince
a mnozstvi svalové hmoty. Vylucovani kreatininu dosahuje maxima u osob ve véku 18-
29 let se ztratou piiblizné 24 mg.kg™! b&hem 24 hodin, s vékem se snizuje, naptiklad
uosob ve véku 70-79 let mira vyluCovani klesa na piibliZznou hodnotu 13 mg.kg™!

za 24 hodin. U Zen je pfiblizna mira vylucovani o 20 % nizs§i nez u muzi. [4]

o\ H
i N>NH
\

N
\ “H,0
HO CH
CH,
0]

Kreatin Kreatimn

HoN

NH

Obrazek 4: Zacykleni a struktura kreatininu

Samovolna pfeména kreatinu na kreatinin zavisi na hodnoté pH a teploté. Cim
je vyssi teplota, tim je pfeména rychlejsi. [2] Obecné byva nejrychlejsi preména kolem
pH = 3,5. Degradaci kreatinu lze snizit nebo dokonce zastavit bud’ zvySenim pH nebo
snizenim pod 2,5. U velmi vysokého pH totiz dochazi k deprotonaci kyselé skupiny
a dochazi ke ztizeni intramolekularni cyklizace na kreatinin. Naopak nizké pH ma
za nasledek protonaci amidové skupiny kreatinu, ktera také brani intramolekularni
cyklizaci. Z téchto informaci vyplyva, ze v zaludku (pH = 2), ani ve stievé (pH = 6-7)

nedochézi k vyznamnym pfeménam na kreatinin. [8, 9]

Autofi Howard a Harris v roce 1999 publikovali praci zabyvajici se poklesem
koncentrace kreatinu ve vodnych roztocich pfi riznych hodnotach pH a pfi dvou riznych
teplotach: 25 °C (Obrazek 5A) a 4 °C (Obrazek 5B). Vzorky byly upraveny
na pozadovanou hodnotu pH pomoci kyseliny octové a hydroxidu draselného. Ukézalo

se, ze pii 25 °C je kreatin ve vodném roztoku nejvice stabilni v bazickém pH, tedy
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pH =6,5-7,5 po dobu az 3 dni, naopak pfi pH = 3,5 byl kreatin relativné stabilni pouze
po dobu 8 h. Rozpad kreatinu pozorovany po dobu 3 dni pii pH = 5,5; 4,5 a 3,5 byl 4%,
12% a 21%. Pii teploté 4 °C se pfeména kreatinu na kreatinin znacné zpomalila,

pii pH = 3,5 byla koncentrace kreatinu v roztoku nad 90 % i po 30 dnech. [§]

* pHE.5 ¢ pH7.0
| —a PH5.5 s pH 6.0
98%
90% 1
pH 4.5 96% “» pH5.0
-4 “_..‘
‘ 94%
80% 1
® pH3.5
pH35
. : T : : - 92% . 1 T
0.5h  4h 8h 1d 2d 3d 0 10d  20d 30d

Obrazek 5: Degradace kreatinu ve vodnych roztocich v zavislosti na pH a Case; A-

pfi teploté 25 °C; B - pii teploté 4 °C (pfevzato z cit. [8])

Svalové bunky ukladaji az 95 % kreatinu, zatimco zbyvajicich 5 % je uchovavano
v srdci, mozku a varlatech. Primérny obsah kreatinu v téle u 70kg muze je kolem 120 g
a jeho minimalni spotfeba na den je zhruba 2 g, pfi€emz biosyntéza kreatinu pokryje
zhruba polovinu této minimalni denni spotfeby. Druhou polovinu dostaneme
do organismu nejcastéji ve forme kvalitnich zivocisnych bilkovin — masita strava (napf.
hovézi, kureci, krali¢ci maso a ryby). V mase je primérna koncentrace kreatinu od 4
do 5 g.kg! masa, u ryb se pohybuje v rozmezi 4-10 g.kg'. U vegetarian(i a vegani je
syntéza kreatinu znané nedostacujici ve srovnani s konzumenty zivocisnych bilkovin
avede ke snizeni hladiny kreatinu ve svalech. U téchto alternativnich stravovacich
navyka by mél byt hlidan dostate¢ny piijem aminokyselin, vCetné téch, které se ptimo

podileji na syntéze kreatinu. [2-5]
2.1.2 Biologicka dostupnost a transport kreatinu

Celkovy piijem kreatinu do krevniho fecisté zavisi na biologické dostupnosti vSech

ptijatych forem kreatinu. Tato biologicka dostupnost je Casto snizena diky nékolika
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faktorim — 1) nedostateCnou rozpustnosti kreatinu pii peroralnim poziti, 2) degradaci
kreatinu na kreatinin v zaludku a travici soustavé, 3) zvySenim vylucovani kreatinu stolici
po peroralnim podani a 4) degradaci kreatinu stfevni florou. Nejlepsi, 99% biologickou
dostupnost vykazuje kreatin ve formé roztoku a z masa, 1 kdyz je absorpce kreatinu
z masa pomalejsi nez z roztoku. Pred uzitim je vzdy kli¢ové, aby byl suplement kreatinu
(prasek, tablety, tobolky...) zcela rozpustny. U tablet byva biologicka dostupnost
omezengj§i, diky procesu dezintegrace a naslednému rozpusténi, oproti suspenzi, kde
musi dojit pouze k rozpusténi suspendovanych c¢astic. Aby byla stanovena presna
biologickd dostupnost, musi se urcit hladiny kreatinu ve svalovych bunkéach pred

a po suplementaci pomoci svalové biopsie. [2, 10]

Absorpci a transport kreatinu ze stfevni tkané zajistuji kreatinové transportéry.
Kreatin je transportovan do kosternich svall proti vysokému koncentracnimu gradientu,

jelikoz je koncentrace kreatinu v krvi v rozmezi 50-100 pmol.I"!, zatimco koncentrace

v kosternim svalstvu je 5-10 mmol.I"". Tento transportér je zavisly na molekule chloridu
sodného a k transportu jedné molekuly kreatinu vyzaduje dva sodikové a jeden
chloridovy ion. Strukturou se podoba transportérim dopaminu nebo GABA. Funkce
tohoto transportéru je ovlivnéna nékolika faktory, jako inzulinem, obsahem kreatinu ve

svalech a naroc¢nosti cviceni. [2-5]

Obecné plati, ze ne vSechen prijaty kreatin bude zadrzen v téle v okamziku jeho
absorpce, zejména pokud jsou uzivany vysoké davky kreatinu. Vysoka mira kreatinu
v téle byva zachovana v pocatcich suplementace, ale s postupem casu dochazi ke
zvySovani vyluCovani kreatinu do moci. Divodem této degradace je, ze bé&hem
suplementace je ve svalech pfitomno méné receptort kreatinovych transportérd. Tento
vliv na receptory kreatinovych transportéri je nejspise jednim z divodi, pro€ je Casto
zminovano, ze existuje maximalni mnozstvi kreatinu ulozeného v kosternich svalech.

Jedna se ovSem o reverzibilni ucinek, ktery skonci po ukonceni suplementace.[1]
2.1.3 Kreatinova suplementace

Mezi dalsi dulezité faktory ovliviiujici vysledny vykon se vedle biologické
dostupnosti fadi 1 vhodny plan suplementace kreatinem, ktery je nastaven systémem tii
fazi. Tou prvni fazi je faze zavadéci (nasycovaci), ve které by mélo byt konzumovano

v pruméru 0,3 g kreatinu na kilogram vahy jedince kazdy den. Obecné je doporucovano
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si kazdou denni davku rozdélit do pétigramovych porci s tim, ze jedna davka by méla byt
uzita 30 min pied tréninkem a dalsi 4-6 hodin po tréninku. Tato faze trva tyden a poté
se prechazi do faze udrzovaci. Udrzovaci faze trva Ctyfi tydny a konzumovana davka
kreatinu se snizuje v pruméru na 0,1 g na kilogram vahy kazdy den, pficemz v necvicici
dny je kreatin uzivan rano se snidani a vecer s veceti. Posledni fazi je regeneracni faze,
behem které se kreatin neuziva, trva az 3 tydny a zalezi pouze na kazdém jedinci, zda
bude davkovani vynechano, jelikoz davka kolem dvou gramu kreatini za den mize byt
konzumovana nepfretrzité. Tento cyklus suplementace mize byt bezpocetné opakovan

podle potfeb jedince. [3, 11]

Obecné plati, ze by se kreatin mél uzivat spolu s rychle stravitelnymi cukry, které
se vyznacuji vysokym glykemickym indexem. Bylo zjisténo, ze obsazeny cukr napomaha
inzulinové reakci, kterd pomaha zvysit absorpci kreatinu dokonce az o 60 %. Vhodnymi
cukry jsou napfiklad glukéza, maltdéza nebo dextroza. Dodrzeni tohoto doporuceni
je dulezitéjsi zejména v pocatcich kreatinové suplementace, jelikoz zasoby kreatinu ve
svalech byvaji niz§i. Castym zvykem u konzumenti je michani kreatinu s ovocnymi
§tavami obsahujici prevazné fruktozu, ktera se do skupiny rychle stravitelnych cukra
nefadi. Jinymi slovy, samotna fruktdza nezplisobi rapidni narust hladiny inzulinu
a nedochazi tedy ke zvySeni saturace kreatinu do svalu. V neposledni fad¢ je rizikem
u nékterych ovocnych stav obsah kyselin, které mohou narusit aktivitu kreatinu konverzi
na kreatinin a rychleji jej degradovat. Tyto informace jsou obecné znamé, existuje ovsem
mnoho forem kreatinu a nékteré mohou mit lehce odlisné pozadavky, aby dochazelo

k maximalnimu vstiebani kreatinu. [5, 11]
2.1.4 Vyuziti v mediciné

Jak je zminéno v predchozich podkapitolach, kreatin je celosvétoveé vniman jako
dulezity suplement pro sportovce. Bylo vSak objeveno jeho dalsi vyuziti, kdy kreatin
muze pomoct s prevenci nebo oddalenim neurodegenerativnich onemocnéni, které byvaji
spojovany s procesem starnuti. Ve véku kolem 80 let dochézi totiz k poklesu zhruba 30 %
svalové hmoty a svalova slabost zistava dodnes zasadni pfi¢inou ztraty nezavislosti
u star§i populace. Byla provedena studie, kdy byl star§Sim jedincim suplementovan
kreatin a dochéazelo ke sledovani navySujicich se hladin kreatinu, ktery mél pfiznivy
ucinek na svalovou hmotu seniorti. Zavérem byla logicka uvaha o transportu kreatinu.

Pokud doslo ke zvySeni kreatinu ve svalové tkani, mohlo dojit i k transportu kreatinu
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pomoci kreatinovych transportéri pies hematoencefalickou bariéru do mozkové tkane,

kde se endogenni hladiny kreatinu s pfibyvajicim vékem snizuji. [12]

V souvislosti s mozkovymi funkcemi bylo prokdzano, ze kreatin vykazuje
antioxidacni vlastnosti, snizuje duSevni unavu, chrani mozek pfed neurotoxicitou
a je schopen zmirnit prub€h neurologickych poruch, jako je deprese, nebo bipolarni
porucha. Kreatin se tedy stal alternativnim prednim kandidatem v boji proti nemocem
souvisejicimi se starnutim organismu, jako je napiiklad Parkinsonova choroba,
Huntingtonova choroba, amyotrofickd lateralni skler6za, nebo proti porucham

dlouhodobé paméti spojené s rozvojem Alzheimerovy choroby a mrtvice. [13]

Muze-li suplementace kreatinu pomoct zkvalitnit dobu zivota béhem starnuti,
je otazkou, jak muze ovlivnit proces rustu plodu v t€hotenstvi, ¢i miminka po narozeni.
Autofti H. Dickinson a kol. (2014) se pravé na toto vyvojové obdobi zaméfili ve své studii.
Te&hotenstvi je stavem zvySené metabolické aktivity se zvySenymi nutricnimi pozadavky
na matku, a i ve spravném vyvoji plodu dochazi k vyssi tvorbé volnych radikalt kysliku
a dusiku, jejichz kliCovym zdrojem je placenta. Fetalni (plodové) tkan€, vEetné vyvijeciho
mozku, jsou zranitelné vici oxidacnimu stresu, zejména pokud je pfitomna infekce, nebo
zanétlivé procesy. DalSim faktem je, ze hladké svalstvo délohy obsahuje nizké hladiny
kreatinu a ATP a pfitomny fosfokreatin se snadno vycerpa délozni Cinnosti béhem
porodu. Doplnény kreatin mize predchazet nemocem vyvolané svalovou atrofii, zlepsuje
rehabilitaci, obecné posiluje bunécnou energetiku a reguluje oxidacni stres. Obecné
pomaéha zabranit mnoha porodnim i1 poporodnim komplikacim — pfed€asnému porodu,
hypoxicko-ischemické encefalopatii (moznost poskozeni centralni nervové soustavy),
preeklampsie, nebo zabranit vzniku hypoxie. [14] Na kreatinovou suplementaci, at’ uz
v t€hotenstvi Ci stafi by po dikladng&jsim lékarském vyzkumu mohlo byt nahlizeno jako
na moznou preventivni 1é¢bu, nebo jako na doplnék ke konvencni medikaci, ktery maze

v prvni fadé pomoct v prevenci vSech vySe zminénych onemocnéni.

2.2 Formy kreatinu

V dnesni dobé existuje na trhu zhruba 18 forem kreatind. Jsou k dostani
v samostatnych formach, nebo jsou soucasti ruznych stimulantd a anabolizéra.
Z chemického hlediska se daji rozdélit na kreatinové soli, derivaty a okrajové kreatinové

alkoholy. Jelikoz je kreatin slabou bazi s hodnotou pKs = 11,2 (pfi teplote 25 °C), kreatin
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muiZe tvorit soli pouze se silnymi kyselinami majici hodnoty pKa nizsi nez 3,98. Soli jsou
tvoreny protonaci guanidinové skupiny kreatinu (Obrazek 6) a vznikaji latky typu kreatin

citrat, malat, fumarat aj.. Obecné plati, Ze rozpustnost kreatinu lze zvysit snizenim pH.

(5]

NH, NH,

H,O
] + HA @ — = = K 0
H2N+/KNH/ﬁ/ W NHY
o OH
Obrazek 6: Vznik kreatinové soli za pomoci silné kyseliny

Dalsi skupinou jsou derivaty a kreatinové alkoholy, které neobsahuji v chemické
struktufe kompletni kreatin. U téchto forem se piedpoklada, ze v lidském organismu
podléhaji pfeméné na komplexni molekulu ,,istého* kreatinu. V této podkapitole budou
predstaveny ruzné formy kreatinu, které bézné byvaji srovnavany s nejcastéjsi

a nejprozkoumanéjsi formou na trhu, kreatin monohydratem. [5]
2.2.1 Kreatin monohydrat

Kreatin monohydrat je tou nejzakladnéjsi formou a byva i nejcastéjsi volbou
veédeckych studii. Tento nazev je odvozen od chemické struktury, kde na kazdou jednu
molekulu kreatinu je navadzana jedna molekula vody (Obrazek 7). Tato forma
se vyznacuje dobrou absorpci ve stieve a neprokazuji se u ni zadné vétsi vedlejsi ucinky.
Rozpustnost monohydratu se uvadi 14 gl! pfi 20 °C a zvySuje se s teplotou,
napf. pfi zahtati na 60 °C je rozpustnost 45 g.I"'. Kreatin monohydrat je velmi stabilni
prasek, ktery nevykazuje zadné znamky degradace v prubéhu let, a to ani pii zvySenych
teplotach (40 °C). Autoti Jager a kol. (2003) sledovali obsah kreatininu v prasku kreatin
monohydratu, ktery kvantifikovali pomoci techniky HPLC a ani po tfech letech a zvySené
teploté 40 °C nevykazoval kreatin monohydrat znamky degradace. Teprve po uplynuti

44 mesicu byl kreatinin detekovan, a to v minimalnim mnozstvi (106 ppm). [5, 15]
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Obrazek 7: Strukturni vzorec kreatin monohydratu

Kreatin monohydrat se vyskytuje ve dvou zakladnich formach. V prvni formé
je z kreatinu odebran monohydrat susenim zhruba pfi 100 °C, vznika tedy bezvody
kreatin, ktery diky vylou¢eni monohydratu disponuje vétsi koncentraci kreatinu v jedné
déavce. Jeho vlastnosti a t€inky jsou ovSem totozné s monohydratem, jelikoz pii kontaktu
s vodnym prostfedim dochazi opét k navazani vody. Druhym typem je mikronizovany
kreatin, ktery byva na trhu pfitomen pod oznaCenim Creapure zajiStujici vyrobek
farmaceutické kvality. Tento mikronizovany kreatin prochazi procesem zmenSeni
rozméru ¢astic kreatinu, dochazi tedy ke zvysSeni rozpustnosti. Pokud tento typ kreatinu
nema oznaCeni Creapure, je doporuCovano zjistit jeho pavod, aby byl suplement

dostateéné kvalitni. [5]
2.2.2 Kre-Alkalyn

Kre-Alkalyn (buffered creatine) je formou, kterd se vyznacuje umélym zvysSenim
pH piidanim alkalického prasku, naptiklad smichanim kreatinu s hydrogenuhli¢itanem
(uhli¢itanem) sodnym, nebo fosforeCnanem hofe¢natym. Tato pufrovana forma
se pohybuje v rozmezi pH = 7-14, nejCastéji se vSak vyskytuje kolem pH = 12. Takto
upraveny kreatin ma zajistit vétsi stabilitu v zaludku, vyssi biologickou dostupnost a vetsi

akumulaci ve svalové tkani. [5, 16]

Autoti A. Jagim a kol. (2012) ve své studii porovnali G¢inky kreatin monohydratu
a Kre-Alkalynu u 36 sportovct po dobu 28 dni, kde kazdému byl nahodné pfidélen jiny
typ kreatinu. Byly dodrzeny davky doporucené vyrobcem, u kreatin monohydratu byla
prvnich sedm dni dodrzena nasycovaci faze (4 x 5 g/den po dobu 7 dni) a poté byly
suplementovany udrzovaci davky 5 g/den pod dobu zbylych 21 dnti. U Kre-Alkalynu byla
podle vyrobce doporucena davka 1,5 g/den. Vysledky svalové biopsie, krevniho obrazu

a Wingate anaerobniho testu prokéazaly, ze u Kre-alkalynu nedochazelo k vétSimu
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nahromadéni kreatinu ve svalu v porovnani skreatin monohydratem. Tato studie

vyloucila, ze je Kre-alkalyn ucinnéjs§i formou nez kreatin monohydrat. [16]
2.2.3 Kreatin ethyl ester

Kreatin ethyl ester (Obrazek 8) je prikladem derivatu kreatinu, ktery ovSem
vykazuje malou ucinnost v porovnani s kreatin monohydratem. Tato forma se pfi nizkém
pH, tedy i v prostfedi podobajici se travicimu traktu, samovolné pfeméiuje na kreatinin.
Polocas rozpadu kreatin ethyl esteru v krvi trva do jedné minuty a tato hydrolyza je velmi
rychla na to, aby se kreatin dostal do svalovych bunék. I ptes tento fakt vyrobci tvrdi, ze

se jedna o efektivni formu kreatinu. [5, 17]

T
C (0] CH3
N \NH/\/ ~_"

0

Ho

Obrazek 8: Strukturni vzorec kreatin ethyl esteru

Aby byla tc¢innost kreatin ethyl esteru dostate¢né prozkoumana, autoti M. Spillane
a kol. (2009) provedli studii, kde ucastniky rozdélili do tfech skupin a suplementovali jim
placebo maltodextrin, kreatin monohydrat a kreatin ethyl ester az po dobu 48 dnti. Béhem
Casové zavislosti sledovali autofi zmény télesné skladby, zmény obsahu vody, navySeni
sily a hladiny kreatininu. Vysledky krevnich, zatézovych testi a analyzy na pfistroji
DEXA (pfesné meéteni télesného slozeni a hustoty kosti) poukazaly na nékolik
skuteCnosti. Zaprvé kreatin ethyl ester nezvysil vyznamné hladinu kreatinu ve svalech
v porovnani s kreatin monohydratem 1 placebem. Dale i narust télesné vody
pii suplementaci ethyl esterem byl shodny v porovnani s kreatin monohydratem.
V neposledni tadé suplementace kreatin ethyl esterem vykazovala vysoké hladiny
kreatininu ve srovnani s kreatin monohydratem. Z této informace je patrné, ze velka ¢ast
kreatin ethyl esteru byla degradovana v gastrointestinalnim traktu. Zlepseni sledovanych
parametri jako zlepSeni télesné skladby, obsahu vody a sily lze pfisuzovat spise
kvalitnimu tréninkovému planu, ktery dodrzovaly vSechny skupiny nez suplementaci

kreatin ethyl esterem. [17]
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2.2.4 Kreatin hydrochlorid

Kreatin hydrochlorid (Obrazek 9) je formou kreatinu, ktera v porovnani s kreatin
monohydratem pfinasi az Ctyficetinasobné vyssi rozpustnost a nizs$i doporucené denni
davkovani 3 g/den. Déle by tato forma méla vykazovat vétsi moznou biologickou

dostupnost. [18]

NH,

/C\ OH + H—CI

HN NH

0]

Obrazek 9: Strukturni vzorec kreatin hydrochloridu

I tato forma byla porovnana s kreatin monohydratem, konkrétné ve studii M. Tayebi
a H. Arazi (2019). Triceti Sesti sportovcim byly béhem tréninku suplementovany
doporucené davky kreatin monohydratu, hydrochloridu nebo placeba po dobu 7 dnd.
Vysledky zjisténé pomoci nékolika sportovnich a krevnich testi prokazaly, Ze kreatin
hydrochlorid neposkytuje vyznamny rozdil vucinku na wvitalitu a silu oproti

monohydratu. [18]
2.2.5 Kreatin nitrat

Kreatin nitrat (Obrazek 10) je formou, v niz je na kreatin navdzana nitratova
skupina, ktera zajistuje lepsi rozpustnost kreatinu. Dalsi vyhodou u této formy je poziti

dusi¢nand, které snizuje kyslikovou spotiebu pii cviceni. [19]

NH,

/c\ o, oM

HN NH

O—=

@]
Obrazek 10: Strukturni vzorec kreatin nitratu

Autofi E. Galvan a kol. (2016) zkoumali dvé latky kreatin a nitrat v kombinaci
za predpokladu jejich synergického piisobeni a nasledné tuto vzniklou kombinovanou

formu kreatin nitrat srovnali s kreatin monohydratem. Suplementaci kreatin nitratu
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nastavili do dvou typt davkovani, 1,5 g a 3 g/den a béhem suplementace zkoumali pocet
i intenzitu vedlejsich ucinkd. Prokazalo se, ze davka 3 g byla velmi dobie tolerovana
a vykazovala podobné ucinky jako kreatin monohydrat pii stejném davkovani 3 g.
Béhem této studie nebyla objevena zadna bezpecnostni rizika pfi pozivani kreatin nitratu.
[19]

2.2.6 Kreatin citrat

Kreatin citrat je slozen z kreatinu a kyseliny citronové (Obrazek 11). Presnéji
se jedna o tri-kreatin citrat, kde jsou na jednu molekulu citratu navazany tfi molekuly
kreatinu. Rozpustnost kreatin citratu pfi teploté 20 °C je 29 g.I'! a vykazuje tedy 1,55 krat
vyS$Si rozpustnost ve srovnani s kreatin monohydratem. Diky kombinaci s citratem

by méla tato forma zajistit lep§i regeneraci, tato informace ov§em neni prokazana. [15]

OH
NH»

_

c OH 0 oH
HN/ \\NH/_\(
: N
0

— OH ©

OH

Obrazek 11: Strukturni vzorec kreatin citratu
2.2.7 Kreatin malat

Jedna se formu, kde je molekula kreatinu navdzana na kyselinu jable¢nou
(Obrazek 12) a vyznacCuje se tak lepSi rozpustnosti ve vode€ v porovnani s kreatin
monohydratem. Stejn€ jako u tri-kreatin citratu, jsou i tady na jednu molekulu malatu
navazany tfi molekuly kreatinu. V travicim traktu se pfeméfiuje na kreatin monohydrat
a kyselinu jableCnou. Diky kyseliné jablecné, ktera je jednim z mezistupiia Krebsova

cyklu, ma kreatin malat dodavat rychleji energii do svalu. [5, 20]
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Obrazek 12: Strukturni vzorec kreatin malatu
2.2.8 Kreatin pyruvat

Kreatin pyruvat neboli kreatin 2-oxopropanoat (Obrazek 13) se vyznacuje vysokou
rozpustnosti 54 g.I' pfi 20 °C oproti kreatin monohydratu. Kombinace kreatinu
s kyselinou pyrohroznovou ptedstavila teorii, ze by tato forma mohla pomoct pii vysoce
intenzivnim 1 pii vytrvalostnim sportu, jelikoz pfijem vysokych davek pyruvatu spolu
s dihydroxyacetonem pozitivné ovlivni vytrvalostni kapacitu. Pokud je kreatin pyruvat
dodéavan v nizkych davkach a v kratkodobé suplementaci, nezvysuje vytrvalostni vykon.
Bylo vsak zjisténo, ze dlouhodoba suplementace této formy (6 g/den po dobu 28 dni)
zvysuje koncentraci pyruvatu o 60 %. Pyruvat je produktem procesu glykolyzy v lidském
organismu a jeho velka ¢ast je transportovana do mitochondrii, kde dochazi k tvorbé ATP
procesem oxidativni fosforylace. Dalsim dilezitym pfinosem pyruvatu v lidském téle
je moznost pfevedeni pyruvatu na oxaloacetat, ktery je soucasti Krebsova cyklu a témito

metabolickymi pochody dochézi ke zvySeni energie. [21-24]

NH2 H5C //o
HO c >—\
NH/ \NH o] OH

@]
Obrazek 13: Strukturni vzorec kreatin pyruvatu

Autotfi R. Jager a kol. (2007) porovnavali koncentraci izomolarniho mnozstvi
kreatin monohydratu, tri-kreatin citratu a pyruvatu v plazme u Sesti ti¢astnikti. Kreatin byl
oxidovan pomoci NADH a byl v plazmovych extraktech detekovan fotometricky pfi
340 nm s pfitomnosti trech enzymu, kreatinkinazy, pyruvatkinazy
a laktatdehydrogenazy. Kreatin pyruvat byl detekovan stejnym postupem, ale pouze

s ptidavkem laktatdehydrogenazy. Pouze v této studii dosahl kreatin pyruvat nejvyssi
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hladiny kreatinu v plazmé oproti vySe zminénym formam kreatinu. Tato studie
naznacuje, ze rozdilné formy mohou zménit kinetiku absorpce kreatinu v plazmé,
nicméné jsou velmi nepravdépodobné rozdily v biologické dostupnosti. Dale bylo
zjisténo, ze rozdily v kinetice nemaji vyznamny vliv na zvySeni svalového kreatinu
béhem jeho suplementace a nebyly zaznamenany zadné odliSnosti v absorpci

jednotlivych forem oproti kreatin monohydratu. [5, 22]

Vsechny vySe zminéné formy fadime k nejsnaze dostupnym formam, existuje
ovSem mnoho dalSich pfipravovanych a prodavanych forem kreatinu. V tabulce I
je shrnuty jejich vycet 1 s procentudlnim podilem kreatinu a procentualnim rozdilem

oproti kreatin monohydratu.

Tabulka I: Prehled raznych forem kreatinu, jejich procentualni podil kreatinu

a rozdil oproti kreatin monohydratu. [15]

Rozdil mnozstvi kreatinu
Forma kreatinu Podil kreatinu [ %] oproti kreatin monohydratu
[%]
Bezvody kreatin 100,0 13,8
Kreatin monohydrat 87,9 0,0
Kreatin ethyl ester 82,4 -6,3
Kreatin malat (3:1) 74,7 -15,0
Kreatin methyl ester HC1 72,2 -17,9
Kreatin citrat (3:1) 66,0 -24.9
Kreatin malat (2:1) 66,0 -24.9
Kreatin pyruvat 60,0 -31,7
Kreatin a-aminobutyrat 56,2 -36,0
Kreatin o-ketoglutarat 53.8 -38,8
Kreatinfosfat sodny 514 -41,5
Kreatin taurinat 514 -41,6
Kreatin pyroglutamat 50,6 -42.,4
Kreatin ketoisokaproat 50,4 -42.7
Kreatin orotat (3:1) 45,8 -47,9
Karnitin kreatinat 449 -49.0
Kreatin dekanoat 43,4 -50,7
Kreatin glukonat 40,2 -54,3
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2.3 Chemicka analyza kreatinu a kreatininu

Prvni analytickou metodou, ktera byla v minulosti vyuzita pro stanoveni kreatinu,
je klasicka gravimetrickd analyza fungujici na principu vzniku nerozpustné srazeniny
kreatinu, nasledném vysuseni a zvazeni. Postupem ¢asu byl ale kladen narok na detekci
stale nizSich koncentraci a byly zavedeny postupy spektrometrickych technik, napf.
fotometrie, infraCervené spektrometrie, nebo nuklearni magnetické rezonancni
spektroskopie (NMR). Tyto metody jsou stale vyuzivany nejCastéji v kombinaci
se separaCnimi technikami, napiiklad kapalinovou chromatografii. Dalsi casto
pouzivanou metodou je plynova chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrometrii.
Mimo tyto zminéné analyzy jsou ¢asto vyuzivany i enzymatické analyzy. Pro prehlednost

jsou zminéné chemické metody popsany podrobnéji v nasledujicich podkapitolach. [25]
2.3.1 Fotometrie a spektrofotometrie

Fotometrie je nedestruktivni metoda zaloZzena na principu vzniku barevného
produktu po reakci roztoku analytu a vhodné zvoleného ¢inidla, kdy intenzita vzniklého
zbarveni je pfimo umeérna koncentraci analytu. Méfi se zde absorbance pii konkrétnich

vlnovych délkach ve viditelné oblasti spektra (400 — 750 nm) pomoci fotometra. [26]

Zakladni metodou pro stanoveni kreatinu 1 kreatininu je Folinova metoda
vychazejici z Jaffého reakce. Aby byla tato metoda provedena, dochazi v prvnim kroku
k pfeménéni kreatinu na kreatinin. Kreatin se chova jako slaba baze a pfidanim kyseliny
do roztoku (napf. pomoci kyseliny chlorovodikové) dojde k této zméné. Poté reaguje
vznikly  kreatinin s kyselinou pikrovou v alkalickém prosttedi za vzniku
cervenooranzového komplexu (Obrazek 14). Toto zbarveni je cCasto detekovano
fotometricky a jeho intenzita je zméfena pii vinové délce kolem 500 nm. Tato metoda
ovsem neni pfili§ specifickd, nebot’ kyselina pikrova reaguje s dal§imi pfitomnymi
organickymi latkami v biologickych tekutinach (pyruvat, acetat, glukédza, kyselina
askorbova aj.). Hlavnim benefitem je ovSem jeji roz§ifenost a v praxi je bézn¢ pouzivana
k analyze kreatinu i kreatininu v biologickych vzorcich, nejcastéji v moci nebo v krevnim

séru. [25, 27]
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Obrazek 14: Jaftého reakce (ptevzato z cit. [27])

Je-li roztok analytu méfen v urcitém souvislém rozmezi vinovych délek, jedna se
o spektrofotometrii. Tuto techniku vyuzili naptiklad autofi A. Krishnegowda a kol.
(2013) ve studii stanoveni kreatininu v krevnim séru. Metoda je zaloZena na principu
oxidace kreatininu s p-methylaminosulfatem v pfitomnosti siranu meéd'natého poskytujici
intenzivni fialové zbarveni. Autofi méfili v rozsahu 400-700 nm, ovSem maximalni
absorbance byla pfitomna ve viditelni oblasti svétla 530 nm. Zvolené ¢inidlo p-
methylaminosulfat je snadno rozpustné ve vodé€, neni financné nakladné a jeho toxicita je
niz8i ve srovnani s aromatickymi rozpoustédly, které se bézné pouzivaji pro stanoveni
kreatininu. Dal8i vyhodou této metody jsou nizké limity detekce LOD = 0,15 uM
a kvantifikace LOQ = 0,5 uM, metoda vykazuje dobrou citlivost, reprodukovatelnost,
presnost a nezavislost vii¢i matrici. Velkou vyhodou oproti Jaffého reakci je potlaceni

vlivu interferujicich latek, obecné se tedy jedna o selektivnéj§i metodu. [28]

Casto jsou pro stanoveni kreatininu pouZivané aromatické organické latky
(naptiklad kyselina 3,5-dinitrobenzoova), smési enzymu, ale existuji i postupy
vyuzivajici agregace nanocastic stiibra. [29] Napfiklad studie S. Mohammadi a kol.
(2015) popisuje rychlou, selektivni, citlivou a validovanou metodu kombinujici
spektrofotometrickou a kolorimetrickou analyzu pro stanoveni kreatininu jak v moci,
tak v krevnim séru. [30] Z této podkapitoly je patrné, ze dostupné studie vyuzivajici
spektrofotometrické techniky jsou zaméteny spisSe pro stanoveni kreatininu nez kreatinu

samotného.
2.3.2 Infracervena spektroskopie

Infracervend spektroskopie je nedestruktivni analytickou technikou, ktera nabizi

moznost stanoveni samotného kreatinu. Tato technika je zalozena na interakci
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infraerveného zafeni s molekulami analytu, pfi niz dochazi k absorpci zareni
vyvolavajici prechod molekuly do vysSich vibrac¢nich nebo rotacnich stavii. Pohybuje
se ve spektralni oblasti vrozmezi 5000-100 cm™ (2000- 100 000 nm). Vystupem
je infraCervené spektrum, které obsahuje absorpni pasy pro rtizné funkéni skupiny
vCetné oblasti otisku prstu ,fingerprintu“, ktera je charakteristicka pro kazdou latku
a je ptitomna v oblasti 1500-500 cm!. [26] Obrazek 15 nazorné zobrazuje infradervené

spektrum nejznaméjsi formy kreatinu, kreatin monohydratu.

0.34
0.32:

Oblast
,otisku prstu®

0.30}
0.28
0.26
0.24
0.22}

Absorbance
o
>

VInova délka (em!)
Obrazek 15: Infracervené spektrum kreatin monohydratu

Autofi D. P. Jeronimo a kol. (2012) publikovali metodu stanoveni kreatinu
ve svalové tkani u potkand pomoci infracervené spektroskopie s Fourierovou
transformaci (FT-IR). Potkaniim byla podavana davka 5 g na kilogram télesné hmotnosti
po dobu 1 tydne (nasycovaci faze) a poté 1 g po dobu 8 tydnu (udrzovaci faze). Svalova
tkan kazdého vzorku byla zmrazend, lyofilizovana a rozemletd v koloidnim mlynku.
Vznikly tkanovy prasek byl smichan s bromidem draselnym a po opétovném vysuseni
byla smés stlacena do KBr tablety. Byly analyzovany 4 skupiny potkant — bez fyzického
tréninku, s fyzickym tréninkem, s fyzickym tréninkem a suplementaci a pouze
se suplementaci. Vysledna spektra byla srovnana se spektrem Ccistého kreatinu
a dochazelo k vySkovym rozdilim u pika v oblasti otisku prstu, konkrétné v oblastech

1396 a 1308 cm’'. FT-IR metoda byva pouZivana v oblasti diagnostiky onemocnéni,
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nebo forenzni analyzy a tato studie naznacuje jeji mozné vyuziti ke stanoveni kreatinu

v kosternim svalstvu.
2.3.3 Kapalinova chromatografie

Cast&ji vyuzivanou analytickou technikou neZ vyse zminéné techniky pro stanoveni
samotného kreatinu, je kapalinova chromatografie. Jedna se o separacni metodu, ktera
poskytuje kvalitativni a kvantitativni informace o analytu. V principu jde o rozdéleni
slozek smési analytu mezi dvé faze, stacionarni (nepohyblivou) a kapalnou mobilni fazi
(pohyblivou). Vyuziti nachazi v mnoha oborech, napfiklad primyslu, zdravotnictvi,

nebo farmacii. [26]

Velmi castda technika pro stanoveni kreatinu je vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC) pracujici s mens$im pramérem Castic stacionarni faze a vyssim
tlakem [31, 32]. HPLC byva kombinovana s nékolika zptsoby detekce — UV-VIS [33],
fotometricka detekce [34], elektrochemicka detekce, anebo napfiklad hmotnostni

spektrometrie. [26]

Autoti A. K. Dash a A. Sawhney (2003) vyvinuli metodu pro stanoveni kreatinu
i kreatininu pomoci HPLC s UV-VIS detekci (pfi 205 nm) bez pfidavku iontového
parového cinidla, které se u nékolika analyz kreatinu v HPLC systémech pouzivalo
(dodecylsiran sodny). Autofi studovali dvé formy kreatinu, kreatin monohydrat
a dikreatin citrat a vyuzili dvé praskové formy a jednu tekutou. Jako mobilni fazi zvolili
roztok siranu amonného ve vodé (45 mM), jako wvnitini standard byl pouzity 4-(2-
aminoethyl)benzensulfonamid, priitok byl nastaven na 750 pul.min' a kad4 analyza
trvala méné nez 7 minut za pouziti reverzni kolony C18. Autofi studie zjistili, ze volné
prodavané formy kreatinu obsahuji zhruba o 2 % kreatinu méné, nez je uvadéno
a soucasn¢ lze detekovat 1 velmi malé mnozstvi kreatininu. Dale sledovali kinetiku
degradace kreatinu ve vodé pii 25 °C a urcili jeho rychlostni konstantu. Zavér studie
poukazuje na fakt, ze volné prodejné formy kreatinu v kapalné formé by meély byt
opatfeny datem expirace, které se da vypocitat na zakladé rychlostni konstanty degradace

pro kazdou formu kreatinu, jelikoz obsahovaly velmi malé mnozstvi kreatinu. [35]

Dalsi typ detekce, konkrétné pulsni elektrochemickou detekci, vyuzili autofi
Yoonsun Mo a kol. (2003) ve studii stanoveni kreatinu ve vodném prostiedi a krevni

plazmé u potkant. Separace kreatinu probihala na polymerni sulfonované koloné
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s polyhydroxylovanou glukozou (pH = 13) pii teploté 45 °C. Elektrochemicky detektor
byl propojen s amperometrickou celou, ktera byla opatfena pracovni zlatou elektrodou
areferentni argentchloridovou elektrodou. Volba mobilni faze se liSila v zavislosti
na matrici. Pro stanoveni kreatinu ve vodném prostfedi byla mobilni faze tvotfena vodou,
acetonitrilem, 10 mM octanem sodnym a 1 M hydroxidem sodnym (2,5:2,5:90:5 v/v/v/v).
U analyzy vzorka krevni plazmy byla mobilni faze jednodussi, konkrétné€ byla pouzita
smés 1 M hydroxidu sodného a vody (5:95 v/v). Tato studie potvrdila, ze vyhodou
elektrochemicka detekce je nizka citlivost pro nearomatické slouceniny ve srovnani
s UV/VIS detekci. Limity detekce kreatinu pomoci elektrochemické detekce Ccini
LOD =10 ug.ml!, zato u fotometrické detekce jsou devitindsobné vyssi
LOD =90 pg.ml"!. Dalsi vyhodou je, Ze lze tuto analyzu provést i s malym mnoZstvim

vzorku, nevyhodou je vSak nutné pouziti specifické kolony. [35]

Analyzy kreatinu a kreatininu nemusi byt primarné zaméfeny na studium jejich
stability a rozpustnosti. Autofi Ning Sun a kol. (2019) vyuzili HPLC ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii MS/MS pro studium kreatinu, kreatininu
a fosfokreatinu v krevni plazmé u déti svirovou myokarditidou. Détska virova
myokarditida je Casté onemocnéni kardiovaskularniho systému, je vaznou hrozbou
pro zivot a zdravi déti pro své slozité¢ klinické projevy, rychly vyvoj a nedostatek
specifickych diagnostickych metod. Pravé synteticky vyrobeny fosfokreatin, ktery
je bé€zné pouzivan jako 1€k u srdecniho selhani a infarktu myokardu, byl prostudovan
kvili objasnéni metabolismu fosfokreatinu v kombinaci s timto onemocnénim, aby byl
objasnén vztah mezi ddvkovanim, bezpecnosti a i€innosti. Separace probihala na reverzni
kolon¢ C18 za pouziti gradientové eluce (mobilni faze A: roztok octanu amonného,
pH =10, upraveno amoniakem a B: methanol). Vzorky plazmy byly pfipraveny metodou
srazeni proteinil a nebyl zde pozorovan zadny vliv matrice. Tato validované
farmakokineticka studie predstavila rychlou a citlivou metodu, ktera shledava aplikaci

fosfokreatinu u déti jako moznou. [36]

Vétsina metod se shoduje v typu chromatografie na reverzni fazi diky poléarni
povaze kreatinu. Z vySe zminénych postupta také vyplyva, ze dochazi k riznym volbam
mobilnich fazi, riznym volbam analytickych koncovek a ze se analyzy provadi bézné jak

v izokratické, tak gradientové eluci.
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2.3.4 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Plynova chromatografie je dalSi separa¢ni metodou, ktera se oproti kapalinové
chromatografii lisi ve skupenstvi mobilni faze, kterou je plyn. V porovnani s kapalinovou
chromatografii je tato technika vhodna pro analyzu tékavych latek, kterou kreatin sam
o sobé neni. Proto musi byt vkazdém postupu pro analyzu pomoci plynové
chromatografie pfitomen proces derivatizace, jak aminovych skupin, tak ketoskupin.
Trimethylsilylace a trifluoracetylace kreatinu a kreatininu jsou nejstar§i publikované
derivatizacni metody pro analyzu GC-MS v lidském séru pomoci plamenové

nebo elektronové ionizace. [37]

Jednim ze znamych derivatizacnich cinidel je N, O-bistrifluoracetamid (BSTFA),
které reaguje smnoha funkénimu skupinami (hydroxylovymi, karboxylovymi
a aminovymi skupinami) a je Casto vyuzivané pro analyzu aminokyselin. Autori
F. Nasrallah a kol. (2010) toto c¢inidlo pouzili a aby doslo k separaci kreatinu ve vzorcich
moci, upravili vzorky nasledujicim zptsobem. Vzorek moc¢i (100 ul) byl smichan
s roztokem kyseliny 2-fenylbutanové (100 pl), nasycenym roztokem hydrogenuhlicitanu
vapenatého (50 pl), roztokem toluenu (600 ul) a hexafluoracetylacetonu (50 ul). Smés
byla zahtivana po dobu 2 h na 80 °C, po vychladnuti doslo pomoci centrifugace
k oddéleni toluenové faze, ktera se odebrala a vysusila pomoci proudu dusiku. Proces
derivace byl zahgjen ptidanim 50 pl BSTFA a 50 pl chloroformu a zahfivanim po dobu
30 minut pfi 65 °C. Po zchladnuti a ptepipetovani do vhodnych eppendorfek byly vzorky
pfipraveny na GC-MS analyzu. Tato validovana metoda zaji§tuje reprodukovatelné

a rychlé méfeni kreatinu ve vzorcich moci. [38]

Nedavno byl autorskym kolektivem O. Begou a kol. (2021) prokazan katalyzujici
efekt ¢inidla BSTFA na rozklad kreatinu. Druhé derivatizacni ¢inidlo, které bylo ve studii
vyzkouseno, je anhydrid kyseliny pentafluoropropionové (PFPA) reagujici se stejnymi
funkénimi skupinami jako BSTFA. VSechny vzorky moci byly odfoukany dusikem
do sucha a proces byl zopakovan po pfidani ethanolu, aby doslo k odstranéni zbytkové
vody. Poté bylo pfidano 100 pl derivatizacniho €inidla a vzorky byly udrzovany 60 min
pii 60 °C. Po zchladnuti a prepipetovani do vhodnych eppendorfek byly vzorky
pfipraveny na meéfeni, které probihalo pomoci chemické ionizace jak v kladném, tak
zaporném modu. Vysledky prokazaly, ze tyto Cinidla usnadfiuji pfeménu kreatinu

na kreatinin a nejsou tedy vhodna pro specifickou analyzu. Na druhou stranu bylo
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zjisténo, ze vzniklé Casné eluujici N,N,O-tris(trimethylsilyl) derivaty jsou uzite¢né
pro presné méfeni souctu kreatininu a kreatinu v lidské moci. Tento postup se oproti vyse

zminéné studii 1isi pfedevsim upravou vzorku pied méfenim a dobou derivatizace. [37]

I pfes potize s derivatizaci, muze byt tato metoda piinosem pro usnadnéni
diagnostiky syndromu nedostatku kreatinu (CDS) zahrnujici tfi vrozené poruchy
metabolismu. Prvni je deficit enzymu L-Arginin:glycinamidinotransferazy (AGAT),
druhou je deficit enzymu guanidinoacetat N-methyltransferazy (GAMT) a tfeti je absence
SLC6AS8, kreatinového transportéru. Tato neurologickd onemocnéni jsou lécitelna
a mohou byt diagnostikovana pravé analyzou kreatinu, guanidinoacetatu a kreatininu
v télesnych tekutinach. Pokud dochazi ke spravné diagndze v kojeneckém veku, 1écba
miva pozitivni vysledky. Z tohoto divodu je dalezité investovat, ¢i podporovat jak vyvoj
l1écebnych prostredkd, tak vyzkum rychlejsich a nizko nakladovych analytickych metod.
[38, 39]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Ke studii kreatinu/kreatininu bylo pouzito né€kolik nahodné vybranych forem
(Obrazek 16) volné prodejnych kreatinovych pripravkd, ruznych firem. Konkrétné se
jedna o formy kreatin monohydratu (Extrifit), kreatin hydrochloridu (GymBeam), kreatin
ethylesteru (Survival), tri-kreatin malatu (Muscle Mode) a kre-alkalynu (Amix).

KRE[

Creatin
Ethyl Ester =
Fair

ALKALYK

atis

Wkapsli 555
EmzamL_N

Obrazek 16: Fotografie vSech pouzitych forem kreatinu (pievzato ze stranek

vyrobcu)

3.1 Chemikalie

V této praci bylo ke stanoveni kreatinu/kreatininu pouzito kromé vyse zminénych

kreatinovych forem nékolik chemikalii:

e octan amonny (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

e amoniak vodny roztok 25 % (Penta s.r.0., Katovice, Ceska republika)

e methanol 100% (w/w), Cistota gradient grade, (VWR Chemicals, Radnor, PA,
USA)

e kyselina octova <99 %, (w/w) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e octan sodny (Penta s.r.o., Katovice, Ceska republika)

e kyselina chlorovodikova 37% (w/w) (Merck, Hohenbrunn, Némecko)

e citrulin (Extrifit, s.r.o., Dolni Uj ezd, Ceska republika)

e kreatinin (Merck, Hohenbrunn, Némecko)

e deionizovana voda
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3.2 Pristroje a pomiicky

Seznam pfistrojového vybaveni a laboratornich pomucek:

e analytické vahy: Mettler Toledo XSE205 (Mettler Toledo, Columbus, USA)

e deionizaCni stanice Millipore Direct-Q UV (Millipore S.A.S, Molsheim,
Francie)

e pH metr: inoLab 7110; pH elektroda: SenTix 41 (WTW, Weilheim in
Oberbayern, Némecko)

e centrifuga: Hettich Mikro 120 (Hettich Instruments, Beverly, MA, USA)

e automatické mikropipety,

e 21 ks 200ml sklenénych lahvicek

o Spicky

e eppendorfky (240 ks)

e stojan na vialky/eppendorfky

e parafilm M — netoxicka folie

e odmérny valec
3.2.1 Kapalinovy chromatografs UV a MS detekci

Pro stanoveni kreatind byl pouzity kapalinovy chromatograf Acquity UPLC
(Waters, Milford, USA). Systém byl vybaven UV/VIS detektorem s diodovym polem
a hmotnostnim spektrometrem Synapt G1 (Waters, USA). Vzorky byly davkovany
pomoci autosampleru v modu fulloop o objemu 10 pl a ionizace byla zapfiCinéna
elektrosprejem (Z-sprej). V této praci byla pouzita kolona Ascentis Express C18
(10 x 2,1 mm, dp = 2,7 pum, tloustka porézni vrstvy 0,5 um, Sigma-Aldrich). Pro méfeni
byly nastaveny tyto parametry: sprejovaci napéti bylo 2,5 kV v pozitivnim médu, napéti
na sampling cone 45 V, teplota zdroje 120 °C, desolvatacni teplota 40 °C, prutok
desolvata¢niho plynu 600 Lh'| kterym byl dusik a koliznim plynem byl argon.
U stanoveni kreatind bylo vyuzito gradientu: 0-2 min: 98 % A, 2 % B; 4-5 min: 80 % A,
20 % B; 7-7,5 min: 0 % A, 100 % B; 8-10 min: 98 % A, 2 % B. Pratok byl nastaven
na 0,2 ml/min a doba analyzy byla nastavena na 10 min. Analyty byly proméfeny
v rozmezi 210-400 nm, spektra vyhodnocovana pfi vinové délce 230 nm (viditelny pik

kreatinu i kreatininu).
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3.3 Pracovni postup

3.3.1 Priprava roztoku

Mefeni stability péti riznych forem kreatinu bylo provadéno ve ¢tyfech riznych
prostfedich — deionizované vodé, roztoku podobného svym pH prostiedi dzusu, roztoku
kyseliny chlorovodikové o stejné koncentraci jako je v zaludku a roztoku vody
s citrulinem. Bylo pfipraveno vzdy 1200 ml zasobniho roztoku vsech vySe zminénych
prostfedi kromé citrulinového roztoku, ktery byl pfipraven ptfimo do lahvicek o objemu

200 ml az tésné pred samotnym piidanim jednotlivych forem kreatinu.

Nejprve byly pripraveny dva zasobni roztoky. Zasobni roztok podobny
svym pH prostiedi dzusu o celkovém objemu 1200 ml byl pfipraven smichanim
12 g octanu sodného a 12 ml kyseliny octové, aby vznikl 1% roztok octanového pufru.
Takto pfipraveny roztok ma hodnotu pH = 4.5, proto byla pifidavana kyselina
az dovysledného pH = 3,5. Toto pH roztoku bylo zvoleno v zavislostt na pH

nejbéznéjsich ovocnych dzust (Tabulka IT).

Tabulka II: Pfehled pH nejbéznéjsich ovocnych dzust [40]

Typ ovocného dzusu pH
Jable¢ny 3,6
Pomerancovy 3,8
Ananasovy 3.4
Grepovy 3,2
Mangovy 3,7
Lesni plody 3,8
Brusinkovy 2,6

Dal§im zasobnim roztokem je roztok kyseliny chlorovodikové o vysledné
koncentraci 0,16 mol.l"!, coz je koncentrace kyseliny chlorovodikové v zaludku.
Tento zasobni roztok byl pfipraven piidanim 15,776 ml kyseliny chlorovodikové (37%,

12,17 mol.I'") do celkového objemu 1200 ml deionizované vody.

Roztoky citrulinu byly pfipraveny tésn¢ pied rozpusténim kreatinu. Vzdy bylo

ptidano 5 g citrulinu do 200 ml deionizované vody, aby bylo dodrzeno jeho doporucené
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davkovani. Roztok citrulinu byl jako posledni prostiedi zvolen z divodu ¢asté kombinace
citrulinu s kreatinem v riznych stimulujicich predtréninkovych ptipravcich (napt. SWAT
od Best Nutrition, Serious Pre od Prom-In), kde ma citrulin pomoct zvySovani
plazmatické koncentrace kreatinu. Dalsim divodem vybrani citrulinu je jeho pfeména

v ledvinach na aminokyselinu arginin, ktera je dilezitym reaktantem pro vznik kreatinu.
3.3.2 Odbér a priprava na méreni

Po pripravé dvou vysSe zminénych zasobnich roztok bylo odvazeno vzdy 5 g
od kazdého typu kreatinu a kazda navazka byla nachystana ve Ctyfech opakovanich.
Celkem bylo nachystano dvacet vzorkt vSech forem kreatinu. Stejna navazka 5 g byla
pfipravena i u citrulinu, ktera byla navazena dohromady §estkrat. Dale bylo nachystano
dvacet jedna 200 ml lahvi¢ek a do kazdé bylo odmémym valcem odméteno 200 ml
ptislusného roztoku — do péti lahvicek byla odmétena deionizovana voda, do dalSich péti
roztok ,,dzusu“, do dalSich péti lahvicek bylo ptidan roztok ,,zaludku“ a do poslednich
Sesti lahvic¢ek bylo odméfeno 200 ml deionizovana vody a pfidano vzdy 5 g citrulinu.
Nasledné byl odebran z nerozlitého mnozstvi vSech zasobnich roztokli a nachystaného
malého zasobniho roztoku citrulinu vzdy 1 ml a vSechny vzorecky byly oznaceny jako
blank a byly nasledné zamrazeny. Poté byly navazené vzorky kreatinu rozpustény tak,
aby kazda forma kreatinu byla rozpusténa v jiném prostiedi. Celé schéma pfiipravy

roztoku kreatind je zobrazeno na Obrazku 17.

Voda pH 3,5 | Zaludek | Citrulin
Kreatin
monochydrat
Kreatin
ethyl ester
Kreatin
hydrochlorid
Tri-kreatin
malat

Obrazek 17: Schéma ptipravy roztokt kreatint
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Jak je patrné u obrazka 18 a 22, u kreatin monohydratu a tri-kreatin malatu doslo
k uplnému rozpusténi. Formy kre-alkalynu (Obrazek 19), ethyl esteru (Obrazek 20)

a hydrochloridu (Obrazek 21) obsahovaly navic oproti ostatnim formam 1 protispékavé

latky, které jsou nerozpustné a jsou patrné na hladinach u vSech prostiedi.

Obrazek 19: Rozpusteény kre-alkalyn ve vSech prostiedich
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Obrazek 20: Rozpustény kreatin ethyl ester ve vSech prostredich

Obrazek 21: Rozpustény kreatin hydrochlorid ve vSech prostfedich

Obrazek 22: Rozpusteény tri-kreatin malat ve vSech prostiedich
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Po rozpusténi vSech forem kreatini byl okamzité odebran 1 ml z kazdého roztoku
a nasledné zamrazen a odbér byl oznacen Casem O h. Ostatni odbéry probihaly v asech
2, 4,8, 16, 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 h (7 dni) a po kazdém odbéru byly okamzité
zamrazeny. Po skonceni odbéru kreatinovych vzorki byla pfipravena mobilni faze,
konkrétn€ byl pouzit roztok octanu amonného (mobilni faze A). Mobilni faze byla
pfipravena rozpusténim 77,08 mg octanu amonného v 500 ml deionizované vody
a pomoci roztoku amoniaku byl roztok upraven na pH = 10. Dal§im roztokem byl

nachystan methanol HPLC kvality jako mobilni faze B.

Dale byly rozmrazeny vzorky jedné formy kreatinu vSech Casovych odbért
ablanky. Rozmrazené vzorky kreatinu byly zcentrifugovany po  dobu
1 min pfi 14000 rpm, aby doslo k odstranéni pevnych protispékavych latek. Z kazdého
vzorku kreatinu bylo odebrano 10 pl a mobilni fazi, tedy roztokem octanu amonného, byl
vzorek doplnén na vysledny objem 1 ml, aby byla vyslednd koncentrace kreatinu
250 pg.ml'. Takto ptipravené vzorky byly nachystany na analyzu pomoci HPLC-DAD
a méfeni probihalo ve tfech opakovanich. Tento postup fedéni byl zopakovan i u Cistého
roztoku citrulinu, ktery byl oznacen jako blank. Po proméfeni prvni formy kreatinu byl
cely tento postup zopakovan pro dalsi zbylé Ctyfi kreatinové formy, opét ve trech

opakovanich. B€hem pfipravy vzorki na analyzu bylo zméfeno i pH roztoku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pred samotnym zméfenim stability jednotlivych forem kreatinu stability bylo
provedeno meéfeni, jak rozpusténi vySe zminénych péti forem kreatinu ovlivni pH
roztokt, jelikoz pH dokaze ovlivnit samotnou stabilitu kreatinu. Prvnim roztokem byla
promeéfena deionizovana voda, aby bylo zjisténo pH samotnych pouzitych forem kreatinu.
Proméfeni roztoku citrulinu v tomto pfipadé nebylo nutné, jelikoz jeho pH v roztoku
je neutralni. Byly vSak proméfeny oba kyselé roztoky, ,,zaludku® 1 , dzusu, zda dojde

k patrné zméné pH po piidani péti forem kreatinu.

Tabulka III: Hodnoty pH pouzitych roztoki, forem kreatint a jejich rozdil pH

kf:;glﬁu Pred pridanim Po pridani Rozdil
Kreati Voda 5.7 Voda 6.2 0.5
mon(f}? lgrét pH "dzusu" 3.5 pH "dzusu" 3.1 0.4
YO T oH aludku” | 1.1 | pH "zaludku” 2.0 0.9
Voda 5.7 Voda 1.8 -3.9
Kreatin HC1 | pH "dzusu" 3.5 pH "dzusu" 2.5 -1.0
pH "zaludku" 1.1 pH "zaludku" 1.1 0.0
Voda 5.7 Voda 3.9 -1.8
Kreatin EE | pH "dzusu" 3.5 pH "dzusu" 2.8 -0.7
pH "Zaludku" 1.1 pH "Zzaludku" 1.1 0.0
Voda 5.7 Voda 10.2 4,5
Kre-alkalyn | pH "dzusu" 3.5 pH "dzusu" 3.2 -0.3
pH "Zaludku" 1.1 pH "Zaludku" 2.0 0.9
Trickreati Voda 5.7 Voda 3.4 -2.3
“I;laf; 1 pH "dzusu” 35 pH "dzusu" 3.0 0.5
pH "zaludku" 1.1 pH "zaludku" 1.7 0.6

Tabulka IIT poskytuje nékolik zajimavych informaci, které vychazeji z rozdila pH
roztokli pfed pfidanim jednotlivych forem kreatini a po jejich rozpusténi.
Nejpouzivangjsi forma, kreatin monohydrat neovliviiuje pH vSech tfech proméfenych
prostiedi. Dalsi alkalicka forma kre-alkalyn zvysil pH u prostredi vody na hodnotu 10,2,
naopak v kyselém prostiedi nedoslo k vyraznému zvyseni pH, dokonce v prostiedi pH
,,dzusu“ doslo k poklesu pouze o 0,3 na hodnotu pH = 3,2. Nejkyselejsi formou je kreatin
hydrochlorid, jehoz hodnota pH ve vodé¢ ¢inila 1,8. Kreatiny ethyl ester a hydrochlorid

jsou dalsi kyselejsi formou, které snizily pH vody, i ,,dzusu” a zarovei nesnizili hodnotu
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pH ,,zaludku‘. Poslednim typem kreatinu je tri-kreatin malat, jehoz rozpusténi snizuje pH

vody na hodnotu pH = 3,4.

Po prométeni pH nasledovalo zméfeni nékolika forem kreatini pomoci HPLC-
DAD analyzy. Kazda forma kreatinu byla zmétena ve tfech opakovanich, kdy opakovani
meéteni probéhlo vzdy po zméfeni celé Casové série jedné kreatinové formy. Poté byly
z chromatogramti pomoci manualni integrace pikli zaznamenany plochy pika kreatinu
a kreatininu, které eluovaly v ¢asech zhruba 1,08 min (kreatin) a 1,32 min (kreatinin).
Jako ptiklad chromatografické separace jsou niZze zobrazeny chromatogramy nejcastéji
pouzivané formy, kreatin monohydratu, v ¢asech 0 h, 24 h a 168 h ve vSech ctyfech
prostfedich — vodé (Obrazek 23), roztoku pH ,,dzusu“ (Obrazek 24), roztoku pH
,,zaludku* (Obrazek 25) a roztoku citrulinu (Obrazek 26).
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Obrazek 23: Chromatogramy kreatin monohydratu rozpusténého v deionizované

vode v Case odbéru 0, 24 a 168 h

42



2021-09-29_kreatinMono_ph3,5_0h_2
108

2.9e-2

2.0e-24

15621
ng

1.32
1.0e-24

5.0e-34

0.0

3: Diode Array
230 10.0000Da
Range: 2.869e-2

100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150  1.55
2021-00-20_kreatinlono_ph3.5_22h_2

1.32

3.0e-14

2.9e-14

2.0e-14

2 1se1]
1,081

5.0e-24

00

160 165
3: Diode Array
230 10.0000Da
Range: 3.131e-1

100 105 110 1145 120 125 130 135 140 145 150  1.55
2021-09-29_kreatinMono_ph3,5_168h_2

1.5

1.254

1.04

7.5e-14

AU

5.0e-14

2.9e-14

0.0 T T T T T T T T T T T T

180 165

3. Diode Array

230 10.0000Da
Range: 1.88

T T Time
1.60 1.65

Obrazek 24: Chromatogramy kreatin monohydratu rozpusténého v roztoku pH

,,dzusu“ v case odbéru 0, 24 a 168 h
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Obrazek 25: Chromatogramy kreatin monohydratu rozpusténého v roztoku pH

,,zaludku“ v Case odbéru 0, 24 a 168 h
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Obrazek 26: Chromatogramy kreatin monohydratu rozpusténého v roztoku

citrulinu v Case odbéru 0, 24 a 168 h

Plochy separovanych pikti kreatinu a kreatininu ve vSech tfech opakovanich byly
zaznamenany do tabulek (viz Prilohy I, IIl a V) vcetné vypocCitaného pruméru
a smérodatnych odchylek. Vysledky byly graficky zpracovany dvojim zpusobem.
V prvnim grafickém zpracovani byly pouzity zprimérované hodnoty ploch piki kreatinu
a kreatininu (viz Ptilohy II, IV a VI) a v grafech zavislosti na ¢ase byly znazornény
i smérodatné odchylky. Jelikoz analyza jedné formy kreatinu v jediném prostiedi trvala
2 hodiny a az po zméteni celé série bylo spusténo méfeni v opakovani, doslo k ¢asovému
posunu prvniho méteni s druhym o dvé hodiny a prvniho méfeni se tfetim o Ctyfi hodiny.
Tento Casovy posun zapfiCinil zmény degradace kreatinu na kreatinin a smérodatné
odchylky jsou v tomto disledku vyssi. Z tohoto divodu jsou veskeré grafické zavislosti
zprumérovanych hodnot obsazeny v Prilohdch této prace. Aby byla degradace kreatinu

co nejpresnéji popsana z hlediska prfesnosti ¢asovych oznaCeni, byly v grafickém
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znazornéni pouzity plochy pikd kreatinu a kreatininu pouze z prvniho méfeni, které
se nejvice blizi hodnotam ¢asového odbéru. Plochy pikt z prvniho méfeni jednotlivych
forem kreatind byly vyneseny do grafu v zavislosti na ¢asovych odbérech 0, 2, 4, 8, 16,
24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 h. Jako dulezity meznik pro porovnani degradace
jednotlivych forem kreatina a prostiedi je doba, pii které mnozstvi kreatininu presahne
mnozstvi kreatinu a jedna se o bod, kde dochazi k prolnuti kiivek kreatinu a kreatininu

v grafech.

Na obrazku 27 jsou zobrazeny grafy zavislosti plochy pikti na ¢ase u formy kreatin
monohydratu v prostiedi deionizované vody (Obrazek 27 A), roztoku ,,dzusu“ (Obrazek
27 B), roztoku ,,zaludku® (Obrazek 27 C) a roztoku citrulinu (Obrazek 27 D). Ze vSech
grafll je patrné, ze dochazi k pomalé degradaci kreatinu kontinualné, ovSem v nekterych
prostfedich probihd degradace rychleji. Nejpomalejsi degradace kreatin monohydratu
probiha ve dvou prostfedich. Prvnim prostfedim je voda, ve kterém dochazi k presahnuti
mnozstvi kreatininu nad kreatinem v Case 120 h, tj. za 5 dni. Témér srovnatelny vysledek
poskytuje prostredi roztoku citrulinu, ve kterém dochazi k degradaci v ¢ase 115 h.
Naopak u roztoku ,,zaludku* presahuje mnozstvi kreatininu nad kreatinem uz v case 20 h.
Nejrychlej§i degradace kreatin monohydratu vSak probiha v prostiedi pH ,,dzusu®,
ve kterém dochazi k prevySeni mnozstvi kreatininu uz ve ¢tvrté hodiné od rozpusténi.
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Obrazek 27: Zavislost plochy pikti na ¢ase formy kreatin monohydratu v riznych

prostfedich — A: voda, B: roztok pH ,,dzusu®, C: roztok pH ,,zaludku® a D: roztok citrulinu

Dal§i analyzovanou formou je alkalicky kre-alkalyn, jehoz ptiklad separace
je zobrazen na obrazku 28. Dale jsou na obrazku 29 zobrazeny grafy zavislosti plochy
pikt na Case u formy kre-alkalynu v prostiedi deionizované vody (Obrazek 29 A), roztoku
,,dzusu“ (Obrazek 29 B), roztoku ,,zaludku® (Obrazek 29 C) a roztoku citrulinu (Obrazek
29 D). U této formy kre-alkalynu probihala nejpomalejsi degradace v prostfedi vody
a roztoku citrulinu, stejné jako u formy kreatin monohydratu. V prostiedi vody i citrulinu
dochazi k presahnuti mnozstvi kreatininu nad kreatinem v Casech 100 a 103 h.
V porovnani s kreatin monohydratem probihala degradace o 20 hodin rychleji v ptipadé
vody a 12 h v ptipadé€ citrulinu, coz je v praktickém vyuzivani kreatinii zanedbatelny
rozdil. Naopak nejrychlejsi degradace kre-alkalynu probiha v prostredi pH ,,dzusu®,
ve kterém dochazi k pfevySeni mnozstvi kreatininu uz v ¢ase 4 h, coz je stejna Casova
degradace jako u kreatin monohydratu. Poslednim prostiedim je roztok ,,zaludku®,

kde mnozstvi kreatininu pfesahlo mnozstvi kreatinu za 16 h od rozpusténi.
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Obrazek 28: Chromatogramy kre-alkalynu rozpusténého ve vode v €ase odbéru 0,

24a168h
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Obrazek 29: Zavislost plochy pikti na Case formy kre-alkalynu v riznych

prostfedich — A: voda, B: roztok pH ,,dzusu®, C: roztok pH ,,zaludku‘* a D: roztok citrulinu
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Ttetim stanovovanym typem kreatinu je tri-kreatin malat, jehoz graficka zavislost
je zobrazena na obrazku 30. Ze vsSech prostiedi, vody (Obrazek 30 A), roztoku pH
,,dzusu“ (Obrazek 30 B), roztoku ,,zaludku® (Obrazek 30 C) a roztoku citrulinu (Obrazek
30 D) je patrnd velmi rychld degradace, oproti vySe zminénym formam, kreatin
monohydratu a kre-alkalynu. Tato degradace je dle grafti natolik rychla, Ze ani neni patrné
prolnuti kiivek kreatinu a kreatininu. Pfi proméfeni pH této formy rozpusténé ve vode
(Tabulka II) doslo ke snizeni pH na hodnotu 3,4. Tato hodnota pH = 3,4 ve vodném
roztoku je témer totozna s pH roztoku ,,dzusu®, u kterého byla degradace kreatinu obecné
nejrychlejsi  (u  formy monohydratu a  kre-alkanylu). Tato  podobnost
je nejpravdépodobnéjsim davodem, pro¢ u formy tri-kreatin malatu probiha nejrychlejsi
degradace, kterou potvrzuje i studie Howarda a Harrise (1997), kde autofi publikuyji

nejrychlejsi degradaci kreatinu pii pH = 3,5.
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Obrazek 30: Zavislost plochy piki na Case formy tri-kreatin malatu v rtznych

prostfedich — A: voda, B: roztok pH ,,dzusu®, C: roztok pH ,,zaludku‘* a D: roztok citrulinu

U vySe tii zminénych forem kreatinu doslo k separaci latek kreatinu a kreatininu.
Casy, ve kterych mnozstvi kreatininu pievysuje nad kreatinem, tedy &asy degradace, jsou

pro piehlednost shrnuty v Tabulce IV.

Tabulka IV: Stabilita forem kreatin monohydratu, kre-alkalynu a tri-kreatin malatu

ve Ctyfech prostiedich

Forma kreatinu Prostredi Degradace kreatinu (h)
Voda 120
) , pH "dzusu" 4
Kreatin monohydrat pH "zaludku" 20
citrulin 115
Voda 100
] pH "dzusu" 4
Kl‘e alkalyn pH uzaludkuu 16
citrulin 103
Voda 0
. ) , pH "dzusu" 0
Tri-kreatin malat pH "zaludku" 0
citrulin 0
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Poslednimi analyzovanymi roztoky jsou formy kreatin ethyl esteru a hydrochloridu.
Bohuzel u téchto dvou forem bud’ nedoslo k separaci, nebo byla degradace kreatinu prili§
rychld, jelikoz byl v chromatogramech pfitomny pouze jeden pik. Jako ilustracni ptiklad
je znazornén chromatogram kreatin ethyl esteru rozpustény ve vodném prostredi
(Obrazek 31 A). Po ¢tyfmésicni Casové prodlevé byly vzorky téchto dvou forem zméfeny
znovu v ¢asech odbéru 0, 24 a 168 h ve vSech prostfedich, za ucelem identifikace latky v
RT = 1,30 min. Zmrazené vzorky byly znovu rozmrazeny, zcentrifugovany a ziedény
znovu stejnym postupem, jak uz bylo popsano v podkapitole Odbér a priprava na méreni
a nasledné byly proméfeny. Po druhém proméfeni ale doslo k separaci téchto latek
(Obrazek 31 B). Rozdilné retencni Casy u prvniho a druhého méfeni jsou z diivodu jiné
délky propojovacich kapilar u kapalinového chromatografu. Nasledné byly zaznamenany
plochy pikt. Po vyneseni do grafii vSak byly pfitomné pouze rostouci kiivky kreatinu a
kreatininu, znacici pfili§ velkou degradaci vzorkt. Z tohoto divodu nejsou tyto vysledky
soucasti této prace.
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232

2.04
18

16

8.0e-1

6.0e-1+
4 0e-1 E
2.0e1

0.0

100 105 110 115 120 126 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 105 200 205

2022-01-24_kreatnEE_voda_on 3; Diode Array
145 230 10,0000Da
Range' 1.247e¢1

1.0e+1

8.04

.04

2.04

0.0

100 105 110 115 120 126 130 135 140 146 160 156 160 165 170 175 180 185 190 105 200 205

Obrazek 31: Chromatogram kreatin ethyl esteru rozpusténého ve vode, odbér v Case
0; A: sériové méfeni vSech kreatinii B: dodate¢né zméfeni stejného vzorku s ¢asovym

odstupem
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo prozkoumat stabilitu péti forem kreatinu pomoci HPLC-DAD
analyzy ve Ctyfech riznych prostfedich — deionizované vodé, roztoku podobného svym
pH prostiedi dzusu, roztoku kyseliny chlorovodikové o stejné koncentraci jako
je v zaludku a roztoku vody s citrulinem. Po rozpusténi forem kreatinti v té€chto
prostiedich byl odbér provadén kontinualné sedm dni. Po zméfeni a vyhodnoceni byly

zjistény nasledujici fakta tykajici se pouzitych forem kreatind:

e Kreatin monohydrat je nejstabilnéjsi formou v porovnani s ostatnimi formami.

e K separaci doslo u forem kreatin monohydratu, kre-alkalynu a tri-kreatin malatu.

e Forma tri-kreatin malatu byla nejméné stabilni, zfejmé v dasledku zmény hodnoty
pH (pH = 3,4) zmétené po jeho rozpusténi.

e Po zopakovani méfeni pivodné neseparovanych forem kreatin ethyl esteru
a hydrochloridu doslo k separaci v disledku dodate¢ného zméreni stejného vzorku
s Casovym odstupem. Soucasné nejspiSe doslo k uplné degradaci kreatinu, proto

nebylo mozné tyto dvé formy dale studovat.

Soucasneé bylo v této praci zjisténo nekolik dualezitych informaci v souvislosti

s pouzitymi prostfedimi, ve kterych byly rozpustény formy kreatinu:

e Prostiedi vody a roztoku citrulinu jsou nejvhodnéjsi v disledku pomalé degradace
kreatinu ve vzorcich monohydratu a kre-alkalynu

e Nejrychlejsi degradace probiha pii pouziti roztoku pH ,, dzusu“ (pH = 3,5).

e V nejkyselej§im pH prostiedi (pH ,,zaludku®) nedochazi k nejrychlejsi degradaci,
nebot pii velmi nizkém pH dochazi k protonaci amidové skupiny kreatinu, ktera

brani intramolekularni cyklizaci kreatinu na kreatinin. [§]

Z téchto informaci vyplyva, ze doporuceni ve sportovni komunité michéani kreatinu
do ovocnych dzusi neni nejlepsi volbou a ma za nasledek mnohem rychlejsi proces

degradace kreatinu, nez je tomu u vody, nebo u smési kreatinu s citrulinem.
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5.1 Summary

This work aimed to analyze the stability of five forms of creatine by HPLC-DAD
analysis in four different media — deionized water, a solution with pH similar to a juice,
a HCI solution of the same concentration as in the stomach, and water with citrulline.
After dissolving the forms of creatine in respective media, sampling was performed
continuously for seven days. After measurement and evaluation, the following facts

concerning the forms of creatine used were found:

e Creatine monohydrate was the most stable form compared to other forms.

e Separation occurred in the forms of creatine monohydrate, cre-alkalyn, and tri-
creatine malate.

e The tri-creatine malate form was the least stable, probably due to the change in pH
(pH = 3,4) measured after its dissolution.

e After repeating the measurement of the originally unseparated forms of creatine
ethyl ester and hydrochloride, separation occurred due to the additional
measurement of the same sample in intervals. Simultaneously, complete
degradation of creatine was found, so it was not possible to further study these

two forms.

Additionally, several important pieces of information were found in connection

with the used media, where the creatine forms were dissolved:

e Water and citrulline solutions are the most suitable due to the slow degradation of
creatine in monohydrate and cre-alkalyn samples.

o The fastest degradation occurs when using a pH ,juice solution (pH = 3,5).

e There is no fastest degradation in the most acidic pH environment (pH of
the stomach) because at very low pH a protonation of an amidic group of creatine

occurs, which prevents intramolecular cyclization of creatine to creatinine.

This information shows that the recommendation in the sports community to mix
creatine into fruit juices is not the best choice and results in a much faster process

of creatine degradation than in water or mixtures of creatine with citrulline.
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PRILOHY

Ptiloha I: Tabulka ploch pikt kreatinu a kreatininu formy kreatin monohydratu ve ¢tyfech prostedich, véetn€ priméru a smérodatné odchylky

Typ Cavs Kreatin, plocha piku Kreatinin, plocha piku
; odbéru . . . _ . . e _

kreatinu (h) 1. méfeni 2.méfeni 3.méfeni X g 1. méfeni | 2.méfeni 3.méfeni X o
0 497330 | 5238.16 | 453555 | 4915.67 | 289.72 0.00 27370 | 1141.19 | 471.63 486.46
2 3039.92 | 5118.63 | 4458.49 | 4205.68 | 867.25 104.19 347.96 | 100830 | 486.82 381.94
4 334582 | 5261.76 | 4535.06 | 4380.88 | 789.74 24174 | 34484 | 114205 | 57621 402.32
8 6441.85 | 5294.40 | 472373 | 5486.66 | 714.48 67475 | 487.63 | 1263.47 | 808.61 330.58
_ 16 3983.50 | 5262.63 | 4539.79 | 459530 | 523.67 85557 | 937.67 | 1480.73 | 109132 | 27738
molir:;tlgr't 24 446397 | 513745 | 469039 | 476394 | 279.82 | 155320 | 1461.08 | 194021 | 1651.50 | 207.59
) Voc}i]a il T 3819.55 | 3177.50 | 4891.18 | 396274 | 706.89 | 1701.58 | 1567.90 | 2697.17 | 1988.88 | 503.80
7 3681.53 | 3183.91 | 4924.09 | 3929.84 | 731.80 | 2397.99 | 2191.92 | 3791.06 | 279365 | 71027

96 560228 | 5317.19 | 471674 | 5212.07 | 369.08 | 4450.60 | 449279 | 4674.64 | 4539.34 97.21
120 3676.01 | 5468.74 | 4890.73 | 4678.49 | 747.11 | 3658.85 | 5447.58 | 5537.34 | 488126 | 865.15
144 574341 | 515879 | 2863.76 | 4588.65 | 1242.81 | 7007.85 | 6582.97 | 3962.60 | 5851.14 | 1346.62
168 332137 | 320855 | 475129 | 376040 | 702.17 | 4779.71 | 485529 | 7429.68 | 568823 | 1231.78
0 2599.70 | 2321.54 | 3873.94 | 2931.73 | 675.86 | 1359.89 | 1013.97 | 2102.95 | 149227 | 454.32
2 315891 | 2856.51 | 4279.11 | 3431.51 | 611.93 | 2224.40 | 1971.89 | 3287.88 | 249472 | 570.24
Kreatin 4 5672.63 | 454777 | 422232 | 481424 | 62135 | 6434.06 | 5329.07 | 5269.62 | 567758 | 535.46
monohydrat 8 5362.47 | 4777.65 | 441656 | 485223 | 389.75 | 1018737 | 9561.82 | 9161.48 | 9636.89 | 422.16
-pH 16 5265.09 | 4582.85 | 2455.11 | 4101.01 | 1196.70 | 19846.65 | 18758.52 | 9758.82 | 16121.33 | 452085
"dzusu” 24 2678.99 | 4051.97 | 3612.88 | 3447.94 | 57252 | 1751274 | 28863.57 | 22498.17 | 22958.16 | 4645.36
48 3260.76 | 4686.74 | 4286.40 | 4077.97 | 600.52 | 34799.29 | 61362.41 | 45123.71 | 47095.14 | 10933.58
7 442066 | 270097 | 392044 | 3680.69 | 72224 | 83551.81 | 78046.68 | 72574.91 | 78057.80 | 448131




96 5745.88 | 344550 | 255557 | 3915.65 | 1344.20 | 94866.34 | 122818.08 | 64561.56 | 94082.00 | 23789.59

120 4229.18 | 257570 | 3800.93 | 353527 | 700.68 | 127361.01 | 121526.81 | 109523.70 | 119470.51 | 7425.80

144 4149.11 1597.06 | 3776.69 | 3174.28 | 1125.58 | 14474420 | 82687.97 | 132137.14 | 119856.44 | 26781.28

168 2301.69 | 259429 | 377560 | 289053 | 637.14 | 102433.79 | 160554.00 | 149175.73 | 137387.87 | 25148.99

0 5889.33 | 8559.12 | 82667.31 | 32371.92 | 35580.91 | 1132.07 | 1408.88 | 2119.78 | 1553.57 | 416.01

2 12096.60 | 10045.02 | 9699.67 | 10613.76 | 1057.96 | 271499 | 182520 | 329646 | 261221 | 605.02

4 5378.11 | 822247 | 802140 | 7207.33 | 1296.06 | 1700.99 | 225323 | 3454.46 | 2469.56 | 732.01

8 9144.32 | 8408.92 | 8360.13 | 8637.79 | 358.72 | 4525.40 | 4570.05 | 503255 | 470934 | 229.27

Kreatin 16 8881.61 | 813828 | 8160.32 | 839341 | 34533 | 764537 | 7827.67 | 7964.10 | 781238 | 130.57
monohydrat | 24 611248 | 877637 | 9310.12 | 8066.32 | 1398.66 | 764327 | 1288439 | 12617.05 | 1104824 | 2410.15
-pH 48 1104040 | 723676 | 7775.04 | 8684.07 | 1680.61 | 26834.62 | 22862.50 | 20550.00 | 2341571 | 2595.33
"Zaludku" 7 5986.77 | 7981.21 | 869424 | 7554.07 | 1145.84 | 22890.77 | 38318.73 | 35074.64 | 32094.72 | 6641.56
96 8417.78 | 6545.75 | 4363.43 | 6442.32 | 1656.79 | 41897.01 | 41929.35 | 21021.67 | 34949.34 | 984836

120 8364.98 | 6525.54 | 708527 | 732526 | 769.88 | 52192.81 | 49377.15 | 46378.45 | 49316.13 | 2374.10

144 472604 | 638645 | 7192.87 | 6101.79 | 1027.00 | 36886.99 | 59994.89 | 54967.96 | 50616.61 | 9922.85

168 732625 | 6469.09 | 6818.99 | 6871.44 | 351.89 | 6763138 | 70697.74 | 63741.20 | 67356.77 | 2846.63

0 3655.61 | 5289.18 | 6088.63 | 5011.14 | 1012.54 | 201.73 | 123037 | 114598 | 859.36 466.29

2 6542.48 | 5067.29 | 5949.91 | 585323 | 606.11 35773 | 130591 | 1488.63 | 1050.76 | 495.69

4 6999.26 | 5852.01 | 3884.40 | 5578.56 | 1286.25 | 41328 | 145431 | 1000.49 | 956.03 426.16

8 6465.68 | 5459.43 | 6081.48 | 6002.20 | 414.61 52339 | 157475 | 1519.86 | 1206.00 | 483.20

_ 16 6156.47 | 544772 | 5920.84 | 5841.68 | 20471 | 118026 | 189531 | 1913.71 | 1663.09 | 341.50
molir:;tlgrat 24 3763.40 | 5718.06 | 6074.99 | 518548 | 1016.07 | 1050.70 | 2072.76 | 2388.93 | 183746 | 571.10
) citrli]lin 48 5986.05 | 5500.11 | 5921.36 | 580250 | 21545 | 276250 | 3075.12 | 3649.46 | 316236 | 367.32
7 7651.57 | 547659 | 6008.92 | 6379.03 | 92570 | 5319.57 | 410236 | 4761.02 | 472765 | 497.49

96 6780.75 | 5359.90 | 5809.67 | 5983.44 | 592.93 | 573222 | 5219.00 | 5849.92 | 560041 | 273.88

120 4280.07 | 5837.92 | 5807.65 | 5308.55 | 727.35 | 462459 | 643081 | 6951.50 | 600230 | 997.11

144 478295 | 5908.10 | 5722.83 | 547129 | 49258 | 5973.98 | 763037 | 817522 | 7259.85 | 936.06

168 781277 | 6109.22 | 585843 | 6593.47 | 868.23 | 1071228 | 10009.82 | 9255.71 | 999261 | 594.77

IT



Ptiloha II: Zavislost zprimérovanych ploch piki na Case formy kreatin monohydratu s chybovymi tiseCkami v riznych prostfedich — A: voda,

B: roztok pH ,,dzusu”, C: roztok pH ,,zaludku® a D: roztok citrulinu
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Ptiloha III: Tabulka ploch pikii kreatinu a kreatininu formy kre-alkalynu ve ¢tyfech prostiedich, véetné priméru a smérodatné odchylky

Typ Cas odbéru Kreatin, plocha piku Kreatinin, plocha piku
kreatinu (h) 1. méfeni | 2.méfeni | 3.méfeni X o 1. méfeni | 2.méfeni | 3.méfeni X o
0 2528.59]  4116.87| 3483.97| 3376.48|  652.85|  535.46| 111545|  92634|  859.08| 24151
2 7101.61| 4548.98| 4954.10| 5534.80| 112011 0.00] 121726] 144450] 88725 634.20
4 551029|  4665.84 0.00] 5088.06] 42222|  76780] 106221 0.00] 91500 147.20
8 720480|  4980.58 000] 6102.69] 1122.11]  1306.00] 138559 0.00| 134580]  39.79
16 6722.86|  4820.52| 2467.73| 467037| 174039] 1940.80] 192358| 1256.06| 1706.84] 318.83
Krealkalyn | 24 5054.56|  4632.95 000] 5293.75]  660.80] 2032.08] 178721 0.00| 1909.64] 12243
- voda 48 6235.07]  5309.65| 456836 5371.02]  681.81] 330590 362500 402994| 365361 29628
72 6325.65| 4913.63| 450820 5249.16]  778.98| 4182.83| 3889.68| 478485 4285.79| 372.63
9% 322058|  5007.70 0.00] 4114.14]  893.56] 2981.05] 500544 0.00] 3993.24] 1012.19
120 551525  456838] 66421 3582.62] 2099.52| 6491.73| 595367 95745 4467.62] 249176
144 5624.66] 4545.22| 3952.55| 470747  69221| 724457  682367| 6960.60| 7009.61| 17529
168 5701.63]  4729.95|  162.51| 3531.36| 2414.94] 863827| 7747.08]  31523| 5566.86| 3731.24
0 4902.12]  3938.73] 3314.17] 4051.67]  653.18] 2266.61| 2441.62| 224867 2318.97|  87.04
2 417225 3765.08 0.00] 3968.67] 203.59] 3383.57| 4003.01 0.00] 369329 309.72
4 462720|  3501.49 0.00] 406434]  562.86| 5656.66] 5580.51 0.00] 561858 3807
8 5502.91| 3932.83| 1744.67| 3726.80| 1541.19] 11124.04] 1021873| 413720| 849332| 310234
16 2893.25|  4635.48|  147.19] 2558.64| 1847.55| 11068.64] 21365.15|  50092| 10978.24| 8518.03
Krea”;flﬂyn 24 477821| 328024 000 4029022  748.98| 32347.66] 2922124 0.00| 30784.45| 156321
ey 48 4491.79]  2769.54] 213445 3131.93]  995.91| 54789.25| 56742.59| 4059249 50708.11| 7197.14
7 4611.94|  1489.67 0.00] 3050.81] 1561.13] 89006.67| 7871828 0.00| 83862.48| 5144.20
9% 4156.81 0.00] 2163.04] 3159.93]  996.88] 107091.77] 14977591| 80623.39| 112497.03| 28483.95
120 4666.12]  3399.74] 2016.58] 3360.81] 1082.02| 135623.05] 119439.98| 105711.34] 120258.13| 12225.10
144 3888.81|  1536.21] 2389.00] 2604.67]  972.48| 16342058 146108.41| 12974621| 146425.07| 1374933
168 3513.74 0.00] 1931.78] 2722.76]  790.98| 172173.56| 153911.55| 116207.95| 147431.02| 23302.87

v



0 8732.78|  8071.19 0.00] 8401.98] 33079 2234.79 0.00 0.00| 1117.40] 1117.40
2 8506.65| 8385.82] 702558 797268  671.52| 241532] 1745.84] 3939.83] 270033] 918.09
4 7865.29|  8355.94 0.00] 8110.61] 24533 2741.81] 1989.17 0.00] 236549] 37632
8 8207.37|  9615.90 0.00] 8911.64] 70427| 4491.86] 231452 0.00|  3403.19] 1088.67
16 6511.46| 1020021 0.00] 8355.84] 184438| 6359.59| 422341 0.00]  5291.50] 1068.09
Krea”gly“ 24 7701.91| 11950.42 0.00] 9826.16] 2124.26] 10492.07] 592195 0.00| 8207.01] 2285.06
sl 48 7049.81] 13434.07] 188421 7456.03| 4723.95| 1937026] 1017530] 6621.18| 12055.58| 5371.93
72 6773.08] 17547.13] 4582.18] 9634.13| 5666.37| 28371.15| 15261.94| 24061.53| 22564.87| 5455.44
9% 6593.86]  229235| 3217.44] 403455 1848.69| 36997.06] 2054148| 21932.54| 26490.36| 7451.03
120 5757.52] 26938.15| 2200.13] 11631.94] 10920.13| 42400.88| 19362.84| 19434.78| 27066.16] 10843.32
144 6900.77] 32543.84] 210449 13849.70| 13362.99] 4729933| 23927.65| 2387.68| 24538.22| 18340.19
168 6538.54| 37082.81 0.00] 21810.68] 15272.14| 62361.07] 24913.99 0.00| 43637.53| 18723.54
0 497952  6671.07] 5924.66| 585841|  692.16|  718.47 0.00 0.00]  359.24] 359024
2 5395.95|  5509.97| 2286.25| 439739| 1493.53| 1185.66 0.00 0.00] 592.83] 59283
4 4350.78|  6212.75| 2300.84| 4288.12] 1597.64|  961.56 0.00 0.00]  480.78] 480.78
8 5787.70]  7322.66| 3813.56] 564131| 143632| 187351 0.00 0.00]  936.76] 93676
16 614025|  6193.81 0.00] 6167.03 26.78|  1974.65] 155122 0.00] 176294 211.72
Krealkalyn | 24 5477.60|  6070.54 0.00] 5774.07]  29647| 233451] 180633 000| 207042] 264.09
- citrulin 48 5384.33|  7461.15 0.00] 642274] 103841| 3386.11] 3920.66 0.00] 365339 267.28
72 5999.26|  771033| 5388.44| 6366.01|  982.74] 465238| 5015.19| 4578.61| 4748.72| 190.81
9% 5759.54]  7504.16] 4788.78| 6017.49| 1123.46| 554472| 600374| 587489 5807.78] 19331
120 5411.85|  6468.22] 5015.71] 5631.93|  613.07| 594682 578156| 7060.54| 6262.97| 567.99
144 5884.80]  7057.19] 1276.44] 4739.48| 249507 773880 8131.16] 2947.81| 6272.59| 2356.42
168 6455.82|  6434.54 0.00] 644518 1064] 982632 8702.16 0.00] 926424| 562.08




Ptiloha IV: Zavislost zprimérovanych ploch pikti na ¢ase formy kre-alkalynu s chybovymi tiseCkami v riznych prostiedich — A: voda, B:

roztok pH ,,dzusu®, C: roztok pH ,,zaludku® a D: roztok citrulinu
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Ptiloha V: Tabulka ploch piki kreatinu a kreatininu formy tri-kreatin malatu ve Ctyfech prostedich, véetné priméru a smérodatné odchylky

Typ Cas odbéru Kreatin, plocha piku Kreatinin, plocha piku
kreatinu (h) 1. méfeni 2.méfeni 3.méfeni X o 1. méfeni | 2.méfeni | 3.méfeni X o
0 7359.79|  6055.02|  6183.42| 6532.74| 587.15| 10393.43| 9554.94| 9271.41| 9739.93| 476.37
2 7093.66|  6122.60|  6440.37| 6552.21| 404.25| 13154.33| 11110.33| 11567.29| 11943.98| 875.94
4 6906.64|  5700.04|  6599.77| 6402.15| 512.03| 15714.70| 13113.67| 14310.59| 14379.65| 1062.99
8 6404.71 5896.00] 6198.01| 6166.24| 208.89| 20230.37| 18858.59| 18863.99| 19317.65| 645.39
_ _ 16 6143.26|  5585.86|  5399.75| 5709.62| 315.90| 31349.84| 30082.60| 28590.23| 30007.55| 1127.86
T“m‘;rgtafm 24 729490  5737.10]  5808.62| 6280.21| 718.09| 47990.23| 41895.34| 40849.70| 43578.43| 3148.69
voda 48 6025.40|  4898.32|  4963.87| 5295.87| 516.55| 78222.76| 73449.05| 69959.33| 73877.04| 3387.08
72 6152.55|  4765.05| 472171 5213.10| 664.53| 120192.65| 104987.12| 104087.05| 109755.60| 7389.25
96 5520.50|  3838.49 3685.21| 4348.07| 831.40| 149720.22| 128051.77| 128002.63| 135258.21| 10226.21
120 5137.43|  4539.84|  3930.06| 4535.78| 492.92| 175148.20| 154928.11| 157794.47| 162623.59| 8933.21
144 449276  422826|  3974.17| 4231.73| 211.73| 193934.83| 179500.77| 180575.98| 184670.53| 6565.54
168 4205.57 3638.76|  4205.05| 4016.46| 267.07| 227030.09| 214854.14| 232504.91| 224796.38| 7376.97
0 4510.48|  4480.47|  4657.52| 4549.49| 77.36| 8691.77| 8698.98| 8888.35|  8759.70 91.02
2 5312.88|  5397.13 5261.36| 5323.79| 55.96| 11342.08| 11554.67| 10217.94| 11038.23|  586.49
4 4643.93|  4216.84|  4338.37| 4399.71| 179.67| 14863.81| 13142.84| 12734.56| 13580.40| 922.69
8 2017.52|  2180.36 1967.20  2055.02| 90.97| 10004.36| 10864.32| 9473.39| 10114.02| 573.11
_ _ 16 3335.42|  3972.47 3957.94| 3755.28| 296.94| 27889.28| 30134.72| 27978.05| 28667.35| 1038.22
Ef;l;rea;ﬁ 24 3552.43|  3834.62|  3861.32| 3749.46| 139.75| 40748.31| 4145827| 41101.79| 41102.79| 289.84
"drusy” 48 3942.81 4117.08|  4086.28| 4048.72| 75.94| 74818.91| 77579.45| 82194.06| 78197.47| 3042.44
72 3063.85 3331.08 3299.16| 3231.36| 119.16] 105040.85| 106299.18| 113882.78| 108407.60| 3905.47
96 2887.99|  2779.91 2766.72| 2811.54|  54.33| 134655.27| 133242.28| 143327.89| 137075.15| 4458.83
120 1992.66|  2383.32|  2611.07| 2329.02| 255.37| 153818.44| 168405.73| 160896.16| 161040.11| 5956.11
144 3003.49 3058.95 3758.25| 3273.56| 343.47| 188390.81| 188612.39| 197640.42| 191547.88| 4309.03
168 3388.13 3673.32|  3692.41| 3584.62| 139.16| 235641.30| 229731.16| 246653.01| 237341.82| 7012.19

Vil



0 7592.51|  7715.63|  8220.04| 7842.72| 271.49| 10783.88| 10601.05| 10648.65| 10677.86|  77.45

2 7350.23|  7151.49|  844342| 7648.38| 568.00| 10654.23| 10416.22| 11529.88| 10866.78|  478.85

4 6908.34|  7705.09|  8139.09| 7584.17| 509.68| 11122.85| 12287.58| 11758.95| 11723.13| 476.17

8 7207.23|  7213.97|  8319.64| 7580.28| 522.81| 12126.56| 1211444 12948.41| 12396.47| 39031

o 16 7383.01| 812876  8691.75| 8067.84| 536.02| 14297.81| 15563.22| 15642.00| 15167.67| 615.93

E;i;“’:a;g 24 7624.57|  7089.12|  8116.84| 7610.18| 419.69| 17481.43| 16017.23| 17161.15] 16886.60| 628.49
vsaludia® |48 6999.71|  7036.32|  7366.04| 7134.02| 164.74| 21736.31| 21779.64| 21456.49| 21657.48| 14321
72 6347.82|  6664.94| 676226 6591.67| 176.95| 26056.27| 27150.15| 25226.40| 26144.27| 787.83

96 6544.97| 649335 625139 6429.90| 127.98| 31907.29| 31514.03| 30361.72| 31261.01| 655.85

120 6341.74|  6431.02|  632249| 6365.08| 47.29| 37654.50| 38648.67| 37985.69| 38096.29| 41334

144 6295.90|  6708.84|  7116.87| 6707.20| 335.16] 43668.04| 44370.27| 47371.51| 45136.61| 1606.11

168 662321  7119.81| 6707.93| 6816.98| 216.91| 51054.16] 55926.77| 49023.00| 52001.31| 2896.93

0 5360.26|  5305.32|  5368.03| 5344.53| 27.91| 10632.25| 10638.88| 10341.29| 10537.47| 13875

2 641539|  6778.13|  6450.12| 6547.88| 163.43| 11839.47| 12416.97| 11787.03| 12014.49| 285.40

4 712328|  6813.82|  7461.66| 7132.92| 264.57| 14841.19| 15151.86| 16280.96| 15424.67| 618.63

8 6040.94|  6587.44|  6730.51| 6452.96| 297.14| 19414.87| 20136.96| 20505.96| 20019.26| 453.15

o 16 5949.32| 592265  5648.59| 5840.19| 135.92| 31588.59| 29944.26| 30598.87| 30710.57| 675.92

T“n;:lr:taf‘“ 24 5674.05|  5732.63|  5801.42| 5736.03| 52.05| 43458.73| 43764.29| 42917.89| 43380.31|  349.96
citrulin 48 4973.56|  4800.13|  5093.74| 4955.81| 120.52| 80257.53| 72541.91| 73735.90| 75511.78| 3390.97
72 4958.57|  4507.48|  512823| 4864.76| 261.96| 113967.98| 110908.46| 110372.21| 111749.55| 1583.87

96 417334|  4012.83|  3951.74| 4045.97| 93.45| 136666.86| 134427.22| 136343.66| 135812.58| 988.44

120 3436.93|  3954.26|  3777.41| 3722.87| 214.69| 154806.70| 150455.98| 155550.25| 153604.31| 2246.80

144 4459.66|  3655.27|  2777.53| 3630.82| 686.94| 199386.81| 191010.98| 192657.91| 194351.90| 3623.15

168 3298.70|  3899.10|  3353.71| 3517.17| 271.00| 208540.64| 209705.86| 228433.00| 215559.83| 9115.12

VIII



Ptiloha VI: Zavislost zprimérovanych ploch pikt na ¢ase formy tri-kreatin malatu s chybovymi useckami v riznych prostiedich — A: voda,

B: roztok pH ,,dzusu”, C: roztok pH ,,zaludku® a D: roztok citrulinu
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