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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu biogennich amini ve vzorcich piva
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s detekci diodovym polem. Teoreticka ¢ast prace
se zabyva biogennimi aminy v potravinach, zejména v pivu, moznostmi stanoveni a extrakce
téchto latek z potravinové matrice a zpisoby derivatizace. Dale je zminéna vyroba piva, ptivod
a stanoveni biogennich aminl v pivu. V experimentalni ¢asti byly nejprve optimalizovany
podminky derivatizace biogennich amini dansylchloridem, zakoncentrovani piipravenych
derivati technikou MEPS a upravy vzorkl piva pied derivatizaci. Optimalizované podminky
byly pouzity pro analyzu realnych vzorka piv. Vysledky analyzy vzorkl jsou prezentovany

v dalsi ¢asti prace, kde byl také porovnan obsah biogennich amint v jednotlivych vzorcich.
KLICOVA SLOVA

Biogenni aminy, pivo, kapalinovad chromatografie, derivatizace, mikroextrakce tuhou fazi

S vyuzitim stiikacky
TITLE
Analysis of Selected Biogenic Amines in Beer Samples

ANNOTATION

This thesis deals with the analysis of biogenic amines in beer samples by high-performance
liquid chromatography with diode-array detection. The theoretical part of this thesis deals with
biogenic amines in food, especially in beer, the possibilities of determination and extraction
from the food matrix and methods of derivatization. Beer production, origin and determination
of biogenic amines in beer are also mentioned. In the experimental part, the conditions
of derivatization with dansyl chloride, extraction of derivatives using the MEPS technique and
the treatment of beer samples were optimized. The optimized conditions were used for
the analysis of beer samples. The results of the sample analysis are presented in the next part

of the thesis, where the concent of biogenic amines in individual samples was compared.
KEYWORDS

Biogenic Amines, Beer, Liquid Chromatography, Derivatization, Microextraction by Packed
Sorbent
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UvVOD

Biogenni aminy jsou piirozenou slozkou mnoha potravin zivoc¢is§ného i rostlinného piivodu.
Jejich nizké koncentrace jsou v organismu nezbytné pro mnoho fyziologickych funkci, dilezité
je zejména jejich piisobeni v nervovém a kardiovaskularnim systému. Jejich vysoké
koncentrace v§ak mohou plisobit toxicky. Za nejtoxi¢téjsi jsou povazovany histamin a tyramin.
Vznik biogennich amini v potravindch je spojen s piitomnosti mikroorganismt, které¢ jsou
schopné je produkovat. Stanoveni biogennich amint v potravinarstvi je tak dileZité nejen
pro jejich nebezpecnost, ale také z hlediska kontroly dodrZeni spravnych hygienickych postupii
pii vyrobé a skladovani potravin, jelikoz vysoka koncentrace téchto latek je spolehlivym

ukazatelem mikrobidlni kontaminace.

Potravinami s vyznamnym vyskytem biogennich amin jsou zejména maso, ryby, syry
a fermentované potraviny a napoje, jako jsou pivo a vino. Pivo je zlatavy alkoholicky napoj
s typickou bilou pénou, viini a hotkou chuti. Pivovarnictvi méa v ¢eskych zemich dlouhou tradici
a jako narod jsme nejvétSimi konzumenty piva na svété. Proces vyroby piva je pomérné slozity
a nakladny. Biogenni aminy vtomto napoji maji rizny plvod, pochdzeji zejména
ze sladovnického je¢mene, ale také vznikaji pii kroku kvaseni. Monitorovani jejich obsahu
Vv pivu je dulezité zejména pro odhaleni mikrobialni kontaminace pfi vyrob¢, ale také kvuli
jejich toxicité. Ta se v pivu jesté zvySuje kvili obsahu ethanolu, ktery snizuje schopnost

organismu tyto latky metabolizovat.

Samotnad analyza biogennich amind v pivovarnictvi se provadi nejcastéji vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s riznymi typy detekce. Lze ale pouZit 1 dal§i chromatografické
nebo elektromigracni techniky. Jejich extrakce z piva obvykle neni nutna, jelikoz se jedna
0 pomérn¢ jednoduchou matrici. Nutna je naopak jejich derivatizace vhodnym c¢inidlem,
aby bylo mozné je vibec detekovat. RUzné extrakéni techniky pak lze pouzit

pro zakoncentrovani téchto derivatl pifed samotnou analyzou.

Cilem této diplomové prace je optimalizovat podminky derivatizace, nasledného
zakoncentrovani derivati biogennich aminli ze vzorkli piva a jejich separace technikou

vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci diodovym polem.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou biologicky aktivni nizkomolekularni dusikaté latky odvozené od
aminokyselin. Jedna se o latky polarni nebo stiedné polarni, chemicky i tepelné stabilni. PIni
velké mnozstvi riiznych dilezitych funkei jak v zivocisnych tkanich, tak v rostlinnych pletivech

a mikrobialnich bunkach [1-5].
1.1.1 Vznik a rozdéleni biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji nejcastéji dekarboxylaci aminokyselin. Ta spocivad v odstranéni
a-karboxylové skupiny z piivodni aminokyseliny, za coZz jsou zodpovédné dekarboxylazy,
které jako kofaktor obsahuji pyridoxal-fosfat neboli vitamin B6. Vzniklé BA vétSinou nesou
nazev odvozeny prave od jejich prekurzorové aminokyseliny. Dalsi reakci, kterd vede ke vzniku

BA, je transaminace karbonylovych slou¢enin nebo aminokyselin [1; 3; 4; 6; 7].

Podle struktury Ize biogenni aminy rozd¢lit na alifatické, aromatické a heterocyklické. Podle
poctu aminoskupin byvaji klasifikovany na monoaminy, diaminy a polyaminy [1-3; 7; 8].
Vybrané alifatické aminy a jejich zakladni charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 1. Nekteré
alifatické BA mohou vznikat vice riznymi zpiisoby. Napfiiklad putrescin vznika dekarboxylaci
ornithinu, ktery je vytvaren z argininu. Muze ale také vzniknout katalyzou dalSiho BA,
agmatinu, ktery se rovnéz tvoii z argininu, a to dekarboxylaci. Putrescin je pak dale vychozi

slou¢eninou pro vznik sperminu a spermidinu [1; 2; 7-9].

Tabulka 1: Zakladni charakteristiky alifatickych biogennich amini [1; 2; 8; 10]

L Prekurzorova | Sumarni , Kla5|f|kalce
Nazev - . Strukturni vzorec podle poctu
aminokyselina | vzorec . :
aminoskupin
putrescin ornithin CsH12N2 HZN\/\/\NH2 o
diamin
kadaverin lysin CsH1N: HNL o~ NH2
H
spermin L. Ci1oH26N4 HZN/\/\N/\/\/N\/\/NHZ
arginin, H
ornithin o~ N
- PN L
spermidin C7H10Ns3 H,N N polyamin
H
agmatin arginin CsH14N HZNYN\/\/\
5M14N4 NH,
NH
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V tabulce 2 jsou uvedeny zakladni charakteristiky v potravinach nejvice zastoupenych
aromatickych a heterocyklickych BA, z nichz v§echny maji pouze jednu aminoskupinu. Jedné

se tedy 0 monoaminy.

Tabulka 2: Zakladni charakteristiky aromatickych a heterocyklickych biogennich amint [1; 2; 8; 10]

. Prekurzorova | Sumarni , Klasifikace podle
Nazev - - Strukturni vzorec .
aminokyselina VZOrec chemické struktury
NH,
tyramin tyrosin CsHuNO /@/\/
HO
aromatické
NH,
fenylethylamin |  fenylalanin CsHuN @/\/
(/N NH,
histamin histidin CsH1oNs \ Y/
H
heterocyklické
NH,
tryptamin tryptofan CioH12N2 W
N
H

V potravinach se BA rozliSuji na endogenni a exogenni. Endogenni BA jsou v nizkych
koncentracich pfirozené soucasti takika vSech potravin, jelikoZ se jednd o produkty
metabolismu, nejcastéji pusobici jako neurotransmitery (katecholaminy, indolaminy
a histamin). Exogenni BA jsou vysledkem dekarboxylazové aktivity fermenta¢ni mikroflory,
vznikaji tedy bud’ v disledku mikrobialni kontaminace potravin, nebo pfi cilené fermentaci.
Mezi exogenni BA patii histamin, tryptamin, tyramin, putrescin, kadaverin, fenylethylamin,

spermin a spermidin [1-3; 10].
1.1.2 Vyskyt a biologické ucinky biogennich aminii

Biogenni aminy jsou doslova vSudypfitomné, lze je nalézt jak v rostlinnych pletivech,
tak zivocisnych tkanich i mikrobialnich bunkach, kde plni Sirokou skalu riznych biologickych
uloh. V rostlinach se BA tc€astni obrannych mechanismil a také jsou diilezité pro riist a vyvoj.
Jmenovité putrescin, spermin a spermidin maji vliv na bunééné déleni, kveteni a vyvoj plodu.
Nekteré BA jsou rostlinnymi protoalkaloidy, prekurzory pro syntézu fytohormont, alkaloida

a dalsich sekundarnich metabolita [1; 2].
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Tabulka 3: Biologicky vyznam jednotlivych biogennich aminti v lidském organismu [1-3; 5; 7; 10; 11]

Biogenni amin Biologicky vyznam

lokalni tkafiovy hormon, neurotransmiter
snizuje krevni tlak (vasodilatace)
. . ovliviuje sekreci zalude¢ni §tavy
histamin e, L1 s .
ucastni se imunitni odpovédi a alergickych reakcei
stimuluje rast a diferenciaci bunék

reguluje télesnou teplotu, piijem potravy, ovliviiuje uceni a pamet’

je prekurzorem sperminu a spermidinu

stabilizuje makromolekuly (napt. nukleové kyseliny) a subcelularni struktury

utrescin (napt. ribozomy)
P stimuluje rist a diferenciaci bun¢k
podporuje nadorové bujent

antioxidant

stabilizuje makromolekuly a subcelularni struktury
kadaverin stimuluje rast a diferenciaci bunék
antioxidant

. stabilizuje makromolekuly a subcelularni struktury
agmatin : L . o y
stimuluje rist a diferenciaci bun¢k

neurotransmiter

fenylethylamin
yiethy reguluje hladinu noradrenalinu v krvi

lokalni tkanovy hormon, neurotransmiter, antioxidant
tyramin zvySuje krevni tlak (vasokonstrikce), hladinu glukozy v krvi
ovliviiyje kontrakce hladké svaloviny

prekurzor hormont serotoninu a melatoninu
tryptamin neurotransmiter, neuromodulator
zvysuje krevni tlak (vasokonstrikce)

stimuluje rist a diferenciaci bunék

spermin ..
P antioxidant

stimuluje rast a diferenciaci bun¢k

spermidin ..
P antioxidant

V Zivocisnych tkanich, a tedy i v lidském organismu, maji BA mnoho dtlezitych funkci
zejména v ramci nervového a kardiovaskuldrniho systému. BA funguji jako zdroje dusiku
a prekurzory hormonil nebo jinych biologicky aktivnich produktii. Hraji také vyznamnou roli
v regulaci télesné teploty a traveni [2; 3; 7]. V tabulce 3 je uveden podrobny vycet

fyziologickych funkci jednotlivych BA v lidském organismu.
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Biogenni aminy jsou reaktivni latky, které jsou pomoci riznych enzymi, zejména oxygenaz
a methyltransferaz, transformovany na dalsi biologicky aktivni slouc¢eniny. Naptiklad tyramin
muze byt oxidovan na oktopamin, ktery je neurohormonem a neuromodulatorem bezobratlych
zivoCicht. Také muze byt methylovan na N-methyltyramin, prekurzor synefrinu v hoikych
pomerancich a hordeninu v jeCmeni. Oxidaci tryptaminu vznikd hormon a neurotransmiter
serotonin, jehoz nasledna acetylace a methylace vede ke vzniku dalStho hormonu,
a to melatoninu. BA vs$ak poskytuji mimo téchto enzymatickych i jiné reakce. Jejich oxida¢ni
deaminaci vznikaji aldehydy, pii skladovani nebo zvysené teploté tvoii s triacylglyceroly

amidy mastnych kyselin a také se ucastni Maillardovych reakci za vzniku imind [1; 11].
1.1.3 Nepriznivé acinky biogennich amini na lidsky organismus

Biogenni aminy jsou diky svym dilezitym fyziologickym funkcim pro lidsky organismus
nepostradatelné, ve vysokych koncentracich v§ak mohou pusobit Skodlivé. Exogenni BA jsou
V organismu metabolizovany pomoci enzyml monoaminooxidazy (MAO), diaminooxidazy
(DAO), polyaminooxidazy (PAO) a N-methyltransferazy. MAO, DAO a PAO vznikaji zejména
Vv buiikdch stievniho epitelu a odbourédvaji extracelularni BA, zatimco N-methyltransferazy
vznikaji v ledvinach, jatrech a mozku a degraduji intracelularni BA. Pokud organismus pfijima
Z potravy nadmérnd mnozstvi BA, enzymovy systém neni schopen je plné eliminovat, coz vede
k rozvoji toxickych ucinkt. Toxicita BA je silné zavisla na aktivité téchto enzymi. Ta je
u kazdého ¢loveéka individualni a ovliviiuje ji fada faktord, jako jsou piitomnost inhibitord
MAO a DAO (n¢ktera antidepresiva, antiarytmika, antibiotika, antihistaminika, antimalarika
atd.), alkohol, tabakovy kouf, gastrointestinilni choroby a samoziejmé genetické

predispozice [1-3; 7; 11; 12].

Za nejtoxictéj$i BA pro ¢lovéka se povazuji histamin a tyramin. Jedna se o latky psychoaktivni
a vasoaktivni, kdy histamin ma vasodilata¢ni G¢inek a tyramin ma naopak vasokonstrikéni
ucinek. Pfiznaky otravy BA se tedy tykaji zejména kardiovaskularni a nervové soustavy,
postiZzen vSak byva také dychaci systém, travici systém a kize. Pfiznaky, jejichZ vycet je uveden
v tabulce 4, se objevuji n€kolik minut az nékolik hodin po poziti velkého mnozstvi BA
a obvykle odezni do 24 hodin. Otrava histaminem je nejcastéji spojovana s rybami z celedi
Scombridae (makreloviti), kam patii napt. makrela nebo tunak, jejichZ maso pfirozené obsahuje
velké mnozstvi volného histidinu (1-15 g/kg). Proto se pro intoxikaci histaminem vzilo
oznaceni ,,makrelovd otrava®“. Otrava histaminem vSak muze byt zpusobena i dalSimi

potravinami, jako jsou syry, jiné druhy ryb nebo motské plody. Otrava tyraminem byva nékdy
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oznacovana jako ,,syrovy efekt®, jelikoz tyramin je hlavnim BA pravé v syrech, ve vyssich

koncentracich se vSak vyskytuje také v mase a masnych vyrobcich [1-3; 7; 11-14].

Tabulka 4: Symptomy intoxikace biogennimi aminy [1-3; 12]

Lokalizace Symptomy
kize vyrazka, koptivka, svédéni, lokalni otok, zarudnuti obliceje a krku
travici systém nevolnost, zvraceni, prijem, bolest bficha, kiece

hypotenze (histamin) nebo hypertenze (tyramin, tryptamin, fenylethylamin),
kardiovaskularni systém extrasystola, bradykardie (putrescin, kadaverin) nebo tachykardie
(histamin), palpitace

bolest hlavy az migréna, zavraté, mdloby, navaly horka, poceni, mravenceni,

nervovy systém Y v o, Y g iy
y sy ktece, pocit paleni v ustech, rozostfené vidéni

dychaci systém ryma, bronchostrikce, dychaci potize

Toxicita biogennich amind je dana nejen pfitomnosti konkrétnich BA v potravinéach, ale také
celkovou koncentraci BA ve vSech zkonzumovanych potravinich, samotnym mnozstvim
potravin obsahujicich BA a také piitomnosti jinych toxickych latek. Za nebezpecné pro
zdravého Clovéka se povazuji koncentrace histaminu vy$si nez 500-1000 mg/kg potraviny.
Jedinym BA, jehoZ obsah v potravinach je v Evropské unii (EU) regulovéan, je v soucasné dobé
pouze histamin, a to pouze v rybach a rybich produktech. Natizeni komise (EU) ¢. 1019/2013
udava nejvySsi pfipustné mnozstvi histaminu v produktech rybolovu zryb svysokym
mnozstvim histidinu, a to tak, ze z9 odebranych vzorkli ryb mohou nejvySe 2 obsahovat
200 az 400 mg histaminu na 1 kg a v zadném vzorku rybi omacky, ktera je vyrobena fermentaci
produktli rybolovu, nesmi koncentrace histaminu pfesahnout 400 mg/kg. Pied vstupem Ceské
republiky do EU platila podstatné ptisn&jsi Vyhlaska 298/1997 Sb., kterou byl obsah histaminu
regulovan také v pivu a vinu, a dokonce byla stanovena i1 pfipustnd mnozstvi tyraminu v syrech

avinu [1; 14-16].

Vedle otravy histaminem existuje také histaminova intolerance. Ta je zplsobena nizkou
aktivitou enzymu, které histamin z potravy degraduji, tedy zejména DAO. Jedna se vétSinou
0 nedostate¢nou tvorbu DAO vlivem vrozené metabolické poruchy, ale také vlivem
onemocnéni stiev, kterd vedou k poskozeni stievniho epitelu, v némz pravé k tvorbé DAO
dochazi. Hlavnim a také prakticky jedinym rozdilem mezi intoleranci a intoxikaci histaminem
je velikost davky, ktera vyvola nezadouci piiznaky. U pacienta trpiciho histaminovou

intoleranci jsou pfiznaky vyvolany normalni ddvkou histaminu z potravy, kterd u zdravého
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Clovéka zadnou nezadouci reakci nevyvola. Intolerance histaminu se nejcastéji fesi

dodrzovanim celozivotni nizkohistaminové diety [11; 12; 17].

‘ Zdravy jedinec | ’ Intoxikace histaminem | ‘ Histaminové intolerance
Stirevni ]umen U o o
\J QO
- \ & > o &/
Stirevni sténa
Krevni recisté ° 0 ° 0 o 0 0

o | Exogenni histamin | U V

Obrazek 1: Degradace histaminu u zdravého jedince, pfi intoxikaci a intoleranci [17]

Rozdil mezi intoxikaci histaminem a histaminovou intoleranci vysvétluje obrazek 1. Leva
tretina znazoriuje degradaci normalniho mnoZstvi histaminu ze stravy u zdravého jedince.
Histamin pfechazi ze stfeva do stievni stény, kde je inaktivovan pomoci DAO, takze pouze jeho
nepatrné mnozstvi piechazi do krevniho fecisté, coZz nestaci k vyvolani neZaddouci reakce.
Prostiedni tfetina znazoriiuje intoxikaci zdravého Eloveéka histaminem, kdy se ze stravy
do stievni stény dostava velké mnozstvi histaminu (>500 mg/kg), inaktiva¢ni kapacita DAO je
piekrocena, coz vede k resorpci piebyteéného histaminu do krve a k vyvolani pfiznakt
intoxikace. Prava tfetina obrazku pak zndzornuje jedince trpiciho histaminovou intoleranci,
kdy do stfeva ptichazi ze stravy normalni mnozstvi histaminu. Ten vSak vlivem absence nebo
inhibice DAO nemuzZe byt degradovan, a dostava se tak do krve, coz vede k rozvoji nezadouci
reakce organismu. Pfiznaky intoxikace histaminem a histaminové intolerance pak byvaji

vétsinou totozné [12; 17].

Putrescin a kadaverin nejsou samy o sobé velkym zdravotnim rizikem, jejich problémem vsak
je, ze mohou zptisobit zvySeni toxicity jinych BA, a to zejména histaminu, jelikoz blokuji ¢ast
kapacity pro jeho detoxikaci (DAO). Dalsim nezadoucim uc¢inkem je jejich reakce s dusitany
za vzniku karcinogennich nitrosamint. Ztohoto hlediska jsou tedy nejrizikovéjsimi

potravinami masné vyrobky, u nichZ se dusitany a dusi¢nany pouzivaji jako konzervacni
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¢inidla. Také polyaminy spermin a spermidin nejsou samy o sob¢ toxické. Zpusobuji vSak
zvySeni stfevni propustnosti, coz muze opét vést k zesileni toxickych ucinkli ostatnich

biogennich aminu [1; 2; 7; 8; 11; 14].
1.1.4 Biogenni aminy v potravinach

Biogenni aminy jsou pfirozenou soucasti prakticky vSech potravin, jelikoZ se jedna o bézné
produkty metabolismu bilkovin. Pro syntézu biogennich aminl v potravinach musi byt splnéno
nékolik predpokladii: ptitomnost volnych aminokyselin, pfitomnost dekarboxylaza-pozitivnich
mikroorganismi, vhodné podminky pro rast t€chto mikroorganismi a také pro produkci
a aktivitu jejich enzymu (optimalni teplota a pH, koncentrace soli, cukrt, ptitomnost kysliku,
kyseliny vinné atd.). Volné aminokyseliny se v potravinach vyskytuji bud’ pfirozen¢, nebo se
uvoliiuji proteolyzou béhem zpracovani a skladovani potravin. Mikroorganismy
s dekarboxyla¢ni aktivitou mohou byt bud’ pfirozenou soucasti mikroflory urcité potraviny,
nebo se do potraviny dostavaji kontaminaci pfed, béhem nebo po zpracovani potraviny,
popriipadé pti nevhodném skladovani. Ve fermentovanych potravinach se na tvorbé BA podileji

pouzivané startovaci kultury [3; 8; 11; 18].

Schopnost dekarboxylovat aminokyseliny byla zjisténa u riznych rodt grampozitivnich
I gramnegativnich bakterii a také u nékterych kvasinek a plisni. Piehled vyznamnych
producentti BA v konkrétnich skupinach potravin je uveden v tabulce 5. Biogenni aminy témto
mikroorganismiim slouzi k ochran¢ v kyselém prostiedi, aktivita jejich dekarboxylaz tedy

stoupa s klesajicim pH [3; 4; 8].
1.1.4.1 Potraviny Zivoc¢iSného piivodu

Vhodnymi potravinami pro tvorbu BA jsou zejména potraviny bohaté na bilkoviny, tedy maso,
masné vyrobky, syry a ryby. NejcastéjSimi BA v téchto potravinach jsou histamin, putrescin,
kadaverin a tyramin. Jejich obsah v mase vyznamné roste pii skladovani, a to vlivem
enzymatické aktivity pfitomné mikroflory, coz se da dobie vyuzit jako ukazatel Cerstvosti masa.
Pro tento ucel bylo navrzeno né€kolik tzv. indexd biogennich aminti — BAI (Biogenic Amine
Index), které ve vypoctu zohlednuji koncentraci jednoho nebo vice BA, poptipadé¢ dalsi
parametry. Nejcast&ji se pro ur¢eni hygienické jakosti vepfového a hovéziho masa pouziva
BAI, ktery vyjadfuje sumu koncentraci Ctyf nejvyznamnéjSich BA (histamin, putrescin,
kadaverin a tyramin) v mg/kg. Hodnota BAI <5 znaéi maso Cerstvé, 5-20 maso pfijatelné
kvality (v pocateéni fazi mikrobialniho rozkladu), 20—50 maso nizké kvality a hodnota >50

indikuje maso zkazené. Hygienicka jakost ryb, konkrétné konzervovaného tundka, se posuzuje
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podle tzv. indexu kvality — QI (Quality Index). Ten jej klasifikuje do tfi tiid Cerstvosti: tiida

1 = Cerstvaryba (hodnota indexu 0-1), tfida 2 = pocatek kazeni (index 1-10) a tfida 3 = zkazena

ryba (index >10). Tento ptivodni QI byl pozdé€ji s tpravami pienesen i na dalsi druhy ryb. Dalsi

tepelnou upravou potravin, ve kterych jiz doslo k vytvoteni BA, nelze dosahnout snizeni

koncentrace téchto toxint, jelikoz se jedna o termostabilni latky [1; 10; 11; 14; 19; 20].

Tabulka 5: Vyznamné mikroorganismy produkujici biogenni aminy v potravinach [1; 3; 8; 10; 21]

Potravina Biogenni aminy Mikroorganismy
Acinetobacter baumanii, Aeromonas hydrophila, Bacillus spp.,
Clostridium perfringens, Enterobacter spp., Hafnia alvei,
histamin, tyramin, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Morganella
ryby kadaverin, putrescin, psychrotolerans, Pantoea agglomerans, Photobacterium
agmatin phosphoreum, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Raoultella
ornithinolytica, Raoultella planticola, Serratia marcescens,
Staphylococcus xylosus
Citrobacter freundii, Debaryomyces hansenii, Enterobacter
histamin, kadaverin, spp., Enterococcus spp., Escherichia coli, Hafnia alvei,
, putrescin, tyramin, Lactobacillus spp., Lactococcus lactis, Leuconostoc
Syry tryptamin, mesenteroides, Morganella morganii, Pediococcus damnosus,

fenylethylamin

Pseudomonas putida, Pseudomonas lundensis, Serratia
liquefaciens, Yarrowia lipolytica

maso a masné

histamin, kadaverin,
putrescin, tyramin,

¢eled’ Enterobacteriaceae, Hafnia alvei, Lactobacillus spp.,
Micrococcus spp., Morganella morganii, Pediococcus spp.,

vyrobky fenylethylamin, Pseudomonas spp., Streptococcus spp.
tryptamin
histamin, kadaverin, | Aeromonas hydrophila, Cronobacter sakazakii, Enterobacter
fermentovana | putrescin, tyramin, cloacae, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus
zelenina fenylethylamin, plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Morganella morganii,
tryptamin Pediococcus spp., Serratia liquefaciens, Serratia marcescens
Bacillus spp., Candida versatilis, Clostridium spp.,
fermentované | histamin, kadaverin, Enterobacter spp., Enterococcus spp., Lactobacillus
vyrobky ze putrescin, tyramin, plantarum, Pseudomonas spp., Rhizopus oligosporus,
soji tryptamin, spermidin Staphylococcus pasteuri, Trichosporon beigelii,
Zygosaccharomyces rouxii
histamin, tyramin, Brettanomyces bruxellensis, Enterococcus faecium,
vino putrescin, agmatin, Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
fenylethylamin rhamnosus, Leuconostoc spp., Pediococcus spp.
. . histamin, tyramin, Lactobacillus spp., Leuconostoc mesenteroides, Oenococcus
pivo, cider

putrescin, kadaverin

oeni, Pediococcus spp., Sporolactobacillus spp.

1.1.4.2 Potraviny rostlinného piivodu

v

Také potraviny rostlinného ptivodu jsou zdrojem BA. V ovoci a zelening je nejhojnéjSim BA

tyramin, ale také v nich lze nalézt konjugaty BA s mastnymi nebo skoficovymi kyselinami,
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ptfipadné derivaty BA (protoalkaloidy). Citrusy obsahuji velké mnozZstvi putrescinu, ale také
mén¢ bézny BA synefrin. Bandny obsahuji jako hlavni BA tyramin, dale obsahuji
fenylethylamin, histamin a také méné Cast¢ BA dopamin, serotonin a norepinefrin. Volny
histamin se vyskytuje v listech $penatu, raj¢atech a lilku. Dal$imi rostlinnymi produkty, v nichz

1ze najit BA, jsou napf. ofechy, ¢aj, kakao, lusténiny a obiloviny [1-3; 12; 19].
1.1.4.3 Fermentované potraviny

Zvlaste vyznamné svym obsahem BA jsou fermentované potraviny jak zivocisného,
tak rostlinného pavodu, jako jsou napi. fermentované sojové produkty (s6jova omacka),
uzeniny, syry, rybi produkty, mlé¢né vyrobky, fermentovana zelenina (kysané zeli) nebo napoje
vyrabéné kvasenim (pivo a vino). Koncentraci BA ve fermentovanych potravinach ovliviiuje
fada faktord vyrobniho procesu, a to hygienicka jakost vstupnich surovin, mikrobialni slozeni,
podminky a délka fermentace. Hlavnim BA ve fermentovanych potravinach je tyramin,
vyznamny je ale také obsah putrescinu, kadaverinu a histaminu. Vysoké koncentrace putrescinu
a kadaverinu ve fermentovanych potravinaich mohou vést ke zméné jejich organoleptickych

vlastnosti, jako je napf. kovova, masita nebo hnilobna viné u vina [2; 3; 9; 13; 14; 18].
1.1.4.4 Prevence tvorby biogennich amini v potravinach

Obsah BA v potravinach je dulezité monitorovat, a to z nékolika riznych divodd. Hlavnim
ditvodem je samoziejmé jejich toxicita a potencidlni zdravotni riziko spojené s jejich vysokym
pfijmem. DalSim diivodem je kontrola kvality potravin, jejich Cerstvosti a bezpecnosti.
Pfitomnost BA v potravinach je V podstaté chemickym ukazatelem jejich znehodnoceni.
To jsou diavody pro prevenci tvorby BA v potravinach, ktera je v soucasnosti zaloZena
naregulaci dekarboxyldza-pozitivnich mikroorganismi zajiSténim hygienické kvality
vychozich surovin a vyrobnich procest (zejména fermentacnich) a spradvnym skladovanim

hotovych potravin [3; 4; 11; 14].

Zakladem pro zajisténi hygienické jakosti primarnich surovin je dodrzovani spravné hygienické
a vyrobni praxe a pouzivani Systému analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi
(HACCP, Hazard Analysis and Critical Control Points), coz je na zakladé Natizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 852/2004 o hygiené potravin povinnosti kazdého vyrobce
potravin [11; 12].

StéZejnim faktorem tvorby BA v potravindch je teplota, a to jak pfi vyrobnim procesu, tak pfi

skladovani. Optimalni teplota, kdy je minimalizovdn rist mikroorganismi i aktivita jejich
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proteolytickych enzymt a dekarboxyldz, je méné nez 4 °C. Zchlazeni Cerstvych ryb ihned
po usmrceni a rychlé vykuchani snizuji riziko tvorby a akumulace BA. Teplota je dalezité také
pii zrani a skladovani fermentovanych potravin. Plati, ze ¢im nizsi teplota, tim nizsi koncentrace
BA v produktu. Nékteré skupiny bakterii jsou vsak schopny produkovat BA i pfi teplotach
nizsich nez 5 °C, proto se Casto pfistupuje k dalSim ochrannym opatfenim. Velmi u¢innym
opatienim je vakuové baleni potravin, baleni potravin v modifikované atmosfére napt. COp,
ozafovani gama paprsky, aplikace vysokého hydrostatického tlaku, potravinovych aditiv nebo
pouziti dekarboxylaza-negativnich startovacich kultur mikroorganismi. Jednoduse 1ze vzniku
a akumulaci BA v potravinach predejit také jejich tepelnym oSetfenim, pfipadné pouzitim
klasické konzervacni techniky — pasterizace. Napiiklad syry vyrobené z pasterovaného mléka

obsahuji niz§i mnozstvi BA nez syry z Cerstvého neosetteného mléka [2—4; 6; 8; 9; 11; 18].

1.2 Analyza biogennich aminii v potravinach

Stanoveni biogennich amint v potravinach je z mnoha dtvodi velmi dilezité, avSak ne uplné
snadné, jelikoz se jedna o latky vysoce polarni s rozmanitou chemickou strukturou bez funkéni
skupiny vhodné pro selektivni detekci. Problémem je jejich nizka koncentrace v ¢asto velmi
komplexnich potravinovych matricich bohatych na interferujici slouceniny. V potravinach se
pak casto vyskytuje nékolik BA soucasné, coZ také znesnadiiuje analyzu. Pfesto byla vyvinuta
celd fada analytickych metod pro stanoveni BA v potravinach a népojich. Drtiva vétSina téchto

metod je zalozena na extrakci, derivatizaci a nasledné separaci a kvantifikaci [2; 5; 23; 24].

vvvvvv

postup se odviji od sloZitosti matrice konkrétni potraviny a také od mnoZstvi a povahy
interferujicich slouc¢enin. U ndpojt, napt. u vina a piva, ¢asto pied samotnym stanovenim BA
staci vzorek zfiltrovat, pfipadné odstiedit. Tuhé vzorky potravin, napt. syrii nebo masa, je vSak
vétsinou nutné upravovat mechanicky (mleti, drceni, homogenizace atd.), coz lze usnadnit
rozpu$ténim ve vhodném rozpoustédle. Obecné je cilem Upravy vzorku sniZeni vlivu matrice
a zvyseni analytického signalu sledovanych analytl jejich zakoncentrovanim. Pro izolaci BA
z matrice se vyuzivaji extrakéni techniky, napt. klasicka extrakce v systému kapalina-kapalina
(Liquid-Liquid Extraction; LLE), extrakce tuhou fazi (Solid-Phase Extraction; SPE), nebo dnes
Castéj$i mikroextrakéni techniky, jako jsou mikroextrakce tuhou fazi (Solid-Phase
Microextraction; SPME), disperzni kapalinova mikroextrakce (Dispersive Liquid-Liquid
Microextraction; DLLME), mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno (Hollow Fiber Liquid Phase
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Microextraction; HF-LPME) a mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim stiikacky (Microextraction
by Packed Sorbent; MEPS) [2; 5; 24-26].

Pro separaci a kvantifikaci BA se nejCastéji vyuzivaji chromatografické techniky, zejména
vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography; HPLC),
méng¢ Casto plynova chromatografie (Gas Chromatography; GC) a tenkovrstva chromatografie
(Thin Layer Chromatography; TLC), ale také techniky elektromigra¢ni, hlavné kapilarni
zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis; CZE). Nejpouzivanéj§imi zpusoby
detekce v HPLC jsou fotometricka (UV nebo UV-Vis), fluorimetricka (Fluorescent Detector;
FLD) a hmotnostné spektrometricka (Mass Spectrometry; MS). Pro UV detekci a FLD je v§ak
nutné vlozeni chromoforu, respektive fluoroforu, prostfednictvim vhodného derivatiza¢niho

ginidla [2; 5: 24: 25].
1.2.1 Extrakéni techniky

Nedilnou soucasti analytického postupu je uprava vzorku, k niz se mimo jiné vyuzivaji
extrak¢ni techniky. Extrakéni techniky jsou zaloZeny na distribuci analytu mezi dvé nemisitelné
faze a slouzi k jeho izolaci a zakoncentrovani, zjednodu$eni matrice nebo vyméné rozpoustédla
pted vlastni analyzou. V dneSni dob¢ se pii pouzivani téchto technik klade diraz na ekologii
a uptednostiiuji se tedy tzv. ,,zelené* extrakéni techniky, jejichz podstatou je minimalizace

spotieby organickych rozpoustédel, ktera zatézuji zivotni prostiedi [5; 27-29].
1.2.1.1 Extrakce kapalina-kapalina

Extrakce v systému kapalina-kapalina (LLE) je tradi¢ni jednoducha technika ptipravy vzorku
pred chromatografickou analyzou. Tato technika je zaloZena na pfechodu analytu z jedné
kapalné faze do druhé, pticemz tyto kapaliny musi byt vzdjemné¢ nemisitelné. Obvykle se jedna
o fazi vodnou a fazi organickou, kdy analyt se zpravidla nachazi ve vodé a extrahuje se
do organického rozpoustédla. Nejéastéji vyuzivanymi organickymi rozpoustédly pro extrakci
BA ze vzorku potravin jsou toluen, chloroform, dichlormethan, methanol, ethylacetat, ethanol,
isohexan a také organické kyseliny, napft. trichloroctova, chlorovodikova nebo chlorista.
Nevyhodou LLE je pravé velka spotieba téchto rozpoustédel, ktera jsou Casto toxicka, ale také
casova narocnost a slozitd automatizace. Je to vSak technika Uc¢inné a spolehliva, at’ uz pro

ziskani Cisté latky ze vzorku, nebo pro odstranéni interferentt z matrice [5; 11; 23; 24; 27; 30; 31].

Konkrétnim ptikladem LLE v analyze biogennich amini v potravinach je pouZiti u vzorku vina.

To bylo nejprve odplynéno, odstiedéno a zfiltrovano a po Upraveé pH byla provedena extrakce
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50 ml vzorku do 10 ml ethylacetatu. Po 20 min byla odebrana organicka vrstva a extrakce byla
jest¢  dvakrat  opakovana.  Takto  pfipraveny  extrakt byl  derivatizovan
2-chloro-1,3-dinitro-5(trifluoromethyl)-benzenem a analyzovan pomoci HPLC s detekci
diodovym polem. Nejniz§i obsah BA byl stanoven v Sumivych a perlivych vinech
(0,29 az 2,65 mg/l viech BA), nejvyssi naopak v ¢ervenych i bilych sladkych desertnich vinech
(12,1-16,72 mg/l). Nejhojné&ji zastoupenym BA v analyzovanych vzorcich byl ptekvapivé
tryptamin [32].

1.2.1.2 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je dnes asi nejvyuzivanéjsi extrakeni technika, ktera se osvédcila
jako dobré alternativa ke klasické LLE. Vyhodou této techniky pravé oproti LLE je zejména
nizsi spotieba organickych rozpoustédel, moznost automatizace, velké mnozstvi komeréné
dostupnych sorbentt a uspora €asu. Je to také technika relativné jednoduché, reprodukovatelna,

pfesna a u¢inna [5; 25; 27; 28].

Principem SPE je selektivni zachyceni analyti ze vzorku v kapalné nebo plynné fazi na tuhy
sorbent, z n€hoz jsou nasledné uvolnény eluci vhodnym rozpoustédlem. Podminkou Gspésné
extrakce je vyssi afinita analytu k sorbentu nez k matrici. Sorbenty pro SPE jsou nejcastéji
ulozeny v plastovych nebo sklenénych kolonkach, pfipadné mohou byt slisované se skelnymi
vlakny do diski. Jedna se vétSinou o silikagel s navazanymi funkénimi skupinami, které urcuji
vlastnosti sorbentu. Pro SPE biogennich amini se obvykle jako sorbent vyuziva
oktadecylsilikagel (C18), ktery funguje na principu obracenych fazi, jelikoz se jedna
0 nepolarni funkéni skupinu [2; 5; 27; 28].

Obecné se proces SPE sestava ze ¢tyt zakladnich krokd:

1. kondicionace sorbentu vhodnym rozpoustédlem (aktivace sorbentu)
2. naneseni vzorku

3. promyti sorbentu (vymyti interferenti)

4

eluce analytti vhodnym rozpoustédlem
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Obrazek 2: Jednotlivé kroky SPE [31]

Tomuto postupu, ktery je znazornén na obrazku 2, samoziejmé predchazi vybér vhodného

sorbentu pro konkrétni analyt [27; 28].

Piikladem wvyuziti SPE v analyze potravin muize byt zakoncentrovani dansylderivati
biogennich amint ze vzorka alkoholickych napoji na kolonce plnéné oktadecylsilikagelem.
Sorbent byl nejprve aktivovan dvéma kolonovymi objemy methanolu (2 X 3 ml) a dvéma
objemy vody. Po aplikaci derivati byl sorbent promyt smési aceton-voda (20:80, V/V)
a vysusen vakuem do sucha. Analyty byly eluovany jednim kolonovym objemem acetonitrilu.
Eluat byl odpafen do sucha proudem dusiku a znovu rozpustén v 2 ml acetonitrilu. Takto
pfipraveny zakoncentrovany roztok byl pak analyzovan pomoci HPLC s fluorimetrickou
detekci. Tento zpisob extrakce poskytl 95% vytéznost. Ve vzorcich bilého, cerveného
afeckého vina Retsina byl svym obsahem nejvyznamnéjsi putrescin (0,294-3,148 mg/l).
Ve vzorcich piva byl obsah BA vyS$si nez ve vinech. V nejvyssich koncentracich byl nalezen
tyramin (1,511-6,056 mg/l), vyznamné byly zastoupeny také putrescin (3,210-5,228 mg/l)
a spermidin (1,196-4,454 mg/l) [33].

1.2.1.3 Mikroextrakce tuhou fazi

Miniaturizovanou variantou SPE je mikroextrakce tuhou fazi (SPME), ktera se v poslednich
letech stala hojn¢€ vyuzivanou zejména diky svému ekologickému charakteru. Tato technika
nevyzaduje vyuziti organickych rozpoustédel, ptipadn€ pouze minimalni mnozstvi (méné nez
1 pl). Dalsi vyhodou oproti SPE a klasické LLE je integrace odbéru vzorku, extrakce
a zakoncentrovani analyti do jediného kroku. To ¢&ini tuto techniku rychlou, snadnou

a pohodlnou, navic je citliva a také kompatibilni s chromatografickymi systémy. Existuji vSak
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1 nevyhody SPME, zejména omezeny rozsah komercéné dostupnych stacionarnich fazi,

kiehkost, omezena zivotnost a niz§i sorpcni kapacita vlaken [2; 24; 27; 31; 34].

Podstatou SPME je rovnovazna sorpce analytd na stacionarni fazi, kterou je potazeno kiemenné
vldkno. To je umisténo v kapilafe z nerezové oceli a celé zatizeni funguje v podstaté jako
stiikacka, kdy se vldkno vysouva a zasouva podle potieby. K sorpci dochdzi bud’ ptimo
Z kapalného vzorku (pfima SPME), nebo z plynné faze nad vzorkem (headspace SPME).
Desorpce je pak provedena bud’ vysokou teplotou po vlozeni vlakna do nastfikového portu
plynového chromatografu, nebo vhodnym rozpoustédlem pro naslednou HPLC analyzu.
Vyhodnéjsi a hlavné jednodussi je tedy spojeni SPME s GC, coz se uplatituje predevsim
pro extrakci t€kavych a Castecné t€kavych sloucenin ze vzorkl zivotniho prostfedi, potravin

a biologickych vzorku [5; 27; 28; 31; 34].

Technika SPME byla vyuZita k prekoncentraci pifi stanoveni BA v pomerancovém dzusu
pomoci HPLC s UV detekei. Stacionarni fazi byl ligand na béazi hydrazonu zachyceny
v sol-gelu. Vldkno se sorbentem bylo kondicionovano vodou V ultrazvuku a nasledné
methanolem. Vzorky dzusu byly po zalkalizovani derivatizovany dansylchloridem, jehoz
prebytek byl nasledné¢ odstranén kyselinou glutamovou. SPME byla provedena piimo
ponofenim do vzorku, ktery byl michdn. Po extrakci byl sorbent vysuSen, analyty byly
desorbovany acetonitrilem pomoci ultrazvuku a extrakt byl nastfiknut do systému HPLC.
Nejvyznamnéji zastoupenym BA ve vSech vzorcich byl putrescin (0,55-2,21 mg/l), jehoz
pritomnost je charakteristickd pro citrusové plody. Déle byly stanoveny tyramin, histamin

a spermidin, jejichz pfitomnost v pomeranéich je také pfirozena [35].
1.2.1.4 Disperzni kapalinova mikroextrakce

Relativné novou extrakéni technikou je disperzni kapalinova mikroextrakce (DLLME). Tato
technika je zaloZena na vyuZiti dvou rozpoustédel, a to extrakéniho a disperzniho. Extrakéni
rozpoustédlo musi byt ve vod¢ nerozpustné s vysokou hustotou a schopné extrahovat dané
analyty. Nejcast€ji se pouzivaji halogenovana rozpoustédla, jako jsou chloroform,
tetrachlormethan nebo tetrachlorethylen. Disperzni rozpoustédlo pak musi byt misitelné jak

s vodou, tak s extrakénim ¢inidlem. MuiZe to byt napt. ethanol, methanol nebo acetonitril [2; 27; 30].

Principem DLLME je rychlé vstiiknuti smési extrakéniho a disperzniho rozpoustédla
do vodného vzorku, ¢imz dojde k vytvoreni velkého mnozstvi malych kapicek extrakéniho
rozpoustédla, které jsou dispergovany ve vodné fazi. Dusledkem je velmi velkd plocha

fazového rozhrani, a tedy velky prostor pro interakci analytd ze vzorku s extrak¢nim ¢inidlem.
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Po extrakci nasleduje odstfedéni, extrakt se usazuje na dno nadoby a konecné je analyzovan

vhodnou analytickou technikou, obvykle HPLC nebo GC [5; 27; 30; 34; 36].

S velkou extrakéni plochou, kterou tato technika poskytuje, je spojena fada vyhod, jako jsou
rychlost a ucinnost extrakce a vysoky obohacovaci faktor. Dalsimi piednostmi jsou
jednoduchost, nizka cena a kompatibilita s béznymi chromatografickymi technikami. Naopak
nevyhodou miize byt nutnost odpafeni horni vrstvy smési po odstiedéni a také toxicita
halogenovanych rozpoustédel, kterych se vSak pouzivaji pouze mald mnozstvi v fadech desitek

mikrolitr [27; 30; 36].

Tato technika byla vyuzita souc¢asné pro extrakci i derivatizaci pii stanoveni BA v pivu metodou
plynové chromatografie s detekci hmotnostnim spektrometrem (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS). Jako disperzni rozpoustédlo zde byl vyuzit acetonitril a jako extrak¢ni
rozpoustédlo toluen. Smés téchto rozpoustédel byla spolu s derivatizacnim c¢inidlem
(isobutylchlorformiat) rychle vstiiknuta do zkumavky se vzorkem a vznikld smés pak byla
ttepana. Po odstfedéni byla horni toluenova faze po dals$i Upravé (odstranéni piebytku
derivatiza¢niho Cinidla atd.) analyzovana GC-MS. V analyzovanych vzorcich byl
nejvyznamnéj$im BA putrescin v koncentracich az 12,777 mg/l, coz nebyva obvyklé, jelikoz

nejhojnéji zastoupenym BA v pivech byva zpravidla tyramin [37].
1.2.1.5 Mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno

Mikroextrakce vyuzivajici duté vlakno (HF-LPME) je dalsi z extrakénich technik, které byly
vyvinuty ve snaze snizit spotfebu toxickych organickych rozpoustédel. Je to metoda
rovnovazné extrakce, ktera je prakticky miniaturizovanou formou klasické LLE. Pti HF-LPME
jsou analyty zvodného vzorku (donorové faze) extrahovany prostiednictvim s vodou
nemisitelného organického rozpoustédla, které je imobilizovano v porech stény dutého vldkna,
do roztoku v dutin¢ vlakna (akceptorova faze). Akceptorovy roztok je pak podroben analyze
pomoci HPLC, GC nebo CE. Pokud je akceptorovym roztokem totéz organické rozpoustedlo,
kterym jsou naplnény pory vlakna, jedna se o dvoufazovy extrakéni systém. Ten je piimo
kompatibilni s GC a je vhodny zejména pro lipofilni latky malo rozpustné ve vod¢. Pokud je
akceptorovou fazi vodny roztok, jednd se o tfifazovy extrakéni systém, vhodny pouze pro
ionizovatelné latky. Vodny roztok bude mit takové pH, aby v ném byly analyty co nejvice
ionizované, a tedy co nejvice rozpustné ve vodé. Pied extrakci je naopak nutné upravit pH
vzorku tak, aby byla ionizace analytli co nejvice potlacena a jejich rozpustnost ve vodé tak co

nejvice snizena [27; 34; 38].
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HF-LPME je velmi G¢inna technika ¢isténi vzorku, zejména v tfifazovém uspotadani. Je to
technika pomérné levna a snadno automatizovatelna. Jeji hlavni vyhodou je extrémné nizka
spotfeba organickych rozpoustédel, jelikoz objem rozpoustédla v pérech vldkna je obvykle
pouze 5-30 ul. Dalsi vyhodou je vysoky obohacovaci faktor — objem donorové faze,
tedy vzorku, mtze byt az 1 litr, zatimco objem akceptorové faze, tedy finalniho extraktu,
je obvykle 2-30 pl. Také zde odpada problém s ,,carry-over* efektem, tedy s pfenosem analyti
mezi analyzami, jelikoz duté vlakno je pouze na jedno pouziti. Za nevyhodu miize byt naopak
povazovana relativné dlouha doba extrakce, ktera se odviji od objemu vzorku (15-45 min,

ale i 2 hodiny) [25; 27; 38; 39].

Technika HF-LPME s in-situ derivatizaci dansylchloridem byla pouzita pfi stanoveni BA
ve vzorcich potravin (kecup a krevetovd omacka). Donorovy roztok byl pfipraven smisenim
vzorku, jehoz pH bylo upraveno na 9,5, s derivatizaénim ¢inidlem. Akceptorovym roztokem
byla HCI o koncentraci 0,1 mol/l a organickym rozpoustédlem v porech vlakna byl
dihexylether. Pfi extrakci byl donorovy roztok michan pomoci magnetického michadla.
Po probéhnuti extrakce byla akceptorova faze odebrana sttikackou a aplikovana do HPLC
systému s UV detekci pro separaci a kvantifikaci BA. Tato extrak¢ni technika prokazala dobrou
relativni vytéznost (>86,7 %). Zatimco ve vzorcich kecupu nebyly detekovany zadné BA,
ve vzorcich krevetové omacky byly detekovany tryptamin, fenylethylamin, putrescin, histamin,

tyramin a spermidin. Nejvyssi byla koncentrace tryptaminu, a to 57,9 mg/1 [39].
1.2.1.6 Mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim stiikacky

Mikroextrakce tuhou fazi s vyuZitim stfikacky (MEPS) je novou miniaturizovanou formou
extrakce tuhou fazi, kterd se diky minimalni spottebé organickych rozpoustédel da povazovat
za techniku tzv. zelené chemie. U techniky MEPS jsou 1-2 mg sorbentu umistény bud’ pfimo
mezi frity do stfikacky, nebo do patronky mezi stiikacku a jehlu. Obvykle se tedy zafizeni
pro MEPS sklada ze dvou ¢asti, a to z plynotésné sklenéné stiikacky o objemu nejcastéji
100 nebo 250 ul a komeréné dodavané patrony zabudované v jehle injekéni stfikacky, ktera je
znama jako BIN (Barrel Insert Needle) [27; 30; 40-42]. Vsechny potiebné komponenty

pro MEPS jsou zobrazeny na obrazku 3.

Postup pii MEPS je v podstaté totozny s postupem SPE, tedy kondicionace sorbentu, aplikace
vzorku, promyti a nakonec eluce analytu vhodnym rozpoustédlem. Rozdil je vSak v tom,
ze pti MEPS dochazi ke dvojnasobnému styku sorbentu se vzorkem, a to pfi nasati do stfikacky

a nasledném vytlaceni ze stiikacky. To vede k efektivnéjSimu zachyceni analyti na sorbent,
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coz je také hlavni vyhodou této techniky oproti klasické SPE. Dalsi vyhodou je moznost
opakovaného pouziti (az 100 analyz) bez ztraty ucinnosti, pokud jsou dodrzeny spravné
promyvaci kroky po kazdé¢ extrakci. Také relativné kratky extrakéni €as (minuty), Siroky rozsah
zpracovavanych objemu vzorkt (10-1000 pl), automatizovatelnost a moznost on-line spojeni

s HPLC a GC ¢ini tuto techniku velmi oblibenou [27; 30; 40; 41].
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Obrazek 3: Zatizeni pro MEPS — plynotésné sklenéné stiikacky a BIN se sorbentem C18

V MEPS se vyuziva n€kolik typti komercnich i nekomerénich sorbenti nejcasteji na bazi oxidu
kremicitého (nemodifikovany, se skupinami C18, C8 a C2), ale také polystyren-divinylbenzen,
iontové vyménné sorbenty, porézni grafiticky uhlik nebo molekuldrn€ vtist€né polymery.
Vybér spravného sorbentu na zéklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti analyt je klicovym
faktorem ucinnosti této techniky. Ta je ovlivnéna také rychlosti pritoku pfi nandseni vzorku,
vybérem spravnych rozpoustédel pro jednotlivé kroky extrakce a velikosti Castic

sorbentu [27; 30; 40; 41].

Technice MEPS je velmi podobna technika PT-SPE (Pipette Tip Solid Phase Extraction),
piiniz extrakce na tuhou fazi probiha v pipetovaci Spicce, ktera je naplnéna sorbentem.
V dnesni dobé existuje nékolik typli komeréné dodavanych sorbentil v pipetovacich Spickach,
vétSina znich vSak neni schopnych dostatecné adsorpce v jednom pipetovacim kroku,
a aplikace vzorku se tak musi nékolikrat opakovat. Vyuziti tato technika naSla zejména

v analyze biologickych vzorku [27; 30].
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1.2.2 Chromatografické techniky

Chromatografické techniky jsou techniky separacni, zaloZené na déleni slozek mezi stacionarni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou) fazi. Pti separaci dochazi k opakovanému ustavovani
rovnovahy mezi analytem a stacionarni fizi a analytem a fazi mobilni. K dosazeni
rovnovazného stavu vSak kvili stalému pohybu mobilni faze ve skutecnosti nedochazi.
Chromatografické techniky mohou byt klasifikovany podle skupenstvi mobilni faze (plynova
chromatografie a kapalinova chromatografie), podle technického uspotfadani (kolonova
nebo planarni) nebo podle separacniho mechanismu (adsorpéni, afinitni, gelova, rozdélovaci
a iontové vyménna). Casto viak dochazi k uplatnéni nékolika separa¢nich principt najednou,

nebo mechanismus separace neni zcela znam [27; 29].

Obecny postup separace zacina aplikaci vzorku na pocatek tzv. chromatografického loze, coz je
systém dvou fazi, mezi které se latka d€li. Jedna se zpravidla o kolonu, papir nebo tenkou
vrstvu. Vzorek je undSen tokem mobilni faze ke konci chromatografického loze, pfi¢emz latka
s vyssi afinitou ke stacionarni fazi se v systému vice zadrzuje. Dochazi k oddélovani zon
jednotlivych slozek vzorku. Slozky vzorku opoustéji loze (eluuji) v potadi podle rostouci miry

interakce se stacionarni fazi [27; 29].
1.2.2.1 Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) je dnes jednoznacné nejpouZivanéjsi
separacni technikou v analytické praxi. Jedna se o metodu vysoce ucinnou, robustni
a vSestrannou — Ize s ni analyzovat az 80 % vSech chemickych latek, napt. 1éCiva, polymery,
biomolekuly, polarni i nepolarni organické slouceniny a latky iontové povahy. V kapalinové
chromatografii (Liquid Chromatography, LC) je mobilni fazi kapalina a stacionéarni fazi sorbent
Vv koloné. HPLC je pak moderni formou LC, ktera vyuziva kolony s velmi malymi ¢asticemi

(obvykle 3 um a méng) a velké pritoky mobilni faze [29; 43-45].

Obrazek 4 schematicky zobrazuje typicky HPLC systém. Mobilni faze je ze zasobniku (1)
¢erpana vysokotlakym Cerpadlem (2) pies odplynovac (3) do separacni kolony (4) umisténé
v termostatu (6). Vzorek je davkovan pomoci autosampleru nebo davkovaci smycky (7) piimo
do toku mobilni faze na pocatek kolony. Eluat z kolony je veden do detektoru (5), jehoz signal

je zpracovan pocitacem s chromatografickou datovou stanici (8) [27; 29].
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Obrazek 4: Schéma HPLC systému [27]

1 — zasobnik mobilni faze, 2 — vysokotlaké cerpadlo, 3 — pritoc¢ny odplyiiova¢ mobilni faze, 4 — separacni
kolona, 5 — detektor, 6 — termostat kolony, 7 — davkova¢ vzorkd, 8 — pocita¢ s chromatografickou datovou stanici
Kolony v HPLC maji délku 2-30 cm a vnitini pramér 0,1-6 mm. Jsou plnéné velmi malymi
¢asticemi sorbentu s uzkou distribuci velikosti. To ma za nasledek jak vysokou ucinnost,
tak ale i velmi vysoké pracovni tlaky (az 60 MPa), jimz musi kolona i samotné ¢astice sorbentu
odolat. Musi byt tedy odolna mechanicky, ale také chemicky viaci pusobeni mobilni faze

I separovanych latek [27; 29].
1.2.2.1.1 Fazové systémy v kapalinové chromatografii

Podle povahy interakci mezi slozkami vzorku, stacionarni a mobilni fazi 1ze rozliSit rizné typy
neboli mody kapalinové chromatografie. Jednoznacné nejpouzivanéjsi jsou v dnes$ni dobé
systémy s obracenymi fazemi (RPLC, Reverse-Phase Liquid Chromatography), kde mobilni
faze je polarnéjsi nez faze stacionarni. Mobilni fazi je vétSinou smes vody a methanolu nebo
acetonitrilu. Stacionarni fazi je nejcastéji silikagel schemicky vazanymi nepolarnimi
skupinami, jimiz jsou zejména oktadecyl (C18), oktyl (C8) a dalsi alkylové nebo alkylarylové
fetézce. Tento systém je vhodny pro separaci latek silné, sttedn€ i malo polarnich, pficemz

retence roste s klesajici polaritou sloucenin [27; 29; 43; 45].

Kapalinova chromatografie v systému s normalnimi fazemi (NPLC, Normal-Phase Liquid
Chromatography) je tradi¢ni technika, v niZ je mobilni faze méné polarni nez faze stacionarni.
Mobilni fazi je vétSinou dvouslozkova smés rGzné€ polarnich organickych rozpoustédel,
napt. 2-propanolu a n-hexanu. Stacionarni fazi je zde polarni anorganicky adsorbent, nejcastéji

silikagel, ale také oxid hlinity nebo silikagel s chemicky vazanymi polarnimi skupinami,

35



napf. aminovymi nebo nitrilovymi. Tento systém je vhodny pro separaci nepoldrnich a stfedné

polarnich latek, pficemz retence roste s polaritou sloucenin [27; 29; 43; 45].

Dalsimi typy LC jsou iontové vyménna chromatografie (IEC, lon-Exchange Chromatography)
a gelova chromatografie neboli chromatografie sterické vyluky (SEC, Size-Exclusion
Chromatography). Dale existuje cela fada specialnich technik, napf. afinitni chromatografie,
chiralni HPLC, chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC, Hydrophilic Interaction
Chromatography), chromatografie hydrofobnich interakci nebo micelarni HPLC [27; 43].

1.2.2.1.2 Detektory v kapalinové chromatografii

Pro detekci biogennich amint po separaci HPLC se nejcastéji pouziva spektrofotometricka
detekce v ultrafialové a viditelné oblasti elektromagnetického zafeni (UV-Vis). Jedna se
o tradi¢ni zpusob detekce v HPLC, ktery je vyuZzivan az v 80 % aplikaci této techniky. Jeho
principem je méfeni poklesu intenzity zafeni ze zdroje vlivem pfitomnosti absorbujici latky
Vv eluatu, ktery prochazi priito¢nou celou detektoru po opusténi separacni kolony. Absorbance
latky je pak podle Lambert-Beerova zdkona pifimo umérna jeji koncentraci v eludtu. VéEtSina
BA vSak neabsorbuje zafeni z UV ani viditelné oblasti. Tento problém se fesi derivatizaci

vhodnym ¢inidlem, které do molekuly BA zanese chromofor [27; 29; 43; 45; 46].

Dnes je bé&zné pouzivanym typem spektrofotometru detektor s fotodiodovym polem
(Photodiode-Array, PDA nebo také Diode-Array Detector, DAD), ktery obsahuje az 1024
plosnych fotodiod. Kazda z téchto fotodiod detekuje zateni urcité vinové délky a lze tak ziskat
kompletni UV spektrum kazdého piku na chromatogramu, coz lze vyuzit k identifikaci
jednotlivych slozek eluatu. Pti pfimém spojeni HPLC/DAD je vyhodou ziskani okamzitého

spektra bez nutnosti zastaveni pritoku mobilni faze [27; 29; 43; 45].

Citlivgjsi detekéni technikou pro derivatizované BA je detekce fluorimetricka (FLD).
Principem je, Ze latka v cele detektoru absorbuje excitaéni (budici) zafeni z UV oblasti,
které pak castecné emituje (vyzaii) ve formé sekundarniho (fluorescencéniho) zéafeni o nizsi
energii. Emitované zafeni je detekovano kolmo k zafeni excitacnimu, aby nedochazelo k jejich
miseni. Vyhodami FLD jsou zejména jeji selektivita, extrémni citlivost a také moznost ziskat
jak emisni, tak i excitani spektra detekovanych latek, coz lze opét vyuzit k jejich

identifikaci [27; 29; 43; 45; 46].

Dalsi moznosti detekce je detekce hmotnostné spektrometricka (MS). Nejen v analyze BA

je bézné vyuzivano on-line (pfimé) spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS),
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které poskytuje vysokou citlivost a rozliseni, moznost identifikace analytl a informace o jejich
struktufe a molekulovych hmotnostech. Toto spojeni vSak nebylo zpocatku viibec jednoduché.
Zésadni problém cinilo mnozstvi, a hlavné skupenstvi eluatu, jelikoz ten je v HPLC kapalny,
ale iontovy zdroj MS pracuje s molekulami v plynné fazi. Proto bylo zapotiebi vyvinout metodu
odstranéni kapaliny pied vstupem do detektoru, coz se fesi pouzivanim tékavych mobilnich
fazi. Obrovsky tlakovy rozdil mezi hmotnostnim analyzatorem a eludtem z kolony a také
vlastnosti samotnych analyti (polarita, termolabilita, vysoka molekulova hmotnost atd.)

pusobily zna¢né obtize [27; 29; 43-45].

Samotny hmotnostni spektrometr se skladd ziontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru
a detektoru. Tyto zékladni casti jsou doplnény o vakuovy systém a systém pro fizeni
a zpracovani dat. lontovy zdroj slouzi k pfevedeni neutrdlnich molekul, jimiz analyty
vychazejici ze separa¢ni kolony obvykle jsou, na nabité Castice. Pro on-line HPLC-MS jsou
vhodné zejména ionizace elektrosprejem a chemicka ionizace za atmosférického tlaku.
Hmotnostni analyzator slouzi k separaci iontd podle poméru hmotnosti a naboje (m/z),
coz probihd v plynné fazi za vysokého vakua. Nej€astéji se pouzivaji kvadrupdly, iontové pasti
nebo analyzatory doby letu. Jako detektory jsou vyuzivany elektrondsobice, které intenzitu

iontového toku pievadi na elektricky signal [27; 29; 43].
1.2.2.1.3 Derivatizace v kapalinové chromatografii

Derivatizace je proces zavedeni vhodnych atomt nebo funkénich skupin do molekuly
analyzované latky za ucelem zmény jejich vlastnosti. VétSinou se jedna o sniZeni jeji polarity,
zlepSeni extrakce, chromatografické separace a zlepSeni nebo piimo umozZnéni jeji detekce.
Vétsina biogennich amind nema nativni fluorescenci a neabsorbuje v UV ani Vis oblasti nebo
absorbuje pfi nizkych vinovych délkéach, kde siln€ interferuji slozky matrice a mobilni faze.
Proto je pro jejich detekci v HPLC nezbytna derivatizace, tedy zavedeni chromoforu pro detekci
Vv oblasti vyssich vinovych délek (UV-Vis) nebo fluoroforu pro detekci fluorimetrickou. Také
Vv ptipad¢ pouziti MS detekce se BA Casto derivatizuji, a to z diivodu snizeni jejich polarity
atim zvyseni rozliSeni na kolonach s reverzni fazi [25; 29; 42; 47; 48]. Tabulka 6 shrnuje

nejcasteji pouzivana Cinidla pro derivatizaci BA.
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Tabulka 6: Derivatiza¢ni ¢inidla pro biogenni aminy [25; 26; 42]

Nazev Zkratka Chemicka struktura
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Derivatizaéni reakce v HPLC mize byt provedena bud’ off-line, tedy mimo chromatograficky
systém, nebo on-line, a to bud’ pted separaci (pre-column) nebo po separaci (post-column).
Nejcastéji je pouzivana metoda off-line derivatizace, protoze je jednoduchd, levna a nevyzaduje

zadné specialni vybaveni. Pfedkolonovéa on-line derivatizace probiha bud’ pfimo na kolonég,
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nebo v reaktoru tésné pred kolonou, k ¢emuz jsou zapotiebi ptidavna Cerpadla a sméSovaci
komora. Reakce post-kolonova probiha po separaci pied vstupem do detektoru a vyzaduje
specidlni mikroreaktory, ve kterych lze provadét vice operaci zaroven (napf. michani
a zahtivani). Také jsou kladeny vys$si naroky na vybér derivatiza¢niho ¢inidla, které musi
byt misitelné s eluentem a jeho reakce sanalyty musi byt rychlda a pokud mozno
kvantitativni [25; 29].

| pro jednoduchou off-line derivatizaci je nutné zvolit vhodné reakéni podminky pro tplnost
derivatizace a vznik stabilnich derivati, jedine¢nych pro kazdy analyt. Vzniklé derivaty BA
obecné nejsou prilis stabilni, pti vysoké teploté a pH podléhaji degradaci. Pro Uplnost reakce je
treba pouzit dostatecné velky piebytek derivatizacniho Cinidla, ktery je vSak pted HPLC
separaci nutné odstranit. Derivatizace BA obecné probiha vétsinou v rozmezi pH 9-11, kdy je
amin v deprotonovaném stavu. Teplota a ¢as reakce jsou zavislé na reak¢ni kinetice kazdého

derivatiza¢niho ¢inidla [26; 48].

Jednoznacné nejCastéji pouzivanym cinidlem pro derivatizaci biogennich aminil, ale také
aminokyselin a peptidi, je dansylchlorid (5-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid,
Dns-Cl). Dansylchlorid ma fadu vyhodnych vlastnosti, jeho diaminonaftalenova struktura
vykazuje silnou fluorescenci a prostiednictvim 7m-m interakci zlepSuje chromatografickou
separaci a jeho reaktivni sulfonylchloridova skupina umoziuje snadnou nukleofilni substituci
primarnimi i sekundarnimi aminy za vzniku pomérné stabilnich derivati. Dansylderivaty BA
Ize detekovat spektrofotometricky pii 250 a 320 nm, fluorimetricky pii Aex = 350-370 nm
a Aem = 490-530 nm, ale i pomoci MS [25; 26; 29; 42; 48].
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Obrazek 5: Obecné schéma dansylace aminu [29]

Dansylace BA se provadi v alkalickém prostfedi za riznych reakénich podminek, nejcastéji
se pouzivaji teploty 4070 °C a reakéni doba 10—60 minut. Pfebyte¢né ¢inidlo po reakci je tieba
odstranit, jelikoZ mlze negativné ovlivnit chromatografickou separaci vzniklych derivati.

To se provadi nejCastéji amoniakem, piipadn€é aminokyselinami prolinem nebo kyselinou
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glutamovou [26; 42]. Obecné schéma derivatizacni reakce aminu dansylchloridem je uvedeno

na obrazku 5.
1.2.2.2 Plynova chromatografie

Plynovéa chromatografie je pro analyzu biogennich amini ve srovnani s HPLC minoritni
technikou, jelikoz BA jsou latky polarni a netékavé. Proto je opét nutna jejich derivatizace,
vGC  nejCastéji  pomoci isobutylchlorformidtu ~ nebo anhydridu  kyseliny
heptafluoromaselné [24; 48; 49].

Principem GC je rovnovazna distribuce analytu mezi mobilni a stacionarni fazi na zaklad¢
rozpousténi a adsorpce. Mobilni fazi je inertni plyn, nej¢astéji helium nebo vodik. Stacionarni
fazi je nejcastéji kapalina na inertnim nosici, ptipadné€ povrchové aktivni adsorbent. Separa¢ni
kolony v GC jsou bud’ napliové, které jsou v celém objemu naplnény chromatografickou
naplni, nebo dnes castéji kapilarni, v nichz je stacionarni fdze zakotvena na jejich vnitinich
sténach bud’ pfimo, nebo prostfednictvim nosici. Existuje nékolik set staciondrnich fazi pro
GC, napt. nepolarni skvalan a apiezon, nebo polarni polyethylenglykol. Nejcastéji vyuzivanymi
kolonami v GC jsou ty s nepolarnimi zesitovanymi polysiloxanovymi fazemi, napt. HP-5
(5 % fenylpolysiloxan a 95 % methylpolysiloxan) nebo DB-5 (5 % difenylpolysiloxan
a 95 % dimethylpolysiloxan). Pro detekci se v GC nejéastéji pouziva plamenovy ionizacni

detektor a hmotnostni spektrometr [27; 29].
1.2.2.3 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je technikou kapalinové chromatografie v ploSném uspotadani,
stejné jako papirova chromatografie. K separaci latek zde dochazi pii prichodu rozpoustédla
vrstvou sorbentu, ktery je v tenké vrstvé rozprostfen na tuhé podlozce. Jako stacionarni faze
slouzi silikagel, oxid hlinity, nebo dnes Castéji silikagel s chemicky vazanymi polarnimi nebo
nepolarnimi fazemi. Mobilni faze se musi zvolit tak, aby stacionarni f4zi nerozpoustéla. Jedna
se nejcastéji o smési organickych polarnich (methanol, ethanol, aceton apod.) nebo nepolarnich
(n-hexan, toluen, chloroform apod.) rozpoustédel. V TLC se chromatogram vyviji vzestupné
ve vyvijecich komoréch, ¢asto sendvi¢ového typu. Detekce se provadi bud’ vizudln€ za pouziti
detekéniho Ccinidla, které po naneseni na chromatogram poskytne barevnou reakci
se separovanymi latkami (napf. Ehrlichovo ¢inidlo), nebo instrumentdlné¢ (napf.
denzitometricky nebo spektrofotometricky). Miniaturizovanou formou této techniky je

vysokoué¢inna TLC (High Performance Thin Layer Chromatography, HPTLC) [29].
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Pro analyzu BA touto technikou je opét nezbytnd jejich derivatizace (napt. Dns-Cl). Vyhodou
je, ze TLC je technika jednoducha, kterd nevyzaduje zadné specialni zatizeni. Je vSak zna¢né

zdlouhava, semikvantitiativni a nepfilis citliva [24; 49].
1.2.3 Elektromigra¢ni metody

Druhou nejcastéji pouzivanou technikou pro separaci a stanoveni biogennich amint
Vv potravinach je kapilarni zénova elektroforéza (CZE). Je oblibena zejména pro rychlost
separace, nizkou spotfebu vzorku i rozpoustédel a velkou ucinnost separace. V porovnani
s HPLC vsak CZE dosahuje nizsi citlivosti pti UV detekei, pro niz je opét zapotiebi, stejné jako
pro FLD, biogenni aminy derivatizovat [24; 25; 47].

Elektromigra¢ni metody obecné jsou zalozeny na rozdilné pohyblivosti iontil v elektrickém
poli, kterd je dana jednak velikosti ndboje, ale také tvarem a velikosti ¢astic, podminkami
prostiedi a samoziejmé i velikosti elektrického pole. Zatizeni pro elektroforézu se sklada
z anodového a katodového prostoru, separacni kapilary, zdroje stejnosmérného proudu
a detektoru. V CZE se pouzivaji kfemenné kapilary, které mohou byt pokryté vrstvou
polyimidu pro lepsi pruznost. Pro detekci se pouziva nejcastéji UV (DAD) detektor, umistény
pfed koncem kapilary, na niz je vytvofeno detekéni okno odstranénim ¢asti polyimidového
obalu. Dale se vyuziva hmotnostni (MS, nebo MS/MS), konduktometricka, pulzni
amperometrickd nebo fluorimetrickd detekce, avSak nejvyssi citlivost vykazuje detektor

s laserem indukovanou fluorescenci (Laser Induced Fluorescence, LIF) [25; 27; 29; 49].

V CZE jsou anoda i katoda ponofeny do nadobek se zakladnim elektrolytem, jimz je naplnéna
1 separacni kapilara. Vzorek je davkovan do jednoho konce kapilary, a to bud’ hydrodynamicky,
nebo elektrokineticky. Po aplikaci stejnosmérného elektrického proudu vznika v kapilafe
gradient elektrického pole, v némZ se Castice ze vzorku pohybuji dle svych efektivnich
pohyblivosti k opacné nabité elektrodé. Separované ionty pak tvoii v zakladnim elektrolytu

samostatné zony [27; 29].

Dal§imi elektromigra¢nimi technikami, které jsou pouzitelné pro analyzu BA v potravinach,
jsou izotachoforéza a micelarni elektrokineticka chromatografie (Micellar Electrokinetic
Chromatography, MEKC) [24; 25].
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1.3 Biogenni aminy v pivu

Pivo je celosvétove oblibeny alkoholicky napoj s velmi dlouhou historii. Ma jedine¢nou vini
a hotkou chut diky slozkam chmele a aromatickym produktim kvaseni, povzbuzujici
aomamné ucinky diky ethanolu a osvézujici efekt diky oxidu uhlicitému. Je znamé,
ze fermentované napoje, jako je pravé pivo a také vino, pfinasi fadu zdravotnich benefitd,
zejména svym obsahem vitamind, minerdll a antioxidantl. Z hlediska alimentarnich
onemocnéni je pivo povazovano za bezpeCny produkt diky pfitomnosti ethanolu a oxidu
uhlic¢itého, nizkému pH a nizkému obsahu kysliku, coz jsou podminky neptiznivé pro rast
mikroorganismil. Pfesto vSak existuji mikroorganismy, které jsou schopné tyto podminky
tolerovat a zpisobit tak kontaminaci, nebo dokonce kazeni piva. Jedna se nejcastéji o bakterie
mlécného kvaseni, zejména rod Lactobacillus, které jsou diky jejich dekarboxylazové aktivité
nejvyznamnéj$im producentem biogennich amind v pivu. Jejich zdrojem jsou zejména suroviny
pouzivané pro vyrobu piva, ale také mohou byt do hotového produktu zaneseny pii vyrobé nebo

skladovani, zejména pokud nejsou dodrzovany spravné hygienické postupy [8; 19; 50-52].
1.3.1 Proces vyroby piva

Zakladnimi surovinami pro vyrobu piva jsou sladovnicky jeCmen, chmel, kvasinky a voda.
Chmel otacivy, jehoz poddruh chmel evropsky (Humulus lupulus var. europeus) se pouziva
pravé pro vyrobu piva, je dvoudomé vysoka popinava rostlina. Pouzivaji se pouze suSené
hlavky (8isky) samicich rostlin chmele. Chmel je nepostradatelnou ingredienci, protoze jeho
slozky putsobi jako cifidlo pro vysrazeni bilkovin v mlading, maji antimikrobidlni ucinek
adhumulon, kohumulon, lupulon, adlupulon a kolupulon). Tyto slouceniny podléhaji
izomeracnim, oxidacnim a polymera¢nim reakcim pii vyrobé piva. Sekundarni produkty
hotkych kyselin, které pii téchto reakcich vznikaji, dodavaji pivu typickou hotkou chut’
je tvrdost vody, tedy obsah vapenatych a hotfe¢natych sirant, chloridd, kiemicitant
a hydrogenuhli¢itanti. Na vysledné vlastnosti piva ma vliv také obsah soli manganu a zeleza,

dusi¢nanti nebo chloridu sodného [19; 51; 53].

Pro vyrobu sladu se v Ceské republice vyuZivaji vétsinou riizné odriidy jarniho dvoutadého
je¢mene (Hordeum vulgare convar. distichon). Ten nejprve az pét tydnt dozrava v silech,
po predcisténi se maci ve vodé, coz vede k nastupu enzymatickych procesu a kliceni. Nasleduje

dvoukrokové suSeni neboli hvozdéni nakliceného sladu. Podle teploty suSeni se rozliSuji
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jednotlivé druhy sladt — svétlé slady se vyrabéji pti nizsi susici teploté nez slady tmavé. Hotovy
slad se pak nechéava pred dal§im zpracovanim urc¢itou dobu odlezet. Pro vyrobu pSeni¢nych piv
a nekterych dalsich specidlnich druhli se pouziva pSeni¢ny slad, ktery se vSak vzdy misi se

sladem je¢nym [19; 53]. Na obrazku 6 je zobrazeno piehledné schéma celého procesu vyroby

piva.
SLADOVANI PRIPRAVA SLADINY
Vod:
o Voda
Je¢men 1 Jecny slad $
4-|7 Maceni H Kliceni H Hvozdéni I——| Mleti I——»I Rmutovani I-—»{ Scezovani
Sladina
Miadina
Chmel = Pivo
——»[ Chmelovar |—*| Cifeni H Chlazeni }—’l Kvageni H Filtrace }—*l Stadeni ’-—‘
KVASENI

Obrazek 6: Schéma vyroby piva [19]

Ptiprava mladiny zacind Srotovdnim neboli mletim sladu. Nasleduje vystirani, tedy smiseni
sladu s vodou, a rmutovani (zahtivani). Zahtivanim $krobova zrna v rozemletém sladu bobtnaji
a vznika z nich Skrobovy maz, ten se dale ztekucuje, a nakonec dochazi ke zcukteni. Dal$im

krokem je scezovani, kdy se kapalna ¢ast, tzv. sladina, odd€luje od tuhé c¢asti, tzv. mlata,

které se vyuziva jako krmivo pro dobytek [19; 51; 53].

Po povareni sladiny s chmelem, respektive chmelovym granuldtem nebo extraktem, se ziska
mladina. Tento krok se nazyva chmelovar a slouzi k pfevedeni hotkych latek z chmele, k jejich
izomeraci, inaktivaci enzymil, vysrazeni bilkovin, odstranéni nezadoucich tékavych latek
a zahus$téni. Nasleduje vyceteni neboli odstranéni hrubych kall, tedy vysraZenych bilkovin

a necistot ze sladu a chmele [19; 51; 53].

Ptred pfidanim kvasinek je mladina zchlazena na zakvasnou teplotu (6 °C) a provzdu$néna.
Potom dochazi k zakvaSeni kulturnimi pivovarskymi kvasinkami rodu Saccharomyces
a k hlavnimu kvaseni, které vede k pfevedeni cukri na ethanol a oxid uhli¢ity. Podle pouzitého
druhu kvasinek se kvaSeni rozliSuje na svrchni (Saccharomyces cerevisiae) a spodni
(Saccharomyces uvarum). Svrchni kvaseni probiha pii vysSich teplotach (az 24 °C),
po ukonceni kvaseni kvasinky plavou na hladin€ a pouziva se zejména pii vyrobé psSenic¢nych
piv, piv typu ,,ale, ,stout” a ,porter. Spodni kvaseni probihad pii nizsi teploté (do 9 °C),
po ukonceni kvaseni kvasinky sedimentuji na dno kvasnych nadob a pouZiva se pti vyrob¢ piv

plzenského typu neboli lezaka [19; 51; 53].
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Mladé pivo, které je produktem hlavniho kvaSeni, se nechava lezet v tancich, kde dochazi
k dokvaseni, dosazeni chutové zralosti a nasyceni oxidem uhli¢itym. Kone¢nymi kroky vyroby

piva jsou filtrace a pasterace, které vysledny produkt stabilizuji, nejsou vSak nezbytné [51; 53].
1.3.2 Druhy piva a oznacovani piva

Podle Vyhlasky ¢. 248/2018 Sb., 0 pozadavcich na napoje, kvasny ocet a drozdi je pivo
definovano jako ,,penivy ndapoj vyrobeny zkvasenim mladiny pripravené ze sladu, vody,
neupravené¢ho chmele, upraveného chmele nebo chmelovych vyrobkii, ktery vedle kvasnym

procesem vzniklého etanolu a oxidu uhlicitého obsahuje i urcité mnozstvi neprokvaseného

extraktu *“ [54].

Pivo se déli podle riznych kritérii do n€kolika druht. Podle pouZitych kvasinek se rozlisuji piva
spodné kvasend a piva svrchné kvasend. Podle pouzitého sladu se rozliSuji piva svétla, vyrobena
ze svétlych sladi, a piva tmava a polotmava ze sladid tmavych nebo karamelovych. Podle
obsahu alkoholu lze rozlisit piva nizkoalkoholicka s 0,5-1,2 % obj. ethanolu, piva
nealkoholickd s maximalné 0,5 % obj. ethanolu a vSechny ostatni druhy piv (stolni, vy¢epni,
lezak, plné a silné pivo) s minimalné 1,2 % obj. ethanolu. Dalsi vlastnosti, podle které se
rozlisuji jednotlivé druhy piv, je tzv. ,extrakt piivodni mladiny*, lidové stupniovitost piva.
Extrakt puvodni mladiny (EPM) vyjadfuje procentudlni obsah zkvasitelnych latek v mladiné
pfed jejim kvaSenim a pfimo ovliviluje obsah alkoholu v kone¢ném produktu. Napf.
dvanactistupniové pivo neboli ,,dvanactka®, a tedy 12 % EPM, obsahovalo pied kvasenim 12 %
zkvasitelného extraktu, coz vedlo ke vzniku cca 5 % obj. ethanolu [53; 54]. Rozdéleni piv

do kategorii dle hmotnostnich procent extraktu pivodni mladiny je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7: Kategorie piva dle extraktu ptivodni mladiny [54]

Kategorie EPM (% hm.)
stolni pivo <6
vycepni pivo 7-10
lezak (spodné kvaSené pivo) 11-12
plné pivo (svrchn¢ kvaSené) 11-12
silné pivo >13

Dal$imi druhy piv jsou piva kvasnicova, do nichz se pfidavaji ¢isté kultury kvasinek dodate¢né,

piva ochucena, nefiltrovana, piva pro diabetiky a piva z jinych obilovin, nez je jeCmen. Zejména
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Vv zahrani¢i jsou popularnimi druhy svrchné kvasena piva porter, stout, ale, hoegaarden nebo
spodné kvasena piva bock, export a pils. V Ceské republice jsou zdaleka nejoblibengjsimi druhy

svétla vyCepni piva a lezaky, tedy piva vyrobena spodnim kvasenim [19; 53; 54].

Na obalu piva musi byt kromé zakladnich tdaji danych Natizenim Evropského parlamentu
a Rady (EU) ¢. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebitelim uvedeny dalsi
upiestujici informace, které jsou dany Vyhlaskou ¢. 248/2018 Sb., o pozadavcich na napoje,

kvasny ocet a drozdi [54; 55].
1.3.3 Vznik biogennich amini v piva

Biogenni aminy v pivu vznikaji, stejné jako v ostatnich potravinach a napojich, pokud jsou
ptitomny prekurzorové aminokyseliny, dekarboxylaza-pozitivni mikroorganismy a pokud jsou
vhodné podminky pro jejich rist a enzymatickou aktivitu. V pivu se vyskytujici BA lze rozdélit
do dvou skupin. Prvni skupinou jsou ptirozené slozky piva, které pochazi zejména ze sladu,
alevmensi mife i zchmele a kvasinek. Jedna se o agmatin, fenylethylamin, spermin
a spermidin. Druhé skupina je spojena s mikrobialni kontaminaci, a to zejména bakteriemi
mlééného kvaSeni rodu Pediococcus a Lactobacillus, v mensi mife vSak i enterobakteriemi
nebo nékterymi druhy kvasinek. Do této skupiny se fadi histamin, tyramin a kadaverin.
Putrescin lze zatadit do obou skupin, jelikoz je pfirozené pritomen v je¢ném sladu, ale také je
produkovan bakteriemi mlééného kvaSeni. Ty jsou v malé mife pfitomny pfirozené
(ze surovin), nebo v nékterém zkrokd vyroby nebyly dodrzeny spravné hygienické
postupy [21; 51; 56-58].

Na obsah BA v pivu maji nezpochybnitelny vliv pouZzité suroviny, podminky vyroby a také
hygienické podminky. Koncentrace BA ve sladu je zavisla na pouZité odriid¢ je¢mene, jelikoz
bylo prokazano, ze rizné odrudy disponuji riizné velkou dekarboxylazovou aktivitou. Celkovy
obsah BA v hotovém pivu je vSak mnohem vice ovlivnén technologii vyroby piva (napf.
intenzitou kliceni, teplotou hvozdéni atd.) nez pouzitou odridou sladovnického je¢mene.
Hladina BA je ovlivnéna také druhem pouzitych kvasinek. Opakované pouziti kvasinek ma také
vliv na obsah BA, avSak zda obsah zvySuje nebo snizuje zalezi na vice faktorech, jako je napf.
pouzitd odriida je¢mene. K nejvétSim zméndm koncentrace BA dochazi pfi zpracovani mladiny
a hlavnim kvaSeni, coz lze vysvétlit vysokou enzymatickou aktivitou doprovazejici tyto
procesy. Nelze jednoznacné fici, pfi kterém vyrobnim kroku vznikaji které BA, jelikoz to je

ovlivnéno mnoha faktory. Pokud vSak dochazi k poklesu hladiny putrescinu, je pravdépodobné,
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ze mohlo dojit k jeho pfeméné na spermin nebo spermidin. Obsah téchto dvou BA se naopak

muze snizovat v disledku jejich tepelného rozkladu [21; 56; 57; 59].
1.3.4 Stanoveni biogennich aminu v pivu

Monitorovani obsahu biogennich amint ve fermentovanych alkoholickych napojich, zejména
V pivu a vinu, je v posledni dob¢ vénovana velka pozornost. Divodem je jednak pomérné velka
denni spotieba téchto napoji, a jednak obsah ethanolu, ktery snizuje aktivitu MAO, tedy
enzymu odpovédného za detoxikaci BA v organismu. Proto i nizka mnozstvi BA z téchto
napoji mohou vést ke vzniku nezddoucich ucink, jako jsou bolest hlavy, nevolnost, zvraceni
a hypertenze. | pfes tato rizika vSak v EU neexistuji zddné zakonem stanovené bezpecnostni
limity pro BA v alkoholickych napojich. Kromé zdravotniho rizika je vysoky obsah BA v pivu
indikatorem nizké urovné hygieny vyrobniho a skladovaciho procesu a ukazatelem kvality

produktu [52; 57; 58; 60].

Pro stanoveni biogennich aminti v pivu lze, stejné jako pro ostatni napoje a potraviny, vyuzit
nékolik rtznych analytickych metod. Nejcastéji se vSak vyuziva metoda RP-HPLC
se spektrofotometrickou nebo fluorimetrickou detekci po off-line derivatizaci. P¥iprava vzorki
piva pfed analyzou je pomérné jednoduchd, vétSinou zahrnuje pouze odplynéni pomoci
ultrazvuku nebo tfepanim, odstranéni interferujicich polyfenolickych latek nejéastéji pomoci
polyvinylpyrrolidonu (PVP) a odstfedéni, ptipadné filtraci a nafedéni vodou nebo kyselinou
(napt. HCI nebo HCIO4). Extrakce se pak provadi obvykle az po kroku derivatizace,
a to vétsinou z kapaliny do kapaliny snaslednym odpafenim a opétovnym rozpusténim
Vv rozpoustédle vhodném pro HPLC systém, nebo pomoci SPE nebo miniaturizovanych forem

SPE [50; 61; 62].

Separace BA ze vzorki piva se obvykle provadi na krat$ich kolonach (10 nebo 15 cm) plnénych
silikagelem modifikovanym nepolarnimi skupinami C18. Pro eluci se vyuziva gradient
mobilnich fazi, jimiz jsou nejéastéji voda, mravenéan amonny, octan sodny nebo octanovy pufr
s acetonitrilem nebo methanolem. Derivatizace se vétSinou provadi dansylchloridem
v alkalickém prostiedi, které se zajisti ptidavkem NaOH, Na,COs nebo uhli¢itanového pufru.
Jako vnitini standard se vyuziva 1,7-diaminoheptan. Dansylace se obvykle provadi za zvySené
teploty (40-65 °C) v case 30-60 min a piebytek Dns-Cl se odstrafiuje prolinem nebo
hydroxidem amonnym. Dansylderivaity BA jsou pak detekovany pii 254 nm
spektrofotometricky nebo fluorimetricky pii 320 nm (Aex) a 523 nm (Aem) [52; 56; 61; 63].
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Technika RP-HPLC s off-line dansylaci a UV detekci byla vyuzita ve studii [60],
ktera se zameétila na 114 vzorkl alkoholickych i nealkoholickych lahvovych piv z ¢eskych
pivovard. Ty analyzovala ihned po nakupu a potom té€sné pied datem minimalni trvanlivosti
pro urceni vlivu skladovani na obsah BA. Histamin, fenylethylamin a tryptamin byly
detekovany pouze ve velmi nizkych koncentracich. Nejcastéji se vyskytujicim BA byl tyramin,
jehoz koncentrace v jednom ze vzorkii po zakoupeni ptesdhla 100 mg/l, pfed dobou expirace
pak tuto hranici, ktera se povazuje za nebezpecnou pro lidské zdravi, prekrocily dokonce
tfi vzorky. To dokazuje, Ze koncentrace tyraminu, ale i dalSich BA, pfi skladovani vyznamné
roste. Pouze tii vzorky ze vSech neobsahovaly putrescin, jeho koncentrace vsak byla témét
u vSech vzorkl niz$i nez 50 mg/l a skladovanim vyznamné nevzrostla. Ackoliv v poloviné
vzorkid nebyl detekovan zaddny kadaverin, 15 vzorki alkoholického piva hned po zakoupeni
obsahovalo 50-100 mg/l kadaverinu a tento pocet se skladovanim zvysil na 19. Kadaverin byl
v koncentracich 14,5-28,7 mg/l detekovan i v péti nealkoholickych pivech tésné pred datem
min. trvanlivosti. Spermin a spermidin byly stanoveny u vice nez 75 % vzorki v koncentracich
pod 30 mg/l. Celkova koncentrace vSech BA piesahla 100 mg/l u 25 % vzorkl alkoholického

piva, coZ je znepokojivé vzhledem k pfitomnosti ethanolu, ktery je inhibitorem MAO.

Tyramin byl nejcastéji stanovenym BA také ve studii [52], ktera analyzovala 115 vzorkd
femeslnych piv z ¢eskych minipivovari za pouziti stejné analytické techniky jako [60], pomoci
niz zde bylo dosazeno meze stanovitelnosti (LOQ, Limit of Quantification) 0,13-0,52 mg/I.
U piv z minipivovari se obecné predpoklada, ze je vétsi pravdépodobnost vyskytu BA, jelikoz
tato piva cCasto nejsou filtrovana ani pasterizovana a vyroba neni v tak velké mife
automatizovand a mechanizovana jako primyslova vyroba. Stanovené koncentrace tryptaminu,
fenylethylaminu, sperminu a spermidinu byly v souladu s vysledky studie [60]. Vyrazny rozdil
vSak predstavoval obsah histaminu, ktery byl stanoven tésn€ po zakoupeni u 20 % vzorki
Vv koncentraci do 20 mg/l, ale ptfed datem min. trvanlivosti uz byl detekovan u 30 % vzorkd,
ptfi¢emz 8 vzorkli dokonce obsahovalo 20-50 mg/1 histaminu. Ve vSech vzorcich byl stanoven
tyramin, jehoz koncentrace pfed datem min. trvanlivosti pfekro¢ila 100 mg/l dokonce
u 10 vzorkil. K vyznamnému zvySeni koncentrace v pribéhu skladovani doslo u putrescinu
a kadaverinu, které byly také hojné zastoupeny. Celkova koncentrace vSech BA piesahla
100 mg/1u 18 % vSech vzorkl ped datem minimalni trvanlivosti, cozZ mize byt povaZzovano za

nebezpecné vzhledem k tomu, ze velkou ¢ast tvoii toxické BA tyramin a histamin.
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Kromé nejrozsitenéjsi RP-HPLC lze pro analyzu BA v pivu pouzit také ultra-vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC),
kterou je mozné dosahnout jesté vysSiho rozliSeni a kratsi doby analyzy. UHPLC vyuziva
Castice o praméru i méné nez 2 um, coz si zada velmi vysoky pracovni tlak (100-150 MPa).
Studie [64] aplikovala UHPLC techniku s UV a fluorescenéni detekci na vzorky piva a vina.
Metoda UHPLC umoznila separovat 9 BA béhem necelych 14 min a poskytovala meze detekce
(LOD, Limit of Detection) 0,02-0,18 mg/l a LOQ 0,06-0,59 mg/l. Ve vsech tfech vzorcich
chilského piva byl hlavnim BA putrescin, a to v koncentracich od 9,48 mg/l do 72,18 mg/l.
Déle byly detekovany tyramin a fenylethylamin. Histamin nebyl detekovan v zadném vzorku

piva ani vina.

Dalsi technikou, ktera byla vyuzita k analyze BA v pivu, byla plynova chromatografie
s hmotnostni detekci (GC-MS) [37]. Extrakce BA z piva zde byla provedena simultanné
S derivatizaci isobutylchlorformiatem metodou DLLME. Separace byla provedena
na 20 m dlouh¢é koloné s filmem nepolarni staciondrni faze a jako nosny plyn bylo pouZzito
helium. Pro MS detekci v rezimu selektivniho zdznamu iontu (SIM, Single Ion Monitoring)
byla pouzita elektronova ionizace a kvadrupolovy analyzator. Tato metoda byla aplikovana
na 22 vzorku piv prodavanych v Portugalsku a bylo ji dosazeno LOD od 0,3 do 2,9 ug/l a LOQ
od 1,0 do 9,5 pg/l. Nejhojnéjsim BA byl v téchto vzorcich putrescin, ktery byl nalezen ve viech
vzorcich, ato v koncentracich od 2,097 do 12,777 mg/l. Nasledoval tyramin, jehoZz obsah
se pohyboval od 0,394 do 5,916 mg/l, coz jsou vyrazné nizsi koncentrace, nez byly nalezeny
ve vzorcich ¢eskych piv studiemi [52] a [60].

Jako nevhodné se ukézala technika kapalinové chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)
s detekci tandemovou MS, ktera byla vyuzita pro analyzu BA v nativnim stavu v Sesti vzorcich
piva o rizném obsahu ethanolu. HILIC je prakticky variantou systému s normalnimi fazemi,
vyuzivajici hydrofilni stacionarni faze a polarni organickd rozpoustédla s menSim obsahem
vody jako faze mobilni. Ackoliv se tato technika osvédc¢ila pro analyzu BA v syrech,
pro analyzu v pivu nebyla dostatecné citliva ani specifickd a poskytovala asi 20x vy$§i meze

detekce a meze stanovitelnosti nez technika RP-HPLC [27; 65; 66].

Kapilarni elektroforéza s detekci tandemovou hmotnostni spektrometrii (CE-MS/MS) byla
aplikovana na tfi typy brazilského piva a také na vino [67]. Separace probihala v kiemenné
kapiléafe potazené polyvinylalkoholem a jako zdkladni elektrolyt byla pouZita kyselina octova

0 koncentraci 0,5 mol/l. Pro MS/MS detekci v rezimu monitorovani vybranych reakci (MRM,
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Multiple Reaction Monitoring) byla pouzita ionizace elektrosprejem a trojity kvadrupol. BA
byly ve vzorcich piva analyzovany v nativnim stavu pouze po piecisténi pomoci PVP. Touto
metodou bylo dosazeno LOD 1-2 pg/l a LOQ 3-8 pg/l, coz jsou vyrazné niz§i hodnoty
V porovnani s jinymi metodami. Navic doslo k selektivni detekci 9 BA béhem 10 min bez
nutnosti derivatizace. Nejvyssi koncentrace ve vSech tiech vzorcich piva vykazoval putrescin

(2,66-5,89 mg/l), celkova koncentrace BA v§ak v Zadném vzorku nepiesahovala 15 mg/I.

Studie [50] se zam¢étila na obsah BA v riiznych typech piv (spodné kvaSena, svrchné kvasena,
pSeni¢na, s divokymi kvasinkami a vyrabéna za pomoci bakterii mlééného kvaseni) bézné
dostupnych v Polsku, z nichz néktera byla vyrobena velkymi pivovary a néktera malymi
regionalnimi podniky, a také na zmény v obsahu BA bcéhem fermentacniho procesu.
Byla pouzita technika HPLC-MS/MS Vv reZimu MRM s ionizaci elektrosprejem po off-line
derivatizaci tosylchloridem, diky niz bylo dosazeno LOD 0,78-20 ug/l a LOQ 2,3-59 ng/l.
Ve vSech vzorcich byly nejhojnéji zastoupeny agmatin (1,34 az 48,6 mg/l) a putrescin
(3,284 az 19,0 mg/l), pii¢emz ve vzorcich vafenych s divokymi kvasinkami bylo stanoveno
vyznamné vice putrescinu nez agmatinu. Koncentrace tyraminu V jednotlivych vzorcich
se velmi lisily (0,36968-70,24 mg/l), ale nezda se, ze v zavislosti na druhu piva. Ve vSech
vzorcich byly stanoveny histamin a kadaverin, ale koncentraci 2 mg/l ptekro€ily pouze dva
vzorky piva s divokymi kvasinkami. U jednoho vzorku (spodné kvaseny lezak, 12 % EPM)
byla dosazena bezpecnostni hranice celkové koncentrace BA 100 mg/1 (ptesné 99,8 mg/l), tfi
vzorky obsahovaly 60-100 mg/l BA, dva vzorky 30—60 mg/l BA a v ostatnich 7 vzorcich byla
koncentrace vSech BA nizsi nez 30 mg/l. V pribéhu fermenta¢niho procesu se koncentrace
vétSiny BA vyrazné€ nezménila. Vyjimkou je spermin, jehoZ koncentrace se zvySovala
az do konce bouflivé fermentace a pak plynule klesala az pod pocate¢ni hodnotu. Obecné byl
obsah BA niZ8i v pivech vyrobenych velkymi pivovary nez v femeslnych pivech vyrobenych

malymi podniky.

Ve studii [56] aplikovali metodu HPLC-DAD/FLD s off-line dansylaci na vzorky piva, surovin
(je¢men, chmel a kvasinky), meziproduktt (sladina, mladina, zelené pivo a zralé pivo) ze tii
chilskych minipivovari. Tato metoda poskytla LOD od 0,003 do 1,4 mg/l (mg/kg) a LOQ
od 0,009 do 4,6 mg/l (mg/kg). Tuhé vzorky surovin byly pied derivatizaci extrahovany HCl
0 koncentraci 0,1 mol/l, ptecistény pomoci PVP a zfiltrovany, zatimco meziprodukty a pivo
byly pouze odplynény, ptecistény PVP a zfiltrovany. Ve sladovém jeCmeni byl stanoven obsah
BA 155,63-214,56 mg/kg, v némz byly hlavnimi zastupci putrescin, spermin a spermidin.

Ve chmelu bylo nalezeno 123,56-174,1 mg/kg BA a krom¢ putrescinu, sperminu a spermidinu
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vykazoval také vysoké hladiny tyraminu. Kvasinky obsahovaly 919,75-961,19 mg/kg BA,
a to hlavn¢ sperminu a spermidinu. U dvou pivovart byla dynamika obsahu BA béhem procesu
vyroby velmi podobna, kdy doslo k poklesu od surovin po rmutovani cca o 60 %. V¢EtSina BA
vykazovala stejny trend, pouze spermin a spermidin vykazovaly vyssi pokles koncentraci.
U tretiho pivovaru vsak ve stejné fazi vyroby doslo k mirnému nartistu obsahu BA (cca o 3 %)
v disledku zvySeni koncentrace kadaverinu a tyraminu, které jsou indikatory mikrobialni
kontaminace, Kk niz doslo pravdépodobné béhem rmutovani. Od kroku vafeni az po plnéni
do lahvi uz byly hladiny vétsiny BA konstantni u dvou pivovart. U jednoho v8ak doSlo mezi
rmutovanim a varem k vyraznému zvySeni koncentrace putrescinu (z 10,49 na 17,3 mg/l),
kadaverinu (z 1,69 na 130,84 mg/1) a histaminu (z 0,69 na 4,23 mg/1), coz muselo byt zptisobeno
mikrobialni kontaminaci. Také hotové pivo ztohoto pivovaru obsahovalo zvySenou
koncentraci BA, konkrétné 65,29 mg/l, zatimco pivo ze zbylych dvou pivovari obsahovalo

mén¢ nez 15 mg/l vSech BA.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

2.11

Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf Nexera X2 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

DAD detektor Nexera X2 SPD-M30A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Cerpadla mobilni fize A a B Nexera X2 LC-30AD (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
Degasér DGU-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Autosampler Nexera X2 SIL-30AC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Termostat kolony CTO-20AC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Kolona Gemini 3 um C18 110 A, 150 x 3 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
Software LabSolutions CS (Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

Dalsi zarizeni

Analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Automatické pipety Biohit Proline a Biohit m-Line (Biohit Oyj, Helsinky, Finsko)
Mikrostfikacka Hamilton 100 pl sostrym hrotem (Hamilton Company, Bonaduz,
Svycarsko)

Ultrazvukova lazen Sonorex TK 52 (Bandelin electronic, Berlin, Némecko)
Minitfepacka IKA Vortex 1 (IKA®-Werke, Staufen, Némecko)

Odstfedivka Nitve NF 400 (Niive sanayi malzemeleri imalat ve ticaret, Ankara,
Turecko)

Ttepacka Vibramax 100 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Magneticka michacka IKA Color squid (IKA®-Werke, Staufen, Némecko)
Magnetické michadlo ty¢inkové hladké (IKA®-Werke, Staufen, Némecko)

MEPS stiikacka 250 pl (SGE Analytical Science, Australie)

MEPS jehly C18 (SGE Analytical Science, Australie)

pH metr SCHOTT CG 842 (SCHOTT AG, Mainz, Némecko)

Horkovzdu$na suSdrna Memmert UN30 (Memmert, Schwabach, Némecko)
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2.2 Chemikalie a standardni latky
2.2.1 Chemikalie

e aceton, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)

e acetonitril pro HPLC, > 99,9% (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e dansylchlorid (Merck, Darmstadt, Némecko)

e demineralizovand voda piipravend zatizenim Milli-Q® (Merck, Darmstadt, Némecko)

e destilovand voda z centralniho rozvodu Univerzity Pardubice (Univerzita Pardubice,
Ceska republika)

e hydroxid sodny, p. a. (Merck, Darmstadt, Némecko)

e kyselina chlorista, > 70% (Laborchemie Apolda, Apolda, Némecko)

e polyvinylpyrrolidon, Mr 10 000 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e uhli¢itan sodny bezvody, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika)

2.2.2 Standardni latky

1,7-diaminoheptan (98%), fenylethylamin (> 99%), histamin (> 97%), isoamylamin (95%),
kadaverin (95%), L-prolin (> 99%), putrescin (99%), spermidin (> 99%), spermin (> 97%),
tryptamin (98%), tyramin (99%)

Veskeré standardni latky pochazeji od firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).

2.3 Vzorky

Jako realné vzorky byla pouZita béZn¢ komercné€ dostupna lahvova piva, zakoupena prevazné
v obchod¢ Albert Hypermarket. Pro analyzu BA bylo vybrano 12 vzorki 4 riznych druhi piv.
Konkrétné se jednalo 0 3 zastupce piv svétlych vyc¢epnich, jejichz seznam i se zakladnimi udaji
je uveden v tabulce 8. Dale se jednalo o 3 zastupce svrchné kvasenych piv typu IPA (India Pale
Ale), jejichz seznam je v tabulce 9, 0 3 zastupce nepasterizovanych svétlych lezaku (tabulka
10) a 3 zastupce piv specialnich (pSeni¢né, kvasnicové a nefiltrované), jejichz udaje jsou

v tabulce 11.
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Tabulka 8: Vzorky svétlych vycepnich piv

Obsah
Obal Znacka Nazev Vyrobce alkoholu | % EPM pH
(% obj.)
Plzefisky Prazdroj,
Gambrinus | Original 10 | a.s. (Plzen, Ceska 4,3 10 4,60
republika)
Pivovary
, Branik Staropramen s. r. 0.
Branik svétly (Praha, Ceska 4.1 10 4,31
republika)
Plzensky Prazdroj,
Radegast Razna 10 a. s. (Plzen, Ceska 4.1 10 472
republika)
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Tabulka 9: Vzorky svrchné kvasenych piv typu IPA

Obsah
Obal Znacka Nazev Vyrobce alkoholu | % EPM | pH
(% obj.)
Plzeinisky
Prazdroj, a. s.
Radegast ROG IPA (Plzei, Ceska 4,6 10,7 4,50
republika)
Meéstansky
India Pale Ale pivovar
(silné svrchné Havlicktiv Brod
Rebel kvasené a. s. (Havlickav 6.3 >13 4,44
polotmavé pivo) Brod, Ceska
republika)
IPA (India Pale .
. Ale, polotmavé Primator a. s.
Primator ’ (Nachod, Ceska 6,5 >13 473

svrchné kvasené
silné pivo)

republika)
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Tabulka 10: Vzorky nepasterizovanych svétlych lezaka

Obsah

0]
Obal Znacka Nazev Vyrobce alkoholu 4 pH
. EPM
(% obj.)
Velikonotni pivo | rakono$s. . o.
Krakono$ 1 1 v P (Trutnov, Ceska 51 12 4,98
svétly lezak 12 .
republika)
Pivovar Starobrno
Starobrmo | Starobmo (Brno, Cesk4 4,7 11 | 473
Medium .
republika)
. N Pivovar Svijany
Svijany Svuaf ilg Maz a. s. (Svijany, 4.8 11 4,66
0 Ceska republika)
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Tabulka 11: Vzorky specialnich piv pSeniénych, kvasnicovych a nefiltrovanych

Obsah %
Obal Znacka Nazev Vyrobce alkoholu pH
. EPM
(% obj.)
Weizen (svétlé .
Iné nefiltrované Primator a. s.
Primator | P 1 . .| (Nachod, Ceska 4.8 11-12 | 4,58
svrchné kvaSené .
ew republika)
pSeniéné pivo)
Rodinny pivovar
Kvasnicové pivo Bernard a. s.
Bernard 10 (Humpolec, Ceské 4.2 10 4,53
republika)
Pivovary
. e, Staropramen
Staropramen | Nefiltr PSeni¢ny s.ro. (Praha, 50 11-12 | 4,29
Ceska republika)

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava roztoki

2.4.1.1 Priprava kyseliny chloristé

Kyselina chlorista o koncentraci 0,4 mol/l byla pfipravena do odmérné banky o objemu 250 ml
odmétenim 8,7 ml HCIO4 (>70 % w/w) a doplnénim destilovanou vodou po rysku. Kyselina
chlorista o koncentraci 1 mol/l byla pfipravena do odmérné banky o objemu 25 ml odméienim

2,175 ml HCIO4 (>70 % w/w) a doplnénim destilovanou vodou po rysku.
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2.4.1.2 Priprava hydroxidu sodného a uhli¢itanu sodného

Roztok hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol/l byl pfipraven rozpusténim 20 g NaOH
ve 250 ml destilované vody. Nasyceny roztok uhli¢itanu sodného (pH 11) byl pfipraven
rozpusténim 29,4 g Na,COgz ve 100 ml destilované vody.

2.4.1.3 Priprava dansylchloridu

Roztok dansylchloridu o koncentraci 1 g/l byl pfipraven navazenim 10 mg dansylchloridu
do odmérné barnky o objemu 10 ml a doplnénim po rysku acetonem. Pro dokonalé rozpusténi
dansylchloridu byla bafika umisténa na 10 min do ultrazvukové lazn¢€. Tento roztok byl chranén

pred svétlem a uchovavan nejvyse 24 hodin v chladnicce.
2.4.1.4 Priprava roztoku L-prolinu

Nejprve byl pripraven roztok L-prolinu o koncentraci 10 g/l navazenim 100 mg do 10 ml
odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou po rysku. Odmétenim 1 ml tohoto roztoku
do 10 ml odmérné barnky a doplnénim destilovanou vodou po rysku byl poté ptipraven roztok

L-prolinu o koncentraci 1 g/l.
2.4.1.5 Priprava zasobnich roztokii biogennich amini

Zasobni roztoky standardnich latek (fenylethylaminu, histaminu, isoamylaminu, kadaverin,
putrescin, spermidin, spermin, tryptamin a tyramin) o koncentraci 5 g/l byly pfipraveny
do odmérnych ban¢k o objemu 10 ml navazenim 50 mg standardu a doplnénim po rysku HCIO4
o koncentraci 0,4 mol/l. Nékteré roztoky (tyramin a tryptamin) musely byt pro dokonalé
rozpusténi standardnich latek umistény na 10 min do ultrazvukové lazng. Takto pfipravené

zasobni roztoky byly uchovavany v chladnicce.
2.4.1.6 Priprava smésného roztoku biogennich amini

Smésny roztok v§ech BA o koncentraci 100 mg/l byl pfipraven odméfenim 200 pl kazdého
zasobniho roztoku do odmérné banky o objemu 10 ml a doplnénim po rysku HCIO4

o0 koncentraci 0,4 mol/l.
2.4.1.7 Priprava kalibrac¢nich roztoki

Kalibraéni roztoky byly pfipraveny ze smésného roztoku o koncentraci 100 mg/l kazdého BA
do odmérnych banék o objemu 10 ml doplnénim po rysku HC104 0 koncentraci 0,4 mol/l. Pro

kadaverin a tyramin byla pfipravena kalibracni fada o 14 bodech. Koncentrace jednotlivych
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bodi kalibra¢ni fady a odpovidajici pouzité objemy smésného roztoku jsou uvedeny v tabulce
12. Pro ostatni BA, tedy fenylethylamin, histamin, isoamylamin, putrescin, spermidin, spermin
a tryptamin) byla pfipravena kalibra¢ni fada o téchto 8 bodech: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
1,5a2,0 mg/l.

Tabulka 12: Ptiprava kalibra¢ni fady kadaverinu a tyraminu

Koncentrace
kalibra¢niho 002(005/01(025|05|0,75(10|15|20|30)|40]|501|6,0] 8,0
bodu [mg/l]

Pouzity objem
smésného 2 5 10 | 25 | 50 | 75 | 100 | 150 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 800
roztoku [ul]

2.4.1.8 Priprava roztoku vnitiniho standardu

Zasobni roztok vnitiniho standardu, tedy 1,7-diaminoheptanu, byl pfipraven postupem
uvedenym v kapitole 2.4.1.5. Roztok 1,7-diaminoheptanu o koncentraci 20 mg/1 byl pfipraven
odmétenim 40 pl zasobniho roztoku o koncentraci 5 g/1 do odmérné bariky o objemu 10 ml

a doplnénim po rysku HCIO4 o koncentraci 0,4 mol/I.
2.4.2 Uprava vzorki

Vzorky piva bylo nejprve nutné zbavit COz2: asi 150 ml bylo ptelito do Erlenmayerovy banky
0 objemu 500 ml a tfepano pomoci tfepacky Vibramax 100 pti 750 ot/min po dobu 60 min.
K 10 ml odplynéného vzorku bylo poté navazeno 0,5 g PVP a po dobu 15 min michano
magnetickym michadlem. Dale byla smés pfevedena do plastové centrifugacni zkumavky
0 objemu 15 ml a odstfedéna pii 4000 ot/min po dobu 10 min. Supernatant byl pouzit
pro derivatizaci a analyzu BA. U kazdého vzorku bylo zméteno pH pomoci pH metru SCHOTT
CG 842.

2.4.3 Derivatizace

Do plastové centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml byl odméfen 1 ml standardniho roztoku
nebo 1 ml upraveného vzorku piva zfedéného v poméru 1:1 kyselinou chloristou o koncentraci
1 mol/l. Bylo ptidano 50 ul 1,7-diaminoheptanu o koncentraci 20 mg/1 jako vnitiniho standardu
(IS, Internal Standard). Dale bylo piidano 150 ul NaOH o koncentraci 2 mol/l a 300 ul
nasycené¢ho roztoku Na,COz opH 11. Zkumavka byla uzaviena a smés byla michana

30 s pomoci vortexu. Byla provedena kontrola pH této smési, které bylo pfipadné upraveno
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na pH 9-11, coz je rozmezi optimalni pro derivatizaci dansylchloridem. Poté byl ptidan 1 ml
dansylchloridu v acetonu o koncentraci 1 g/l, zkumavka byla opét uzaviena a smés michana
30 s pomoci vortexu. Derivatizace probihala pfi teploté 55 °C po dobu 40 min v horkovzdusné
laboratorni su$arn€. Po vychladnuti na laboratorni teplotu bylo pifidano 200 ul L-prolinu
0 koncentraci 1 g/1, smés byla promichana nékolik sekund pomoci vortexu a ponechana 15 min
ve tmé pii laboratorni teploté. Nakonec byla smés odstfedéna pti 4000 ot/min po dobu 5 min
a supernatant byl zakoncentrovan, respektive odméien do nadobek s vlozkou a analyzovan

syst¢tmem HPLC-DAD.
2.4.4 Zakoncentrovani dansylderivati biogennich amini

Pro post-derivatiza¢ni zakoncentrovani BA byla pouzita technika mikroextrakce tuhou fazi
s vyuzitim stfikacky (MEPS). Byla vyuzita stiikacka o objemu 250 pl a jehla se sorbentem C18.
Sorbent byl nejprve kondicionovan 3 x 50 pl acetonitrilu (100 % obj.) a 3 x 50 ul acetonitrilu
(5 % obj.). Poté bylo aplikovano 5 x 200 ul supernatantu po odstiedéni derivatizované smési.
Analyty zachycené na sorbentu byly eluovany 4 x 25 ul acetonitrilu (80 % obj.). Sorbent byl
poté promyt 5 x 50 ul acetonitrilu (100 % obj.) pro zabranéni carry-over efektu.

2.5 Podminky analyzy vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Veskeré roztoky derivat byly do HPLC systému davkovany pomoci autosampleru Nexera X2
SIL-30AC. Podminky pouzité pro chromatografickou analyzu dansylderivati BA jsou uvedeny

v tabulce 13. Pro sbér a zpracovani namétenych dat byl vyuzit software LabSolutions CS.

Tabulka 13: Chromatografické podminky

Separacni kolona Gemini 3 um C18 110 A (150 x 3 mm)
Mobilni faze A voda
Mobilni faze B acetonitril

0 min: 55 % mobilni faze B,
5-10 min: 60 % mobilni faze B,
12-20 min: 90 % mobilni fize B,
20,01 min: 55 % mobilni faze B

Gradientova eluce

Teplota separacni kolony 35°C
Prutok mobilni faze 0,6 ml/min
Dévkovany objem 10 pl
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Volba chromatografickych podminek

Na zaklad¢ diplomové prace Miroslavy Jonakové [68] byla pro separaci dansylderivati
biogennich amin®i zvolena kolona Gemini 3 um C18 110 A o rozmérech 150 x 3 mm. Dle
prostudované literatury [33; 56; 63; 69—72] byly zvoleny mobilni faze voda (A) a acetonitril
(B). Dle prace [68] byly zvoleny také pritok mobilni faze 0,6 ml/min, teplota kolony 35 °C
a gradientova eluce, jejiz prib&h znazoriuje obrazek 7. Gradientova eluce byla pouze drobné
upravena, a to poklesem koncentrace mobilni fdze B na 55 % v ¢ase 20,01 min tak, aby doslo
K co nejrychlejsimu ustaleni pocate¢niho sloZzeni mobilni faze pied analyzou dal$iho vzorku.
Toto slozeni mobilni faze jiz bylo konstantni az do konce analyzy, tedy do ¢asu 25 min. Byl
zvolen objem nastiiku 10 ul, ktery byl pouzit také v literatute [33; 69; 71]. Tento objem nastiiku
se ukdazal jako dostacujici pro analyzu BA. Dansylderivaty BA byly detekovany pomoci DAD
pti vinové délce 254 nm, ktera je dle vSech dostupnych zdrojii vhodna pro vSechny biogenni

aminy.
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Obrazek 7: Prub¢h gradientové eluce dansylderivat biogennich amint

60



3.2 Vybér rozpoustédla pro pripravu zasobnich roztoki biogennich amint

Standardy tyraminu a tryptaminu byly pouzity pro vybér vhodného rozpoustédla pro ptipravu
zasobnich roztokli BA. Tuhé standardy téchto dvou aminti byly vybrany, protoze tryptamin
eluuje jako prvni ze vSech pouzitych BA (tr = 6,1 min) a tyramin naopak eluuje mezi
poslednimi (tr = 13,7 min). Také se jedna o ekonomicky pomérné dostupné standardy, kterych

bylo v laboratofi k dispozici vétsi mnozstvi nez ostatnich standardi BA.

Nejprve byly zéasobni roztoky standardnich latek pfipraveny rozpusténim standarda
Vv destilované vod¢. Ve vodé vsak nedoslo k rozpusténi téchto standardt. Proto byly odmérné
banky se zasobnimi roztoky umistény do ultrazvukové lazné, kde dokonalé rozpusténi trvalo
vice nez hodinu. Derivatizované roztoky BA ve vodé pak nevykazovaly dostate¢nou odezvu
pti analyze HPLC-DAD. Z tohoto diivodu bylo pfistoupeno ke zkouseni piipravy standarda
Vv kyselinach, konkrétné v kyseling chloristé a kyselin¢ chlorovodikové v rozmezi koncentraci
0,1-0,5 mol/l. V kyselinach se krystalické standardy rozpoustély 1épe nez ve vode¢, presto vSak
bylo nutné umistit odmérné banky do ultrazvukové lazné. V ultrazvuku doslo k dokonalému
rozpusteéni za kratsi ¢as nez v piipad¢ standardl ve vodé. Po derivatizaci téchto roztokl byly
vyhodnoceny a porovnany plochy piki obou amint, coz je zobrazeno na obrazku 8 pro tyramin
a na obrazku 9 pro tryptamin. Jako nejvhodnéjsi z téchto rizné koncentrovanych kyselin byla
vyhodnocena HCIOs o koncentraci 0,4 mol/l, ta byla tedy pouzita k rozpusténi vSech
standardii BA.
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Obrazek 8: Zavislost plochy piku tyraminu na koncentraci kyselin pouzitych pro rozpusténi
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Obrazek 9: Zavislost plochy piku tryptaminu na koncentraci kyselin pouZitych pro rozpusténi

3.3 Optimalizace derivatiza¢nich podminek

Derivatizacni postup byl pievzat z diplomové prace Miroslavy Jonakové [68] a upraven dle
potieby. Pluvodni postup byl nasledujici: 1 ml roztoku standardu v HCIO4 o koncentraci
0,4 mol/l + 50 pul IS (20 mg/1) + 150 pul NaOH (2 mol/l) + 300 ul Na2COs (nasyceny roztok
0 pH 11), 30 s michani pomoci vortexu, + 1 ml Dns-Cl v acetonu (1 g/l), 30 s michani pomoci
vortexu, derivatizace 60 min na vodni lazni ve tmé pii 50 °C, po reakci ochlazeni, + 200 pl
L-prolinu (1 g/1), 15 min ve tmé& pfi laboratorni teploté, filtrace do chromatografickych nddobek

a analyza.
3.3.1 Koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla

Pro optimalizaci derivatiza¢nich podminek byly opét pouZity standardy tryptaminu a tyraminu.
Nejprve byly testovany ruzné koncentrace derivatizaéniho c¢inidla, tedy dansylchloridu
Vv acetonu, konkrétné 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 a 2,5 g/l. Po derivatizaci byly porovnany plochy
pro oba aminy, a proto byly rovnou zamitnuty. Koncentrace 1,0; 1,5 a 2 g/l poskytly velmi
podobné vysledky. Nakonec byla zvolena koncentrace 1 g/l, ktera poskytovala nejvétsi plochy
piku tryptaminu. Lze fici, Ze koncentrace Dns-CI méla vyssi vliv na plochu piku tyraminu nez
tryptaminu. Tryptamin vSak celkové poskytoval mensi piky nez tyramin, proto bylo (s ohledem
na dal$i aminy eluujici v kratsich reten¢nich ¢asech) ptistoupeno prave ke koncentraci Dns-Cl,

ktera se jevila jako nejvhodnéjsi pro tryptamin.
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Obrazek 10: Zavislost ploch pikt tyraminu a tryptaminu na koncentraci Dns-Cl

3.3.2 Teplota a ¢as derivatizacni reakce

Dale byl testovan vliv teploty a ¢asu derivatizacni reakce na plochy pikil tyraminu a tryptaminu.
Testované podminky, které byly navrzeny programem Statistica pomoci ortogondlniho
centralniho kompozitniho planovani, jsou uvedeny v tabulce 14. Optimalni podminky byly
vyhodnoceny metodou odezvové plochy. Cas reakce byl pro oba testované aminy vyhodnocen
jako nevyznamny faktor (p > 0,05). Naopak teplota derivatizaéni reakce je vyznamnym
faktorem (p < 0,05) pro oba standardy. Odezvové profily prezentuje obrazek 11, zatimco 3D
vhodnostni profily pro tryptamin prezentuje obrazek 12 a pro tyramin obrazek 13. Pro oba
aminy je 3D vhodnostni graf uveden na obrazku 14. Graf ptedpovézenych a pozorovanych
hodnot pro tryptamin znazoriiuje obrazek 15 a pro tyramin obrazek 16. Z téchto grafii je patrné,
ze namétené hodnoty pro tryptamin se s predpokladanymi hodnotami pfili§ neshoduji, jelikoz
jednotlivé body nelezi na linearni spojnici. Leps$i je shoda namétfenych hodnot
s hodnotami ptedpokladanymi pro tyramin. Rovnice (1) popisuje vliv parametru teploty a ¢asu
pro tryptamin a rovnice (2) pro tyramin. Proménna Xz v rovnicich oznacuje teplotu a proménna

Xz Cas. Statisticky vyznamné proménné v obou rovnicich jsou oznaceny Cervene.
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Y = 1975081 + 15484 - X, — 8804 - X, — 8249 - X2 + 2531 - X2 + 6845 - X, - X, (1)

Y = 3683533 4+ 39472 - X, + 6634 - X, — 116678 - X2 — 37361 - X% — 7314 - X, - X, (2)

Jako optimalni byly na zéklad¢ obrazkti 11-14 uréeny tyto podminky: ¢as derivatizacni reakce

40 min a teplota 55 °C.

Tabulka 14: Testované podminky derivatizace

Teplota [°C] | Cas [min]
35,9 45,0
40,0 35,0
40,0 55,0
50,0 45,0
50,0 45,0
50,0 30,9
50,0 59,1
50,0 45,0
50,0 45,0
60,0 35,0
60,0 55,0
64,1 45,0
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Profily pro predpovédi a vhodnost

Teplota Cas Vhodnost
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Obrazek 11: Odezvové profily pro rizné podminky derivatizace tyraminu a tryptaminu

Proloz. plocha; Prom&nna: TRP
2 faktord, 1 Bloky; MS rezidui =113220E3
ZP: TRP

M - 256

Ml <256

Bl < 19956
I < 1,96E6
[ <1,94E6
[ < 1,92E8
B < 1,966
Bl < 1,88E6

Obrazek 12: 3D vhodnostni profil pro derivatizaci tryptamin

65



Proloz. plocha; Prom&nna: TYR
2 faktord, 1 Bloky; MS rezidui =189951E4
ZP-TYR

I - 36E6
M < 3,6E6
B < 3,566
[ < 3,4E6
[ < 3,3E6
= < 3,2E6
Bl < 3,1E6
Bl < 3E6

Obrazek 13: 3D vhodnostni profil pro derivatizaci tyraminu

Vhodnostni povrch/vrstevnice; Metoda: Spline

DR,

M -05
Il -06
<04
[ <0,2
C1<0

B <-0,2
I <04
B <06

Obrazek 14: 3D vhodnostni graf pro derivatizaci tryptaminu a tyraminu
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Pozorované vs. predpovédi
2 faktor(, 1 Bloky; MS rezidui =113220E3
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Obrazek 15: Pozorované vs. ptedpovézené hodnoty pro tryptamin

Pozorované vs. predpovédi
2 faktord, 1 Bloky, MS rezidui =189951E4
ZP: TYR

3,75E6

3,7E6

3,65E6

3,6E6

3,55E6

Predpovedi

35E6

3.45E6

3,4E6

3,35E6
3,35E6

Obrazek 16: Pozorované vs. predikované hodnoty pro tyramin
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3.3.3 Odstranéni prebytku derivatiza¢niho Cinidla

Jako dalsi byl testovan postup pro odstranéni piebytku derivatizacniho ¢inidla. Pro derivaty
tyraminu a tryptaminu bylo pouzito bud’ 200 pl L-prolinu o koncentraci 1 g/l, ktery byl pouzit
Vv praci [68], nebo 200 ul NH4OH o koncentraci 25 % w/w, ktery byl pouzit napt. ve studii [70].
Op¢ét byly porovnany zaznamenané plochy piki derivatd tyraminu a tryptaminu. Pouzité ¢inidlo

nemélo vliv na velikost téchto ploch, proto byl dale pouzivan roztok L-prolinu.

Pted samotnou HPLC-DAD analyzou byl jesté testovan rozdil mezi odstfedénim a filtraci smési
derivata s L-prolinem. Odstedéni bylo provedeno pii 4 000 ot/min po dobu 5 min. Pro filtraci
byl pouzit stiikackovy filtr s pory o velikosti 0,45 pm. Po porovnani velikosti ploch pikil
derivatl tyraminu a tryptaminu po odstfedéni a po filtraci derivati bylo zjisténo, ze pfi filtraci
pravdépodobné dochazi ke ztraté¢ derivatl, jelikoz tento postup poskytl mensi plochy piku.
Proto byly pfipravené derivaty v této praci po odstranéni piebytecného Dns-Cl odstted’ovany

5 min pii 4 000 ot/min.

3.4 Kalibraé¢ni zavislosti

Kalibra¢ni fada standardd byla pfipravena fedénim smésného roztoku standardi o koncentraci
100 mg/l. Kazdy bod kalibrace byl derivatizovan dle optimalizovaného postupu, ktery popisuje
kapitola 2.4.3, a to ve tfech opakovanich, pficemz kazdy roztok byl proméfen dvakrat.
Ukazkovy chromatogram jednoho bodu kalibrace (2 mg/l) prezentuje obrazek 17. Standardy
BA eluuji vcasech 6,1 min (tryptamin) az 15,3 min (spermin), vnitini standard
(1,7-diaminoheptan) eluuje v ¢ase 12,9 min. Vysoké piky v ¢asech 1,2 az 2,5 min jsou zbytky

derivatiza¢niho Cinidla.
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Obrazek 17: Ukazkovy chromatogram bodu kalibrace o koncentraci 2 mg/1

1 — tryptamin, 2 — fenylethylamin, 3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,
7 —1,7-diaminoheptan (1S), 8 — tyramin, 9 — spermidin, 10 — spermin

Pro kazdy standard BA byl sestrojen graf zavislosti poméru primérné plochy standardu
a pramérné plochy vnitiniho standardu na poméru koncentrace aminu a vnitiniho standardu.
Z téchto grafa poté byly sestaveny rovnice kalibrac¢nich zavislosti. Veskeré grafy kalibranich
zavislosti jsou soucasti piilohy |. Retencni Casy jednotlivych standardt spolu s rovnicemi

regrese a koeficienty determinace jsou uvedeny v tabulce 15.

Tabulka 15: Retencni ¢asy, rovnice regrese a koeficienty determinace jednotlivych biogennich amind

Bioge_nni Retené_ni cas Rovnice regrese Koeficient dfterminace
amin [min] (R9

tryptamin 6,1 y =10,546x — 0,014 0,9954
fenylethylamin 7,3 y = 12,943x — 0,009 0,9975
isoamylamin 7,7 y=17,971x— 0,014 0,9965
putrescin 8,7 y =30,699x — 0,001 0,9963
kadaverin 10,0 y =22,844x + 0,152 0,9947
histamin 10,8 y =11,297x — 0,002 0,9962
tyramin 13,7 y =19,881x — 0,047 0,9987
spermidin 14,0 y =10,133x + 0,019 0,9961
spermin 15,3 y =4,9773x + 0,0080 0,9919
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Ze ziskanych rovnic kalibra¢ni zdvislosti byly ureny meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ) kazdého aminu pomoci maticového vzorce v programu Excel. Mez
analytu ve vzorku. Mez stanovitelnosti je rovna desetinasobku Sumu zakladni linie a vyjadiuje
nejnizsi koncentraci analytu ve vzorku, kterou Ize jesté spolehlivé kvantifikovat. LOD a LOQ

pro standardy jednotlivych BA prezentuje tabulka 16.

Tabulka 16: Meze detekce a meze stanovitelnosti jednotlivych biogennich amini

Biogenni amin | LOD [mg/l] | LOQ [mg/I]
tryptamin 3,70-1072 1,23-10
fenylethylamin | 2,03-1072 6,78-1072
isoamylamin 2,24:1072 7,45-1072

putrescin 4,66-10°° 1,55-1072
kadaverin 1,01-1072 3,37-10°2
histamin 8,15-10°2 2,72-1072
tyramin 5,57-1072 1,86-107t
spermidin 3,07-102 1,02-101
spermin 1,44-10°? 4,81-10°?

Pro vSechny BA bylo dosazeno velmi dobré linearity, coz dokazuji koeficienty determinace
s hodnotou vyssi nez 0,99. Meze detekce nabyvaly hodnot od 4,66-10° mg/l pro putrescin
do 5,57-10? mg/l pro tyramin. Hodnoty mezi stanovitelnosti se pohybovaly v rozmezi
od 1,55-1072 mg/l pro putrescin a 1,86-107* mg/l pro tyramin. Nejniz§i LOD i LOQ ma tedy

putrescin.

3.5 Optimalizace podminek zakoncentrovani derivati biogennich aminu

3.5.1 Optimalizace mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim strikacky

Pro post-derivatizani zakoncentrovani BA byla vybrana metoda MEPS. Nejprve bylo nutné
zvolit vhodna ¢inidla pro kondicionaci sorbentu, promyti a eluci, coz bylo provedeno na jehle
se sorbentem C18. Na zaklad¢ diplomové prace Veroniky Panackové [73], doporuceni vyrobce,
dalsi literatury [40; 41] a znalosti obecného postupu klasické SPE bylo pro kondicionaci pouZito
3 x 50 ul acetonitrilu (100 % obj.) a nasledn¢ 3 x 50 pl acetonitrilu (5 % obj.). Poté bylo
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naneseno 250 pl derivatizovaného standardu tyraminu, respektive tryptaminu. Sorbent byl
promyt 25 ul deionizované vody a zachycené derivaty byly eluovany 50 pul acetonitrilu o stejné
koncentraci, jako ma poc¢ate¢ni mobilni faze pii separaci, tedy 55 % obj. Uvedeny postup
kondicionace sorbentu se jevil jako idealni pro zachyceni derivatd BA. Stejny postup byl
opakovan také bez kroku promyti deionizovanou vodou, kdy se ukdzalo, ze tento krok je
zbyte¢ny. Promytim se totiz odstrani pouze zbytky Dns-Cl a jeho slouc¢enin s L-prolinem, které
se v8ak v separa¢ni koloné témét nezadrzuji. Tyto latky eluuji v ¢asech 1-2,2 min, tedy pied
derivaty vSech BA, a na vysledném chromatogramu tak neptekazeji. Proto neni nutné je
odstraniovat a riskovat tak ztratu analyti promytim sorbentu. S krokem promyti totiz byly
ziskany piky s mensi plochou nez bez tohoto kroku, coz znamena, ze musela byt vymyta i ¢ast

derivatu BA.

Dale bylo piistoupeno k vybéru vhodného elu¢niho €inidla. Testovany byly riizné koncentrace
acetonitrilu, konkrétné 50, 55, 60, 70, 80 a 90 % obj. Acetonitril byl zvolen proto, ze je také
sloZzkou mobilni faze pti ndsledné chromatografické separaci. Byly porovnany plochy piku
derivatu tryptaminu. Od koncentrace acetonitrilu 50 % obj. dochazelo k ristu plochy piku
az do koncentrace 80 % obj. U koncentrace 90 % obj. jiz k dalsimu vyznamnému zvétSeni

plochy nedoslo, a proto byl jako elu¢ni ¢inidlo zvolen acetonitril (80 % obj.).

Bylo nutné zvolit vhodny objem elu¢niho ¢inidla tak, aby doslo k co nejucinnéjsi eluci analytt
zachycenych na sorbentu. Byly testovany objemy 50, 75, 100 a 125 pl, a to jak jednim nasatim
sttikacky, tak opakovanym nasatim 25 pl. Opét byly porovnany plochy piki derivati tyraminu
a tryptaminu, coZ je uvedeno na obrazku 18. Eluce opakovanym nasatim 25 pl ¢inidla
(Srafované sloupce) byla obecné U€inngjs$i nez eluce jednim nasatim celého objemu (plné
sloupce). To dokazalo i proméfeni roztokd po promyti sorbentu acetonitrilem (100 % obj.)
po eluci. Jako idealni byla zvolena eluce 4 x 25 pl acetonitrilu (80 % obj.), kterd poskytla
nejveétsi plochu piku derivatu tyraminu a dostateéné velkou plochu derivatu tryptaminu. Lze
fici, Ze zakoncentrovani metodou MEPS ma véEtsi vliv na dansylderivat tyraminu nez na derivat
tryptaminu, coZ je zpusobeno nizSi polaritou derivatu tyraminu, ktery ma vys$$i retenci

k nepolarnimu sorbentu typu C18.
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Obrazek 18: Zavislost ploch pikii na objemu elu¢niho ¢inidla pii MEPS

Testovan byl téZ vliv teploty elu¢niho cinidla na zakoncentrovani derivati BA. Kromé
laboratorni teploty byly zkouSeny jesté teploty 40 a 50 °C a opét porovnany plochy pikl
derivatl. Ukazalo se, ze zvySena teplota elu¢niho roztoku nevedla k zaddné zméné v eluéni sile,
protoze nedoslo ke zménam ploch pikd. Dale bylo tedy pracovano s elu¢nim c¢inidlem pfi

laboratorni teplote¢.

Také byla testovana vhodnost sorbentu C18 pro zachyceni derivati BA porovnanim s ostatnimi
dostupnymi sorbenty, kterymi byly C8, C2, SIL (nemodifikovany silikagel) a M1 (smésny
sorbent s 80 % C8 a 20 % kation-vyménnych skupin). Jako jediny G¢inny se ukézal praveé
nepolarni sorbent C18, ktery byl tedy dale pro zakoncentrovani pouZzivan. Tento vysledek neni
prekvapivy vzhledem k tomu, ze C18 je také stacionarni fazi chromatografické kolony pouzité

pro analyzu derivati BA.

Jako dalsi bylo nutné otestovat kapacitu sorbentu, tedy jak velky objem vzorku je vhodné nanést
pro co nejefektivnéj$i zakoncentrovani. Testovany byly objemy vzorku od 100 do 1000 nl
a veskeré testované¢ objemy byly nasavany po 100 pl sttikatkou MEPS o objemu 250 pl.
Kapacita sorbentu byla vyhodnocena na zakladé porovnani velikosti ploch pik tyraminu
a tryptaminu v zavislosti na aplikovaném objemu vzorku, jak uvadi obrazek 19. Ke zvySovani

plochy tyraminu dochazelo az do objemu vzorku 900 ul, u objemu 1 000 ul uz ke zvyseni
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nedoslo. Pro tryptamin se plocha piku zvySovala do objemu 400 pl a pti vyssich aplikovanych
objemech uz zlstavala s drobnymi odchylkami konstantni. Nakonec byl jako kompromis

zvolen objem vzorku 1 000 pl.

® Tryptamin ™ Tyramin
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Obrazek 19: Porovnani aplikovanych objemt vzorku pro zakoncentrovani

Nasledné bylo testovano nanaseni objemu 1 000 ul vzorku po 100 a po 200 ul. K tomuto kroku
bylo pfistoupeno z diivodu €asové uspory a snizeni opotiebeni sorbentu diky redukeci poctu
extrakci. Srovnani velikosti ploch pikli poskytnutych zakoncentrovanim 10 x 100 pl derivati
a5 x 200 pl derivati prezentuje obrazek 20. Aplikace 5 x 200 ul vzorku poskytla prakticky
stejné vysledky jako aplikace po 100 pl, proto bylo dale pro zakoncentrovani derivati BA
metodou MEPS aplikovéano 5 x 200 ul vzorku.
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Obrazek 20: Porovnani aplikace 10 x 100 ul a 5 x 200 ul vzorku

3.5.2 Kalibrace mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim stiikacky

Kalibra¢ni tfada standardi BA o 8 bodech v rozmezi od 0,05 do 2 mg/l byla pfipravena
ze smésné¢ho roztoku dle postupu v kapitole 2.4.1.7. Derivatizace kalibracni fady byla
provedena dle optimalizovaného postupu, ktery je popsan v kapitole 2.4.3, a na pfipravené
derivaty byla aplikovana optimalizovanda metoda MEPS, popsana v kapitole 2.4.4.
Zakoncentrované derivaty byly analyzovany HPLC-DAD. Kalibra¢ni zavislosti byly sestaveny
jako zavislost poméru plochy standardu BA a plochy vnitiniho standardu na poméru
koncentrace standardu a vnitiniho standardu. Ziskané rovnice line4rni regrese a koeficienty

determinace pro vSechny studované BA jsou prezentovany v tabulce 17.

Tabulka 17: Parametry kalibra¢ni fady zakoncentrovanych dansylderivatd BA

Biogenni amin Rovnice regrese Koeficient determinace (R?)
tryptamin y =3,9178x — 0,0153 0,9899
fenylethylamin | y = 6,3072x — 0,0130 0,9961
isoamylamin | y =9,4408x —0,0211 0,9947
putrescin y = 20,154x — 0,038 0,9943
kadaverin y =22,409x — 0,043 0,9950
histamin y = 8,7984x — 0,0105 0,9949
tyramin y=21,221x — 0,016 0,9959
spermidin y = 10,655x + 0,042 0,9934
spermin y = 3,1865x + 0,0324 0,9729
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Témef u vSech studovanych analytt bylo dosazeno uspokojivé linearity, coz dokazuji hodnoty
koeficienti determinace >0,99. Pouze pro tryptamin a spermin byly koeficienty determinace
pod touto hodnotou, konkrétné 0,9899 pro tryptamin a 0,9729 pro spermin. Také smérnice
Grafy kalibracnich zavislosti pro vSechny zakoncentrované BA jsou soucasti piilohy II.
Ukazkovy chromatogram jednoho bodu kalibra¢ni fady, konkrétné toho s koncentraci BA

2 mg/l, je na obrazku 21.

250000
2250001
200000
1 rs.-n-.m:
1 3.'!.".'!.'!-

125000

100000

75000+

S000MH

25000

e

T T T T —T T T T T T T T T T — T T T T T
25 50 7.5 100 125 150 min

Obrazek 21: Ukazkovy chromatogram zakoncentrovanych derivatl biogennich aminti
1 — tryptamin, 2 — fenylethylamin, 3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,
7 — 1,7-diaminoheptan (1S), 8 — tyramin, 9 — spermidin, 10 - spermin
Meze detekce a meze stanovitelnosti v jednotkach mg/l metody MEPS byly urceny pomoci
maticové funkce v programu Excel a jsou uvedeny v tabulce 18. Nejnizsi LOD i LOQ byly
uréeny pro spermin, a to 3,13-1072 mg/l, respektive 1,04:1072 mg/l. Naopak nejvyssi LOD
i LOQ byly uréeny pro tryptamin, konkrétné 7,89-10"2mg/l a 2,63-10" mg/I.
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Tabulka 18: Meze detekce a stanovitelnosti jednotlivych biogennich amint po extrakci metodou MEPS

Biogenni amin | LOD [mg/l] | LOQ [mg/I]
tryptamin 7,89-1072 2,63-1071
fenylethylamin | 4,31-1072 1,44-1071
isoamylamin 4,70-1072 1,57-10

putrescin 3,99-102 1,33-101
kadaverin 4,40-1072 1,47-101
histamin 2,58-107? 8,59-102
tyramin 2,06:1072 6,86-1072
spermidin 2,15-1072 7,16-1072
spermin 3,13-10°3 1,04-1072

Hodnoty LOD a LOQ ziskané pro metodu MEPS byly graficky porovnany s hodnotami LOD
a LOQ bez extrakce, coz prezentuje obrazek 22. Z grafu je vidét, Ze ptidanim extrakéniho kroku
pred analyzou doslo ke zvyseni hodnot LOD i LOQ pro 6 z 9 biogennich amint. Hodnoty LOD
se zvysily 1,25x pro kadaverin az 8% pro putrescin. Naopak ke snizeni LOD doslo u tyraminu,
spermidinu a sperminu, tedy u latek, které jsou nejméné polarni ze studovanych BA a nejlépe
se zadrzuji na sorbentu C18. Nejvice patrné bylo sniZzeni hodnoty LOD sperminu, konkrétné
4,7x. Hodnoty LOQ se zvysily 2,1x pro isoamylamin az 8,6x pro putrescin. K vyraznému
snizeni LOQ naopak dos$lo u tyraminu a hlavné u sperminu, jehoz LOQ bylo pro MEPS

4,6 niZsi.

0,25
| Tryptamin
0,20 .
= m Fenylethylamin
(@]
£ Isoamylamin
% 015 Putrescin
% m Kadaverin
S 0,10 ® Histamin
X
= Tyramin
0,05 ® Spermidin
| II il il
bez extrakce MEPS bez extrakce MEPS
LOD LOQ

Obrazek 22: Porovnani LOD a LOQ pfistroje a metody MEPS

76



Porovnanim smérnic zavislosti ploch pikid na koncentraci pro zakoncentrované
a nezakoncentrované derivaty byla vypoctena Gi¢innost extrakce. Teoreticky by derivaty, na néz
byla aplikovana metoda MEPS, mély byt zakoncentrovany 10x%, aby bylo dosazeno u¢innosti
metody 100 %. Redlné vsak tak vysoké ucinnosti nebylo dosazeno pro zadny ze standardi.
Uginnosti zakoncentrovani derivati jednotlivych biogennich amint metodou MEPS prezentuje
tabulka 19. Nejvyssi ucinnosti zakoncentrovani, konkrétné 53,2 %, bylo dosazeno pro derivat

tyraminu. Naopak nejniz$i u¢innost méla metoda MEPS pro derivat tryptaminu, a to 18,6 %.

Tabulka 19: Uginnost zakoncentrovani derivati

Biogenni Smeérnice kalibra¢ni zavislosti Smérnice kalibra¢ni Utinnost
amin bez extrakce zavislosti s extrakei [%6]
tryptamin 38058 70 878 18,6
fenylethylamin 46 721 115476 24,7
isoamylamin 64 867 170 858 26,3
putrescin 110 756 365 450 33,0
kadaverin 83 316 406 265 48,8
histamin 40 797 159 637 39,1
tyramin 72 533 385 752 53,2
spermidin 36 568 194 331 53,1
spermin 17 967 57 317 31,9

3.6 Optimalizace upravy vzorku pred derivatizaci

3.6.1 Odstranéni oxidu uhli¢itého ze vzorku

Dle prostudované literatury [50; 52; 56; 59; 60] bylo prvnim krokem tpravy vzorkd piva
odstranéni oxidu uhli¢itého. Bylo testovano odvzdusnéni vzorkd pomoci ultrazvukové lazné
apomoci tiepacky. Oba postupy byly zhruba stejné Casové naro¢né, odplynéni trvalo
45 az 60 min. Pfi odplynéni v ultrazvukové lazni vSak dochéazelo k pomérné€ vyraznému zahtati
vzorku, a bylo tak nutné ho pfed dal$im postupem zchladit, coZ vyzadovalo dalsi ¢as. Tyto
postupy byly porovnany pomoci velikosti ploch derivata BA piitomnych v redlnych vzorcich.
Jako vhodnégj$i se pro odplynéni vzorkii ukazal postup tfepani na tfepacce. Ptfi odplynéni
Vv ultrazvukové lazni patrné dochazi ke ztrat€ nékterych BA, jelikoZz plochy pikli derivata

ziskané ze vzorkl odplynénych timto postupem byly mensi nez ze stejnych vzorkd, které byly
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odplynény tfepanim na tfepacce. Proto byl dale CO2 ze vSech redlnych vzorki piv odstraiovan

ttepanim pomoci tiepacky.
3.6.2 Odstranéni polyfenolickych latek ze vzorku

Dalsim krokem bylo odstranéni polyfenolickych latek ze vzorkt pomoci PVP. Tyto latky je
nutné odstranit, jelikoz Dns-Cl reaguje nejen s aminoskupinami BA, ale také s -OH skupinami
fenoltii. PVP je polymer s vysokou molekulovou hmotnosti, ktery tyto latky navaze a vzniklé
velké molekuly jsou posléze odstranény odstiedénim nebo filtraci. K 10 ml odplynéného
vzorku bylo navazeno 0,5 g PVP a tato smés byla 15 min michana na magnetické michacce.
Nejprve byl redlny vzorek analyzovan bez upravy PVP, kdy se v ziskaném chromatogramu
nachazelo vyssi mnozstvi pikli nez s timto krokem a také Sum zékladni linie byl vyssi. Déle
byly testovany rizné navazky PVP a rizné ¢asy michani smési vzorku a PVP magnetickym
michadlem. Konkrétné byly zkouseny navazky 0,25; 0,5 a 1 g PVP a ¢asy 15 a 30 min. Podle
ziskanych chromatogramii nebyla navazka PVP 0,25 g dostatecnd pro odstranéni vSech
interferentti. Mezi navazkami 0,5 a 1 g nebyl prakticky zadny rozdil. Mezi dvéma testovanymi
casy michani smési PVP s odplynénym vzorkem nebyl zadny rozdil viditelny na ziskanych
chromatogramech. Proto bylo dale pracovano s navazkou 0,5 g PVP a michanim smési po dobu

15 min pro vSechny redlné vzorky.

Nasledoval krok odstfedéni smési vzorku s PVP. Ten mél za kol odstranéni nejen polyfenolt
vychytanych molekulami PVP, ale také piipadnych tuhych slozek vzorki (sedlina, kvasinky
atd.). Bylo testovdno odstfedéni smési 10 min pii 4 000 ot/min, odstfedéni za stejnych
podminek s naslednou filtraci supernatantu ptes sttikackovy filtr, filtrace pfes stiikackovy filtr
bez kroku odstfedéni a také piima derivatizace bez téchto krokl. Porovnanim chromatogrami
bylo zjiSténo, Ze krok odstfedéni nebo filtrace pied derivatizaci je nutny. Mezi
chromatogramem odstfedéného a filtrovaného vzorku nebyl vyznamny rozdil a provedeni obou
krokli bylo vyhodnoceno jako zbyte¢né. Proto bylo déle na vSechny redlné vzorky aplikovano

odstfedéni pii 4 000 ot/min po dobu 10 min.
3.6.3 Derivatizace realnych vzorki

Pted samotnou derivatizaci vzorku upraveného dle optimalizovaného postupu bylo zméteno
pH vsech vzorkt pH metrem. Naméfené hodnoty pH se pohybovaly v rozmezi 4,29 az 4,98.
Postup derivatizace byl vSak optimalizovany pro standardy BA rozpusténé v HCIO4
0 koncentraci 0,4 mol/l, jejichz pH nabyvalo hodnot 0—0,5. Proto bylo nutné upravit pH vzorki
piv na podobnou hodnotu jako bylo pH samotnych standardu tak, aby po ptidavku alkalii
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(NaOH a Na,COs3) m¢lo pH vzniklé smési hodnotu 9-11, coz je pH optimalni pro derivatizaci
dansylchloridem. Pokud by pH vzorkti nebylo snizeno, po alkalizaci by nabyvalo hodnot >12,5
a derivatizace piritomnych BA by neprobihala. Jako prvni bylo testovano nafedéni vzorku
HCIO4 0 koncentraci 0,4 mol/l, ktera byla pouZita pro ptipravu roztok standardii, a to v poméru
1:1. Tato kyselina vSak neokyselila vzorek dostatecné a smés méla po alkalizaci pftili§ vysoké
pH (cca 12) pro dokonaly pribéh derivatizace. Proto byla pouzita silnéjsi HC104 s koncentraci
1 mol/l. Po zfedéni vzorku v poméru 1:1 touto kyselinou jiz mélo pH po alkalizaci optimalni
hodnotu (cca 10) pro dansylaci. Takto byly tedy fedény vzorky vSech studovanych piv. Tento
postup je vsouladu s literaturou [52], kde byly vzorky fedény Kkyselinou chloristou
o0 koncentraci dokonce 1,2 mol/Il.

3.7 Analyza realnych vzorki piva

Analyza realnych vzorkl piva sestavala ze tii optimalizovanych krokt. Prvnim krokem byla
uprava vzorku, kterd je popsana v kapitole 2.4.2, nasledovala derivatizace upraveného vzorku,
kterou popisuje kapitola 2.4.3, a tfetim krokem bylo zakoncentrovani ptipravenych derivata
technikou MEPS, coz popisuje kapitola 2.4.4. Samotné stanoveni BA ve vzorcich bylo
provedeno HPLC s DAD detekci pfi 254 nm. Kazdy vzorek byl derivatizovan ve tfech
opakovanich, které bylo vzdy dvakrat prométfeno. Dansylderivaty v pivu byly analyzovany jak
zakoncentrované, tak pfimym nastfikem na separacni kolonu bez kroku zakoncentrovani. BA
ve vzorcich mély byt kvantifikovany pomoci zakoncentrovanych derivat, nakonec vsSak
z divodu popsanych nize v kapitole 3.7.2 byla kvantifikace provedena u derivatd

analyzovanych pifimo bez extrakce.
3.7.1 Vysledky analyzy realnych vzorki bez kroku zakoncentrovani

Obsah biogennich aminid v redlnych vzorcich byl vyhodnocen metodou kalibracni piimky,
ato z poméri ploch piki dansylderivati BA a plochy piku vnitiniho standardu. Po vypoctu
Z rovnice regrese bylo nutné vypoctenou koncentraci pro kazdy amin jesté vynasobit dvéma,
jelikoz vzorek byl pted derivatizaci fedén kyselinou chloristou v poméru 1:1. Stanovené obsahy

BA v jednotlivych vzorcich prezentuje tabulka 20.

Chromatogramy vSech analyzovanych vzorki jsou soucasti ptilohy Ill. U vSech analyzovanych
vzorkll se v ¢ase 6,1 min objevoval pik, ktery byl na zakladé pokusu derivatizace ethanolu

identifikovan prave jako dansylderivat ethanolu. Plocha tohoto piku se zvétSovala s rostoucim
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obsahem ethanolu ve vzorku. V case 6,1 min vsak eluoval také dansylderivat tryptaminu, ktery
tak z tohoto divodu nebylo mozné v realnych vzorcich stanovit, a to ani pfi jiné vinové délce
nez pii 254 nm. Také se na chromatogramech vSech vzorka pravidelné objevoval pik v Case
14,3 min, ktery pravdépodobné patiil nékteré ze slozek matrice, kterou se nepodatilo odstranit
pomoci PVP (napf. aminokyselina). V chromatogramech vzorkd se stejné jako
v chromatogramech standardii objevovaly piky zbytki dansylchloridu a jeho sloucenin
s L-prolinem v ¢asech 1,2 az2,2 min. Kolem ¢asu 5 min se Vv chromatogramech vzorki
objevuji dva piky, vtomto Case je vSak pik pfitomen iV chromatogramech standardi,
pravdépodobné tedy pochazi opét z derivatiza¢niho ¢inidla. V chromatogramu vzorku Primator
Weizen je pfitomen pomérné vyrazny pik v ¢ase 12,5 min. Jeho piivod je neznamy, ale mohl

by patfit nekteré z latek pochéazejicich z pSenicného sladu.

V zadném z analyzovanych vzorkt nebyly detekovany fenylethylamin a spermin. Isoamylamin
byl detekovan ve vzorcich dvou nepasterizovanych piv, ale nebylo mozné ho spolehliveé
stanovit, jelikoz koeluoval s jinou latkou. Histamin byl stanoven pouze v jednom ze vzorkd,
konkrétné se jednalo o nepasterizovany svétly lezdk Krakono$. Spermidin byl detekovan
U vSech tii vzorkt specidlnich piv (nefiltrovanych, pseni¢nych nebo kvasnicovych), ale pouze

Vv pivu Staropramen Nefiltr PSeni¢ny byl jeho obsah pod limitem kvantifikace.

Ve vSech analyzovanych vzorcich byly obsaZeny putrescin, kadaverin a tyramin. Obsah
putrescinu se pohyboval v rozmezi od 0,532 + 0,010 mg/l ve vzorku Staropramen Nefiltr
Pseni¢ny do 1,398 + 0,068 mg/l v nepasterizovaném lezaku Krakono§. Vyskyt putrescinu
Vv realnych vzorcich byl pfedpokladan, jelikoz je pfirozenou slozkou je€ného sladu. Obsah
kadaverinu byl 0,193 + 0,018 mg/l ve vzorku svétlého vycepniho piva Branik
az 18,278 + 0,403 mg/l v nepasterizovaném lezaku Krakonos. Nejniz$i obsah tyraminu byl
stanoven ve vzorku Gambrinus Original 10, a to 0,502 + 0,101 mg/l. Obsah tyraminu byl

nejvyssi opét ve vzorku nepasterizovaného lezdku Krakonos, konkrétné 27,803 £ 0,315 mg/I1.

Kadaverin a tyramin jsou spolu s histaminem, jehoz obsah v pivu Krakono§ byl
2,419 + 0,137 mg/1, ukazateli mikrobialni kontaminace. Vzhledem k celkovému obsahu BA
ve vzorku piva Krakonos§ 49,898 + 0,923 mg/l lze tento vzorek povaZovat za potencidlné
nebezpecny pro citlivé jedince, nebo pro zdravé jedince pti vysoké spotiebé. Jiz konzumaci Ctyt
pullitr tohoto piva je dosazena hranice 100 mg BA, kterd je povazovana za nebezpecnou
pro lidské zdravi. Ethanol, jehoz je ve vzorku 5,1 % obj., tuto hranici jesté snizuje, proto by

toto konkrétni pivo mohlo byt povazovano za rizikové. Jeho konzumaci by tak méli zvazit

80



zejména lidé uZzivajici inhibitory monoaminooxidazy a lidé s nemocemi stiev, ale i zdravi lidé

by méli redukovat konzumované mnozstvi tohoto nepasterizovaného lezaku.

Tabulka 20: Obsah biogennich amint v realnych vzorcich piva bez extrakce

Obsah biogenniho aminu [mg/I] n==6
Vzorek . . N . i} BA
Isoamylamin | Putrescin | Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin celkem
Gambrinus 0,701 + 0,473 + 0,502 + 1,676 +
Originl 10 <LOD 0,019 0001 | <LOD | gi01 | <HOD | Tpo1q
o 0573+ | 0193+ 0714 + 1,480 +
Branik svétly <LOD 0,035 0,018 <LOD 0,105 <LOD 0,158
Radegast 0,737 + 0,417 + 0,587 + 1,741 +
Razna 10 <LOD 0044 | 0030 | “FOP | gog9 | <LOP | 0173
Radegast 0,570 + 1,446 + 0,642 + 2,658 +
ROG IPA <LOD 0,042 0085 | <HOD | 5008 | <LOD | 225
0577+ | 0,995+ 5,953 + 7525+
Rebel IPA <LOD 009 boos | <LOD | Toiae | <top | e
. 0635+ | 0,663+ 3,028 + 4326 +
Primator IPA <LOD 0,049 0,074 <LOD 0,140 <LOD 0,263
Krakono$
<on 1398+ | 18278+ | 2419+ | 27.803 49,898
svéily <LoQ 0068 | 0403 | 0137 | 0315 | “FOP | 10923
lezak 12
Starobrno 0,694 + 0,207 + 1,003 + 1,904 +
Medium <LOD 0,018 0014 | <LOD | 9112 | <LOD | 5144
Svijansky 0620+ | 7314+ 0,584 + 8,518 +
maz 11 % <LOQ 0,028 0,393 <LOD | "h004 | <LOD | 4515
Primator 0608+ | 0,754+ 0682+ | 0191+ | 2,235+
Weizen <LOD 0,020 0050 | <EOD | 5007 | 0071 | 0238
Bernard
ard 1,090+ | 0518+ 0951+ | 0147+ | 2,706+
Kvasnicové | <LOD 0,075 0068 | <LOD | 5106 | 0058 | 0,307
pivo 10
Staropramen
. 0532+ | 0,338+ 0524 + 1,394 +
Nefiltr <LOD 0,010 0,082 <LOD | 5094 | <LOQ | 5186
PSeni¢ny

Druhy nejvyssi celkovy obsah BA byl stanoven v pivu Svijansky maz, konkrétné
8,518 = 0,515 mg/l. Tento vzorek je stejného druhu jako na BA nejbohatSi Krakonos, tedy
nepasterizovany svétly lezak. Lze tedy usuzovat, Ze v nepasterizovanych pivech je obecné vyssi
pravdépodobnost zvySené¢ho obsahu biogennich amini, jelikoz nedochdzi k usmrceni

dekarboxylaza-pozitivnich bakterii, které se do produktu mohly dostat béhem vyroby nebo
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ze vstupnich surovin. Dalsi nepasterizovany vzorek, tedy lezak Starobrno Medium, ma vsak
pomérné nizky celkovy obsah BA, konkrétné 1,904 + 0,144 mg/1. Pravdépodobné tedy v obsahu
BA hraje nejvétsi roli dodrzovani spravnych hygienickych postupii pii vyrobé. Pokud se totiz
mikroorganismy do piva nedostanou v zadné fazi vyroby, neni je potom tfeba likvidovat

pasteraci.

U vzorka klasickych vycepnich piv byl celkovy obsah BA nizky, a to v rozmezi
od 1,48 + 0,158 mg/l u Braniku do 1,741 + 0,173 mg/l u vzorku Radegast Razna 10. U téchto
vzorkid nebyl predpokladan vysoky obsah BA, jelikoz jsou to piva pasterovana, pochdzejici
z velkych pivovart,, ve kterych se velmi dbd na striktni dodrzovani systému HACCP.
To dokazuje také fakt, Ze u dvou vzorkl ze tii tvofi téméf polovinu celkového obsahu BA

putrescin, jehoz vyskyt je pfirozeny a vétSinou nesouvisi s mikrobidlni kontaminaci.

U vzorkd svrchné kvaSenych piv byla celkovd koncentrace BA od 2,658 + 0,225 mg/l
pro Radegast ROG IPA do 7,525 + 0,153 mg/l pro Rebel IPA. Lze tedy fici, Ze svrchné kvasena
piva jsou na biogenni aminy bohatsi nez piva vyrobend spodnim kvaSenim, ktera tvoii vétSinu
zkonzumovaného piva v Ceské republice. U vzorkth Rebel IPA a Primator IPA
(4,326 + 0,263 mg/1) tvofil vétsinu celkového mnozstvi BA tyramin, zatimco u tietiho vzorku

byl dominantnim BA kadaverin.

Porovnani obsahu tii hlavnich BA, které se vyskytovaly ve vSech analyzovanych vzorcich, tedy

putrescinu, kadaverinu a tyraminu, prezentuje obrazek 23.
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Obrazek 23: Porovnani obsahu putrescinu, kadaverinu a tyraminu ve vzorcich piv

Posledni kategorii analyzovanych piv jsou piva kvasnicova, pSeni¢na a nefiltrovana. V nich se
celkovy obsah BA pohyboval v rozmezi 1,394 + 0,186 mg/l pro Staropramen Nefiltr PSeni¢ny
az 2,706 + 0,307 mg/l pro Bernard Kvasnicové pivo 10. V obou jmenovanych vzorcich byl
dominantnim BA putrescin nasledovan tyraminem, zatimco ve vzorku Primator Weizen byl
dominantni kadaverin. Ve vSech téchto pivech byl detekovan spermidin. Nejvyssi koncentrace
spermidinu byla stanovena ve vzorku Primator Weizen, konkrétné 0,191 + 0,71 mg/1, zatimco
Vv pivu Staropramen Nefiltr koncentrace nebyla stanovena, jelikoZ se nachazela pod LOQ.
Ptitomnost spermidinu pravé v téchto pivech lze vysvétlit piitomnosti kvasinek, v nichz se
tento BA pfirozené¢ vyskytuje. Primator Weizen je pivo pSeni€né svrchné kvasené
a nefiltrované, coz znamena, Ze obsahuje kvasinky, které bézné byvaji odstranovany filtraci.
Bernard Kvasnicovd 10 je pivo kvasnicové, coz znamend, Ze kvasinky byly pfidany do jiz
hotového produktu. Toto pivo navic neni pasterizované, pravdépodobné proto také obsahuje
nejvyssi celkové mnozstvi BA z téchto tii vzorki. Staropramen Nefiltr PSeni¢ny opét obsahuje
kvasinky, které nebyly separovany filtraci. VSechna ostatni analyzovana piva jsou filtrovana,

a kvasinky se v nich tedy nevyskytuji, proto v nich spermidin nebyl detekovan. Vzorek piva
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Staropramen obsahoval nejnizsi celkové mnozstvi BA ze vSech analyzovanych vzork.
To mlze byt dano jednak nejniz§im pH ze vSech vzorkil (4,29), nebo také pritomnosti

jable¢ného a koriandrového extraktu.

Srovnani celkového obsahu jednotlivych BA v analyzovanych vzorcich piva uvadi obrazek 24.
Nejzastoupené€jsim BA v analyzovanych vzorcich piva byl tyramin, jeho celkova koncentrace
ve vSech vzorcich byla témét 43 mg/l. Nasledoval kadaverin s celkovou koncentraci ptes
31 mg/l a putrescin o obsahu témét 9 mg/l. Celkovy obsah histaminu a spermidinu byl nizky
(2,419 mg/l, respektive 0,191 mg/l) vzhledem k tomu, Ze byly stanoveny kazdy pouze v jednom
vzorku. Fakt, ze je tyramin nejvice zastoupenym BA ve vzorcich ¢eskych piv, je v souladu
s vysledky studii [52] a [60]. Podle zjiSténi, ze nejzastoupenéjSimi BA v analyzovanych
vzorcich piva jsou tyramin a kadaverin, 1ze usuzovat, Ze v procesu vyroby musely byt pfitomny
dekarboxyldza-pozitivni mikroorganismy (napf. laktobacily), které tyto dva zastupce BA
vyprodukovaly. Tyto mikroorganismy mohly mit piivod bud’ ve vstupnich surovinach, které¢
jimi byly kontaminované, nebo ke kontaminaci doslo az pti vyrob¢ kviili nedodrZeni spravnych

hygienickych postupi.
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Obrazek 24: Celkovy obsah jednotlivych biogennich amini ve 12 analyzovanych vzorcich piva

3.7.2 Vysledky analyzy realnych vzorki po zakoncentrovani derivatu

Pro post-derivatizani zakoncentrovani realnych vzorkd piv byla pouZita optimalizovana
metoda MEPS, ktera je popsana v kapitole 2.4.4. Ziskané plochy pikii zakoncentrovanych
dansylderivati mély byt vyuzity pro kvantifikaci BA ve vzorcich. V pribéhu analyzy vzorki
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vSak doslo k nasyceni sorbentu v posledni MEPS jehle, ktera byla v laboratofi k dispozici.
Vzhledem k dob¢ dodani novych BINu prodejcem, ktera byla odhadnuta na 5 tydnt, a k cené
jednoho baleni s5 BINy 13000 K¢ bez dané bylo piistoupeno ke kvantifikaci BA
Z nezakoncentrovanych vzorka. Tato extrak¢ni technika se pro analyzu v bézné laboratofi
ukdzala jako velmi neekonomicka, jelikoz jednou jehlou plnénou sorbentem by bylo mozné
zakoncentrovat pouhych 6 vzorkll. Také reprodukovatelnost této techniky je diskutabilni,
jelikoz jak se ukézalo pti optimalizaci i nasledné analyze vzorkt, velikost ziskané plochy piku
analytu je velmi zavisla na stavu sorbentu. Tedy zda analytik pouzije novou jehlu se sorbentem,
nebo jehlu, na které bylo provedeno jiz napt. 50 extrakci. Zivotnost sorbentu 100 extrakei, jak

udava sam vyrobce, je tedy pouze orientacni.

Presto bylo provedeno zakoncentrovani 5 vzorkil, v nichz byly kvantifikovany BA stejnym
zpisobem, jako u nezakoncentrovanych vzorki (kapitola 3.7.1), pouze za pouziti kalibra¢ni
pfimky, ktera byla sestavena pro metodu MEPS. Stanovené koncentrace BA ve vzorcich
po zakoncentrovani prezentuje tabulka 21. Mezi vysledky s extrakei a bez extrakce se vyskytuji
¢etné rozdily. Po zakoncentrovani bylo mozné ve vzorcich stanovit isoamylamin. Ten byl
nalezen v pivu Krakonos, a to v koncentraci 0,299 + 0,09 mg/l, a ve vzorku Svijansky maz,
konkrétn¢ 0,198 + 0,09 mg/l. Tento BA je typicky pro vino, v pivu pfili§ bézny neni.
Po zakoncentrovani naopak nebyl detekovan spermidin, ktery byl detekovan ve tfech vzorcich
bez extrakce. Pravdépodobné by to mohlo byt jeho vysokou retenci na pouzity sorbent C18.
Po zakoncentrovani byl histamin stanoven nejen v pivu Krakonos, ale také ve vzorku Svijansky
maz, konkrétné¢ 0,173 + 0,052 mg/l. Porovnani chromatogramli vzorkli piv bez extrakce

a s extrakci jsou uvedeny v priloze IV.

Koncentrace BA v jednotlivych vzorcich piv stanovené bez extrakce a po extrakci technikou
MEPS byly porovnany graficky. Obrazek 25 prezentuje srovnani pro vzorek Radegast ROG
IPA, v némz byla po zakoncentrovani stanovena niz$i koncentrace kadaverinu o 0,319 mg/I
a tyraminu o 0,187 mg/l. Koncentrace putrescinu u zakoncentrovanych derivati byla naopak
stanovena vyssi o 0,215 mg/l. Podobny trend platil pro stanovené obsahy BA ve vzorku piva
Svijansky maz, jehoz porovnani prezentuje obrazek 26. V tomto vzorku byl v ptipadé
stanoven¢ho obsahu kadaverinu rozdil mezi zakoncentrovanym a nezakoncentrovanym

vzorkem dokonce 2,984 mg/I.
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Tabulka 21: Obsah biogennich aminti v realnych vzorcich po extrakci derivata

Obsah biogenniho aminu [mg/1] n==6
Vzorek - - - - - -
Isoamylamin | Putrescin | Kadaverin | Histamin | Tyramin | BA celkem

0,785+ 1,127 + 0,455 + 2,367 +

Radegast ROG IPA <LOD 0,083 0,100 <LOD 0,039 0,222
. 0,550 + 0,820 + 2,379 + 3,749 +

Primator IPA <LOD 0,075 0,094 <LOD 0,297 0,466
Krakono$ svétly 0,299 + 1,167+ | 11,601+ | 2,039+ | 27,783+ | 42,889+

lezak 12 0,090 0,087 0,112 0,051 0,292 0,632
. 0,623 + 0,315+ 0,705 + 1,643 +

Starobrno Medium <LOD 0,09 0,082 <LOD 0,042 0,214
Svitansky maz 11 % 0,198 + 0,667 + 4330+ | 0,173+ | 0,484+ 5,852 +

Jansky ° 0,090 0,096 0,100 0,052 | 0,030 0,368

Obrazek 27 prezentuje srovnani pro vzorek Primator IPA. Po zakoncentrovani technikou MEPS

byl stanoven 0 0,085 mg/I niZsi obsah putrescinu a o 0,649 mg/l nizsi obsah tyraminu. Naopak

kadaverinu bylo po zakoncentrovani stanoveno o 0,157 mg/l vice. Stejny trend platil také pro

stanovené obsahy BA ve vzorku Starobrno Medium. Porovnani pro tento vzorek uvadi

obrazek 28.
1,6
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Putrescin Kadaverin Tyramin

Obrazek 25: Porovnani obsahu amind v pivu Radegast ROG IPA bez extrakce a s extrakei

Srovnani vysledkl pro vzorek nepasterizovaného svétlého lezaku Krakono$ uvadi obrazek 29.

V ptipadé tohoto vzorku byl po zakoncentrovani stanoven nizs§i obsah vSech porovnavanych

BA nez bez zakoncentrovani. Nejvétsi rozdil byl zaznamenan u kadaverinu (rozdil 6,677 mg/1).
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Naopak koncentrace tyraminu stanovena ze zakoncentrovanych derivatti byla téméf totozna

s koncentraci stanovenou bez extrakce.

koncentrace [mg/l]
S

= I

bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS

Putrescin Kadaverin Tyramin

N

Obrazek 26: Porovnani obsahu amint v pivu Svijansky maz bez extrakce a s extrakci

I
O’5 I -
0

bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS

Putrescin Kadaverin Tyramin

Obrazek 27: Porovnani obsahu amind v pivu Primator IPA bez extrakce a s extrakci
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Obrazek 28: Porovnani obsahu aminti v pivu Starobrno Medium bez extrakce a s extrakci

25
20

15

koncentrace [mg/l]

10

0
bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS bez MEPS MEPS

Putrescin Kadaverin Histamin Tyramin
Obrazek 29: Porovnani obsahu amint v pivu Krakonos bez extrakce a s extrakci

U vSech vzorkii bylo po zakoncentrovani stanoveno nizsi celkové mnozstvi BA nez bez
zakoncentrovani. Ackoliv by koncentrace BA stanovené po zakoncentrovani technikou MEPS
mély byt stejné jako koncentrace stanovené z ptimého nastfiku derivati do HPLC systému,
casto byly vysledné koncentrace velmi odlisné. Divodem mohou byt jak odlisné chemické

vlastnosti studovanych biogennich aminti, které vedou k rozdilné retenci vuéi sorbentu C18,
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tak interferujici slozky matrice (napft. ethanol nebo aminokyseliny). Ty mohou blokovat ¢ast
sorbentu, ktera potom jiz neni volna pro sorpci analytti. Extrakci pomoci MEPS patrné¢ dochazi

ke ztraté Casti dansylderivati BA ze vzorkt piva.

Technika MEPS se neprokazala jako vhodna pro zakoncentrovani dansylderivati biogennich
aminu ze vzorki piva, a to hned z n¢kolika diivodi. Rutinni pouzivani této extrakéni techniky
je neekonomické. Pokud je hlavnim pozadavkem analytika dosahnout vysoké ucinnosti
extrakce, musi ptistoupit k opakovanému nasavani mensich objemu vzorku, ¢imz nartsta pocet
extrakci provedenych na jedné jehle se sorbentem. Tim se sniZzuje pocet vzorki, jejichz
celkovou extrakci lze provést na jedné jehle, vzhledem ke kapacité¢ sorbentu, kterd je
100 extrakci. Pti ptedpokladané cené jednoho BINu cca 2 600 K¢ bez dané se tak analyza
vétSitho mnozstvi vzorkli mize vySplhat az na cenu v faddech desitek tisic korun. Extrakce je
také ovlivnéna slozkami matrice, takze pti ni pravdépodobné dochazi ke ztratam derivati BA.
Utinnost extrakce je velmi proménliva v zavislosti na povaze vzorku a konkrétniho aminu.
Pro nékteré BA by vSak tato technika mohla byt vhodnd, napf. u tyraminu bylo dosazeno

pomérné slusné ucinnosti.
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4 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky derivatizace dansylchloridem,
nasledného zakoncentrovani derivati biogennich aminti ze vzorkd piva a jejich separace

technikou  vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s detekci diodovym  polem.

Optimalizovana metoda byla aplikovana na celkem 12 vzorkt piva ¢tyf riznych druht.

Teoreticka Cast prace je zaméfena na biogenni aminy v potravinach, zejména v pivu,
na moznosti jejich stanoveni, zejména pomoci chromatografickych technik, na moznosti
extrakce z potravinové matrice a na zpusoby derivatizace biogennich amind. Stru¢né je zde

popsana vyroba piva a legislativa vztahujici se k pivu.

Byla optimalizovéana teplota a cas derivatizacni reakce, koncentrace derivatiza¢niho cCinidla
a odstranéni jeho pfebytku. Zvolena byla teplota 55 °C a ¢as 40 min, dansylchlorid
0 koncentraci 1 g/l a odstranéni jeho piebytku L-prolinem. Pro zakoncentrovani derivatt byla
zvolena technika mikroextrakce tuhou fazi s vyuzitim stiikac¢ky. U mikroextrakce byl proveden
vybér vhodného sorbentu, byly optimalizovany koncentrace, objem a teplota elu¢niho ¢inidla
a testovana kapacita sorbentu. Nakonec bylo nutné optimalizovat také upravu vzorkt piva pred

derivatizaci. Vzorek bylo nutné odplynit, pfecistit polyvinylpyrrolidonem a nakonec upravit pH.

Pro optimalizovanou metodu byly ur¢eny meze detekce a meze stanovitelnosti jednotlivych
biogennich aminti. Pro optimalizovanou metodu mikroextrakce byla vypocitana extrakéni

ucinnost pro jednotlivé biogenni aminy.

U 12 vzorkii piva byl sledovan obsah deviti biogennich amind, konkrétn¢ tryptaminu,
fenylethylaminu, isoamylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, sperminu
a spermidinu. Ve vsech analyzovanych vzorcich piva se vyskytovaly putrescin, kadaverin
a tyramin. Naopak v zadném vzorku nebyly detekovany fenylethylamin a spermin. Tryptamin
nebylo mozné ve vzorcich stanovit, protoze eluoval ve stejny ¢as jako dansylderivat ethanolu.
Nejzastoupen€jSim biogennim aminem byl tyramin, nasledovaly kadaverin a putrescin.
Nejvyssi celkovy obsah biogennich aminil byl stanoven v nepasterizovaném svétlém lezédku
Krakonos, konkrétné 49,898 mg/I1. Tato koncentrace je sice poloviéni nez koncentrace uvadéna

jako zdravi nebezpecna, avSak pro citlivé jedince mlze byt 1 pfesto povazovana za rizikovou.

Pouzita technika zakoncentrovani dansylderivati biogennich amint, tedy mikroextrakce tuhym
sorbentem s vyuzitim stiikacky, se ukdzala jako neekonomicka. Také pfi ni dochazelo

ke ztratam casti derivati a k velkému vlivu matrice vzorkd, ktery ovliviioval jeji t¢innost.
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PRILOHY

Priloha I: Grafy kalibra¢nich zavislosti bez zakoncentrovani
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Obrazek I - 2: Kalibra¢ni zavislost isoamylaminu, sperminu a histaminu
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Obrazek I - 3: Kalibra¢ni zavislost kadaverinu a tyraminu
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Obrazek I - 4: Kalibra¢ni zavislost putrescinu a spermidinu
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Priloha II: Grafy kalibra¢nich zavislosti po zakoncentrovani
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Obrazek II - 1: Kalibracni zavislosti tyraminu, fenylethylaminu a spermidinu po zakoncentrovani
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Obrazek II - 2: Kalibracni zavislost kadaverinu, tryptaminu a isoamylaminu po zakoncentrovani
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Obrazek II - 3: Kalibracni zavislost putrescinu, sperminu a histaminu po zakoncentrovani
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Priloha III: Chromatogramy realnych vzorkii piv bez zakoncentrovani
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Obrazek I1I - 1: Chromatogram vycepniho piva Gambrinus Original 10 bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek I1I - 2: Chromatogram vycepniho piva Branik svétly bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek III - 3: Chromatogram vycepniho piva Radegast Razna 10 bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek I1I - 4: Chromatogram svrchné kvaSeného piva Radegast ROG IPA bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek III - 5: Chromatogram svrchné kvaseného piva Rebel IPA bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek III - 6: Chromatogram svrchné kvaSeného piva Primator IPA bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek I1I - 7: Chromatogram nepasterizovaného piva Krakonos svétly lezak 12 bez zakoncentrovani

3 —isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin,

* _ ethanol
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Obrazek III - 8: Chromatogram nepasterizovaného piva Starobrno Medium bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek III - 9: Chromatogram nepasterizovaného piva Svijansky maz 11 % bez zakoncentrovani

3 —isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek III - 10: Chromatogram pSeni¢ného piva Primator Weizen bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, 9 — spermidin, * — ethanol
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Obrazek I1I - 11: Chromatogram piva Bernard kvasnicové pivo 10 bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, 9 — spermidin, * — ethanol
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Obrazek III - 12: Chromatogram piva Staropramen Nefiltr PSeni¢ny bez zakoncentrovani

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, 9 — spermidin, * — ethanol
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Priloha I'V: Chromatogramy zakoncentrovanych derivati ze vzorki piv
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Obrazek IV - 1: Srovnani chromatogramt piva Radegast ROG IPA po zakoncentrovani (A) a bez
zakoncentrovani (B)

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek IV - 2: Srovnani chromatogramil piva Primator IPA po zakoncentrovani (A) a bez
zakoncentrovani (B)

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek IV - 3: Porovnani chromatogramti vzorku Krakono$ po zakoncentrovani MEPS (A) a bez
zakoncentrovani (B)

3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin,
* — ethanol
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Obrazek IV - 4: Srovnani chromatogrami piva Starobrno po zakoncentrovani (A) a bez
zakoncentrovani (B)

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin, * — ethanol
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Obrazek IV - 5: Srovnani chromatogramt piva Svijansky méz po zakoncentrovani (A) a bez
zakoncentrovani (B)

3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin, 7 — 1,7-diaminoheptan (IS), 8 — tyramin,
* — ethanol
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