UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

DIPLOMOVA PRACE

2019 Bc. Miroslava Jonakova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Vyvoj metody pro stanoveni biogennich aminii v potravinach

Bc. Miroslava Jondkova

Diplomova prace

2019



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DiLA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bec. Miroslava Jonakova
Osobni éislo: C17515

Studijni program: IN1407 Chemie

Studijni obor: Analyticka chemie

Nézev tématu: Vyvoj metody pro stanoveni biogennich amint v potravinich

Zadavajici katedra: Katedra analytické chemie

Zidsady pro vypracovani:

1. V teoretické Casti prace se nejprve zaméfte na charakteristiku biogennich amint. Popiste
jejich vlastnosti, u¢inky na lidsky organismus a vyskyt v potravinich. Déle prostudujte mo#
nosti jejich stanoveni pomoci modernich analytickych metod. Zaméite se také na stanoven:
téchto litek ve vzorcich potravin, napf. v syru nebo viné. a popiste konkrétni zpisob jejict
analyzy véetné piipravy vzorku pied analyzou.

2. V experimentalni ¢asti prace optimalizujte metodu HPLC-UV-MS stanoven{ derivatti bi-
ogennich aminti. Naleznéte vhodné podminky derivatizace dansylchloridem a optimélni pod-
minky separace pIipravenych derivati. Vyvinutou metodu validujte.

3. Validovanou metodu vyuZijte pii stanoven{ biogennich amint v redlnych vzorcich, jakc
napf. vino nebo syr. Aplikujte vhodné postupy z prostudované literatury a upravte pod-
minky tak, aby vedly k Gspésné izolaci analyti ze vzorkd.

4. Ziskané poznatky radné komentujte a konkrétni vysledky porovnejte s odbornou litera-
turou. V zévéru zhodnotte vhodnost pouZiti metody HPLC-UV-MS pro stanoveni biogennich
amind.



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

Podle pokynti vedouci prace.

Vedouc{ diplomové préace: Ing. Blanka Svecova, Ph.D.

Katedra analytické chemie

Datum zad4ni diplomové préce: 5. inora 2019

Termin odevzdéni diplomové prace: 9. kvétna 2019

—’—‘%—7 L.S.

prof. Ing. Petr Kalenda, CSc. ' prof. Ing. Karel Ventura, CS
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. inora 2019



Prohlasuji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem

V praci vyuzila, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., autorsky zdkon, zejména se skuteCnosti, Zze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1
autorského zdkona, a s tim, ze pokud dojde k uZiti této prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice opravnéna ode mne pozadovat
pfiméfeny prispévek na thradu ndkladl, které na vytvoreni dila vynalozila, a to podle

okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47 b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a 0 zméné
a doplnéni dalSich zikonli (zakon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjSich ptedpisi,

a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 9/2012, bude prace zvefejnéna v Univerzitni knihovné

a prostfednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 9. 5. 2019

Bc. Miroslava Jonakova



Podékovani

Na tomto mist¢ bych chtéla podékovat vedouci této diplomové prace pani Ing. Blance
Svecové, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady, pfipominky, vstiicné jednani, trpé&livost
a za poskytnuti veskerého laboratorniho vybaveni. Zvlastni podékovani patii také mé rodiné

a ptiteli za podporu pii mém studiu.



Anotace

Tato diplomové prace se zabyva vyvojem a validaci metody pro stanoveni biogennich aminti
V potravinach. V teoretické Casti jsou popsany toxikologické vlastnosti biogennich amind,
jejich vznik, rozdé€leni, vyskyt a reaktivita. Dale je zde popsano stanoveni biogennich amint
pomoci chromatografickych metod. Experimentalni ¢ast je zaméfena na optimalizaci
a validaci HPLC-UV/MS metody pro stanoveni biogennich amini ve formé dansyl derivata.
Validovana metoda je aplikovana na 10 vzorkl vin (Cervenych, bilych a jednoho rizového)

a 5 vzorki zrajicich syru.

Kli¢ova slova

biogenni aminy, dansyl derivaty, kapalinova chromatografie, spektrofotometricka detekce,

hmotnostni detekce, vino, syr

Title: Development of the method for determination of biogenic amines in food
Annotation

This thesis deals with the development and validation of a method of the determination of
biogenic amines in food. The toxicological properties of biogenic amines, their formation,
distribution, occurrence and reactivity are described in the theoretical part. Further, the
determination of biogenic amines using chromatographic methods is described as well. The
experimental part is focused on the optimization and validation of HPLC-UV/MS method of
the determination of biogenic amines as dansyl derivatives. The validated method is applied
to the analysis of 10 samples of wine (red, white and one pink) and 5 samples of ripened

cheeses.
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UVOD

Biogenni aminy jsou dusikaté slouceniny organického pivodu. U rostlin jsou stavebnimi
latkami pro biosyntézu fytohormont a v zivocisnych tkanich plni funkci tkdnovych hormont
a souvisi se stabilizaci bunééné membrany a rastem bunék. Biogenni aminy jsou ale také
zaroven povazovany za nebezpetné latky vyskytujici se v potravinach, které vznikaji
dekarboxylaci aminokyselin pomoci mikrobidlnich a enzymatickych reakci. Tyto slouCeniny
se tvoii v prubéhu skladovani a zpracovani nékterych potravin mikrobiologickou ¢innosti.
Pokud jsou pfitomny ve vysokych koncentracich mohou zpisobovat zdravotni problémy
spotiebitelim. Mezi hlavni potraviny, ve kterych se vyskytuji biogenni aminy, patii naptiklad

mlécné vyrobky (pievazné zrajici syry), vino, ryby, maso a pivo.

U n¢kterych druht syra je stanoveni biogennich aminl pouzivano jako hygienickd kontrola
kvality pfi jejich vyrob¢. Hlavnimi faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amint v syrech,
jsou pH (5-6,5), koncentrace soli, dostupnost vody, teplota, doba zrani, skladovani a mnozstvi
ptitomnych bakterii. Doba zrani syri je povazovana za kriticky faktor akumulace biogennich

amin®. Cim delsi je doba dozravani, tim vyssi je celkovy obsah amint v syrech.

Zvyseny obsah biogennich amini ve viné je povazovan za znehodnocujici, a obvykle
se vyskytuje u vin, které dlouhodobé zraji v sudech, nebo i lahvich. ZvySeny obsah amint
se vyskytuje u vin méné kyselych, a proto mivaji ¢ervena vina vysS$i koncentraci biogennich
amini neZ vina bild. Pfitomnost biogennich amini ve vinech je také spojovéna

s nedostate¢nou hygienou béhem vyroby vina.

Pro wvlastni stanoveni biogennich aminli se pouzivd celd ftada elektromigracnich
a chromatografickych technik, avSak nejpouzivanéjsi technikou je vysokoucinna kapalinova
chromatografie. Pfed vlastni analyzou je vSak nezbytné provést derivatizaci vhodnym

¢inidlem, které by umoznilo detekci analyta.

Cilem této diplomové prace je optimalizovat a validovat metodu pro stanoveni biogennich
amini v potravinach. Jako né&poj bylo pro analyzu biogennich aminii vybrano vino

a Z mlé¢nych vyrobkil byly vybrany zrajici syry.

13



1 TEORETICKA CAST
1.1 Biogenni aminy

1.1.1 Charakteristika biogennich aminii

Biogenni aminy jsou biologicky vyznamné dusikaté slouceniny piitomné v rostlinnych,
zivoci$nych a mikrobidlnich bunkach. Nekteré biogenni aminy jsou naptiklad protoalkaloidy
rostlin, stavebnimi latkami pro biosyntézu fytohormont, v zivo¢isnych tkanich plni funkci
tkanovych hormont a jsou prekurzory hormont nadledvinek (katecholaminy). Aminy mohou
ve své molekule vazat rlizny pocet aminoskupin, nejéastéji se vSak jednd o jednu, dvé,
poptipadé tii aminoskupiny. Podle poctu uhlovodikovych zbytkd (-R) aminy rozdélujeme
na primarni (R-NHz), sekundarni (R2-NH) a terciarni (R3-N).

Biogenni aminy jsou povazovany za nebezpeéné latky vyskytujici se v potravinach.
V evropskych pravnich ptfedpisech neexistuje prahovd hodnota pro tyto latky, s vyjimkou
histaminu, ktery je kontrolovan ptedevs§im v produktech rybolovu. Tyto slou¢eniny se tvoii
béhem skladovani a zpracovani nékterych potravin mikrobiologickou ¢innosti. Pokud jsou
pfitomny ve vysokych koncentracich, mohou mit toxikologické ucinky a zplsobuji zdravotni
problémy spotiebitelim, zejména citlivym osobam. Histamin je nejvice studovanym aminem
kvtli jeho schopnosti zpiisobovat bolesti hlavy, pokles krevniho tlaku a zazivaci potize.
Tyramin je Casto spojovan s migrénou a se zvySenym krevnim tlakem. Ostatni aminy, jako je
napiiklad putrescin a kadaverin, maji niz8i hodnotu farmakologické aktivity, mohou vSak

zesilovat Gi¢inky histaminu a tyraminu [1-11].

Biogenni aminy jsou vyznamné zejména diky jejich fyziologické funkci, kterd souvisi
se stabilizaci bunééné membrany a ristem bunck, tzn., podileji se na DNA a RNA
proteosyntéze. Pii obnové¢ a rlstu tkani naptiklad pifi pooperatnim zotavovani, jsou
povazovany za vyznamné mikrokomponenty potravin. AvSak u jedinctl, u nichz se vyskytuji

naptiklad rizna nadorova onemocnéni, by mél byt jejich piijem omezen na minimum [12].
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1.1.2 Toxikologické acinky

Biogenni aminy jsou pro lidsky organismus nepostradatelné, ale ve vysSich koncentracich
se mohou projevovat jako latky psychoaktivni, které pusobi jako pfenaseci v centralnim
nervovém systému. Dale mohou putisobit jako vasoaktivni latky, které pfimo nebo nepiimo

ovlivityji cévni systém.

Obsah biogennich amini v potravinach je studovan zejména kvtli jejich toxicité. Jak jiz bylo
uvedeno vySe, biogenni aminy maji fadu uCinkl, které neptiznivé ovliviluji lidsky
organismus. Biogenni aminy nej¢astéji zptisobuji bolest hlavy, migrénu, vyrazku, nevolnost,

travici obtize, zvySeny nebo naopak snizeny krevni tlak.

Histamin je spojovan s fadou potravinovych otrav, které mohou mit riiznou intenzitu. Pfijem
histaminu do 40 mg mutze zptsobit lehkou, do 100 mg stiedni a vys$si nez 100 mg intenzivni
otravu. Maximélni pfipustnd hladina histaminu v potravinach by méla byt do 100 mg-kg™
a tyraminu do 800 mg-kg™. Hodnota ptes 1080 mg-kg™ tyraminu je povazovana za toxickou.
U putrescinu, sperminu, spermidinu a kadaverinu nebyly prokazany zadné nepiiznivé
zdravotni ucinky, ale mohou reagovat s dusitanem za vzniku karcinogennich nitrosoamind.
Tryptamin a agmatin se obvykle vyskytuji v nizkych koncentracich a jejich vyskyt neni

spojovan s nezadoucim puisobenim na lidsky organismus [11-13].

Histamin je biologicky aktivni sloucenina, kterd mize zptisobovat fadu komplikaci v lidském
téle. Pfimo stimuluje srdce, plisobi na hladké svaly wvnitfnich organt (kontrakce
nebo uvolnéni), stimuluje smyslové a motorické neurony a zvySuje sekreci zaludeénich
kyselin. Jak jiz bylo uvedeno vySe, histamin je spojovan s fadou otrav. Charakteristické
pfiznaky histaminové otravy zahrnuji vyrazku, koptivku, edém a lokalizovany zanét.
Gastrointestindlni postiZzeni je charakterizovdno zvracenim, prijmem a bfiSnimi kiecemi.
Ostatni pfiznaky zahrnuji zvySeny krevni tlak, bolest hlavy, mravenceni a pocity paleni

Vv ustech [14].

Stanoveni piesné prahové hodnoty je velmi obtizné, protoze toxickd davka je silné zavisla
na ucinnosti detoxikace mechanismu kazdého jednotlivce. Malé davky biogennich amin
V potravinach jsou metabolizovany za vzniku mén¢ aktivnich degradac¢nich procesli pomoci
enzymu diaminoxidazy. Naproti tomu vysoké davky biogennich amini nedokéze tento

enzymovy systém eliminovat. Pfi nedostate¢né Cinnosti enzymu diaminoxidazy, kterda muze
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byt zplisobena napiiklad gastrointestinalni chorobou nebo sekunddrnim ptsobenim 1€k

a alkoholu, nejsou metabolizovany ani malé davky biogennich amint [11-13].

1.1.3 Vznik a rozdéleni biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji pfevazn¢ mikrobidlni dekarboxylaci aminokyselin, kdy primarni
aminoskupina je soucasti téchto kdodovanych aminokyselin, a dale také mohou
vznikat transaminaci aldehydd a ketont. Tyto reakce probihaji ve vSech potravinach,
ve kterych se vyskytuji bilkoviny nebo volné aminokyseliny. Aminy vznikaji také béhem
alkoholové fermentace, mohou byt tvoteny bakteriemi mlé¢ného kvaseni a vznikaji v pribchu
zrani vina. Biogenni aminy jsou také pfitomny v mostu a pivu. Dominantnimi biogennimi
aminy ve vin¢ jsou histamin, tyramin, putrescin, kadaverin a ethylamin. Obecné nejvyssi
koncentrace téchto sloucenin se vyskytuji ve fermentovanych potravinach, které obsahuji

mnohem vy$$i mnozstvi nez nefermentované potraviny [1,8-10,15].

Biogenni aminy lze rozd¢lit podle struktury na alifatické (Obrazek 1), aromatické (Obrazek 2)
a heterocyklické (Obrazek 3). Mezi alifatické aminy fadime agmatin, kadaverin, putrescin,
spermidin, spermin, mezi aromatické fadime naptiklad fenylethylamin a tyramin a mezi

heterocyklické fadime histamin a tryptamin.

Agmatin (AGM) Kadaverin (CAD)
AN NH NN
Y ~N"SNH,  HN NH,
NH,
Putrescin (PUT) Spermidin (SPD)

NN NN
HNT SN N2 HpN NH NF,

Spermin (SPM)
NN /\/\/

Obrazek 1 Alifatické biogenni aminy [9]
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Fenylethylamin (PEA) Tyramin (TYR)

CH,CH,NH, CH,CH,NH,

0 G

Obrazek 2 Aromatické biogenni aminy [9]

Histamin (HIS) Tryptamin (TRYP)
Y CH,CH,NH,
(N
N Z N
CH,CH,NH, H

Obrazek 3 Heterocyklické biogenni aminy [9]

Alifatické biogenni aminy vznikaji zplisobem, jaky ilustruje Obrazek 4. Rozkladem bilkovin
a naslednou dekarboxylaci vznika z ornitinu putrescin a z lysinu kadaverin. Putrescin muze
také vznikat dekarboxylaci argininu, kdy jako meziprodukt vznika agmatin a z né¢ho nasledné

putrescin. Z putrescinu také vznika naslednou methylaci spermidin a spermin.
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Arginin

.

Citrulin
\ AG'ViAT' N Omitin ~ Lysin
N-karbamoylputrescin l
¢ KADAVERIN
S-adenosylmethionin
PUTRESCIN

¢ Dekarboxylace

.y

Aminopropyl
\iERMI DIN

SPERMIN

Obrazek 4 Vznik a pireména biogennich aminii S alifatickym retézcem [12]

Aromaticky fenylethylamin vznikd pusobenim fenylalanindekarboxylasy z fenylalaninu
a z aminokyseliny tyrosinu vznikd pusobenim triosyndekarboxylasy tyramin, ktery
je substratem pro dalsi dilezité aminy jako je naptiklad adrenalin, dopamin a noradrenalin.
Heterocyklicky histamin vznikd z histidinu plsobenim enzymu histidindekarboxylasy

a tryptamin vznika z aminokyseliny tryptofanu [9,11,12,16].

1.1.4 Vyskyt biogennich amint

Stanoveni biogennich aminl v potravindch a napojich se provadi z bezpe€nostnich divodi.
Histamin, tyramin, putrescin a kadaverin jsou hlavni slouceniny, které se bézné& stanovuji
v kvasenych néapojich jako je vino a pivo. Jejich obsah ve viné souvisi s ro¢nikem, odridou
hroznd, a pfedev§im zplsobem vyroby vina. I kdyZ jsou biogenni aminy pfitomny
po alkoholovém kvaseni, vytvaii se hlavné béhem malolaktické fermentace cervenych vin.
Obecné plati, ze koncentrace aminii ve vin€ jsou vys$S$i nez v pivu. Pokud je pivo
kontaminovano bakteriemi mlééného kvaseni jak jiz béhem vareni, tak v priibéhu uskladnéni,
hodnoty koncentraci jednotlivych amini se zvySuji. Obsah biogennich amint ve spravné
uvafeném a skladovaném pivu zpravidla nepiekro¢i hodnoty jednotek mg-I. Soucasna

legislativa a doporuceni stanovena pro histamin ve viné a pivu, uvadi maximalni povoleny

obsah nékolika mg-I? [10].
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Pti vyrobé fermentovanych saldml a zrajicich syrt také vzrustd koncentrace biogennich
amini. Tento ndrQst je nejvyraznéjsi v pocatecni fazi vyroby a je zavisly na pfitomnosti
mikroorganismil. V nékterych p¥ipadech obsahuji tyto vyrobky az 1000 mg-kg* histaminu,
580 mg-kg™ putrescinu, 100 mg-kg™ sperminu a 90 mg-kg™ spermidinu [11].

Hlavnimi biogennimi aminy v mase, rybach a syrech byvaji histamin, kadaverin, putrescin
a tyramin. Béhem uchovavani masa se obsah biogennich aminl zvySuje vlivem enzymové
aktivity pfitomné mikroflory, a proto se nékteré aminy vyuzivaji jako indikatory kvality
a Cerstvosti masa. Jako priklad lze uvést Cerstvé veprové maso, které obsahuje piiblizné
7 mg-kg! kadaverinu a putrescinu, zatimco zkaZené maso obsahuje pies 60 mg-kg? téchto

aminu [11].

Biogenni aminy se vyskytuji taktéz v rybim mase. V Cerstvém mase je jejich obsah pomérné
nizky, napiiklad maso tuiidka obsahuje maximalné 10 mg-kg? histaminu a maximalng
2 mg-kg? tyraminu. Koncentrace biogennich aminti v8ak roste pti nevhodném skladovani.
Pti skladovani ryb pfi teploté kolem 0 °C vznikaji biogenni aminy v zanedbatelném mnozstvi.
Pfi vyssich teplotdich hodnoty histaminu rapidné rostou az na hodnoty kolem 3 g-kg?

u makrel a u tuiiaka dokonce na hodnotu 8 g-kg™ [11].

Biogenni aminy se také vyskytuji v rostlinnych materidlech, jako jsou naptiklad banany,

pomerance, raj¢ata, Spenat, zeli a slad [11].

Procentualni zastoupeni biogennich aminl v rostlinnych i zivo¢isnych potravinach ilustruje

Obrazek 5 [10].

Ostatni Maso
[0)
20% 18%
Ocet
1%
Ovocné dZusy
3%
Pivo
5%
? Vino Syry
14% 16%

Obrazek 5 Procentudlni zastoupeni biogennich aminii ve vybranych druzich potravin [10]
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1.1.5 Reaktivita biogennich amint

Biogenni aminy jsou pomérné reaktivni latky, které podléhaji pievazné enzymatickym
reakcim. Pfi téchto reakcich muze dochazet ke vzniku riznych derivati biogennich aminu,
ddle mohou oxidativni deaminaci poskytovat aldehydy. Pii zvySené teploté
a pfi dlouhodob¢jsim skladovani reaguji biogenni aminy S triacylglyceroly za vzniku amida
mastnych kyselin. Pfi reakcich neenzymového hnédnuti vznikaji z aminti pfisluSné iminy,
které také mohou vznikat oxidaci amind, napiiklad peroxidem vodiku. S bilkovinami reaguji
biogenni aminy za vzniku [-N-substituovanych derivati diaminopropionové kyseliny.
Ve vinech a ostatnich alkoholickych népojich vznikaji reakci tryptaminu s aldehydy derivaty

B-karbolinu. Obrazek 6 ilustruje hlavni reakce biogennich amind [11].

172 0, oxidativni deaminace

1
> R-CH=0 aldehyd
-NH4
2 3

R -COOR tepl 2 1 ;

) - i » R’-CO-NH-CH,-R amid
R -CHz-NHz_ -R"-OH o ) ) )

R,-CHO neenzymové hnédnuti > R -CH=N-CH2-R imin

-H,0

H,0, oxidace . Rl—CH:NH imin

2 H,0

Obrazek 6 Hlavni reakce biogennich aminii [11]
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1.2 Stanoveni biogennich aminu

Stanoveni biogennich amini je dilezité zejména proto, Ze mohou mit pfimy nebo nepiimy
ucinek na nervovy systém a cévy. Mohou zptsobovat vyrazku, bolest hlavy, nevolnost, pokles
nebo naopak zvyseni krevniho tlaku, buseni srdce, v krajnich piipadech az krvaceni do mozku
a anafylakticky $ok’. U nékterych druhii syra je stanoveni biogennich aminfi pouZivano
té7 jako hygienické kontrola kvality pfi jejich vyrob& nebo jako indikator stupné proteolyzy?

a charakteristiky nékterych druht syrt.

Stanoveni biogennich amini neni pfili§ jednoduché, zejména kvali rozmanitosti struktur
téchto amind, jejich nizké koncentraci a slozitosti matric nékterych vzorkl. Diky vysoké
citlivosti a rozliseni se nejéastéji vyuziva vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)
S obracenymi fadzemi. Pfed vlastni analyzou se provadi izolace biogennich amind, napiiklad
pomoci extrakce kapalina-kapalina, kdy se jako rozpoustédla pouzivaji nejcastéji toluen,
chloroform, dichlormethan, ethylacetat, ethanol nebo isohexan. Tato technika vsak vyzaduje
velké mnozstvi organickych rozpoustédel i vzorku, a proto je snaha 0 vyvoj jinych technik.
Nejobvyklejsi metodou extrakce je extrakce na tuhou fazi (SPE), jejiz alternativou
je mikroextrakce na tuhou fazi (SPME), pii které se pouziva mensi objem rozpoustédla
aje vyuzivana zejména Zz ekonomickych a Casovych divodd. Izolace biogennich amind
se také provadi pomoci kyselin, jako je napiiklad kyselina chlorovodikova, chlorista

nebo trichloroctova [1,8,10,12,17].

Pro vlastni stanoveni biogennich amind se pouziva fada analytickych technik,
jako je naptiklad kapilarni zonova elektroforéza (CZE), chromatografie na tenké vrstvé
(TLC), plynova chromatografie (GC) a vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC),
ktera je nejpouzivangjs$i. Pfed vlastni analyzou pomoci HPLC a CZE je potieba provést
derivatizaci vhodnym cinidlem, které by umoznilo spektrofotometrickou nebo
fluorimetrickou detekci analytl. Pro eluci se pouziva gradientovy elu¢ni program sestavajici
zvody a acetonitrilu nebo methanolu. Derivatizace se provadi nejcastéji pomoci
dansylchloridu nebo o-ftaldialdehydu. Pied pouzitim plynové chromatografie je taktéz
potieba provést derivatizaci, ktera se provadi napiiklad pomoci
izobutylchlormravencanu (IBCF) [1,8,10,12,17].

! Anafylakticky $ok — akutni stav vznikajici v disledku precitlivélosti alergie k nékterym cizorodym latkam [18]
2 Proteolyza — §tépeni bilkovin na mensi ¢asti [18]
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1.2.1 Chromatografické metody pouzitelné pro analyzu biogennich amint

Chromatografie patfi mezi separacni techniky, kterd vyuzivd dé€leni slozek mezi dvéma
fazemi, z nichZ jedna je pohyblivad neboli mobilni a druha nepohybliva neboli stacionérni.
Obé faze jsou vzdjemné nemisitelné. Pti déleni latek dochazi k opakovanému transportu
molekul mezi stacionarni a mobilni fazi a dochazi k opakovanému ustavovani rovnovahy.
Urcujicim faktorem pro rychlost migrace slozky v chromatografickém systému jsou interakce
slozky a obou fazi. Vzorek je umistén na zacatek stacionarni faze a pohybem mobilni faze
ptes fazi staciondrni je touto soustavou unaSen. Silnéji jsou zadrzovany ty latky, které maji
vys$si afinitu ke staciondrni fazi. Timto zpisobem jsou od sebe oddéleny jednotlivé slozky

analyzovaného vzorku [19-21].

1.2.1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

V kapalinové chromatografii se jako mobilni faze pouziva kapalina. V praxi se nejcastéji
vyuzivda HPLC s normalnimi (NP-HPLC) nebo obracenymi (RP-HPLC) fazemi. V systému
s normalnimi fazemi je stacionarni faze polarnéjsi nez faze mobilni a v systému s obracenymi
fazemi je tomu naopak. Stacionarni faze byva zakotvena na povrchu absorbentu, ktery

je nejcastéji tvoren silikagelem (NP-HPLC) nebo modifikovanym silikagelem (RP-HPLC).

Mobilni faze se do systému ptivadi pistovym nebo membranovym cerpadlem, které musi
odolat tlaku az 60 MPa. V HPLC se nejéastéji pouziva stacionarni faze typu C18. K detekci
latek lze obecné pouzit fotometrické, refraktometrické, fluorescenéni, elektrochemické,
vodivostni nebo hmotnostni detektory. Vysledky analyz jsou vyobrazeny na chromatogramu
v podob¢ piki, kdy elucni ¢as odpovida dané latce (kvalita) a plocha piku odpovida jeji
koncentraci (kvantita) [19,21,22]. Obrazek 7 ilustruje instrumentalni uspofadani kapalinového

chromatografu.

Mobilni faze Odpad/sbér frakci
Obrdazek 7 Instrumentace HPLC [23]
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1.2.1.2 Spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

V soucasnosti se jiz bézné pouziva K separaci a identifikaci latek spojeni vysokoucinné
kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS). Toto spojeni bylo
vV minulosti velmi obtizné, protoze analyza pomoci kapalinového chromatografu probiha
za atmosférického tlaku, zatimco hmotnostni spektrometr pracuje za vakua. DalSim
problémem byl nadbytek mobilni faze, ktery je nezbytné ptred zavedenim do hmotnostniho

spektrometru odstranit [24,25].

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfech zakladnich ¢asti. Prvni ¢asti je iontovy zdroj, ktery
slouzi k pfevedeni neutralnich ¢astic na ¢astice nabité, kdy dochazi k takzvané ionizaci. Dalsi
¢asti je hmotnostni analyzator slouzici k rozdéleni iontd podle poméru hmotnosti a naboje
(m/z). Tieti c&asti je detektor, ktery slouzi k detekci iontd po jejich rozdé€leni
podle m/z [25,26].

V soucasné dob¢ se nejCastéji vyuziva ionizace za atmosférického tlaku, jako je napiiklad
ionizace elektrosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI).
Pii ionizaci elektrosprejem prochazi eluat z chromatografické kolony kapilarou, na kterou
je vlozeno vysoké napéti (3-5 kV). Malé kapicky, které vznikaji na vystupu z kapilary, nesou
kladny nebo zaporny naboj podle polarity vloZzeného napéti. Odpafovanim rozpoustédla
dochdazi k postupnému zmenSovani kapicek a zaroven ke zvyseni hustoty povrchového napéti.
Nakonec vznikaji protonované (pfi snimani kladnych iontl) nebo deprotonované (pfi sniméani
zapornych iontt1) molekularni ionty, které jsou podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) déleny

v hmotnostnim analyzatoru [25,26].

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku je podobna jako ESI, ale na kapilaru neni vloZeno
napéti. U konce kapilary je umisténa vybojova jehla a na konci kapilary dochazi
Kk rozprasovani eluatu pneumatickym zmlzovacem. Vznikly aerosol je odpafen pii vysoké
teploté (az 600 °C). VloZzenim napéti na vybojovou jehlu dochéazi ke vzniku koronarniho
vyboje, a tim jsou ionizovany molekuly mobilni faze. Ionty, které¢ vznikly z mobilni faze,
nasledné¢ ionizuji molekuly analytu, které jsou zaznamenavany v hmotnostnim

analyzatoru [25,26].

Pro spojeni HPLC-MS se nejcastéji pouzivaji kvadrupolové analyzatory. Dale se vyuzivaji
sektorové analyzatory, analyzatory doby letu (TOF), iontovéa cyklotronova rezonance nebo

orbitalni past. Také se pouzivaji analyzatory s iontovou pasti, které se skladaji z prstencové
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elektrody a dvou koncovych elektrod, na které je vlozeno napéti. Ionty putuji do pasti
vstupnim otvorem kratkymi napétovymi pulzy a podle poméru napéti vlozeného na kruhovou
elektrodu a dvé koncové elektrody jsou ionty zadrzovany uvniti pasti. Pfi zméné napéti jsou
ionty vypuzovany do detektoru podle poméru m/z. Pii detekci iontl se vyuzivaji elektronové

nasobice, fotonasobice a faradayovy klece [24-29].

1.2.1.3 Derivatizace a derivatiza¢ni ¢inidla pro HPLC

Stanoveni biogennich aminti pomoci kapalinové chromatografie obvykle vyzaduje
derivatizaci, protoZe tyto slouceniny nemaji adekvétni absorpcni vlastnosti ve viditelné

a ultrafialové oblasti nebo fluorescenéni vlastnosti.

Derivatiza¢ni reakce muze byt predkolonovd nebo postkolonova. Pii predkolonové
derivatizaci probihaji derivatizacni reakce pfed nadavkovanim analyzovanych vzorki

do ptistroje. Pti postkolonové derivatizaci je reaktor umistén mezi kolonu a detektor.

V poslednich letech se mezi nejpouzivanéjsi derivatizacni ¢inidla pro biogenni aminy fadi
predevs§im dansylchlorid (Dns-Cl), o-ftaldialdehyd (OPA), benzoylchlorid (Ben-Cl),
6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat (AQC), diethylethoxymethylenmalonat
(DEEMM), 4-chlor-3,5-dinitrobenzotrifluorid (CNBF), naftalen-2,3-dikarboxaldehyd (NDA)
a 9-fluorenylmethylchlorformiat (FMOC). Z téchto reakénich cinidel se vsak nejéastéji
pouzivd dansylchlorid. Stimto c¢inidlem vznikaji stabilni derivaty, které mohou byt
detekovany pomoci UV/VIS nebo fluorescen¢ni spektrometrie. Nicméné, dansylchlorid
je nespecifické Cinidlo, které mize reagovat i jinymi latkami, jako jsou naptiklad fenoly
nebo alifatické alkoholy. O-ftaldialdehyd se Casto pouziva pii derivatizaci biogennich amint
ve viné. Vzhledem K jeho nestabilit¢ se obvykle pouziva spolu s jinymi Ccinidly,
jako je N-acetylcystein nebo merkaptoethanol, ¢imz dochazi ke zlepseni citlivosti stanoveni
a stability derivati. Nevyhodou o-ftaldialdehydu ale je, Ze reaguje pouze s primarnimi aminy
a jejich fluorescen¢ni derivaty jsou nestabilni, zatimco dansylchlorid reaguje s primarnimi

I sekundarnimi aminoskupinami a poskytuje velmi stabilni derivaty.

V mens$i mife se pouzivaji 1 jina derivatizacni €inidla, jako je naptiklad fenylisothiokyanat
(PITC) nebo 1-naftylizothiokyanat (NITC). Néktera dalsi novéjsi derivatizacni Cinidla maji
vyhody, jako naptiklad dobra selektivita a citlivost. Jako ptiklad Ize uvést 2, 6-dimethyl-4-
chinolinkarboxylové  kyseliny  (DMQCOSu), nebo  ethyl-akridinsulfonylchlorid
(EAC) [8,10,12].
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1.2.1.4 Dansylchlorid

Dansylchlorid ~ (Dns-Cl,  5-N,N’-dimethylaminonaftalen-1-sulfonylchlorid) je jedno
Z nejpouzivanéjSich derivatiza¢nich ¢inidel, které poskytuje derivaty jak s aminy,
tak s nékterymi fenoly. Reakce s primarnimi, sekundarnimi aminy a aminokyselinami probiha
v alkalickém prostredi a za nékolikandsobného nadbytku ¢inidla. Rychlost dansylaéni reakce
je zavisld na hodnoté pH. Pfi rostoucim pH prostiedi roste i rychlost hydrolyzy derivata.

Optimalni hodnota pH prosttedi se pohybuje v rozmezi 9,5-10.

Dansyl derivaty amint fluoreskuji pii vinovych délkach Aem = 470-530 nm s excita¢nim
zatenim Aex = 340-380 nm. Nevyhodou dansylace je pomérné dlouha doba reakce, ktera
se pohybuje az do Sedesati minut a vys$i reakéni teplota, kdy je zapotiebi 60-100 °C.
Vyhodou je naopak jednoduchy derivatizacni krok, a skute¢nost, ze vzniklé derivaty jsou
stabilni azZ po dobu dvou tydnl. Dansyl derivaty jsou Zzluté krystalické latky, které jsou
rozpustné v organickych rozpoustédlech a v zavislosti na hodnoté pH jsou ¢aste¢né rozpustné

ve vod¢. Obrazek 8 ilustruje obecné schéma reakce dansylchloridu s aminy [30,31].

H3C\N/CH3 H3C\N/CH3
Ry
R,
1
S0,C 0,5 _R

Obrdazek 8 Schéma dansylace [30]

1.2.1.5 Plynova chromatografie (GC)

Dalsi metodou, kterou lze analyzovat biogenni aminy je plynové chromatografie, ktera

se ale v porovnani s HPLC pouziva mén¢ Casto.

V plynové chromatografii je mobilni fazi inertni plyn, nejcastéji dusik nebo helium.
Aby mohl byt vzorek unasen kolonou, musi byt nejprve pieveden do plynného skupenstvi,
coz se uskutectiuje vyhtivanym injektorem. Davkovani vzorku do kolony se provadi ptes

pryzové septum. Kolona je umisténa v termostatu, ktery je vyhiivan na urcitou teplotu,
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vhodnou pro separaci, Castéji je vSak aplikovan teplotni gradient. Mezi nejpouzivanéjsi

detektory fadime plamenove ioniza¢ni detektor a hmotnostni detektor [19,22].

1.2.1.6 Derivatizace a derivatizacni ¢inidla pro GC

Derivatizace biogennich amini se pfed separaci pomoci GC provadi proto, aby doslo
ke zvySeni tékavosti a ke snizeni polarity biogennich aminti. Plynova chromatografie
pro separaci biogennich aminl se nejcastéji pouziva ve spojeni s hmotnostnim detektorem
(GC-MS). Mezi nejpouzivanéjsi derivatiza¢ni Cinidla pro GC patii izobutylchlormravencan
(IBCF) a o-heptafluorbutyryl (OHFB). Izobutylchlormravencan reaguje rychle a poskytuje
stabilni produkty. Obrazek 9 ilustruje schéma derivatizace biogennich aminti pomoci

izobutylchlormravencanu [10,17,32,33].

9] (@)

R—NH, + CIJ\O/\(CHe, — R\NH/\O/\(CH3

CH; CH,

Obrazek 9 Schéma derivatizace biogennich aminii pomoci izobutylchlormravencanu [33]

1.2.1.7 Chromatografie v ploSném uspoiadani

Jedna se o kapalinovou chromatografii, ktera spociva v tom, ze stacionarni faze ma podobu
tenké vrstvy. Pii papirové chromatografii (PC) je to vlastni chromatograficky papir,
pii tenkovrstvé chromatografii (TLC) je sorbent, nejCastéji silikagel, kiemelina nebo
polyamid, nanesen v tenké vrstveé, ktera je umisténa na rtiznych podlozkach (naptiklad sklo,
hlinikova desticka). Chromatografie v plosném uspotadani je jednoducha, levna metoda, ktera
neni narona na instrumentaci a je nejcastéji pouzivand pro separace jednoduchych

smési [19,22].

V dnesni dobé dochdzi také u tenkovrstvé chromatografie k jeji modernizaci. Vysokoucinna
tenkovrstvd chromatografie (HPTLC) je nejvyspé€lejsi formou tenkovrstvé chromatografie
a zahrnuje pouziti chromatografickych vrstev s nejvySs$i separacni ucinnosti a pouziti

modernéjsi techniky pfistroji oproti klasické tenkovrstvé chromatografii. Na rozdil od jinych
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separacnich technik (HPLC, GC) jsou néklady na systétm HPTLC, stejn¢ jako udrzba

a naklady na upravu vzorku pomérné nizké [34].

1.2.2 Elektromigracni separa¢ni metody pouZitelné pro analyzu biogennich

aminu

Pfi stanoveni biogennich aminti se ze skupiny elektromigra¢nich separac¢nich metod nejcastéji
pouzivaji kapilarni zénova elektroforéza (CZE), micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie (MEKC) a izotachoforéza (ITP). Elektromigraéni metody jsou zalozené
na elektroforetické migraci iontii ve stejnosmérném elektrickém poli. | pies nizsi citlivost,
ve srovnani s jinymi separaénimi metodami (HPLC), jsou tyto metody rychlé, efektivni
a levné z hlediska spotieby ¢inidel. Stejné jako u chromatografickych metod je pted vlastni
analyzou potifebna derivatizace. Nejcastéji se pouziva ptedkolonova

derivatizace dansylchloridem [10,12,22].

Kapilarni zénova elektroforéza se pro stanoveni biogennich aminti pouziva zejména diky jeji
vysoké citlivosti, rychlosti analyzy a finan¢ni dostupnosti. Pfi stanoveni biogennich amint
se pouziva kapilarni zonova elektroforéza s amperometrickou, neptimou UV detekci nebo
laserovou fluorescencni detekcei, kapilarni elektroforéza s elektrochemiluminiscenéni detekei
nebo kapilarni zoénova elektroforéza s konduktometrickou detekci, pomoci které Ize stanovit
biogenni aminy ve vin€ nebo pivu v hodnotich ppm bez ptedchozich Uprav. Optimalni
hodnota pH elektrolytu pro stanoveni biogennich amind Se pohybuje v rozmezi 5-7.
Pro ziskani lepsich vysledki je do elektrolytu ptidavana kyselina adipova nebo methanol,

ktery umoziniuje oddéleni sodiku od biogennich amint, ktery rusi jejich stanoveni [35-37].

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie je povaZovana za jednu z nejucinnéjSich
elektromigracnich technik pro stanoveni amind, polyamina a jejich derivati. Po piedchozi
derivatizaci napiiklad pomoci 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcin-imidylkarbamatu (AQC)

Ize stanovit biogenni aminy v mléénych produktech [36].

Izotachoforéza 1 kapilarni izotachoforéza se pouzivaji naptiklad pro stanoveni biogennich

aminl v moci pacientli, v moiské vodé nebo ve slanych vyrobcich [38].
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1.3 Biogenni aminy v syrech

Stanoveni biogennich aminli v syrech je mozné pouzit jako parametr hygienické kvality
vyroby nebo jako indikdtor stupné rozlozeni bilkovin. Syry patii mezi potraviny s vysokym
obsahem bilkovin, a dekarboxylaci aminokyselin pomoci mikrobidlnich a enzymatickych
reakci mohou vzniknout biogenni aminy. Pfi zrani syra dochdzi k degradaci kaseinu
a k akumulaci volnych aminokyselin, které mohou byt pifevedeny na biogenni aminy pomoci
bakterialnich dekarboxylaz. Hlavnimi faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich amint, jsou
pH (5-6,5), koncentrace soli, dostupnost vody, teplota, doba zrani, skladovani a mnozstvi
ptitomnych bakterii. Doba zrani syra je povazovana za kriticky faktor akumulace biogennich
aminl. Proteolyza vyskytujici se b&hem zrani mlze ve skuteCnosti zvysit uvoliiovani
aminokyselin z kaseinu, coz nasledn& vede k akumulaci biogennich amini. Cim delsi je doba
dozravani, tim vyssi je celkovy obsah amint v syrech. V ptipadé, Ze je na vyrobu syra pouzito
pasterizované mléko, je obsah biogennich aminl niz§i, protoze bakterie zplsobujici vznik
amint jsou pii pasterizaci odstranény. Celkovy obsah tyraminu, histaminu a kadaverinu
by nemél prekrocit hodnotu 900 mg-kg™ syra. Prozatim vsak neexistuje 4dna zdkonn4 horni

hranice pro biogenni aminy obsazené v syrech [1,14,39-41].

Kmen Lactobacillus buchneri a Lactobacillus 30a v potravinach zpiisobuji nejcastéji tvorbu
histaminu, putrescinu a tyraminu. Enterokoky jsou povazovany za hlavni tvirce tyraminu.
Jiz nizké koncentrace zastupci kmene Enterobacteriaceae mohou zplsobovat tvorbu

kadaverinu a putrescinu [1,39-42].

Vétsina metod pro stanoveni biogennich amini v syrech zahrnuje extrakci Kyselinou,

nasleduje krok ¢isténi za ucelem selektivniho oddéleni amint a aminokyselin.

Pro piipravu vzorkl se bézné pouziva rozemlety nebo nakrajeny syr, ke kterému se pridava
urc¢ité mnozstvi kyseliny chlorovodikové nebo chloristé a vnitini standard (IS), kterym byva
nejcastéji 1,7- diaminoheptan nebo norvalin. Tato smés je nasledné homogenizovana. Vzorky
byvaji ptfed dal$im zpracovanim cCiStény a zakoncentrovany nejcastéji pomoci extrakce

na tuhou fazi.

Takto upravené vzorky je potieba pted vlastni analyzou pomoci HPLC derivatizovat z diivodu
jejich detekce, protoze tyto slouceniny nemaji adekvatni absorp¢ni vlastnosti ve viditelné
a ultrafialové oblasti spektra. Pfi predkolonové derivatizaci byva nejcastéjSim derivatizaénim

¢inidlem dansylchlorid. Mezi dalsi derivatiza¢ni ¢inidla, pouzivana pfi stanoveni biogennich
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amint v syrech patii naptiklad 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat (AQC),
9-fluorenylmethoxykarbonylchlorid (FMOC), benzoylchlorid (Ben-Cl) nebo dabsylchlorid
(Dbs-Cl). Ruzni autofi uvadéji odlisné derivatizacni podminky. K reakéni smési se také
obvykle pfidava 1,7-diaminoheptan jako vnitini standard (IS). Tato smés se zahfiva ve vodni
lazni a ve tm¢ po dobu 30 minut az jedné hodiny pti 40-65 °C. K odstranéni piebytku
derivatiza¢niho ¢inidla se pouziva L-prolin nebo hydroxid amonny a jednotlivé extrakéni

podily jsou suSeny proudem dusiku [1,4,5,14,41,43-48].

Vlastni analyza biogennich amina se nejcastéji provadi pomoci kapalinové chromatografie
Vv systému S obracenymi fazemi (RP-HPLC). Kolony pouzivané pro stanoveni biogennich
amint v syrech obsahuji nejcastéji reverzni fazi typu C18. Eluce se provadi pomoci
gradientového systému rozpousStédel, ktery se nejcastéji sestava z acetonitrilu a vody,
popfipadé¢ acetonitrilu a mraven¢anu amonného, octanového pufru a methanolu nebo octanu
sodného a acetonitrilu. Dals$i moZnosti, jak stanovit biogenni aminy v syrech je ultrati¢inna
kapalinova chromatografie (UPLC). UPLC je kapalinova chromatografie, pti které se vyuziva
vyssich tlakt (i vice nez 60 MPa), nez u HPLC a stacionarni faze, které maji velikost ¢astic
mens$i nez 2 um. Extrakce, derivatizace a detekce biogennich aminli se provadi stejnym
zpusobem a za pouziti totoznych derivatizacnich ¢inidel jako u HPLC. Zvlasté spojeni UPLC
S hmotnostni spektrometrii s vysokym rozliSenim (HRMS) otevielo vynikajici moznosti
ke zlepSeni rozliSeni, citlivosti a rychlosti analyzy biogennich aminti ve vzorcich

potravin [1,14,43,49-58].

Pfi stanoveni biogennich aminii v syrech se nejcastéji pouziva HPLC s UV detekci
nebo detekci diodového pole (DAD), a to pfi vinovych délkach pohybujicich se nejéastéji
kolem hodnot A = 250-275 nm [1,43,44,57,59]. Dale se také pouziva HPLC s fluorescen¢ni
detekci (HPLC-FLD). Pti pouziti fluorescencniho detektoru se vyuziva meéfeni pii excitacni
vinové délce dex = 285 nm a emisni vinové délce Aem = 315 nm [10,55,57,59,60].
Také je mozné pouzit HPLC s detektorem rozptylu svétla (HPLC-ELSD), kdy neni nutna
derivatizace [41]. Ptistanoveni biogennich amind v syrech se také pouziva HPLC
s hmotnostnim spektrometrem, konkrétné HPLC-MS/MS. Priistrojové vybaveni s trojitym
kvadrupolem nabizi mnoho vyhod, jako je naptiklad vyss$i citlivost, dynamicky rozsah

a spolehlivost [56].
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Stanoveni biogennich aminli v syrech je mozné provést také pomoci enzymatického
imunosorbentniho testu (ELISA). Jedna se o analytickou metodu, ktera se vyuziva
ke kvantitativnimu stanoveni riznych antigend. Je zaloZena na vysoce specifické interakci
antigenu a protilatky, pficemz na jednu z téchto dvou latek je kovalentné navazan enzym.
Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je pfiddin do reakéni smési,
na produkt, ktery je Dbarevny. Stanovuje se pak spektrofotometricky nebo
fluorimetricky [39,61].

Ke stanoveni biogennich amint v syrech se také pouzivaji elektromigra¢ni techniky, jako
je naptiklad kapilarni zonova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elektroforéza (CGE),
kapilarni izotachoforéza (CITP), kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF) a micelarni

elektrokineticka chromatografie (MEKC) [27].

Doposud bylo publikovano mnoho studii zabyvajicich se stanovenim obsahu biogennich
aminu v syrech. Tyto obsahy se liSily zejména v zavislosti na druhu syra a odliSné dob¢ zrani.
Cim vyssi byla doba dozravani, tim vys§i byl celkovy obsah aminli v syrech. V piipadé,
Ze na vyrobu syra bylo pouzito pasterizované mléko, byl obsah biogennich amind nizsi,

protoze bakterie zptsobujici vznik amintl jsou pii pasterizaci odstranény.

Ve studii [1] byl analyzovan syr Parmigiano Reggiano. Obsah biogennich amint
se pohyboval v rozmezi pfiblizné 4,5 — 76 pg-g' syra. Nejvyssi obsah byl stanoven
u putrescinu (75,87 pg-g?), nasledoval tyramin (29,89 pg-g?) a histamin (28,55 pg-g?).

v

Nejvice zastoupenym aminem ve zrajicich syrech, které byly analyzovany ve studii [41]
byl tyramin, kterého bylo nalezeno 117 mg-kgl. Druhym nejzastoupengjsim aminem
byl putrescin, kterého bylo stanoveno 83 mg-kg™. Dalsimi vpotadi byly histamin
(58 mg-kg?), fenylethylamin (51 mg-kg™), spermidin a kadaverin (oba kolem 31 mg-kg™?),

spermin (27 mg-kg™) a nejméné zastoupenym aminem byl agmatin (5 mg-kg™).

Ve studii [14] byl analyzovan syr Feta, ktery byl vyroben ze 70 % z ov¢iho mléka a 30 %
z mléka koziho, u kterého byl zkouman obsah biogennich aminil v z&vislosti na dob¢€ zrani
(1-120 dni). Celkovy obsah biogennich amint po 120 dnech zrani byl 617 mg-kg?. Shodné
pro vSechny doby zrani, putrescin, histamin a tyramin, byly pfitomny v nejvyssich
koncentracich. Konkrétng, po 120 dnech zrani bylo zjisténo 246 mg-kg? tyraminu,
193 mg-kg? putrescinu, 85 mg-kg? histaminu, zatimco fenylethylamin a tryptamin byly
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pfitomny v niz§ich koncentracich, které se pohybovaly okolo 5 mg-kg?. Vysledky dale
ukézaly, ze obsah biogennich aminl se pii zrani ze 3 na 15 dni zvysil desetinasobn¢, mirné
se zménil z 15 na 60 dni a témét se zdvojnasobil z 60 na 120 dni. Zavérem lze shrnout,
ze nizké pH a vysoky obsah soli v syru Feta nevytvaii ptiznivé podminky pro dekarboxylaci
aminokyselin, a proto je obsah biogennich aminii pomérn¢ nizky v porovnani s jinymi

zrajicimi syry.

Studie [43] uvadi, Ze obsah biogennich aminti u vzorkl skladovanych pii 4 °C byl nizsi
nez 20 mg na 100 g syra, zatimco zrani po dobu 18 dni pii 15 °© C vedlo k masivnimu nartistu
celkového mnozstvi biogennich aminti az do 230 mg na 100 g syra. Pramérny obsah
biogennich aminl byl stanoven na 7 mg na 100 g, zatimco pouze 5 % vSech syri mélo

hodnoty vyssi nez 162 mg na 100 g syra.

Ve studii [49] byly analyzovany rizné druhy rakouského, némeckého a ¢eského syra. Celkova
mnozstvi biogennich aminii Se ve vzorcich lisila. Nékteré vzorky obsahovaly az 313 mg
biogennich amint na 100 g syra, zatimco pouze nékteré z analyzovanych vzorkti obsahovalo
maximalné¢ 90 mg biogennich aminti na 100 g syra. Histamin byl nalezen ve vétsiné vzork,
ale pouze 5 % syri obsahovalo vic nez 17 mg histaminu na 100 g syra. U tyraminu, ktery
se taktéz vyskytoval ve vétsin¢ vzorkl, byl stanoven nejvyssi obsah 160 mg na 100 g syra.
Nejvyssi hodnota putrescinu byla 84 mg na 100 g. Kadaverin byl nalezen v poloviné vzorki,
pfi¢emZ nejvyssi koncentrace byla 126 mg na 100 g syra. Poslednim analyzovanym aminem
byl tryptamin, ktery se vyskytoval piiblizné v 15 % vzorkt s nejvyssi koncentraci 8 mg
na 100 g vzorku.

Ve studii [40] byly analyzovany brazilské syry. V nejvétSim poctu vzork byly nalezeny
spermin, dale histamin a fenylethylamin. Nejvyssi stanovené obsahy byly: 111 mg
kadaverinu, 21 mg tyraminu, 20 mg histaminu a 17 mg putrescinu na 100 g vzorku. Spermin,
agmatin, fenylethylamin, spermidin a tryptamin se pohybovaly v nizkych hladinach — pod

hodnotu 4 mg na 100 g syra.

Ve studii [55] byly analyzovany syry typu camembert, gouda, edam ¢i parmezan. Obsahy

biogennich aminil se zna¢né liSily nejen v typu syra, ale také v rdmci druhli syra. Nejvyssi

obsah histaminu byl 116 mg na 100 g vzorku syra Tiroler Almkése. Nejvyssi stanoveny obsah

tyraminu byl 49mg nal100 g vsyru Cantal a putrescinu 52 mg na 100 g vzorku

v olomouckych tvarizkach. Maximalni koncentrace kadaverinu byla 75 mg na 100 g

v olomouckych tvarizkach a v syru camembert bylo stanoveno 27 mg kadaverinu na 100 g
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v

Zajimavé je, ze syry s dlouhou dobou dozravanim jako Parmigiano Reggiano a Grana Padano

vykazovaly velmi nizké obsahy biogennich amint.

1.4 Biogenni aminy ve viné

Mnozstvi biogennich amind ve viné je ovlivnéno nékolika faktory, jako je naptiklad stupen
zrani hrozni, druh pidy a obsah dusikatych latek v hroznové s§tavé. ZvySeny obsah
biogennich aminil se obvykle vyskytuje u vin, které¢ dlouhodobé¢ zraji v sudech, poptipadé
Vv lahvich. Jsou povazovany za znehodnocujici komponenty spolu s kyselinou mlécnou,
maselnou, octovou, ethylacetatem a diethylsukcinatem. Zvyseny obsah amind se vyskytuje
uvin méné kyselych, proto také cervend vina maji vyssi koncentraci biogennich amint
pfimo lahvovany a nejsou podrobeny dalSimu zrani. Pfitomnost biogennich aminli ve vinech

je také spojovana s nedostate¢nou hygienou béhem vyroby vina [62,63].

Obecné plati, Ze u alkoholickych napoji je toxicka davka 8 az 20 mg-I" pro histamin,
25 a7 40 mg-I" pro tyramin, zatimco uz 3 mg-I" fenylethylaminu mohou zptisobit negativni

fyziologické Ucinky.

Vino obsahuje nizké koncentrace biogennich amind, proto je jejich stanoveni pomérné
obtizné. Nejvyuzivanéjsi technikou je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC).
Samotné biogenni aminy nevykazuji fluorescenci ani nevykazuji dostate€nou absorpci
ve viditelné a ultrafialové oblasti zafeni, proto se pro zvyseni citlivosti detekce a selektivity
pii tomto stanoveni vyuziva predkolonové derivatizace, kdy jsou pfipravovany fluoreskujici

derivaty aminu [6,8,64-67].

Ke vzorkim vin byva v prvnim kroku pfidan polyvinylpyrrolidon (PVP), ktery se pouziva
na ptedbéznou tpravu vzorku. PVP odstranuje ze vzorkt latky, jako jsou naptiklad fenolické

slouceniny a aminokyseliny, které maji negativni vliv na derivatizaci a naslednou
detekci [6,8,66-71].

Takto upravené vzorky byvaji pfed vlastni analyzou pomoci HPLC derivatizovany.
Jako fluorescenéni derivatizac¢ni Cinidla se nejcastéji pouzivaji o-ftaldialdehyd (OPA),

dansylchlorid (DnS-Cl), dabsylchlorid (Dbs-Cl) a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimid-
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karbamat (AQQC), 1,2-naftochinon-4-sulfonat (NQS), 2-chlor-1,3-dinitro-5-
(trifluormethyl)benzen (CNBF) a 1-fluor-2-nitro-4-(trifluormethyl)benzen (FNBT). Optimalni
pH pro derivatiza¢ni reakci je 7,5, ale vino ma obvykle hodnotu pH okolo 3 diky obsahu
organickych kyselin, proto se ke vzorkim piidava hydrogenuhli¢itan sodny, popiipadé
boritanovy pufr, ktery pH zvySuje. Kreakéni smési se také obvykle ptidava
1,7-diaminoheptan jako vnitini standard (I1S). Tato smés se zahfiva ve vodni lazni a ve tmé
po dobu 30 minut az jedné hodiny pii 40-65 °C. Nasledujicim krokem byva zakoncentrovani
a preCiSténi derivati nejcastéji metodou SPE, kdy se pouzivaji kolonky se sorbentem

C18 a SAX, eluce je provedena nejéastéji pomoci acetonitrilu [6,8,64-74].

Vlastni analyza biogennich aminti ve vinech se provadi nejcastéji pomoci HPLC v systému
s obracenymi fazemi (RP-HPLC) a s gradientovou eluci, které nejcastéji sestava z vodného
pufru a acetonitrilu, methanolu ¢i mraven¢anu amonného. Jako vodna slozka mobilni faze
se pouzivé napiiklad roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného nebo hydrogenfosfore¢nanu
sodného, upraveného na pH 5,8 pomoci kyseliny fosfore¢né.  Né&které mobilni faze
ptredstavuji pufr, ktery je tvofen napiiklad tris-(hydroxymethyl)aminomethanem, kyselinou
octovou avodou (pH 8) nebo sepouziva boritanovy pufr (pH 9-9,5). Stacionarni faze
pouZivand pro stanoveni biogennich aminli ve vinech je nejCastéji staciondrni faze

typu C18 [6,8,24,66,75,76].

Pii stanoveni biogennich aminli ve viné pomoci HPLC se nejcastéji vyuziva fluorescencni
detekce, kdy se vyuziva excitatni vinové délky Aex = 320-340 nm a emisni vinové
délky Aem = 450 nebo 523 nm [8,68,76]. Dale se vyuziva spektrometricka detekce pti 230, 254
a 280 nm s vyuzitim detektoru diodového pole (DAD) [27,77] a spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (HPLC-MS). Vyuziva se zejména hmotnostni
spektrometrie s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI-MS). Ke stanoveni
biogennich amini se také pouziva ultraac¢inna kapalinova chromatografie (UPLC) ve spojeni
S hmotnostnim  spektrometrem vybavenym kvadrupolem a analyzatorem doby letu

(UPLC/Q-TOFMS) [6,27-29,66].

Ke stanoveni biogennich aminl ve viné se také pouzivaji elektromigracni techniky, jako
je napiiklad kapilarni zonova elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elektroforéza (CGE),
kapilarni izotachoforéza (CITP), kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF) a micelarni
elektrokinetickd chromatografie (MEKC). Tyto techniky se v dneSni dobé spojuji

S hmotnostnim spektrometrem, ktery umoziuje stanoveni biogennich aminli bez pfedchozi
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derivatizace. Vyuzivd se spojeni kapilarni elektroforézy, hmotnostniho spektrometru

s analyzatorem doby letu (CE-TOF-MS) nebo iontovou pasti (CE-IT-MS) [27,78,79].

Doposud bylo publikovano mnoho studii zabyvajicich se stanovenim obsahu biogennich
amina ve vinech. Obecné se vys$§i mnozstvi biogennich amint vyskytuje u starSich vin, které
zraly po delsi dobu v sudech nebo v lahvich a u méné kyselych vin. U vzorka Cervenych,
bilych a v nekterych studiich i rizovych vin byl nejcastéji zkouman vliv odrady hroznu, typ
vinifikace, pH vin, malolaktickd fermentace a skladovani v lahvich na obsah biogennich
aminli. VéEtSina biogennich amini se do vina dostava v prubéhu jeho vyroby, zatimco
putrescin se b&ézné vyskytuje jiz v hroznech. Vyssi koncentrace putrescinu v hroznech

je zpasobena nizkou hladinou drasliku v pad¢ [76,80-82].

Ve studii [6] byla analyzovana Cervena i bila fecka vina. V ¢ervenych vinech bylo stanoveno
nejvys$si mnozstvi putrescinu (3,15 mg-171), nasledoval ethylamin a histamin (oba pfiblizng
2,64 mg-1), methylamin a tyramin (oba ptiblizné 1,58 mg-1?), iscamylamin (1,24 mg-1?)
a fenylethylamin (0,72 mg-1), kadaverin (0,53 mg-1"), spermidin (0,34 mg-1) a nejmensi
obsah ptipadl sperminu (0,21 mg-1*). U bilych vin byly hodnoty stanovovanych biogennich
amin® srovnatelné. V nejvyssi koncentraci byl stanoven putrescin (2,54 mg-1") a spermin

nebyl detekovan v zddném vzorku bilého vina.

Ve studii [8] bylo analyzovano celkem 32 feckych vin. Agmatin a tryptamin se vyskytovaly
pouze Vv nékolika malo vzorcich, tyramin, methylamin, ethylamin a isoamylamin byly
ptitomny piiblizné v poloviné vzork, putrescin a kadaverin byly obsazeny ve vétSing€ vzorkd
a histamin se vyskytoval ve vSech analyzovanych vzorcich. V této studii bylo stanoveno
nejvys$si mnozstvi putrescinu (9,07 mg-1?), nasledoval isoamylamin (2,02 mg-17%), histamin
(1,65 mg-1%), tryptamin (1,32 mg-1%), tyramin (1,16 mg-1%), ethylamin (0,71 mg-1), agmatin
(0,63 mg-1'), methylamin (0,59 mg-1") a nejméné bylo stanoveno kadaverinu (0,21 mg-1%).

V dalsi studii [66] bylo analyzovano 47 vzorka bilych, 45 ¢ervenych a 8 rizovych vin, z toho
bylo 88 suchych, 7 polosladkych a 5 sladkych. Nejvice pievladajicimi aminy byly ethylamin
a putrescin, které byly pfitomny ve vétSin¢ vzorkd. Kadaverin, methylamin a tyramin byly
ptitomny piiblizné ve dvou tietinach vzorka a histamin a spermidin byly stanoveny pfiblizné
Vv poloviné vzorkl. Koncentrace jednotlivych aminl se pohybovala od stopového mnoZstvi
az po 8,17 mg-1? (isoamylamin v ¢erveném ving). V bilych vinech bylo stanoveno nejvyssi
mnozstvi fenylethylaminu (7,82 mg-17%), nasledoval histamin (5,95 mg-1?), isoamylamin,
kadaverin aspermin (vSechny pfiblizné 4,63 mg-17%), putrescin (3,22 mg-17), ethylamin,
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methylamin a tyramin (viechny okolo 2,0 mg-1*) aspermidin (1,26 mg-1?). V &ervenych
vinech bylo stanoveno nejvy$si mnozstvi isoamylaminu (8,17 mg-17) a fenylethylaminu (8,15
mg-11) anejmensi obsah pfipadl methylaminu (0,66 mg-1?). Ostatni biogenni aminy
v Cervenych vinech byly stanoveny ve srovnatelnych koncentracich, jako u bilych vin.
V rizovych vinech bylo stanoveno, na rozdil od bilych a ¢ervenych vin, nejvyssi mnozstvi
kadaverinu (4,49 mg-1Y) ahistaminu (4,43 mg-1?l) a nejméné bylo stanoveno

spermidinu (0,29 mg-1%).

V ostatnich prostudovanych publikacich byly stanoveny srovnatelné koncentrace biogennich

amint v ¢ervenych i bilych vinech.

Ve studii [68] autoti analyzovali ¢ervena vina a vedle klasické piedkolonové derivatizace byla
provedena také derivatizace ptimo na analytické koloné. Obé metody poskytly srovnatelné
vysledky, avSak pii pouziti derivatizace pfimo na koloné byly stanoveny nepatrné vyssi
obsahy biogennich aminl. Technika derivatizace na koloné¢ se tedy zda byt dobrou

alternativou ke klasické piedkolonové derivatizaci.

Ve studii [75] autofi Stanovovali biogenni aminy ve 30 vzorcich tureckych Cervenych vin.
Tryptamin byl stanoven ve vétiing vzorkd, jeho nejvyssi obsah byl 7,95 mg-It. Aminy
spojené s nedostate¢nymi hygienickymi podminkami, jako je putrescin a kadaverin, byly
piitomny v malych mnozstvich (putrescin 5,92 mg-I* a kadaverin 3,94 mg-I). V nejvyssim

mnoZstvi byl obsazen agmatin (9,14 mg-1™) a v nejmensim tyramin (0,23 mg-I?).

V dalsi studii [76] analyzovali 163 vzorkd vin (z toho: 24 bilych, 10 rizovych a 129
ervenych), ze tii regionti Spanélska. V této studii byl také studovan vliv pH na obsah
biogennich amint. U vzorku vin, které mély pH niz8i nez 3,6 byla stanovena koncentrace
histaminu mensi nez 5 mg-I", coz je v souladu s poznatkem, Ze &im niz§i je hodnota pH,
Pti malolaktické fermentaci a kratkodobém skladovani v lahvich (3-6 mésicti) doslo
ke zvyseni koncentrace histaminu, zatimco delsi doby uchovavani vedly ke snizeni obsahu
histaminu. U ostatnich biogennich amind, s vyjimkou putrescinu, také doSlo ke zméné
koncentraci, ale nebyly tak vyrazné jako u histaminu. Putrescin byl dominantnim biogennim
aminem, ktery byl stanoven v mnozstvi az 47,3 mg-I"t. Ostatni aminy byly pfitomny ve viné

Vv podstatné nizsi koncentraci. Obsah tryptaminu a kadaverinu byl mensi nez 1 mg-1™2.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zaFizeni

2.1.1 Kapalinovy chromatograf

Stanoveni biogennich amint bylo provedeno na kapalinovém chromatografu Agilent 1100
Series LC/MSD trap SL (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) vybavenym
spektrofotometrickym a hmotnostnim detektorem, odplynovac¢em mobilni faze Vacuum
Degasser DG 3014 (Ecom, Praha, CR), kvartérni pumpou, termostatovanym automatickym

davkovacem a termostatem kolony.

Pouzité kolony:

e Gemini®5 um C18 110 A, 150 x 3 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
e Ascentis Express C18, 2,7 um, 150 x 3 mm (Supelco Analytical, Praha, CR)
e Luna3um PFP (2) 100 A, 150 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)
e Gemini®3 um C18 110 A, 150 x 3 mm (Phenomenex, Torrance, CA, USA)

2.1.2 Dalsi zarizeni

Dale byla pouzita nasledujici zafizeni: analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn,
Baligen, Némecko), filtrani aparatura mobilni faze SCHOTT (S&S, Duran,
Némecko), pH metr SCHOTT GC 842 (Schott Glas, Meinz, Némecko), automatické pipety
(Biohit, Helsinky, Finsko), minitfepatka VORTEX 1 (IKA, Staufen, Némecko), vodni lazen
Memmert WB 22 (Memmert GmbH, Schwabach, Némecko), ultrazvukova lazen (Bandelin
Sonorex RK 52, Bandelin GmbH, Berlin, Némecko), Visiprep™ SPE Vacuum Manifold
SUPELCO (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), odstfedivka NF 400 (Niive, Ankara,
Terecko), magneticka michacka Color squid (IKA, Staufen, Némecko) a bézné laboratorni

sklo a nadobi.

2.1.3 Spotiebni material

Membréanovy filtr Fisher MCE 0,45 pm, pramér 47 mm, stiikackové filtry LUT Syringe
Filters Nylon 13 mm, 0,45um, (LABICOM, s.r.0., Olomouc, CR), kolonky pro SPE Strata
C18-E (55um, 70 A), 500 mg/3ml, Strata® SCX (55um, 70 A), 500 mg/6 ml
(ob& Phenomenex, Torrance, CA, USA), Discovery® DSC-SAX, 500 mg/3ml (Supelco
Analytical, Praha, CR).
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2.2 Chemikalie a standardni latky

2.2.1 Chemikalie

e acetonitril pro MS, 299,9 % (Honeywell, Seelze, Némecko)

e methanol pro MS, > 99,9 % (Honeywell, Seelze, Némecko)

e methanol, > 99,9 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

e aceton, 299,8 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

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

e kyselina chlorovodikova, 35 % (PENTA, Praha, CR)

e hydroxid sodny, p.a. (J. T. Baker, Deventer, Nizozemsko)
e uhlicitan sodny, = 99,5 % (PENTA, Praha, Ceska republika)
e mravencan amonny, = 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

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

2.2.2 Standardni latky

Ke stanoveni biogennich aminli byly pouZity nasledujici standardni latky od firmy
Sigma-Aldrich (Steimheim, Némecko): fenylethylamin (> 99 %), histamin (> 97 %),
isoamylamin (> 99 %), kadaverin (= 95 %), putrescin (= 99 %), spermidin (> 99 %), spermin
(= 97 %), tryptamin (= 98 %), tyramin (= 99 %) a 1,7-diaminoheptan (= 98 %),
dansylchlorid (> 98 %), L-prolin (= 99 %).
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2.2.3

Vzorky vin

Lahvové vino Dornfelder 2012, pozdni sbér (Cervené suché¢), Vinaistvi Pod Zamkem,

Valtice CR, jakostni vino s piivlastkem (alk. 12,0 %, cukr 0,3 g-1'%, kyseliny 5,3 g-1"%).

Stacen¢ sudové vino Frankovka 2018 (Cervené suché), moravské zemské vino
(alk. 12,5 %), cukernatost hroznt pii sbéru 22 °C, zemé pavodu CR, vyrobeno
ve vinafstvi Rustikal, LIVING 2005 s.r.o., Lednice.

Lahvové vino Frankovka 2018 (Cervené suché), vino z Chorvatska (alk. 11,0 %),

plnéno ve Vinafstvi Muténice, CR.

Lahvové vino Rulandské modré 2012 (Cervené suché), barrique vybér z hrozni,

Skaldk Vino Kyjov (alk. 13,0 %, zbytkovy cukr 3,8 g g-1"%, kyseliny 5,5 g-1%).

Lahvové Portské vino Porto Armilar (Cervené likérové vino), vino z Portugalska,

vinafska oblast Douro (alk. 19 %). Vyrobeno v Portugalsku.

Lahvové vino Rulandské Sedé 2017 (bilé polosuché), odridové bilé vino jakostni
ro¢nikové, Znovin Znojmo, CR (alk. 12,5 %, cukr 10,4 g-l'l, kyseliny 5,9 g-l'l,
cukerny extrakt 21,9 g-I'), rok lahvovani 2018.

Lahvové vino Rulandské Sedé 2017 pozdni sbér (bilé polosuché), jakostni vino
s ptivlastkem, Spolednost Rajhradské Klasterni s.r.o. CR, (alk. 12 %, zbytkovy cukr
15,6 g-17, kyseliny 6,6 g-12).

Lahvové vino Muscat Alb Demidulce 2019 (bilé polosladké), jizni Moldavie
(alk. 12,0 %), vyrobce a stacirna I. M. Chateau Vartley, s.r.1., Moldavie.

Lahvové vino Veltlinské zelené 2017 (bilé suché), vinaiska oblast Morava, Vinafstvi

Habtina, Botetice (alk. 11,5 %), vino z CR.

Lahvové Portugieser WeiBlherbst 2018 (rizové polosladké), Pfalz (alk. 10 %),

vyrobeno v Némecku.
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2.2.4 Vzorky syri

e Italsky syr parmezanského typu Grana Padano. Consorzio Latterie Virgilio, Italie.

e  Syr hermelinového typu, Kral syrti provensalské bylinky, Pribina s.r.o. Pfibyslav, CR.
e Syr hermelinového typu, Kral syrii original, Pribina s.r.o. Piibyslav, CR.

e Handkise tvartzky, vyrobce: Késerei Loose GmbH, Leppersdorf, Némecko.

e Romadur, mékky zrajici syr, Madeta a.s., Ceské Budgjovice, CR.

2.3 Pracovni postupy
e Priprava mobilni faze

Mobilni fazi A predstavoval 5 mMM mraven¢an amonny. Roztok byl pfipraven navazenim
0,158 g do 500 ml barnky a doplnén redestilovanou vodou po rysku (pH 6,15). Pfipravena
mobilni faze A byla pred pouZzitim zfiltrovéna pies membranovy filtr Fisher MCE 0,45 um,

priamér 47 mm. Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril pro HPLC-MS.
e Piiprava Kkyseliny chloristé a chlorovodikové

Kyselina chlorista (0,4 M) byla piipravena napipetovanim 8,7 ml HClIO4 do 250 ml odmérné
banky, které byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Kyselina chlorovodikova (0,1 M)
byla pfipravena napipetovanim 4,41 ml 35 % kyseliny chlorovodikové do 500 ml odmérné

banky, ktera byla nasledné doplnéna destilovanou vodou po rysku.
e Priprava roztoku dansylchloridu

Roztok dansylchloridu byl pfipraven navazenim 10 mg do 10 ml baiky a doplnén po rysku

acetonem (koncentrace 1 g-1%).
e Priprava roztoku L-prolinu

Roztok L-prolinu byl pfipraven navazenim 100 mg do 10 ml banky, ktery byl doplnén
destilovanou vodou a dale byl fedén odpipetovanim 1 ml do 10 ml banky a doplnén

destilovanou vodou po rysku (koncentrace 1 g-172).
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e Priprava roztoku hydroxidu sodného

Roztok hydroxidu sodného (2 M) byl pfipraven rozpusténim 20 g NaOH ve 250 ml

destilované vody.
e Piiprava zasobnich roztoku standardnich latek

Zasobni roztoky jednotlivych biogennich amint (fenylethylaminu, isoamylaminu, histaminu,
kadaverinu, putrescinu, spermidinu, sperminu, tryptaminu a tyraminu), jejichz koncentrace
byla 5 g-I"%, byly piipraveny tak, Ze bylo navazeno 50 mg kazdého aminu do 10 ml banky
a doplnény po rysku 0,4 M kyselinou chloristou. Z téchto zasobnich roztokt byl piipraven
smésny roztok vSech biogennich aminii tak, ze bylo pipetovano 200 ul kazdého standardu
Z batiky o koncentraci 5 g-I"t do 10 ml baiiky, ktera byla nasledn& doplnéna 0,4 M kyselinou
chloristou po rysku (koncentrace 100 mg-1%).

e Priprava kalibracnich roztoki

Ze smésného roztoku o koncentraci 100 mg-I"! kazdého biogenniho aminu byla pfipravena
kalibra¢ni fada, ktera sestavala z osmi boda o koncentraci 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5
a2 mg-I. Byla pfipravena postupnym pipetovanim 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 a 200 pl
ze smésného roztoku o koncentraci 100 mg-1™ kazdého biogenniho aminu do 10 ml odmérné

barnky, kterd byla nasledné doplnéna po rysku 0,4 M kyselinou chloristou.
e Postup derivatizace

Kazdy analyzovany roztok byl pfed analyzou derivatizovan nasledujicim postupem:
1 ml standardniho roztoku (samotného standardu nebo smési) byl pipetovan do zkumavky
suzavérem a bylo pifidano 50 upl 1,7-diaminoheptanu (vnitini standard, IS), 150 ul
2 M hydroxidu sodného a 300 ul nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného (pH 11). Zkumavka
byla uzaviena a smés byla vortexovana piiblizné 30 sekund. Poté byl k roztoku pfidan 1 ml
dansylchloridu v acetonu (koncentrace 1 g-I7%), 1ékovka byla opét uzaviena a smés byla
vortexovana piiblizné 30 sekund, a poté ponechana 60 minut na vodni lazni pfi 50 °C ve tm¢.
Po ochlazeni bylo piiddno 200 ul L-prolinu (1 g-I%) a roztok byl ponechan 15 minut ve tmé.
Po derivatizaci byly roztoky filtrovany do vialek, apoté analyzovany pomoci systému
HPLC-UV/MS.

40



e Uprava vzorku

Pied vlastni derivatizaci bylo nutné vzorky vin upravit podle nasledujiciho postupu. K 10 ml
vina bylo navadzeno 0,5 g polyvinylpirolidonu, ktery odstrafiuje interferenty ze vzorku.
Vznikla smés byla 10 minut michana na magnetickém michadle, dale byla odstfedéna pfti
rychlosti otacek 3600 g po dobu 10 minut. Supernatant byl pouzit k derivatizaci a nasledné

analyze.

Pti analyze syrt byly pouzity nakrajené, popiipad¢ nastrouhané vzorky (dle konzistence syra).
K 5 g syra bylo ptidano 10 ml 0,4 M kyseliny chloristé a vznikla smés byla ptiblizné 2 minuty
vortexovana. Nasledn¢ byla smés umisténa do centrifugacnich zkumavek a jednotlivé vzorky
byly odstiedény po dobu 10 minut pfi otackach 3600 g. Poté byla provedena derivatizace
a analyza pomoci systému HPLC-UV/MS.
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2.4 Podminky chromatografické analyzy
Pro stanoveni biogennich amini byly po optimalizaci metody pouzity nasledujici podminky:

Kolona: Gemini® 3 um C18 110 A, 150 x 3 mm

Mobilni faze A: 5 mM mraven¢an amonny

Mobilni faze B: acetonitril

Pritok: 0,6 ml-min

Gradientova eluce: 0 min.: 55 % MF B, 5-10 min.: 60 % MF B, 12 min.: 90 % MF B
Teplota kolony: 35 °C

Davkovany objem: 20 pl

Detekce: UV (254 nm), MS

Pro hmotnostni detekci byl pouzit iontovy zdroj APCI v pozitivnim médu a dal§i nastavené
podminky byly nésledujici:

Corona: + 4000

Nebulizer: 60.0 psi

Priitok susiciho plynu: 6 ml-min!

SuSici teplota: 350 °C

Vyparovaci teplota: 450 °C

Scan rozdélen na ¢tyri segmenty: 1. 250-400 m/z, cilova hmota 355; 2. 500-900 m/z, cilova
hmota 580; 3. 800-900 m/z, cilovd hmota 845; 4. 1000-1300 m/z, cilova hmota 1135

Stabilita slouceniny: 100 %

Trap drive level: 100 %
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Optimalizace postupu derivatizace

Na uvod experimentu byly optimalizovany podminky derivatizace na standardech
analyzovanych biogennich aminG. Ve studii [24] pracovali s roztokem dansylchloridu
v acetonu o koncentraci 10 g-1". Pfi p¥ipravé roztoku o této koncentraci vsak bylo zjiiténo,
ze nedochazi K rozpusténi dansylchloridu a po vlozeni do ultrazvukové lazné doslo
k vysrazeni a zakaleni roztoku. Z tohoto duvodu byl piipraven roztok dansylchloridu
v acetonu o koncentraci 1 g-I7, ktery byl pouzivan po celou dobu a pro v§echny experimenty.
V prostudovanych publikacich [1,6,24] byl pouzit jako vnitini standard 1,7-diaminoheptan.
Nejprve byly postupné derivatizovany jednotlivé standardy analyzovanych biogennich amind,
a poté byla pripravena smés vSech standardi biogennich amint, kterd byla nasledné

derivatizovana a analyzovana.

Byl testovan nasledujici postup, ktery vychazel z publikace [24]: k 1 ml roztoku standardu
nebo smési bylo pfidano 50 pl vnitiniho standardu (1,7-diaminoheptan, IS; o koncentraci
20 mg-1It). Dale bylo ke smési pfiddano 150 ul 2 M NaOH a 300 ul nasyceného roztoku
Na.COs jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 11 a vznikld smés byla pfiblizné¢ 30 sekund
vortexovana. Nasledné byl piidan 1 ml dansylchloridu (koncentrace 1 g-I') a smés byla opét
30 sekund vortexovana. Poté byly zkumavky uzavieny a vloZzeny do vodni lazné€ na 60 minut
pti 50 °C ve tmé. Po uplynuti 60 minut byly derivaty ochlazeny a bylo ptidano 200 pl
L-prolinu (koncentrace 1 g-I') avyslednda smés byla ponechana 15 minut ve tmé

pii laboratorni teploté, poté zfiltrovana do vialek a analyzovana.

Také byla testovana trojndsobna a pétindsobna mnozstvi smésného roztoku standardi
zapouziti pivodniho poméru ostatnich latek, alevtomto piipadé derivatizaéni reakce
neprobéhla kvantitativng. Také byla testovana trojnasobna a pétindsobna mnozstvi vSech
pouzitych roztokl, coz bylo Vv tomto pifipadé¢ témét srovnatelné s plivodnimi podminkami
(L ml vzorku + 1 ml ¢inidla), avSak vysledky byly o néco niz§i v porovnani s pivodnimi

podminkami.

Také byla testovana derivatizace ktera probihala po dobu 30 minut. Bylo zjisténo, Ze pfi kratsi
dob¢ derivatizace neprobiha reakce kvantitativné, konkrétné pii 30 minutach probiha zhruba

z 80 %. Z divodu kvantitativniho pribéhu reakce byl tedy zvolen ¢as derivatizace 60 minut.
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Tento postup derivatizace se ukazal byt optimalni, a proto byla dale pozornost zamétrena na

optimalizaci chromatografickych podminek separace derivati biogennich amint.

Béhem provadéni experimentalni prace bylo také potvrzeno, ze pripravené derivaty jsou

velmi stabilni aZ po dobu 14 dnt, jak uvadi publikace [30].

3.2 Optimalizace chromatografickych podminek

Pro optimalizaci chromatografickych podminek bylo testovano n¢kolik staciondrnich fazi.
Dale byl také zkouman vliv sloZzeni mobilni faze, jejiho prutoku, gradientu a objemu nastiiku
na separaci biogennich amint. K detekci byl pouzit spektrofotometricky detektor, na kterém
byla provedena detekce derivati biogennich amint pii 254 nm (dle prostudované literatury),
a také hmotnostni detektor, jehoz podminky byly také upraveny a optimalni podminky jsou
uvedeny v kapitole 2.4. Po optimalizaci metody byly tyto podminky pouzity pifi analyze

biogennich amint ve vzorcich vin a syru.
3.2.1 Volba stacionarni faze

K separaci biogennich aminli se nejcastéji pouziva chromatograficky systém s obracenymi
fazemi (RP-HPLC), nejCastéji za vyuziti stacionarni faze typu C18 [1,8,10,24,27].
Na kolonach se stacionarni fazi typu CI18 dochéazelo k zadrzovani biogennich amind,
ale nedochazelo k rozdé€leni vsech latek, a proto bylo testovano vice kolon s riznymi rozméry
a velikostmi castic. V této praci byly testovany tii kolony se stacionarni fazi typu C18, a také
stacionarni faze pentafluorofenyl (PFP), ktery je dobrou alternativou ke kolonam typu CI18.
Separace na této kolon¢ probihala obdobnym zplsobem jako na kolonach typu C18, pouze
nedochazelo k rozdéleni fenylethylaminu a isoamylaminu. Ukazkova separace standardi

na kolon& Luna 3 um PFP (2) 100 A, (150 x 2 mm), je uvedena na obrazku I v piiloze.

Nejlepsi separace derivatd biogennich aminid bylo dosazeno na kolon& Gemini® 3 um C18
110 A, (150 x 3 mm), a proto byla tato kolona pouzita pfi validaci metody a analyze vzorki

vin a syru.
3.2.2 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Na zéklad¢ prostudované literatury byl k separaci biogennich amint jako jedna slozka

mobilni faze nejprve pouzit 10 mM mravencan amonny [24], ktery byl nasledné nahrazen
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5mM mravenCanem amonnym z diivodu lepSi ionizace derivati biogennich amint
pro hmotnostni detekci. Cim mensi je koncentrace pufru mobilni fize, tim dochézi k lepsi
ionizaci latek. Jako organicka slozka mobilni faze byl testovan methanol a acetonitril, oba
ur¢ené pro hmotnostni detekci. Pfi pouziti methanolu nedochézelo k separaci jednotlivych
standardii biogennich amini a dochdzelo k rozstépeni pikii na hmotnostnim detektoru
a ke chvostovani pikt pii spektrofotometrické detekci, proto byl zvolen acetonitril pro
hmotnostni detekci. Ukazkovou separaci biogennich amint s pouzitim methanolu pro MS

ilustruje obrazek II uvedeny Vv pfiloze.

3.2.3 Optimalizace gradientové eluce

Pii optimalizaci podminek separace bylo testovano nékolik riznych gradientli, aby bylo
dosazeno co nejlepsi separace biogennich aminli. Vybrané piiklady dalSich testovanych
gradientovych eluci jsou uvedeny v pfiloze na obrazku I11. Jako nejlepsi byla vyhodnocena
gradientova eluce: 0 min: 55 % acetonitrilu, 5-10 min: 60 % acetonitrilu a 12 min: 90 %
acetonitrilu. Za téchto podminek byly rozdéleny vSechny analyzované biogenni aminy béhem
20 minut a byly dostatecné odd¢€leny od pikt derivatizaéniho Cinidla a riznych jeho produkti,

které se eluuji do prvnich 5 minut analyzy.

3.2.4 Optimalizace pritoku mobilni faze a velikosti nastriku

Pro zvolenou kolonu Gemini® 3 um C18 110 A, (150 x 3 mm), bylo testovdno nékolik
riznych  pratokd  mobilni  faze a  rlznych  objemG  nastiiku  vzorku.
Bylo testovano pét pratokd: 0,4; 0,45; 0,5; 0,6 a 0,7 ml-min™t. Jako nejlepsi byl zvolen priitok
mobilni faze 0,6 ml-min™. Pii priitoku 0,7 ml-min jiz dochazelo ke koeluci fenylethylaminu
a isoamylaminu a 1,7-diaminoheptanu a tyraminu. Velikost nastiiku byla zvolena 20 ul, kdy
byly dostatecné velké odezvy. U vétSiho nastiiku (30 ul) jiz dochazelo ke $tépeni pikd pii

hmotnostni detekci.

3.2.5 Optimalizace podminek hmotnostni detekce

Jako prvni byl testovan pozitivni a negativni mod ionizace. Pti negativnim mdodu nedochazelo
K ionizaci derivata biogennich amint, a proto byl po celou dobu experimentu pouzivan
pozitivni mdd. Déle byl testovan pratok susiciho plynu a suSici teplota. Z diivod vyssiho
priutoku mobilni faze byl pouzivan nejvy$si mozny pritok suSiciho plynu, ktery piistroj

umoziioval (6 ml-min™) a susici teplota 350 °C byla zvolena dle doporu¢eni vyrobce, také
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s ohledem na prutok mobilni faze. Pfi analyze derivati biogennich aminti byla nejprve pouzita
jako cilovd hmota primérnd hodnota molekulové hmotnosti derivatii vSech analyzovanych
biogennich amini. Ale vzhledem ktomu, ze hodnoty molekulovych pikii derivati se
pohybovaly od 321 do 1135, nebylo vhodné pouzivat jejich primérnou hodnotu, z toho
divodu, Ze nedochazelo k optimalnimu zaznamenéni vSech analyzovanych latek. Analyza
byla tedy rozdélena na Ctyfi segmenty, ve kterych byly pouzity prumémé hodnoty
molekulovych hmotnosti navzajem si blizkych derivati biogennich amint a bylo tedy mozné
provést hmotnostni detekci vSech derivati biogennich aminti v jedné analyze. Optimalni
podminky pro hmotnostni detekci jsou uvedeny v kapitole 2.4. Na obrazku IV v pfiloze jsou
uvedeny extrahované iontové chromatogramy a na obrazku V v piiloze jsou uvedena spektra

dansyl derivati standardd biogennich aminii.

Na obrazku 10 je zobrazena ukazkové separace standardii biogennich aminti pti optimalnich

podminkach za pouziti spektrofotometrické detekce.
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Obrazek 10 Ukazkova separace standardii derivatii biogennich aminii

Podminky analyzy: kolona Gemini® 3 um CI18 110 A (150 x 3 mm); MF A 5 mM mravencan amonny,
MF B acetonitril; ndstiik 20 ul; teplota kolony 35 °C; priitok mobilni fize 0,6 ml-min?; gradientovd eluce
Omin.: 55 % MF B, 5-10 min.: 60 % MF B, 12 min.: 90 % MF B; UV detekce 254 nm.

Legenda: 1. tryptamin, 2. fenylethylamin, 3. isoamylamin, 4. putrescin, 5. kadaverin, 6. histamin,
7. 1,7-diaminoheptan (1S), 8. tyramin, 9. spermidin, 10. spermin
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3.3 Validaéni parametry chromatografické metody

Po dokoncené optimalizaci vSech podminek bylo pfistoupeno k validaci metody. V této
diplomové praci byly jako dilezité validacni parametry vybrany: meze detekce, meze
stanovitelnosti, linearita, navratnost kalibraéni ftady a opakovatelnost (jednodenni

| vicedenni).

V nasledujici tabulce 1 jsou uvedeny retencni ¢asy, molekulové hmotnosti biogennich amina

a hmotnosti molekulovych pikt derivati pii pouziti optimalizovanych podminek separace.

Tabulka 1 Chromatografické a detekcni charakteristiky standardii

Analyt Retené_ni cas Molekulova l?motnost Molekulovy pik
[min] [g-mol] [M+H]*
tryptamin 7,1 160,22 394
fenylethylamin 8,6 121,18 355
isoamylamin 9,1 87,16 321
putrescin 10,2 88,15 555
kadaverin 11,9 102,78 569
histamin 12,6 111,15 578
tyramin 15,2 137,18 604
spermidin 15,5 145,25 845
spermin 17,6 202,34 1135

3.3.1 Meze detekce a stanovitelnosti

Mezi detekce (Limit of Detection, LOD) se rozumi nejnizsi detekovatelné mnoZstvi analytu
ve vzorku a mezi stanovitelnosti (Limit of Quantification LOQ) se rozumi nejniz§i mnozstvi
analytu ve vzorku, které Ize kvantitativné stanovit s uritou definovanou presnosti.
Mez detekce piedstavuje koncentraci, ktera je rovna trojnasobku Sumu zakladni linie a mez
stanovitelnosti predstavuje koncentraci, kterd poskytuje signdl rovny desetindsobku Sumu

zakladni linie.

Kuréeni Sumu byla nejprve tfikrat proméfena Cistd mobilni faze A, ze které byla odectena
hodnota Sumu v ¢asech, které byly blizké retenénim ¢asum standardid. Hodnoty mezi detekce
a stanovitelnosti analyzovanych biogennich aminii byly vyhodnoceny vypoctem
z kalibra¢nich zavislosti vySek pikti na koncentraci biogennich amini a jsou uvedeny

v tabulce 2.
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Tabulka 2 Meze detekce a stanovitelnosti analyzovanych biogennich aminii

Anal LOD [ugl] LOQ [mg1']
naiyt UV detekce MS detekce UV detekce MS detekce

tryptamin 10,6 25,4 35,2 121,3
fenylethylamin 19,6 31,1 46,5 103,7
isoamylamin 13,8 21,7 41,5 72,4
putrescin 16,9 54,2 42,3 108,2
kadaverin 16,7 37,9 41,6 110,3
histamin 77,8 68,3 291,0 227,8
tyramin 17,7 94,5 53,2 315,1
spermidin 16,6 377,4 54,8 1257,9
spermin 70,4 359,0 234,7 1196,0

Hodnoty mezi detekce pro spektrofotometrickou detekci se pohybovaly fadové v desitkach
ug1t, konkrétng v rozmezi 10,6 az 77,8 pg-1t. U hmotnostni detekce se hodnoty mezi detekce
taktéz pohybovaly fadové v desitkach pg1? s vyjimkou spermidinu a sperminu, u kterych
se hodnoty pohybovaly okolo 360 pg1?t. Meze stanovitelnosti se u spektrofotometrické
detekce pohybovaly v rozmezi od 35,2 do 291 pg1? a u hmotnostni detekce v rozmezi od
72,4 do 1257,9 pgl?. U spektrofotometrické detekce byla mez detekce a stanovitelnosti
nejmensi pro tryptamin anejvyssi pro histamin. Meze detekce a stanovitelnosti pro
hmotnostni detekci byly nejnizsi u isoamylaminu a nejvyssi u spermidinu. Jak je patrné
z tabulky 2 pro stanoveni biogennich amini je citlivéjsi spektrofotometrickd detekce, u které
bylo dosazeno nizSich hodnot mezi detekce a stanovitelnosti pro vSechny biogenni aminy,

V porovnani s detekci hmotnostni.

3.3.2 Kalibracéni zavislosti standarda

Kalibra¢ni roztoky smési standardl byly pfipraveny postupnym fedénim zéasobniho roztoku,
ktery mél koncentraci 100 mg:I. Kazdy bod kalibrace byl tiikrat derivatizovan a nasledné
analyzovan. Grafy kalibrac¢nich zavislosti byly sestrojeny vynesenim zavislosti plochy pikt
na koncentraci biogennich aminti. Také byly sestrojeny grafy kalibracnich zavislosti poméru

ploch standardu a vnitiniho standardu na koncentraci biogennich amini.

Rozsah kalibra¢nich zavislosti pro spektrofotometrickou detekci se u vétSiny standardi
pohyboval v rozmezi od 0,05 do 2 mg-I", ale rozsah kalibrace pro spermin byl 0,25 az

2 mg-1I"t a pro histamin 0,5 az 2 mg-I?, protoze body 0,25, respektive 0,1 mg-1?, u téchto dvou
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latek byly pod mezi stanovitelnosti. Kalibra¢ni rozsah u hmotnostni detekce se pohyboval
v rozmezi od 0,1 do 2 mg-I" u vétsiny standardt s vyjimkou histaminu (od 0,25 do 2 mg-I?)
atyraminu (od 0,5 do 2 mg-I) a to ze stejného ditvodu jako u spektrofotometrické detekce.
Jednotlivé kalibra¢ni grafy pro spektrofotometrickou i hmotnostni detekci jsou uvedeny
Vv ptiloze na obrazcich I'V-X a parametry kalibracni zévislosti ploch pikli na koncentraci jsou
uvedeny v tabulce 3. Grafy kalibracnich zavislosti poméru ploch standardu a vnitiniho
aminQ taktéz

standardu na koncentraci

na obrazcich XI-XV.

biogennich jsou uvedeny v pfiloze

Po vyhodnoceni zaznamu 2z hmotnostniho detektoru a vypocitani mezi detekce
a stanovitelnosti bylo zjisténo, ze v piipadé spermidinu a sperminu byly pouze dva body
z kalibra¢ni tady nad mezi stanovitelnosti, a tudiz nebyly pro tyto dvé latky nakonec

kalibra¢ni zavislosti ptipraveny.

Tabulka 3 Parametry kalibracnich zavislosti (zavislosti ploch pikii na koncentraci)

UV detekce i MS detekce i

Analyt : Navratnost _ Navratnost

Rovnice R? [%0] * Rovnice R? [%0] *

regrese regrese
tryptamin 46,058x+11,412 0,9813 92,34 23,189x+2,9774 10,9912 75,93
fenylethylamin 46,337x+1,0303 00,9923 93,66 26,311x+7,4735 0,9908 95,44
isoamylamin 69,721x+1,0378 0,9897 97,43 42,459x+9,3655 0,974 88,47
putrescin 61,329x-0,4834 0,9882 85,74 54,874x+0,9686 0,9907 82,27
kadaverin 69,657x+0,9321 0,9874 91,31 67,589x+9,6202 0,9826 83,52
histamin 7,8531x+0,0755 0,9601 117,46 17,754x+6,2008 0,9708 114,54
tyramin 76,04x+0,9069  0,9846 98,33 128,03x-18,203 0,9791 71,69
spermidin 18,842x-0,249  0,9832 90,48 - - -
spermin 9,3458x+1,4327 0,9722 105,93 - - -

* pro koncentraci 1 mg-1? (n = 3)

Témét ve vSech piipadech bylo dosazeno uspokojivé linearity, coz dokazuji korelacni
koeficienty, které se pohybuji v rozmezi od 0,9601 do 0,9923 u spektrofotometrické detekce
aod 09708 do 0,9912
pro spektrofotometrickou detekci byly stanoveny pro histamin (0,9601) a spermin (0,9722).

U hmotnostni detekce. Nejmensi korelacni koeficienty

cvwr
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takovou strmost v porovnani s ostatnimi biogennimi aminy, u kterych se hodnota smérnice

pohybuje ve dvojcifernych cislech.

V literatufe se u kalibracnich zavislosti také objevuje parametr ,recovery, ktery by se dal
prelozit jako navratnost kalibra¢ni fady, coz znamend, jak dany bod zapada do kalibracni
fady. Pfi stanoveni tohoto parametru byl pifipraven derivat smési biogennich amini, ktery
se liSil od bodi kalibra¢ni fady. Hodnoty ploch tohoto bodu byly dosazeny do piislusné
kalibraéni fady. Idedlni navratnost kalibracni tfady je 100 %. NejlepSi ndvratnosti
u spektrofotometrické detekce bylo dosaZeno u tyraminu (98,33 %) a u hmotnostni detekce
u fenylethylaminu (95,44 %). V nékterych piipadech se hodnoty navratnosti pohybovaly

nad 100 %, naptiklad u histaminu pro spektrofotometrickou i hmotnostni detekci.

Kvantifikace biogennich aminli v redlnych vzorcich byla provedena pomoci
spektrofotometrické detekce, ktera je pro stanoveni biogennich amint citlivéjsi v porovnani
s hmotnostni detekei. Vypocet byl proveden z kalibra¢nich zavislosti poméru ploch standardu
a vnitintho standardu na koncentraci biogenniho aminu, z divodu lepSich korelacnich
koeficientd. = Korelaéni  koeficienty @ se u  téchto  kalibracnich  zavislosti
pro spektrofotometrickou detekci pohybovaly v rozmezi 0,9853 (spermin) az 0,9969
(putrescin). Pro hmotnostni detekci se korelacni koeficienty pohybovaly v rozmezi

0,9805 (tyramin) az 9944 (histamin).

3.3.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost byva meéfena z diivodu vyhodnoceni velikosti ndhodné chyby pfi analyze.
Opakovatelnost je presnost meéteni, které je provadéno ve stejné laboratofi, jednim

analytikem, na stejném pfistroji a v co nejkratSim case.

Ptipravené derivatizované standardy biogennich aminli byly prométeny vzdy v rdmci jednoho
a deseti dnfi na dvou koncentraénich hladinéch (0,1 a 1 mg:I"). Timto zpisobem byla zjisténa

intraday (jednodenni) a interday (vicedenni) opakovatelnost vysledkii.

Pro spektrofotometrickou detekci nebylo mozné provést stanoveni opakovatelnosti na hladiné
0,1 mg-I* pro histamin a spermin, protoze jejich meze stanovitelnosti byly vyssi nez tato
hladina. U hmotnostni detekce bylo mozné testovat opakovatelnosti na hladiné 0,1 mg-I*

pro tryptamin, fenylethylamin a putrescin; isoamylamin a kadaverin byly také zatazeny,
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pfestoze jejich meze stanovitelnosti byly mirné pod touto hladinou. Ostatni biogenni aminy

nebyly na této hladiné pro hmotnostni detekci testovany.

V tabulce 4 a 5 jsou uvedeny vysledky jako relativni smérodatné odchylky ploch pikti (RSD)
z péti analyz, které byly provedeny v jednom dni a odchylky z deseti analyz, které byly
provedeny po dobu deseti po sob¢ jdoucich pracovnich dnili. Pfestoze hodnoty mezi
stanovitelnosti spermidinu a sperminu byly pouze mirné nad hladinou 1 mg-I* byly zahrnuty

do testovani opakovatelnosti pro hmotnostni detekci.

Tabulka 4 Intraday (jednodenni) opakovatelnost

Intraday 0,1 mg-I'! (n=5) Intraday 1 mg-1? (n=5)
Analyt UV detekce MS detekce UV detekce  MS detekce
RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%]
tryptamin 3,2 59 0,2 2,7
fenylethylamin 1,0 7,2 0,4 1,9
isoamylamin 1,9 79 0,4 5,6
putrescin 0,6 7,8 0,8 2,8
kadaverin 14 9,3 0,3 53
histamin - - 1,0 3,0
tyramin 1,3 - 1,4 10,2
spermidin 2,3 - 1,7 5,3
spermin - - 1,7 7,4

Hodnoty RSD pro spektrofotometrickou detekci se u jednodenni opakovatelnosti testované
na hlading 0,1 mg-1"t pohybovaly v rozmezi 0,6 az 3,2 % a pro hladinu 1 mg-1" 0,2 az 1,7 %.
U hmotnostni detekce se pohybovaly hodnoty RSD na nizsi hladiné v rozmezi 5,9 az 9,3 %
a pro vyssi testovanou hladinu se hodnoty RSD pohybovaly v rozmezi 1,9 az 10,2 %. LepSich
vysledkii bylo dosaZeno u testované hladiny 1 mg-I* ve srovnani s hladinou 0,1 mg-1?, a také
spektrofotometricka detekce poskytovala lepsi vysledky v porovnani s hmotnostni detekci.
U spektrofotometrické detekce se hodnoty RSD pohybovaly pod 2 % a u hmotnostni detekce
pod 10 % (s vyjimkou tyraminu, 10,2 %).
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Tabulka 5 Interday (vicedenni) opakovatelnost

Interday 0,1 mg- 1" (n=10) Interday 1 mg-1! (n=10)

Analyt UV detekce ~ MS detekce UV detekce MS detekce
RSD [%] RSD [%] RSD [%] RSD [%]
tryptamin 10,0 94 7,3 3,3
fenylethylamin 3,9 4.6 0,8 3,3
isoamylamin 2,8 53 0,6 3,3
putrescin 4.6 57 1,0 49
kadaverin 3,0 6,8 4,0 3,5
histamin - - 2,8 4,1
tyramin 1,3 - 1,7 6,6
spermidin 5,8 - 1,8 5,2
spermin - - 2,2 53

Hodnoty RSD pro hladinu 0,1 mg-I"%, ktera byla testovana v priibéhu deseti po sobé& jdoucich
pracovnich dnt, se pro spektrofotometrickou detekci pohybovaly v rozmezi 1,3 az 10,0 %
a pro hladinu 1 mg:I"! se hodnoty pohybovaly v rozmezi 0,6 az 7,3 %. Pro hmotnostni detekci
byly hodnoty na nizsi testované hlading 4,6 az 9,4 % a na vys$i hladiné 3,3 az 6,6 %. Stejné
jako u jednodenni opakovatelnosti bylo lepSich vysledkd dosazeno u testované

hladiny 1 mg-I.
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3.4 Optimalizace podminek zakoncentrovani derivati biogennich amini

MnozZstvi biogennich amint ve vzorcich vin a syra je podle publikovanych dat pomérné malé.
Z divodu ocekavaného malého mnozstvi biogennich amini v redlnych vzorcich byly
optimalizovany podminky zakoncentrovani derivati biogennich amini na smési standarda
biogennich amind. V prostudovanych publikacich se kextrakci biogennich amina
zZ potravinaiskych matric nejcastéji pouzivaji SPE kolonky typu C18 a SAX [6,66,68]. V této
diplomové praci byly testovany tii druhy sorbentii. Jednalo se o sorbenty typu C18, SAX
a SCX. Sorbent SCX nebyl v literatufe popsan, ale byl doporucen prodejcem pro tuto
aplikaci.

V aplika¢nim listu vyrobce bylo uvedeno, Ze aktivace kolonky se provadi trojnasobnym
mnozstvim jejiho objemu, a proto byly kolonky nejprve aktivovany 9 ml methanolu
anasledné¢ 9 ml redestilované vody. Nasledné bylo na kolonky aplikovano 5 ml roztoku
derivatl. Protekly podil by jiman a analyzovan, aby bylo zjisténo, zda dochazi k zachyceni
analyti. Dale byla kolonka promyta 9 ml 5% methanolu, za Géelem vymyti interferujicich
latek. Tento podil byl také jiman a analyzovan. V poslednim kroku byl aplikovan

1 ml acetonitrilu, do kterého by mély byt analyty zakoncentrovany.

Nejlepsich vysledki bylo dosazeno pii pouziti kolonek se sorbentem C18, u kterych
nedochéazelo ke ztratdm analytl ani pfi promyvani 5% methanolem. Stanovené vytéZnosti
jsou uvedeny v nasledujici podkapitole. U kolonek SAX nedochazelo k zachyceni biogennich
aminll na sorbentu, a proto nebyly dale pouzivany pii zakoncentrovani derivati ve vzorcich
vin. U kolonek SCX také dochazelo ke ztratam analytl jiz pfi aplikaci vzorku, ale zajimavé

je, ze v porovnani s kolonkami typu C18 dochazelo k vy$§imu zachyceni sperminu (98 %).

3.4.1 Stanoveni vytéZnosti

Vytéznost kolonek se sorbentem C18 byla stanovena z péti opakovanych extrakei vypoctem

zZ ploch piki pied a po zakoncentrovani s piihlédnutim k zakoncentrovacimu faktoru.

Hodnoty vytéznosti se pohybovaly od 52,9 % do 96,2 %. Nejvyssi vytéznost byla stanovena
pro isoamylamin (96,2 %). U tryptaminu a fenylethylaminu byla hodnota vytéznosti piiblizné
96 %, u putrescinu a kadaverinu pfiblizné 92,5 %, u tyraminu 81,7 %, u histaminu

a spermidinu 79,7 % a nejmensi hodnota vytéznosti byla stanovena pro spermin (53 %).
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3.5 Vysledky analyzy vzorku

Po optimalizaci vSech podminek metody byla tato metoda aplikovana na realné vzorky vin
asyrt, ve kterych byla provedena kvalitativni a kvantitativni analyza biogennich amint.
Podle prostudované literatury bylo nejprve potfeba pred vlastnim derivatizacnim postupem

jednotlivé vzorky vin a syrt upravit. Konkrétni postupy jsou uvedeny v kapitole 2.3 [1,6,8].

3.5.1 Vysledky analyzy vina

Jak je popsano v literatufe [6,8,32,66], je nejprve zapotiebi vzorky vin upravit pomoci
polyvinylpyrrolidonu, ktery odstrafiuje interferenty (napifiklad fenolické slouceniny
a aminokyseliny) ze vzorku. Po této upravé vzorku byla provedena derivatizace 1 ml vzorku.
Také byla provedena derivatizace 3 a 5 ml vzorku pfi zachovani stejného poméru ostatnich
chemikalii, i pfi trojndsobném, popiipad€ pétindsobném mnozstvi chemikalii, avSak pii téchto
objemech nedochazelo ke kvantitativni reakci. Z tohoto divodu byl dale pro vSechny vzorky

vin pouzivan optimalni postup derivatizace za pouziti 1 ml vzorku vina.

Déle byl na redlné vzorky vin aplikovan optimalizovany postup zakoncentrovani derivati
biogennich aminli pomoci riznych typl sorbentli (C18, SCX, SAX). Zitejmé kvuli pfitomnosti
pfiblizné€ 12 % ethanolu ve vzorku nedochazelo k uplnému zachyceni analytu na zddném typu
z testovanych kolonek. Zachyceni analytu bylo pozorovano pouze u kolonky typu CI18,
ale pouze zhruba z 30 %. Zakoncentrovavani tedy nebylo dale na realné vzorky vin

aplikovano.

V této diplomové praci bylo analyzovano 10 vzorki vin, z toho 5 €ervenych, 4 bil4 a 1 riZzové
vino. V tabulce 6 je uvedeno rozdéleni vin podle obsahu zbytkového cukru a podle barvy

(charakteristika vin) a je zde uvedeno zméfené pH jednotlivych vzorki vin.
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Tabulka 6 Charakteristika vzorkii vin

Vzorek vina charakteristika vin pH

Dornfelder cervené suché 4,05
Frankovka (stacena) ¢ervené suché 3,62
Frankovka (lahvova) cervené suché 3,52
Rulandské modré cervené suché 3,76
Portské (Porto Armilar) cervené likérové 3,50
Rulandské Sedé (Znovin Znojmo) bilé polosuché 3,46
Rulandské Sedé (Rajhradské Klasterni)  bilé polosuché 3,41
Muscat Alb Demidulce bilé polosladké 3,28
Veltlinské zelené bilé suché 3,52
Portugieser Weillherbst razové polosladké 3,39

Hodnoty pH se u analyzovanych vzorkl vin pohybovaly v rozmezi 3,28 az 4,05. Jak je patrné
z tabulky 6, Cervena vina maji nepatrné vy$s$i hodnotu pH, a tudiz jsou méné kysela
V porovnani s viny bilymi a rdzovymi. Podle literatury by méla vina s vyssi hodnotou pH

obsahovat vys$i mnozstvi biogennich amini.

Obsah biogennich aminil ve vinech byl analyzovan za podminek uvedenych v experimentéalni
casti této diplomové prace. Obsahy biogennich aminl byly kvantifikovany pomoci
spektrofotometrického detektoru. Hmotnostni detektor byl vyuzit pro potvrzeni sledovanych
derivati. U kazdého vzorku vina se v 7. minuté pravideln¢ objevoval pik s molekulovou
hmotou 280, proto byl proveden pokus s roztokem 15% ethanolu, ktery byl derivatizovan
a zanalyzovan pomoci HPLC-UV/MS. V této analyze se také objevil pik s molekulovou
hmotou 280. Timto pokusem i vypoctem bylo potvrzeno, ze se jedna o dansyl derivat

ethanolu.

Ukéazkovy chromatogram derivatizovaného vzorku vina Rulandské Sedé (Znovin Znojmo)

je uveden na nasledujicim obrazku 11.
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Obrazek 11 Ukazkovy chromatogram vzorku vina Rulandské Sedé (Znovin Znojmo)

Podminky analyzy: kolona Gemini® 3 um CI18 110 A (150 x 3 mm); MF A 5 mM mravencan amonny,
MF B acetonitril; nastiik 20 ul; teplota kolony 35 °C; pritok mobilni fize 0,6 mi-min?; gradientovd eluce
Omin.: 55 % MF B, 5-10 min.. 60 % MF B, 12 min.: 90 % MF B; UV detekce 254 nm.
Legenda: 1. fenylethylamin, 2. isoamylamin, 3. putrescin, 4. kadaverin, 5. histamin, 6. 1,7-diaminoheptan (IS),
7. tyramin, 8. spermidin, 9. spermin

V literatuie [62,63] je popsano, Ze obsahy biogennich aminl jsou vys§i u Cervenych vin.
U vzorkt vin, které byly analyzovany v této diplomové praci byl vSak piekvapivé obsah
biogennich amini v bilych vinech srovnatelny (v jednom ptipadé i vyssi, Rulandské Sedé,

Znovin Znojmo) s obsahy biogennich amint v ¢ervenych vinech.

V prvnim analyzovaném Cerveném vinu Dornfelder byl stanoven putrescin, jehoz obsah byl
86,1 ug-I* a tyramin s obsahem 65,2 pg-I*. Dale byl v tomto vzorku nalezen fenylethylamin
pod mezi stanovitelnosti. Ve vzorku sta¢eného vina Frankovka byly pfitomny biogenni aminy
fenylethylamin, putrescin, kadaverin a histamin, jejichz obsahy ale byly pod mezi
stanovitelnosti. V lahvové Frankovce byl stanoven tyramin s obsahem 223,6 pg-1" a dale zde
byly pfitomny fenylethylamin, isoamylamin a putrescin pod mezi stanovitelnosti. Ve vinu
Rulandské modré byl v nejvy$§im mnozstvi stanoven spermin, jehoZ obsah byl 246,1 ug-I?,
dale byl stanoven spermidin (199 pg-1%), putrescin (188,9 pg-1"!) a nejméné bylo stanoveno
fenylethylaminu (47,5 pg-1t). Dale byly v tomto viné detekovany isoamylamin a histamin.
V likérovém Portském vinu byl stanoven spermidin, jehoZ obsah byl 76,9 ug-1?, putrescin
68,2 pug-l* akadaverin 459 pugl?. Pod mezi stanovitelnosti byly také piitomny

fenylethylamin, isoamylamin a histamin.
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Ve vinu Rulandské Sedé (Znovin Znojmo) bylo nalezeno osm biogennich amind.
Dominantnim biogennim aminem zde byl tyramin, kterého bylo stanoveno 1073 pg-l1?,
coz zaroven predstavuje nejvyssi nalezené mnozstvi viibec ze vSech vzorkl. Dalsi v poradi
byly spermin (663,4 pg-17%), spermidin (262,7 pg-1"%), kadaverin (252,7 pug-1%), fenylethalamin
(146,8 ng-1t) a putrescin (81,3 pg-1"). Nejmensi mnozstvi bylo stanoveno isoamylaminu
61,7 ug-1. Histamin byl pfitomen pod mezi stanovitelnosti. Ve vzorku vina Rulandské $edé
(Rajhradské Klasterni) byl v nejvy$§im mnoZstvi stanoven putrescin s obsahem 78,0 pg-17.
Déale byl stanoven isoamylamin (44,4 pg-1?) a také byly detekovany fenylethylamin
a histamin. Ve vinu Muscat Alb Demidulce byl tésné nad mezi stanovitelnosti stanoven
isoamylamin, jehoz obsah byl 42,0 pg-1. Déle byly v tomto vzorku detekovany putrescin,
histamin aspermin. Ve vinu Veltlinské zelené byl stanoven tyramin, jehoz obsah byl
61,3 pg-1"? adile zde byl piitomen isoamylamin pod mezi stanovitelnosti. V riizovém vinu
Portugieser WeiBherbst byl stanoven pouze jeden biogenni amin, a to putrescin
s obsahem 47 ug-1™.

Vsechny tyto biogenni aminy byly také detekovany pomoci hmotnostni detekce, kterd je pro
stanoveni biogennich aminti mén¢ citliva v porovnani se spektrofotometrickou detekci, a tudiz

se obsahy téchto biogennich amint pohybovaly vétSinou pod mezi stanovitelnosti.

V literatufe je popsano, Ze v zavislosti na dobé zrani a skladovani vin dochazi ke zvySovani
obsahu biogennich aminti. Na zéklad¢ tohoto poznatku byla analyza vzorki Rulandské
modré, Rulandské $edé (Znovin Znojmo) a Portugieser Weil3herbst provedena po ponechani
téchto tii vzorkl pfi laboratorni teploté po dobu jednoho a dvou tydnil. Po analyze vzorki,
které byly ponechany pfi laboratorni teploté jeden tyden byly zjistény srovnatelné hodnoty
jednotlivych biogennich aminti jak u ¢erveného, bilého, tak u rizového vina. Po dvou tydnech
byly tyto vzorky znovu derivatizovany a proméfeny. Bylo zjisténo, Ze u ¢erveného a rtizového
vina jsou vysledky srovnatelné. U bilého vina doSlo po 14 dnech k narGstu obsahu

isoamylaminu, kterého bylo stanoveno 88,9 pg-1? oproti ptivodnim 61,7 pug-1™.

NejzastoupenéjSim biogennim aminem v analyzovanych vzorcich vin byl putrescin, ktery byl
stanoven v deviti vzorcich vin. Dal$im v pofadi byl fenylethylamin, pfitomny v sedmi
vzorcich. Nasledovaly isoamylamin a histamin, které byly pfitomny v Sesti vzorcich, tyramin
ve Ctyfech vzorcich a kadaverin, spermidin a spermin byly pfitomny ve tfech vzorcich vin.
V zadném analyzovaném vzorku vin nebyl nalezen tryptamin. Nejvyssi stanovené mnozstvi

bylo 1073 pg-1" tyraminu ve vinu Rulandské $edé (Znovin Znojmo).
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V porovnani s publikovanou literaturou byly ve vinech analyzovanych v této diplomové praci
nalezeny podstatné nizsi obsahy biogennich aminii. Z toho vyplyva, Ze mistni vinaii dbaji na
spravny technologicky proces vyroby, lahvovani a uchovavani vin. Spotiebitel se tedy nemusi

obavat rizik, které jsou spojeny s pfitomnosti biogennich aminta ve vinech.

3.5.2 Vysledky analyzy syri

Stanoveni biogennich amind v syrech je mozné pouzit jako parametr hygienické kvality
vyroby. Jejich doba zrani je povazovéna za kriticky faktor akumulace biogennich amind.

Cim delsi je doba zrani, tim vy3si je obsah biogennich aminti v syrech.

V této diplomové praci bylo analyzovéno celkem 5 vzorkl rtznych druhi zrajicich syru.
Podle studii [1,40] byla extrakce biogennich amint ze vSech vzorkli nejprve provedena
pomoci 0,1 M kyseliny chlorovodikové. Po vyhodnoceni bylo zjisténo, Ze v této kyseling
nedochazi k dokonalé extrakci analyzovanych biogennich amind. Proto byla vyzkouSena
0,4 M kyselina chlorista, kterd se ukdzala byt vhodné&j§im extrakénim Ccinidlem, protoze

biogenni aminy se do ni extrahovaly podstatné vice.

Na obrazku 12 je znazornén ukazkovy chromatogram biogennich amint v syrech, konkrétné

se jedna o zrajici syr Tvartzky.
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Obrazek 12 Ukazkovy chromatogram vzorku syra Tvarizky
Podminky analyzy: kolona Gemini® 3 um CI18 110 A (150 x 3 mm); MF A 5 mM mravencan amonny,
MF B acetonitril; nastiik 20 ul; teplota kolony 35 °C; priitok mobilni fize 0,6 mi-min?; gradientova eluce

Omin.: 55 % MF B, 5-10 min.:. 60 % MF B, 12 min.: 90 % MF B; UV detekce 254 nm.
Legenda: 1. putrescin, 2. 1,7-diaminoheptan (1S), 3. tyramin

V prvnim analyzovaném syru parmezanského typu byl stanoven kadaverin s obsahem 81,3 pg
na 100 g syra. Dale byly pfitomny isoamylamin a putrescin pod mezi stanovitelnosti. V syru
hermelinského typu s provensalskymi bylinkami byl stanoven putrescin, jehoZ obsah byl
44,6 pg na 100 g syra, a dale byl detekovan isoamylamin. V syru hermelinského typu Kral
syrt original byl stanoven putrescin S obsahem 37,1 ug na 100 g syra. V tomto syru byly také
pfitomny isoamylamin a tyramin, oba pod mezi stanovitelnosti. Dal§im analyzovanym
vzorkem byly Tvartzky. V tomto zrajicim syru byl v nejvy$$im mnozstvi stanoven tyramin,
jehoz obsah byl 163,1 pg na 100 g syra a dale byl stanoven putrescin, jehoz obsah byl 20,5 ug
na 100 g syra. Ve vzorku syra Romadur bylo stanoveno celkem Sest biogennich amint.
Nejvice zastoupenym biogennim aminem byl histamin, kterého bylo stanoveno 2760,1 ng
na 100 g syra, coz je zaroven nejvyssi stanovené mnozstvi ze vSech vzorkl viibec. Déle byly
stanoveny tyramin (869,8 ug na 100 g syra), kadaverin (275,6 ug na 100 g syra), isoamylamin
(8,9 ug na 100 g syra) a nejméné bylo stanoveno putrescinu (8,8 pug na 100 g syra). Pod mezi

stanovitelnosti byl také ptitomen fenylethylamin.

V literatufe je popsdno, Ze v zavislosti na dob€ zrani syrti dochazi ke zvySovani obsahu
biogennich aminii. Na zakladé tohoto poznatku byla analyza vzorku Tvartzky provedena

po ponechani tohoto vzorku pfi laboratorni teploté po dobu jednoho a dvou tydnt. Po analyze
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vzorku, ktery byl ponechan pfi laboratorni teploté jeden tyden, byly zjiStény srovnatelné
hodnoty obsahu jednotlivych biogennich amini jako po analyze Cerstvého vzorku syra.
Po dvou tydnech uchovéavani bylo zjisténo, Zze doSlo k vytvofeni fenylethylaminu, ktery
Vv Cerstvém vzorku stanoven nebyl. Obsah fenylethylaminu byl 28,9 pug na 100 g syra. Také
doslo ptiblizn€ ke zdvojnasobeni obsahu putrescinu, které¢ho bylo ptivodné stanoveno 20,5 ug
na 100 g syra a po ¢trnactidennim ,,zrani* 44,9 ug na 100 g syra. Naopak je zajimavé,
ze V piipadé tyraminu doslo ke stanoveni mensiho mnozstvi po Ctrnactidennim skladovani

(29,9 pngna 100 g syra) v porovnani s cerstvym vzorkem syra (163,1 pgna 100 g syra).

Nejzastoupenéjsim biogennim aminem v analyzovanych vzorcich zrajicich syri byl putrescin,
ktery byl stanoven ve vSech vzorcich. Dal§im v potadi byl isoamylamin pfitomny ve ¢tyfech
vzorcich. Nasledoval tyramin, ktery byl pfitomen ve tfech vzorcich, fenylethylamin
a kadaverin ve dvou vzorcich a nejméné zastoupenym aminem byl histamin, ktery byl
piitomen pouze V jednom vzorku syra. V Zadném analyzovaném vzorku zrajicich syra nebyly
nalezeny tryptamin, spermidin a spermin. Nejvy$§i mnozstvi biogennich amini bylo
stanoveno Vv syru Romadur celkem 3923 pg na 100 g syra. V nejvyS$Sim mmnozstvi byl
stanoven histamin s obsahem 2760,1 pg na 100 g syra.

V porovnani s literaturou byly ve vybranych vzorcich zrajicich syrt, které byly analyzovany
Vv této diplomové praci, stanoveny podstatné mensi mnozstvi biogennich aminti. To znamena,
ze v analyzovanych vzorcich neni pfitomné vétsi mnoZstvi bakterii, které zplsobuji vznik
biogennich amint. Z toho vyplyva, ze vyrobci dbaji na hygienicky proces vyroby, nebo
ze bylo na vyrobu syra pouzito pasterizované mléko, ve kterém jsou bakterie zplsobujici

vznik biogennich amint pasterizaci odstranény.

60



4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat chromatografickou metodu pro stanoveni
biogennich amini Vv potravinach a poté tuto metodu aplikovat na realné vzorky vin a zrajicich

syri. Celkem bylo analyzovano 10 vzorkl vin a 5 vzorkt syra.

Nejprve byl optimalizovan postup prevedeni biogennich amint na dansyl derivaty. Déle byly
optimalizovany chromatografické podminky, pfi nichz se také vychazelo z postupti, které
byly uvedeny v literatufe. V této praci byl optimalizovan vybér stacionarni faze, slozeni
aprutok mobilni fize, objem nastfiku a také byla optimalizovdna gradientova eluce
a podminky hmotnostniho detektoru. Dale byla na standardech optimalizovdana metoda
extrakce biogennich amint na tuhou fazi. Pfi aplikaci této metody na vzorky vin vSak byl
zjistén negativni vliv matrice s pfitomnosti alkoholu, kvili kterému nedochazelo k zachytu

derivatl biogennich amini na sorbentech kolonky.

Po optimalizaci metody bylo pfistoupeno ke stanoveni valida¢nich parametrii. V této
diplomové praci byly jako dualezité valida¢ni parametry vybrany: meze detekce, meze

stanovitelnosti, linearita, navratnost kalibra¢ni fady a jednodenni 1 vicedenni opakovatelnost.

Pfi analyze vzorkli vin a syri bylo sledovano celkem devét biogennich amint:
fenylethylamin, histamin, isoamylamin, kadaverin, putrescin, spermidin, spermin, tryptamin
atyramin. NejzastoupenéjSim biogennim aminem v analyzovanych vzorcich vin byl
putrescin, ktery byl stanoven v deviti vzorcich vin, a na druhé strané¢ v zddném vzorku nebyl
piitomen tryptamin. V nejvy$§im mnoZstvi byl stanoven tyramin (1073 pg-1?) ve vinu
Rulandské Sedé¢ (Znovin Znojmo). Ve vzorcich vin se také pravidelné objevoval pik
s molekulovou hmotou 280. Pokusem bylo potvrzeno, Ze se jedna o dansyl derivat ethanolu.
NejzastoupenéjSim biogennim aminem v analyzovanych vzorcich zrajicich syrt byl putrescin,
ktery byl stanoven ve vSech péti vzorcich. Naproti tomu, v Zzadném analyzovaném vzorku
zrajicich syrt nebyly nalezeny tryptamin, spermidin a spermin. Nejvy$si mnozstvi biogennich

amintl bylo stanoveno v syru Romadur — celkem 3923 pg na 100 g syra.

V porovnani s literaturou bylo v této diplomové praci stanoveno podstatné mensi mnozstvi
biogennich amint ve vzorcich vin 1 syrti. Z toho vyplyva, Ze technologicky proces vyroby

je dobfe zvladnut, stejné tak jako hygiena zpracovani, vyroby a uchovavani potravin.
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Obrazek | Ukazkova separace standardii na koloné Luna 3 um PFP

Podminky analyzy: kolona Luna 3 um PFP (2) 100 A, (150 x 2 mm); MF A 5 mM mravencan amonny,
MF B acetonitril; nastiik 20 ul; teplota kolony 35 °C; priitok mobilni fize 0,3 ml-min; gradientova eluce
0-10 min.: 50 % MF B, 20 min.: 60 % MF B, 21 min.: 90 % MF B; UV detekce 254 nm.
Legenda: 1. tryptamin, 2. fenylethylamin, 3. isoamylamin, 4. putrescin, 5. kadaverin, 6. histamin,
7. 1,7-diaminoheptan (1S), 8. tyramin, 9. spermidin, 10. spermin
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Obrazek || Ukazkova separace standardii za pouziti methanolu jako mobilni faze B

Podminky analyzy: kolona Gemini® 5 um CI8 110 A, (150 x 3 mm); MF A 5 mM mravencan amonny,
MF B methanol; ndstiik 20 ul; teplota kolony 35 °C; priitok mobilni faze 0,5 ml-min*; gradientova eluce
0-5min.: 60 % MF B, 20 min.: 8 % MF B, 30 min.: 90 % MF B; UV detekce 254 nm.
Legenda: 1. tryptamin, 2. fenylethylamin, 3. isoamylamin, 4. putrescin, 5. kadaverin, 6. histamin,
7. 1,7-diaminoheptan (1S), 8. tyramin, 9. spermidin, 10. spermin
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Obrazek I\ Extrahované iontové chromatogramy dansyl derivatii standardii biogennich aminii
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Obrazek N Hmotnostni spektra dansyl derivatii standardii biogennich aminii
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Tryptamin, Fenylethylamin, Isoamylamin
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@ tryptamin
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koncentrace [mg-1-1]

Obrazek V| Kalibracni graf: tryptamin, fenylethylamin a isoamylamin, UV detekce

Putrescin, Kadaverin, Tyramin
@ putrescin
180,0 y = 61,329 - 0,4834
- 160,0 R>=0,9882

W kadaverin

y =69,657x + 0,9321
2=0,9874
Atyramin

y =76,04x + 0,9069
R2=10,9846

25

koncentrace [mg-1-1]

Obrazek V1| Kalibracni graf: putrescin, kadaverin a tyramin, UV detekce

Histamin, Spermidin, Spermin ahistamin
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@ spermidin
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R2=0,9832
M spermin
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Obrazek V111 Kalibracni graf: histamin, spermidin a spermin, UV detekce
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Putrescin, Kadaverin, Tyramin

@ putrescin
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2 —
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Obrazek | X Kalibracni graf: putrescin, kadaverin a tyramin, MS detekce

Tryptamin, Fenylethylamin, Isoamylamin, Histamin e tryptamin
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Obrdzek X Kalibracni graf: tryptamin, fenylethylamin, isoamylamin a histamin, MS detekce
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Obrazek X1 Kalibracni graf pomér ploch piku standardu a IS: tryptamin, fenylethylamin a isoamylamin, UV detekce
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Obrazek X1 Kalibracni graf pomér ploch piku standardu a |S: putrescin, kadaverin a tyramin, UV detekce
Histamin, Spermidin, Spermin o
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Obrdazek X111 Kalibracni graf pomér ploch piku standardu a 1S: histamin, spermidin a spermin, UV detekce
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Obrazek X1V Kalibracni graf pomér ploch piku standardu a |S: putrescin, kadaverin a isoamylamin, MS detekce

Tryptamin, Fenylethylamin, Tyramin, Histamin
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Obrdzek XV Kalibracni graf pomér ploch piku standardu a IS: tryptamin, fenylethylamin, tyramin a histamin, MS detekce
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