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ANOTACE

Tato diplomova prace je zaméfena na analyzu biogennich aminti ve vzorcich kimchi pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni S detektorem diodového pole a s hmotnostnim
spektrometrem. V teoretické Casti je pozornost zaméfena na biogenni aminy Vv kimchi a dalSich
fermentovanych potravinach. Dale je zde popsan vliv biogennich aminii na lidské zdravi
a jakym zplsobem je mozné tyto latky analyzovat a detekovat. V experimentalni ¢asti bylo
optimalizovano nastaveni hmotnostniho spektrometru a extrakéni postup pii zpracovani
vzorkid. Tyto podminky byly pouzity pro analyzu redlnych vzorkt kimchi. Vysledky analyzy
jsou prezentovany v posledni ¢asti prace, kde je vyhodnocen také vliv mikrobidlnich kultur

a doba procest (fermentace a skladovani v lednici) na obsah biogennich amint v Kimchi.
KLICOVA SLOVA

Biogenni aminy, vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, hmotnostni spektrometrie, kimchi
TITLE

Analysis of selected biogenic amines in kimchi samples

ANNOTATION

This thesis focuses on the analysis of biogenic amines in kimchi samples using
high-performance liquid chromatography coupled with a diode array detector and a mass
spectrometer. The theoretical part discusses biogenic amines in kimchi and other fermented
foods, their effects on human health, and methods for their detection and analysis. The
experimental section describes the optimization of the mass spectrometer setup and the sample
extraction procedure. These optimized conditions were then applied to the analysis of real
kimchi samples. The final part of the thesis presents the results of the analysis and evaluates
the influence of microbial cultures and the duration of fermentation and refrigerated storage

on the biogenic amine content in kimchi.
KEYWORDS

Biogenic amines, high-performance liquid chromatography, mass spectrometry, kimchi
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UvVoD

Biogenni aminy jsou slouceniny, které se podileji na udrzeni zivotaschopnosti bun¢k a také
na spravném prabéhu metabolickych procesii organismu, jako jSou syntéza proteinti, syntéza
hormoni a replikace DNA. Na druhou stranu, i pfes jejich pozitivni G¢inky na fungovani
organismu, se nadmérny obsah biogennich aminii ukazuje jako toxicky (prijem, otrava jidlem,
zvraceni, poceni nebo tachykardie). Navic pfi reakcich s dusitany, které se mohou pouzivat
ke konzervaci potravin nebo ke zlepseni barvy a chuti, dochazi ke vzniku karcinogennich
nitrosoaminti. Mezi nejvice sledované biogenni aminy spojené se zdravotnimi riziky
pfi nadmémé konzumaci patii tryptamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, histamin,

tyramin, spermin a spermidin.

Kimchi je fermentovand potravina, jejiz hlavni slozkou je brukvovitd zelenina, zejména
pekingské zeli a fedkev. Je vyznamnou soucasti korejské kuchyné a kulturni identity. Kimchi
ma zdravotni benefity, které jsou spojovany piedevsim s pfitomnosti bakterii mlééného kvaseni
a s obsahem bioaktivnich a fenolickych latek. Mezi bakterie mlécného kvaseni, které se podileji
na procesu fermentace a zaroven produkuji latky, které mohou pozitivn€ ovlivitovat lidské zdravi
patii napiiklad rody Lactobacillus, Leuconostoc a Pediococcus. Kimchi je fermentovanou
potravinou a muze u n&j dochazet k vyskytu biogennich aminti. Obsah biogennich aminti
v kimchi miize byt ovlivnén vychozimi surovinami, ale i kofenicimi pfisadami, mezi které patii

tteba solené fermentované rybi omacky a fermentované motské plody.

Mezi techniky pouZivané pro analyzu biogennich aminl patfi vysokolUc¢innd kapalinova
chromatografie se spektrometrickou detekci. Derivatizace biogennich aminti je nutna pro tento typ

detekce, protoze biogenni aminy samy o sob& neobsahuji chromofory a neabsorbuji UV zafeni.

Cilem této diplomové prace je izolace, derivatizace a nasledna separace a kvantifikace
vybranych biogennich amintt ze vzorkdi kimchi pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie ve spojeni s detektorem diodového pole a hmotnostnim spektrometrem.

15



1 TEORETICKA CAST

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BA) jsou bioaktivni nizkomolekularni dusikaté organické latky. Podle polarity
se deli na polarni a nepoldrni slouceniny, podle po¢tu aminoskupin na monoaminy, diaminy
a polyaminy, a dle chemické struktury na alifatické, aromatické a heterocyklické. Mimo jiné
lze tyto latky rozdélit do dvou velkych skupin, a to na endogenni a exogenni. Endogenni
BA jsou syntetizovany riznymi zivoéiSnymi tkdnémi a plni rizné role v metabolismu

mikroorganism, rostlin, zvifat i lidi. Exogenni BA se do téla dostavaji s potravou®.

1.1.1 Rozdéleni a vznik biogennich aminu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1, BA lze klasifikovat na zakladé nékolika kritérii. Jejich
Klasifikace je shrnuta v Tabulce 1. Podle chemické struktury se klasifikuji jako alifatické,
kam patii putrescin, kadaverin, spermin a spermidin, aromatické, kam lze zafadit tyramin
a fenyletylamin, a heterocyklické (histamin a tryptamin). Dale se klasifikuji dle po¢tu aminoskupin
na monoaminy (tyramin a fenyletylamin), diaminy (histamin, serotonin, tryptamin, putrescin

a kadaverin) a polyaminy (agmatin, spermin a spermidin).

BA vznikaji dekarboxylaci aminokyselin, za kterou jsou odpovédné dekarboxylujici a proteolytické
enzymy. Na zaklad¢ toho, jak se BA dostavaji do téla, je 1ze rozdé€lit na endogenni a exogenni.
Endogenni BA vznikaji jako produkty metabolismu. Exogenni BA jsou piijmany s potravou.
Vznik BA v potravinach je zpisoben dekarboxylaza pozitivnimi mikroorganismy, které
se do potravin dostavaji béhem vyrobniho procesu, at’ uz jde 0 mikroorganismy piidavané
do potravin napftiklad jako startovaci kultury, nebo mikroorganismy kontaminujici. Mnozeni
mikroorganismd, které produkuji dekarboxylazu rozkladajici aminokyseliny béhem fermentace
a skladovani, je tak hlavnim diivodem nadmérného mnozstvi BA v tradi¢nich fermentovanych
potravinadch. Endogenni BA zahrnuji neurotransmitery produkované tkanémi. Do této skupiny
patii katecholaminy (dopamin, epinefrin a noradrenalin), indolaminy (serotonin, melatonin
a 5-hydroxytryptamin) a histamin. Nékteré endogenni BA jsou nepostradatelnymi slozkami
zivych bunék, kde hraji aktivni roli v buné¢éné diferenciaci, regulaci funkce nukleovych kyselin
a Vv syntéze proteinti. Podileji se také na vyvoji mozku, rGstu a regeneraci nervi,
na spravném udrzovani krevniho tlaku a télesné teploty. Maji také vliv na reakci na stres
a starnuti. Mezi exogenni BA patfi putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, tryptamin, spermin,
spermidin a fenylethylamin. Konzumace produktt s vysokym obsahem téchto BA zptisobuje

mnoho zdravotnich problém?->.
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Nazvy jednotlivych BA jsou pak odvozeny od nazvu aminokyseliny, ze které vznikly. Naptiklad
histamin vznika dekarboxylaci histidinu, tyramin z tyrosinu, tryptamin z tryptofanu a tak podobné.
Jednotlivé prekurzorové aminokyseliny BA jsou uvedeny v Tabulce 1. Vznik BA v potravinach

je komplexni proces, ktery je ovlivnén nékolika faktory. Tato problematika bude vice

rozvedena v kapitole 1.2.

Tabulka 1: Rozdé&leni biogennich amind a jejich prekurzorové aminokyseliny!

Biogenni amin Vzorec Klasifikace Chemicka Prekurzorova
podle poctu struktura aminokyselina
aminoskupin
fenylethylamin CsHuN monoamin aromaticka fenylalanin
tyramin CsH1:NO monoamin aromaticka tyrosin
dopamin CgH1:NO- monoamin aromaticka tyrosin
norepinephrin CgH11NO3 monoamin aromaticka tyrosin
histamin CsHgNs3 monoamin heterocyklicka histidin
tryptamin Ci1oH12N20 monoamin heterocyklicka tryptofan
serotonin C10H12N20 monoamin heterocyklicka hydroxytryptofan
putrescin CsH12N2 diamin alifaticka ornitin
kadaverin CsHuaN; diamin alifaticka lysin
agmatin CsH14N4 polyamin alifaticka arginin
spermidin C7/H19N3 polyamin alifaticka arginin/ornitin
spermin CioH26N4 polyamin alifaticka arginin/ornitin

1.1.2 Vliv biogennich amint na lidské zdravi
Nekteré BA hraji dvoji roli v lidském organismu, kdy za urcitych okolnosti mohou byt

prospé&sné, ale pii ptijmu ve vysokych koncentracich mohou mit $kodlivé u¢inky®.

1.1.2.1 Biologické ucinky tyraminu a histaminu

Tyramin v lidském téle plni nékolik prospéSnych funkci. Podporuje uvoliiovani
noradrenalinu, adrenalinu a dopaminu. Ve studii’ bylo zjisténo, Ze derivat tyraminu
(N-trans-p-kofeoyltyramin) inhiboval produkci prozanétlivych mediatort. Diky tomu lze
fyziologickych roli, je histamin. Tento BA puisobi jako neurotransmiter v centralnim nervovém
systému, kde se podili na regulaci bd&losti a pozornosti. Ugastni se také imunitnich odpovédi,
bunécného rustu a diferenciace bunék. Histamin se také Gi¢astni imunitnich a alergickych reakci

a stimuluje produkci zaludeéni kyseliny®®.
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1.1.2.2 Detoxikaéni mechanismy biogennich amini

Hlavnimi mechanismy detoxikace BA v lidském téle jsou enzymatické degradace. Klicovou
roli v téchto procesech hraji aminooxidazy, které lze rozdé€lit na monoaminooxidazy (MAO),
diaminooxidazy (DAO) a polyaminoxidazu (PAO). V tabulce 2 je k BA pftidé¢len piislusny

enzym, ktery se podili na degradaci.

Tabulka 2: Biogenni aminy a jejich degradacni enzymy

Biogenni amin Enzym
tyramin MAO-A, MAO-B
tryptamin MAO
histamin DAO, HNMT
putrescin DAO
kadaverin DAO
spermin PAO
spermidin PAO

MAO — monoaminooxidiza, MAO-A (izoforma MAO — detoxikace ve stfevé), MAO-B (izoforma
MAO - detoxikace v jatrech), HNMT — histamin-N-methyltransferaza, DAO — diaminooxidaza,
PAO - polyaminoxidaza
Histamin-N-methyltransferaza (HNMT) je enzym, ktery se podili na metabolismu histaminu
methylaci, ¢imz vznika methylhistamin. HNMT ptisobi uvnitf bunék a je na rozdil od DAO
velmi selektivni pro histamin. Vznikly methylhistamin je poté metabolizovan MAO nebo DAO.

Schéma vzniku histaminu a jeho enzymatickych degradaci je na obrazku 1.

DAO je narozdil od HNMT neselektivni enzym pro histamin a bylo prokazano, ze pii 20krat vyssi
koncentraci putrescinu a kadaverinu doslo ke snizeni metabolismu histaminu piiblizné¢ o 70-80 %.
Naopak pii 20krat vyssi koncentraci tyraminu, spermidinu nebo sperminu se metabolismus
histaminu snizil asi jen 0 32-45 %. Z ¢ehoz 1ze vyvodit, Ze putrescin a kadaverin zvySuji toxické

t¢inky histaminu’®,
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Obrazek 1: Vznik a metabolicka degradace histaminu®®
HNMT — histamin-N-methyltransferaza, DAO — diaminooxidaza, MAO — monoaminooxidaza

1.1.2.3 Toxické ucinky biogennich amini

Pfi nedostatecném metabolickém odbouravani BA muze dojit k intoxikaci, ktera je spojena
se zdravotnimi obtizemi, které popisuje tabulka 3. Nedostate¢né odbouravani BA muze byt
zpusobenO snizenou aktivitou enzymtit MAO/DAO. Snizena aktivita téchto enzyma muze byt
genetickda nebo zplsobenad gastrointestinalnimi poruchami (jako jsou zanétliva stfevni
onemocnéni nebo Crohnova choroba). U lidi, uzivajicich 1éky k 1é¢bé deprese, které obsahuji
inhibitory monoaminooxidazy (MAOI), miize byt také aktivita t€chto enzymi snizena. DalSim
z faktort, které mohou ovlivnit aktivitu téchto enzymu je nedostatek nékterych vitamind, jako
jsou vitamin C, B1 a B6. Navic konzumace potravin s vysokym obsahem BA, napftiklad zrajici
syry, fermentované potraviny a nedostatecné¢ upravené ryby mulze pretizit enzymatické
degradacni drahy. Zdravotni obtiZe jsou nejvice spojeny s intoxikaci histaminem, tyraminem,
putrescinem a kadaverinem. Dle studie®! doslo k intoxikaci pti perordlnim podani 75 mg &istého
tekutého histaminu, coz je koncentrace, ktera se bézné vyskytuje v potravinach. U zdravych jedinct
neni konzumace potravin s koncentracemi histaminu do 50 mg spojena se zdravotnimi riziky.

Konzumace potravin s obsahem histaminu nad 400 mg/kg se povazuje za nebezpecnou.
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Kromé¢ histaminové intoxikace je s histaminem také spojena histaminova intolerance (HIT),
coz je potravinova intolerance, ktera vznikd u lidi, ktefi maji snizené koncentrace enzymu
degradujicich histamin. Faktory, které pfispivaji k histaminové intoleranci, jsou genetické
faktory, chronicka onemocnéni (zejména alergicka a stievni onemocnéni) a chronické infekce.
U jedincti s HIT se mohou oproti zdravym osobam objevit zdravotni problémy jiz pii konzumaci

potravin s nizkym obsahem histaminu.

Tabulka 3: Piiznaky pii intoxikaci tyraminem, histaminem, putrescinem a kadaverinem’-°

Biogenni amin Zdravotni obtize

tyramin gastrointestinalni potiZe: nevolnost, cytotoxicita ve
stfevnim epitelu

neurologické potize: bolest hlavy, palpitace (vnimani
vlastniho srde¢niho tepu) a migréna

ob¢&hové potize: poceni, bolest na hrudi, zvySeny
krevni tlak

respiracni potize: pocit stazeni na hrudi
dalsi pfiznaky: horecka

histamin gastrointestinalni potiZe: nevolnost, zvraceni a priujem

neurologické potize: bolest hlavy, paleni, brnént,
palpitace, svédéni, mdloby a znecitlivéni koncetin
ob&hove potiZe: nizky krevni tlak
respiracni potize: bolest na hrudi a plicni edém
kozni potize: zCervenani, vyrazka, kopiivka, svédéni,
otok, lokalni zanét, paleni
dalsi ptiznaky: pepfova chut’ v ustech, otok obliceje

putrescin a kadaverin dilatace cév, nizky krevni tlak, nizka srde¢ni frekvence
cytotoxicita ve stfevnim epitelu

Putrescin a kadaverin jsou obecné¢ méné toxické nez histamin a tyramin, ale v masnych
vyrobcich, kde se jako konzerva¢ni c¢inidla pouzivaji dusitany, existuje riziko vzniku
karcinogennich nitrosoamini, protoze tyto BA s dusitany reaguji. Putrescin poskytuje reakci
s dusitany nitrosopyrrolidin a kadaverin nitrosopiperidin. U tepeln¢€ opracovanych masnych
vyrobkl, které obsahuji ptidané dusitany, je riziko vzniku nitrosaminl jeSté véEtsi, protoze
tepelné opracovani podporuje reakci mezi BA a dusitany. Mimo jiné, jak uz bylo zminéno
v kapitole 1.1.2.2, putrescin a kadaverin mohou zvysovat toxicitu histaminu kompetitivni

inhibici enzymii DAO zapojenych v degradaci histaminu®!213,
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1.1.3 Limity a legislativa pro biogenni aminy v potravinach
Existuji urcité limity a legislativa tykajici se BA v potravinach, ackoli nejsou komplexni

a specifické pro vSechny biogenni aminy a potraviny.

Specificka legislativa v EU se tyka pouze histaminu v produktech rybolovu. Natizeni Evropské
komise 2073/2005% stanovuje kritéria bezpeénosti potravin pro histamin v rybach z &eledi
makreloviti (Scombridae), sled’oviti (Clupeidae), sardeloviti (Engraulidae), lufaroviti
(Pomatomidae) a rohoretkoviti (Scomberesocidae). Stanovuje se plan odbéru vzorki, pficemz
dva z deviti vzorku ryb mohou obsahovat 100-200 mg/kg histaminu, ale zadny vzorek nesmi
prekrocit limit 200 mg/kg. Tato legislativa se také vztahuje na hladiny histaminu u produkta
rybolovu, vyrobenych z vyse uvedenych ¢eledi ryb, které byly oSetieny enzymatickym
zranim v laku. U téchto produktti mohou dva z deviti vzorkt obsahovat 200—400 mg/kg
histaminu a zadny nesmi piekroc¢it limit 400 mg/kg. Doposud nebyla stanovena zadna kritéria
pro jiné BA nebo jiné potravinaiské produkty, jako jsou napiiklad maso, mlééné vyrobky nebo
fermentované potraviny, a to navzdory tomu, Ze se biogenni aminy ve vySe zminénych
potravinach vyskytuji a pfedstavuji i v téchto potravinach zdravotni rizika. Na tyto produkty

se obecné vztahuji stejné pravni piedpisy, které jsou platné pro ryby.

EFSA (Evropsky ufad pro bezpecnost potravin) v roce 2011 navrhla hodnoty NOAEL
(No Observed Adverse Effect Level) pro nékteré BA. Pro tyramin je to 600 mg v jednom jidle
pro zdravé jedince, ktefi neuzivaji MAOI a 50 mg pro jedince uzivajici MAOI. Pro histamin

je NOAEL 50 mg pro zdravé jedince’°.

1.2 Biogenni aminy v potravinach
BA se vyskytuji v mnoha potravinach, zejména v rybich produktech, syrech, vinech, pivech
a dalsich fermentovanych vyrobcich. Nejhojnéji zastoupenymi BA v potravinach jsou histamin,

tyramin, tryptamin, isoamylamin, fenylethylamin, putrescin, kadaverin, spermin a spermidin.

Jak jiz bylo zminéno dfive, za tvorbou BA v potravinach stoji mikroorganismy a jejich

enzymatickd dekarboxylace aminokyselin. Schéma vzniku BA je na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma vzniku biogennich amin@i z prekurzorovych aminokyselin®

HDC — histidin dekarboxylaza, TDC — tyrosin dekarboxylaza, LDC — lysin dekarboxyléza,
ODC - ornitin dekarboxylaza, ADC — arginin dekarboxylaza, ADI — arginin deiminaza OCT — ornitin
karbamoyltransferaza, AGDI —agmatin deiminaza, PTC — putrescin transkarbamylaza

Mezi bakterie schopné produkovat BA patii napiiklad Escherichia, Enterobacter,
Pseudomonads, Salmonella, Shigella, Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus a Leuconostoc.
Proces vzniku BA v potravinach je ovlivnén né€kolika vnéjsimi a vnitinimi faktory. Mezi tyto
faktory patii teplota skladovani, pH, redoxni potencial, aktivita vody, dostupnost kysliku,
dostupnost prekurzorovych aminokyselin, mikroorganismy pouzité napiiklad pii fermentaci
a také hygienické podminky béhem vyroby a vlastnosti vychozich surovin. Teplota skladovani
a zpracovani potravin zasadné ovliviuje rst a aktivitu mikroorganismi a tim padem i produkci jejich
enzymul. Vyssi teploty obecné podporuji riist mikroorganism produkujicich BA a zvySuji aktivitu
dekarboxylacnich enzymi. Pro mikroorganismy je nejvhodnéjsi teplota pro tvorbu BA mezi
20 a 37 °C. Tvorba BA se snizuje pii teplotach pod 5 °C nebo nad 40 °C.
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Dostupnost kysliku je dal$im dulezitym faktorem pro metabolismus bakterii, naptiklad
Enterobacter cloacae produkuje vice putrescinu v anaerobnich podminkach ve srovnani
s acrobnimi. Klebsiella pneumoniae produkuje Vv anacrobnim prostiedi méné kadaverinu,

ale ziskava schopnost produkovat putrescin.

Dalsim faktorem je hodnota pH potraviny, ktera ma vliv na aktivitu dekarboxyla¢nich enzymti.
Optimalni pH pro aktivitu téchto enzyma se muze lisit v zavislosti na konkrétnim enzymu
a mikroorganismu. Zmény pH mohou piimo ovlivnit enzymovou aktivitu nebo nepiimo
ovlivnit rist a metabolismus mikroorganismii. Mikroorganismy mohou také produkovat

BA jako obranny mechanismus proti kyselému prostiedi.

Redoxni potencial a aktivita vody jsou dalsi fyzikalné-chemické vlastnosti potraviny, které
mohou ovliviiovat rast riznych mikroorganismu a tim tak ovlivnit i produkci BA. Chemické
sloZeni potraviny, véetn€ obsahu cukri, soli, vody a pfitomnosti riznych ptisad, mize také hrat

roli v ristu mikroorganismi a aktivité enzymd, a tim i ovlivnit tvorbu BA.

Mnozstvi volnych aminokyselin v potraviné je zasadni pro tvorbu BA. Suroviny bohaté
na bilkoviny, jako jsou mléko, maso, ryby a sdja, obsahuji vysoké koncentrace aminokyselin,
které slouzi jako prekurzory BA. V rostlinnych napojich mohou byt pfitomny i endogenni
polyaminy, které jsou piirozenou soucasti metabolismu rostlin. Béhem fermentace nebo zrani
miize dochazet ke zvySovani dostupnosti volnych aminokyselin kvuli proteolytickym aktivitam
mikroorganismtl. Zpracovani a konzervace potravin, které zahrnuji pravé fermentace nebo
pasterizace, sterilizace, chlazeni a pouziti konzervaénich latek, mohou mit vliv na pfitomnost

a aktivitu mikroorganismti a enzymu podilejicich se na tvorbé BA.

Nespravné konzervacni postupy mohou vést ke zvysené produkci BA. Dodrzovani sanitarnich
podminek béhem vyroby a spravné manipulace s potravinami jsou dilezité pro minimalizaci
kontaminace mikroorganismy, které mohou produkovat BA. Svou roli pfi vzniku BA ma také
kvalita surovin avyrobni postupy. Vysoké koncentrace BA v potravinach mohou byt
disledkem Spatné kvality surovin, kontaminace nebo nedodrzovani riznych podminek béhem
zpracovani. Pouzivanim kvalitnich surovin a dodrZzovanim hygienickych postupt, eliminovanim
dekarboxylaza pozitivnich mikroorganismi a mikroorganismi zpisobujicich kazeni nebo

pouzivanim startovacich kultur, které neprodukuji BA, Ize eliminovat tvorbu BA*>%,

1.2.1 Biogenni aminy v potravinach Zivoc¢iSného pivodu
Z potravin zivociSného ptivodu se BA sleduji hlavné v rybach, mase a v ptisluSnych vyrobcich

z nich. Nejcastéji sledovanymi biogennimi aminy jsou tryptamin, fenyletylamin, putrescin,
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kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin, pficemz histamin a tyramin jsou obzvlasté
dilezité¢ z hlediska toxikologie a bezpe€nosti potravin. Krom¢ identifikace toxikologickych
rizik maze sledovani BA v potravinach Zivo¢isného ptuvodu slouzit také jako ukazatel jejich
kvality. Koncentrace nékterych BA, zejména histaminu a tyraminu, mohou v nékterych
masnych vyrobcich dosahnout hladin, které ptedstavuji zdravotni riziko pro spotiebitele,
zejména pro osoby uzivajici MAOI, coz je priblizné¢ 20 % evropské populace uzivajici
antidepresiva. Koncentrace nékterych BA (tyramin, putrescin a kadaverin) se zvySuji béhem
zpracovani a skladovani masa a masnych vyrobkii, zatimco jiné (spermidin a spermin) klesaji

nebo ziistavaji konstantni.

Vyskyt BA je spojeny S vyskytem mikroorganismi, které zpusobuji kazeni masa. Tato
skuteCnost vedla k pokusim o stanoveni vztahu mezi kvalitou masa a koncentraci
BA (jednotlivé nebo v kombinaci) v riznych masnych produktech. Tento vztah popisuje index
biogennich amint (BAI), ktery je vypocitany jako soucet koncentraci histaminu, putrescinu,
kadaverinu atyraminu, a byl navrzen jako ukazatel kvality Cerstvosti masa a tepelné
opracovanych masnych vyrobkt. Hodnoty BAI pro jednotlivé stupné Cerstvosti masa jsou
nasledujici: hodnota BAI <5 mg/kg ukazuje dobrou kvalitu a ¢erstvost masa, hodnota BAI mezi
5a 20 mg/kg je pak pro maso piijatelné kvality, ale s pocate¢nimi znamkami kazeni, hodnota
BAI mezi 20 a 50 mg/kg ukazuje na nizkou kvalita masa a hodnoty BAI >50 mg/kg indikuji
zkazené maso. Pouzitelnost BAI jako ukazatele kvality zavisi na typu potraviny. Napiiklad
u fermentovanych masnych vyrobkd je pouziti tohoto indexu omezené, protoze v téchto
produktech je mikrobidlni rtist normalni, a dokonce Zadouci pro dosazeni vysoké kvality
produktu. Dalsim indexem popisujici vztah mezi kvalitou dané potraviny a obsahem
BA je index kvality (QI) ktery 1ze popsat rovnici (1):
_ Cuis t Cput t+ Ccap

Ql = 1)

1+ cspp + Cspm

kde cHis, CpuT, Ccap, Cspp @ Cspm, predstavuji koncentraci histaminu, putrescinu kadaverinu,

spermidinu a sperminu.

Ve studii'® byl tento index pouzivany k hodnoceni kvality tuiiakovych konzerv a k hodnoceni
stupné rozkladu okounika a filett z lososa. Hodnoty QI pro posouzeni kvality byly v rozmezi

1-10. Hodnoty 0-1 byly ukazatelem dobré kvality, hodnoty 1-10 byly ukazatelem piijatelné
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kvality a hodnoty piesahujici 10 byly povazovany za ukazatel ztraty kvality produktu az jeho

rozkladu. Koncentrace histaminu se také pouziva jako indikator erstvosti a kvality ryb®16:17,

1.2.2 Biogenni aminy Vv potravinach rostlinného ptivodu

Obsah BA v rostlinnych potravinach je velmi variabilni a mize zaviset na mnoha faktorech,
jako jsou odrida dané potraviny, podminky péstovani, skladovani a zpracovani. Proto
| potraviny, u kterych se obecné piedpoklada nizky obsah BA, mohou v urcitych piipadech
obsahovat vyssi mnozstvi téchto latek. Mezi BA, které se v rostlinnych potravinach vyskytuji

nejCastéji, patii histamin, tyramin, kadaverin a putrescin.

Na zikladé studie'® bylo zjisténo, Ze putrescin je nejzastoupenéj$im biogennim aminem
v Cerstvé zelening, lusténinach, ovoci a obilovinach. Lze ho detekovat prakticky ve vsech
rostlinnych potravinach. Jeho obsah se mezi riznym rostlinnymi potravinami lisi a nékdy i v ramci
stejného produktu. Mezi potraviny s vysokym obsahem putrescinu patii zelend paprika
(az 148,9 mg/kg), zelené a fialové fazole (77,8 mg/kg u fialovych fazoli), sladka kukufice
(az 119,2 mg/kg), Spenat (az 119 mg/kg), keCup (pramérmé 1,07 mg/kg), sdjové boby
(az 57,2 mg/kg) a hrach (az 54,44 mg/kg). Citrusové plody (pomerance, mandarinky
a grapefruity) a jejich $tavy také obsahuji vysoké koncentrace putrescinu, v nékterych
ptipadech az 200 mg/kg. Vysoky obsah putrescinu byl také zjistén v pSenicnych kliccich
s koncentracemi az do 31 mg/kg. Banany a pistacie patii také mezi potraviny s vys$sim obsahem

putrescinu.

Vysoké koncentrace histaminu byly zjiStény pouze u lilku (az 100,6 mg/kg), Spenatu
(az 69,7 mg/kg) a avokada (23 mg/kg). Rajcata také obsahuji histamin, 1 kdyZ v niz§ich
koncentracich (do 17 mg/kg). V ostatnich rostlinnych potravinach, jako napiiklad u chiestu,

dyné¢ a mangoldu, byl histamin detekovan jen zfidka a ve velmi nizkych koncentracich (<2 mg/kg).

Tyramin byl detekovan ve vice potravinach nez histamin, i kdyz v niz8ich koncentracich,
které neptesahly 10 mg/kg. Mezi potraviny obsahujici tyramin patii lilek (az 2,27 mg/kg),
rajCata (az 6,38 mg/kg), Spenat (az 4,28 mg/kg), mangold (az 3,48 mg/kg), chiest
(az 2,1 mg/kg), avokado (az 5,44 mg/kg) a Svestky (az 7,07 mg/kg).

U nékolika druhti zeleniny a lusténin byl stanoven kadaverin v pomérné nizkych koncentracich,
ato s primérnymi hodnotami, které neptesahly 8 mg/kg. Vyjimkou byly koncentrace stanovené
u cibule (29 mg/kg) a tofu (18 mg/kg).
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Aby se predchazelo vysokému piijmu BA, doporucuje se konzumovat rostlinné potraviny
vV maximalni Cerstvosti. Spravné postupy skladovani, jako jsou udrzovani nizkych teplot
a pouzivani vhodnych balicich metod, muze také pomoci minimalizovat tvorbu téchto

slou¢enin®®1®,

1.2.3 Biogenni aminy ve fermentovanych potravinach

Fermentované potraviny pfedstavuji Sirokou skupinu potravinaiskych produkti, mezi které
patii fermentované mlécné, masné a s6jové vyrobky, dale fermentované alkoholické napoje
a zelenina. Tyto potraviny vznikaji tradicnimi zpGsoby, které vyuzivaji k fermentaci
mikroorganismy, které se piirozené vyskytuji v piirodé. Mezi fermentované potraviny patii
jogurty, syry, klobasy, rybi omacka, sojova omacka, pivo, vino a nakladana zelenina.
Fermentace probiha Casto v otevieném prostiedi, coz ma za nasledek rozvoj komplexni
mikrobialni mikrofléry, véetné mikroorganismii produkujicich BA. Vysoka koncentrace téchto
latek ve fermentovanych potravinach muze piedstavovat zdravotni riziko a také mit vliv

na bezpecnost potravin.

K fermentaci potravin se pouzivaji rizné mikroorganismy. Nejvyznamngjsi skupinou jsou
bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK). Bakterie mlééného kvaseni jsou povazovany za netoxické
anepatogenni bakterie. Nekteré druhy BMK vsak mohou produkovat BA. Mezi bézné

mikroorganismy ucastnici se fermentace potravin patii nasledujici mikroorganismy:

e Lactobacillus spp. — tyto bakterie jsou ¢asto zodpovédné za produkci histaminu, tyraminu
a putrescinu. Vyskytuji se v mnoha fermentovanych potravinach, vcetné¢ syrd, vin
a fermentovanych sojovych produktd. Nekteré druhy Lactobacillus, jako napiiklad
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis a Lactobacillus hilgardii, produkuji rtizné
BA ve ving, ackoliv maji status QPS (kvalifikovana presumpce bezpecnosti), ktery vydava
EFSA a jde o0 postup hodnoceni bezpecnosti mikroorganismt pouzivanych v potravinarském
prumyslu. QPS vyuziva znalosti o bezpe¢nosti konkrétnich mikroorganismi K rozliseni téch,
které nevzbuzuji obavy (a mohou ziskat status QPS), od téch, které mohou ptedstavovat
riziko a mély by byt podrobeny tplnému posouzeni bezpecnosti?®. Nékteré kmeny
Lactobacillus se také pouzivaji jako startovaci kultury pro fermentované maso. Lactobacillus
brevis byl identifikovan jako druh produkujici vysoké hladiny tyraminu v kimchi. Rody
Lactobacillus spolu s rodem Enterococcus jsou spojeny s produkci BA v syrech vyrobenych

Z nepasterizované¢ho mléka.

26



e Leuconostoc spp. se ucastni fermentace vina a zeleniny, jako je naptiklad kimchi.
Leuconostoc mesenteroides je spojen s obsahem tyraminu nebo histaminu ve viné. Naopak
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc pentosus a Leuconostoc plantarum byly
vyhodnoceny jako kmeny, které jsou schopny redukovat tvorbu BA nebo nejsou vibec
schopny produkovat BA v kimchi.

e Kmeny Pediococcus spp. jsou pfitomny pii fermentaci vina, sdjovych produktd a ryb.
Pediococcus pentosaceus se pouziva jako startovaci kultura, ktera muaze omezit tvorbu
biogennich amind.

e N¢ékteré druhy rodu Bacillus se pouzivaji pii fermentaci sojovych produktt, jako je natto,
coz je tradi¢ni japonsky pokrm piipraveny z uvafenych fermentovanych soéjovych bob.
Nékteré druhy, jako naptiklad Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis a Bacillus
amyloliquefacien, mohou redukovat tvorbu BA.

e Druhy kmene Staphylococcus spp., jako naptiklad Staphylococcus xylosus, Staphylococcus
vitulinus, Staphylococcus hominis a Staphylococcus carnosus, se pouzivaji jako startovaci

kultury pfi fermentaci masa a mohou potlacovat akumulaci BA.

Rody Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus a Leuconostoc bézné produkuji BA v syrech.
Zvysené koncentrace histaminu, které byly nad legislativnimi hodnotami povazovanymi
za toxické, byly stanoveny u plisiového syra, parmazanu, tvrdého syra, polotvrdého syra
a mékkého syra. Tyramin se vyskytuje ve vétsiné fermentovanych mléénych vyrobkd, jako jsou
plisnovy syr, syr feta, tvrdy syr, polotvrdy syr, mékky syr a fermentované mléko. Obecné jsou

koncentrace BA niZsi u syrii s kratkou dobou zrani oproti syriim s dlouhym zranim.

Schopnost mikroorganismi produkovat BA je vysoce variabilni a je specificka pro dany kmen
a Casto 1 druh. Proto je pfi vybéru startovacich kultur pro fermentaci potravin zasadni vybirat
kmeny, které nejsou schopny produkovat BA. Vyuziti startovacich kultur, které nejsou schopny
produkovat BA (tabulka 4), je ucinnym nastrojem, jak kontrolovat obsah téchto latek

ve fermentovanych potravinach?-24,
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Tabulka 4: Seznam mikroorganismu, které nejsou schopny tvorit biogenni aminy a lze je pouzit
k fermentaci potravin®

Fermentovana potravina Mikroorganismus

fermentované masné vyrobky Staphylococcus xylosus
Staphylococcus vitulinus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus carnosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus carvatus
Lactobacillus casei
Lactobacillus sakei
Pediococcus pentosaceus

Syry Brevibacterium linens
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paracasei

kimchi Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc pentosus
Leuconostoc plantarum
Weissella cibaria
Weissella paramesenteroides

1.3 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) je chromatografickou metodou, ve které je mobilni fazi
kapalina. LC zahrnuje rizné techniky, od klasické sloupcové chromatografie, tenkovrstvé
a papirové chromatografie, az po moderni vysokotuéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC).
Tento typ chromatografie se vyznaCuje separacemi S vysokym rozliSenim a pouzitelnosti
u riznych typl vzorkd. Doby trvani analyz jsou v fadech nékolika minut az zhruba jedné
hodiny. Moderni HPLC systémy jsou Casto automatizované, coz umoznuje pohodlny provoz
bez nutnosti stalé obsluhy. HPLC neni omezena tékavosti nebo termalni stabilitou vzorku. Diky
tomu je idealni pro separaci Siroké skaly latek, jako jsou makromolekuly, ionty, labilni pfirodni
produkty a dalsi vysokomolekularni nebo mén¢ stabilni slou¢eniny, které nelze analyzovat
pomoci plynové chromatografie (GC). Dalsi vyhodou HPLC je moznost gradientové eluce.
Pti separaci vzork, které maji Siroké rozpéti retencnich €asti 1ze docilit zkraceni doby separace
pomoci méniciho se slozeni mobilni faze. V HPLC se pouzivaji pfedevSim napliiové kolony,
jejichz parametry jsou zasadni pro dosaZzeni optimalni separace daného vzorku. Jednim

z parametrti u kolon je velikost a porozita ¢astic. Tyto kolony lze rozd¢lit nasledovné:
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e Kolony s poréznimi mikrocasticemi, Kde se pouzivaji jako nosice stacionarni faze velmi malé
Castice porézniho materialu (typicky 5-10 pum, ale i mensi),

e kolony s ¢astecné poréznimi Casticemi, jejichz ¢astice maji pevné neporézni jadro a tenkou
porézni vrstvu na povrchu, na které je nanesena stacionarni faze,

e pelikularni kolony, u kterych se pouziva neporézni jadro (napft. sklenénou kulicku) s tenkou

vrstvou stacionarni faze na povrchu.

Dal§im parametrem je typ staciondrni faze, ktery urCuje mechanismu separace. Na zéakladé

tohoto kritéria lze stacionarni faze rozdélit na:

o Kapalné stacionarni faze, které se pouzivaji pro rozdélovaci kapalinovou chromatografii
(Liquid-Liquid Chromatography — LLC). Kapalna faze je mechanicky zakotvena na inertnim
nosici. Nabizi Sirokou selektivitu diky moznosti volby riznych nemisitelnych kapalin.

e Vazané faze (Bonded-Phase Chromatography). Organicka stacionarni faze je chemicky
vazéna na povrch nosice (Casto silikagelu). Jsou stabilngjsi nez LLC kolony a usnadiiuji
praci s gradientovou eluci a nabizi pouziti Sirokého spektra rozpoustédel. Existuje mnoho
typl s riznou polaritou (reverzni faze a normalni faze). HPLC v systému s normalnimi
fazemi (NP-HPLC) je typ kapalinové chromatografie, ktery vyuziva polarni stacionarni faze
a mén¢ polarni mobilni faze. Tento piistup je Casto volen pro separaci latek, které jsou
polarni nebo maji stfedni polaritu a jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech. Mezi
nejCastéji pouzivané stacionarni faze patii silikagel a polarni vazané faze, jako jsou kolony
s kyanoskupinami (-CN), aminovymi skupinami (-NH2) nebo diolové kolony. Jako mobilni
faze se pouzivaji méné polarni rozpoustédla nebo jejich smési. Typicky se pouziva naptiklad
n-hexan a n-heptan. HPLC v systému S obracenymi fazemi (RP-HPLC) je nejpouzivangjsi
technikou v moderni kapalinové chromatografii. Na rozdil od NP-HPLC vyuZiva nepolarni
stacionarni faze a poldrni mobilni faze casto obsahujici vodu. Jako staciondrni féaze
se nejcastéji pouzivaji silikagelové Castice, na jejichz povrchu jsou chemicky navazany
nepolarni organické skupiny, jako jsou alkylové fetézce s 8 (C8 — oktylsilikagel) nebo
18 (C18 — oktadecylsilikagel) uhliky. Mobilni faze se ¢asto sklada z pufrovaného vodného
roztoku a jednoho nebo vice organickych rozpoustédel, napt. methanol nebo acetonitril.

e Kolony pro adsorp¢ni chromatografii (Liquid-Solid Chromatography — LSC) pouzivaji tuhy
sorbent (napf. silikagel, alumina) s aktivnimi povrchovymi centry. Separace je zalozena
na rozdilné adsorpci slozek vzorku na povrchu sorbentu. Tyto kolony jsou vhodné

pro separaci izomerd.
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e Kolony pro iontové-vyménnou chromatografii (lon-Exchange Chromatography — IEC). Obsahuji
stacionarni fazi s fixn¢ vazanymi iontovymi skupinami. Tyto kolony jsou vhodné pro separaci
nabitych molekul.

e Kolony pro iontové-parovou chromatografii (Ion-Pair Chromatography — IPC). U tohoto
typu kolon se vyuziva ptidavani iontového cCinidla do mobilni faze, které interaguje
s ionizovanymi slozkami vzorku za vzniku iontovych part, které se pak rozdéluji mezi
mobilni a stacionarni fazi. Takova kolona umoziiuje separaci iontovych a ionizovatelnych

latek.

Pti vybéru konkrétniho typu kolony je tieba brat v ivahu vlastnosti analyzovanych latek (napiiklad

polarita, molekulova hmotnost a ionizovatelnost) a pozadovany mechanismus separace.

Pro detekci analyti se u HPLC pouziva cela fada detektorti. Volba konkrétniho detektoru opét zavisi
na vlastnostech analyzovaného vzorku, poZzadované citlivosti, selektivit¢ a také na kompatibilité

s mobilni fazi. Mezi nej¢astéji pouzivané detektory patfi:

e UV-Vis (ultrafialova-viditelna oblast zafeni) detektory, které jsou vysoce citlivé pro mnoho
organickych sloucenin, které obsahuji chromofory. Mohou byt velmi selektivni pfi vhodné volbé
vinové délky. Velmi pouzivanym detektorem je detektor diodového pole (DAD — Diode Array
Detector), ktery umoziniuje simultdnni monitorovani absorbance v Sirokém rozsahu vlnovych
délek.

e Refraktometrické detektory, které méti rozdil v indexu lomu mezi ¢istou mobilni fazi
a eludtem z kolony. Jsou to univerzalni detektory, které reaguji na vSechny rozpusténé latky,
pokud se jejich index lomu li§i od indexu lomu mobilni faze. Nevyhodou téchto detektort
je, Ze je nelze pouzit pro gradientovou eluci.

e Fluorescenéni detektory jsou velmi citlivé a selektivni pro fluoreskujici slouc¢eniny nebo
slouceniny, které lze pfevést na fluoreskujici derivaty.

o Infracervené detektory jsou zalozeny na absorpci infracerveného zareni analytem. Mohou
byt pouzity s gradientovou eluci v ptipadech, kdy nejsou vhodné refraktometrické detektory.

e Elektrochemické (amperometrické) detektory jsou velmi citlivé a selektivni pro elektroaktivni
slouceniny (oxidovatelné nebo redukovatelné). PouZivaji se pro analyzu fenolli, amind,
peroxidu a dalSich.

e Konduktometrické detektory méfi, jak se méni vodivost mobilni faze v piitomnosti
iontovych analytii. Pouzivaji se predev§im v iontové chromatografii pro analyzu

anorganickych a organickych iontd.
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e Hmotnostni spektrometrie je pokrocila a vykonna technika pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu, pfi které dochéazi k separaci iontli na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti ku néboji.
Aby bylo viilbec mozné detekovat analyzované latky, je za potiebi ionizace. Bez procesu
ionizace by analyzované molekuly byly neutrdlni a neinteragovaly by s elektrickymi
a magnetickymi poli v hmotnostnim analyzatoru. V soucasnosti existuje Siroké spektrum
ioniza¢nich metod, které se vyuzivaji pfi spojeni HPLC-MS (kapalinova chromatografie
s hmotnostni spektrometrii), pfi¢emz mezi nejrozsitenéjsi patii ionizace za atmosférického
tlaku, kam patii elektrosprejova ionizace (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku
(APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI). ESI generuje ionty prostiednictvim
nabitych kapicek, které bud’ uvolnuji ionty pfimo z povrchu, nebo dochazi k Uplnému
odpareni rozpoustédla, pti¢emz naboj ztstava na vzniklych iontech. Ackoliv ma ESI Siroké
uplatnéni neni optimalni pro ionizaci nepolarnich sloucenin. U takovych sloucenin

je vhodnéjsi pouziti APCI nebo APPI?27,

1.3.1 Derivatizace v kapalinové chromatografii

Pii pouziti UV detektorti nebo fluorescen¢nich detektort se derivatizace pouziva k modifikaci
chemické struktury vzorku, aby bylo vibec mozné analyty detekovat nebo zlepsit jejich
detekovatelnost. Chemicka derivatizace slouzi k zavadéni chromoforii do struktur analytd
ke zlepseni UV absorbance a fluorescence. Jde o reakce derivatiza¢niho ¢inidla s cilovymi

funk¢nimi skupinami analytu (hydroxylové, thiolové, aminové, karbonylové nebo karboxylové).

Derivatizaci 1ze provadét bud’ off-line, nebo on-line, pficemz kazda metoda ma své vyhody
a nevyhody. Off-line derivatizace je velmi vyuzivana kvuli své jednoduchosti a nizkym
nakladiim, protoze nevyZaduje Zadné dalsi vybaveni kromé HPLC. U této metody je dulezité,
aby derivatizacni reakce probéhla v pfiméfeném case a aby vznikajici derivaty byly stabilni.
Pted chromatografickou analyzou je nezbytné odstranit piebytecné derivatizacni cinidlo

a vedlejsi produkty reakce.

Naopak on-line derivatizace probiha pfimo v chromatografickém systému a mize byt
provedena bud’ ptfed kolonou nebo za kolonou. Pii ptedkolonové on-line derivatizaci
se vzorek smisi s derivatiza¢nim €inidlem a pufrem jesté pted vstupem do chromatografického
systému. Pouziti této metody vyzaduje automatizované davkovaci systémy, jedno nebo vice
ptidavnych Cerpadel, sméSovaci komoru a reaktor, kde je smés udrzovana pii dané teplot¢,
aby byla zajisténa pozadovana kinetika reakce. Po vytvofeni stabilnich derivatt je vysledny

roztok nastiiknut do chromatografického systému, kde probiha separace a nasledna detekce.
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Pouziti post-kolonového reaktoru je spojeno s rozsSifenim chromatografickych zoén, pficemz
fedéni eluatu derivatizacnim cCinidlem muze vést ke snizeni citlivosti detekce. Pro zajiSténi
ucinnosti post-kolonové derivatizace musi byt reakéni roztok plné¢ kompatibilni s eluatem,
nesmi dochazet k precipitaci ¢inidla ani derivata a reakce by méla probihat dostate¢né rychle,
aby se minimalizovala ztrata rozliSeni. Mezi bézné pouzivanad derivatizacni Cinidla patii
napiiklad 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (FDNB), ninhydrin, dabsylchrlorid (Dbs-Cl),
benzoylchlorid, dansyl chlorid (DnS-Cl), fenylisokyanat (PIC), o-ftalaldehyd (OPA),
fluoreskamin nebo benzofurany jako napiiklad, 4-chloro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol
(NBD-CI) a 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-F)?-%,

Pii vybéru derivatizaéniho cinidla je tfeba brat v potaz pozadovanou detekéni metodu a cilovy

analyt.

1.3.2 Extrakéni techniky

Extrakéni techniky hraji klicovou roli v analytické chemii, protoze umoziuji extrakci nebo
zakoncentrovani analytl ze slozitych matric pied jejich samotnou detekci a kvantifikaci. Pied
samotnou extrakci je cCasto nezbytnd vhodnd uprava vzorku, kterd muze zahrnovat
homogenizaci, suSeni nebo upravu pH. Extrakéni postupy se lisi v zavislosti na vlastnostech
analytu (polarita, t€kavost a termicka stabilita), matrici vzorku (tuha, kapalna a plynna) a cili

analyzy (kvalitativni, kvantitativni a stanoveni stopovych koncentract).

Mezi extrakéni techniky pro kapalné vzorky patii LLE (liquid-liquid extraction) a SPE
(solid-phase extraction). LLE je technika zaloZena na rozdilné rozpustnosti analytu ve dvou
nemisitelnych rozpoustédlech. LLE miize byt provadéna diskontinualné nebo kontinudlné.
U diskontinuélni LLE je ustavena rovnovaha mezi dvéma nemisitelnymi fazemi a u kontinualni
nemusi byt rovnovahy dosazeno. Od klasick¢é LLE je kvili velké spotieb¢ organickych
rozpoustédel, které zatézuji Zivotni prostiedi, upousténo a pozornost je upinana na miniaturizované

metody, mezi které patfi:

e Mikroextrakce jednou kapkou (SDME), kde je extrakéni fazi kapka organického
rozpoustédla nemisitelného s vodou o objemu nekolika mikrolitrd umisténa na $picce jehly
mikrostiikacky, ktera se bézné pouziva k davkovani vzorku v GC.

o Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME), kdy se do vzorku vstiikne extrakéni
rozpoustédlo (obvykle 20—100 pl) a dispergacni rozpoustédlo (0,5-2 ml). Timto vznika
emulze, ktera se tvofi diky spolurozpustnosti disperga¢niho rozpoustédla se vzorkem

a extrakénim rozpoustédlem. Cilovy analyt se okamzit¢ extrahuje do dispergovaného
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extrakéniho rozpoustédla. Separace fazi se provadi odstifedénim a po oddé€leni obou fazi
je extrakt analyzovan. Alternativné se oddéleni fazi dosdhne ochlazenim zkumavky,
kdy extrakt ztuhne.

o Mikroextrakce vyuzivajici duta vlakna (HF-LPME) ma tiifazové nebo dvoufazové usporadani.
U trifazové HF-LPME jsou cilové analyty extrahovany z vodného vzorku ptes kapalinovou
membranu do vodné akceptorové faze. Kapalinovou membrdnu tvoii organické
rozpoustédlo nemisitelné s vodou, které je imobilizovano kapilarnimi silami v porech stény
membrany z dutych vlédken (polypropylen nebo podobny material). U dvoufazové
HF-LPME je vzorek extrahovan do organické akceptorové faze. Schéma HF-LPME

je na obrazku 3.

tfifazova HF-LPME

vodna akceptorova faze

kapalinova membrana

vzorek

organicka akceptorova faze

vzorek

* analyt

duté vlakno

Obrazek 3: Schéma mikroextrakce vyuzivajici dutd vlakna®

SPE vyuziva sorpcni material pro selektivni zachyceni analytl z kapalného vzorku. Pouziti SPE
se sklada znekolika krokd. Tyto kroky =zahrnuji kondicionaci sorbentu vhodnym
rozpoustédlem, naneseni vzorku, promyti sorbentu vhodnym rozpoustédlem, které neovlivni
eluci cilovych analytd, ale odstrani interferujici latky, a eluci analyti vhodnym rozpoustédlem.

Obecné lze SPE sorbenty rozdélit podle polarity na normalni faze, reverzni faze a faze
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pro iontovou vyménu. Nejb&znéjsi sorbenty jsou zalozeny na Casticich oxidu kiemiéitého.
Na povrchové silanolové skupiny jsou navazany funkéni skupiny, které méni retencni
vlastnosti. Sorbenty normalni faze maji polarni funk¢ni skupiny, napi. kyanové, aminové a diolové
(do této kategorie patii také nemodifikovany oxid kiemicity). Naproti tomu sorbenty s reverzni
fazi maji nepolarni funkéni skupiny, napt. oktadecyl, oktyl a methyl. Iontoméni¢ové sorbenty
maji na silanolové skupiné navazanou naptiklad kyselinu benzensulfonovou. Variaci SPE
je mikroextrakce tuhou fazi (SPME), coz je technika, ktera vyuziva chemicky modifikované
kfemenné vldkno potaZzené sorbentem k extrakci analytii z kapalné nebo plynné faze. Po vystaveni
vlakna vzorku se analyt sorbuje na povrch vlakna a nasledn¢ je desorbovan. Typ vlakna ma vliv
na uc¢innost extrakce. Dalsi variaci SPE je mikroextrakce s vyuzitim injekéni stiikacky (MEPS).
Zatizeni MEPS je injekéni stiikacka, kde je sorbent umistén v komote v horni ¢asti jehly

injekéni stifkacky®!.
1.4 Analyza biogennich amini v potravinach pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie
Identifikace a kvantifikace BA ve vzorcich potravin jsou velmi dilezité, protoze BA jsou
povazovany za indikatory kvality a cCerstvosti potravin. Nejcastéji pouzivané metody
pro analyzu BA jsou zaloZeny na derivatiza¢nich reakcich a separacnich procesech, nasledovanych
spektrofotometrickou detekci. Derivatizace je pro tento typ detekce nezbytna, protoze vétSina

1i%2% navrhli maximalni pipustné limity

biogennich aminii postrada chromofor. Ne¢kteti auto
nékterych toxikologicky vyznamnych BA v potravinach, pro tyramin je to 100-800 mg/kg,
ale podle EFSA je hodnota NOAEL pro tyramin 600 mg/kg, pro fenylethylamin 30 mg/kg, limit
pro celkovy obsah BA byl navrzen na 1000 mg/kg a pro histamin 100 mg/kg. Tento limit

je stanoven i Natizenim Evropské komise 2073/2005, jak jiZ bylo zminéno v kapitole 1.1.3.

Ve studii®* byly analyzovany BA ve vzorcich feckého vina. Bylo analyzovano 100 vzorki vin
(47 bilych, 45 Cervenych a 8 rizovych) vyrobenych z rtiznych odrid hroznii a pochézejicich
z ruznych feckych regioni, 88 z nich bylo suchych, 7 polosladkych a 5 sladkych vin. VVzorky
vina byly pfedem oSetfeny polyvinylpyrrolidonem, aby se selektivné eliminovaly interferujici
fenolické slouceniny. Deset BA, konkrétné methylamin, ethylamin, fenylethylamin,
isoamylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a spermin, bylo stanoveno
pomoci RP-HPLC s pouzitim 1,7-diaminoheptanu jako wvnitfniho standardu. Metoda
zahrnovala ptredkolonovou derivatizaci aminti S DnS-Cl a naslednou SPE extrakci pies C18
patrony. Separace dansylderivati byla provedena na koloné Inertsil ODS-3 (5 um, 250 x 4,6 mm)

za pouziti 35minutové gradientové eluce s binarnim systémem acetonitril-voda, pii pratoku 1 ml/min
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a detekce byla provedena métenim absorbance pii 254 nm. Celkové mnozstvi 10 biogennich
amint ve vzorcich se pohybovalo v koncentracich do 19,1 mg/1, pficemz primérna hladina byla

4,76 mg/l.

Ve studii® byly analyzoviny BA ve vzorcich turecké suché fermentované klobasy nazyvané
sucuk. Kanalyze spermidinu, kadaverinu, sperminu, putrescinu, tyraminu, tryptaminu,
histaminu a fenylethylaminu bylo pfedloZzeno tficet vzorkti této klobasy. K extrakci
BA z 2,0 g vzorku byla pouzita kyselina chlorista (0,4 mol/l) a separace dansylderivata
probihala v systému RP-HPLC na koloné Spherisorb ODS2 150A, 150 x 4,60 mm. K separaci
byla pouzita gradientova eluce, kde byl pouzit vodny roztok octanu amonného (0,1 mol/l) jako
mobilni faze A aacetonitril jako mobilni faze B. Gradientovy elu¢ni program byl zahajen
pii 50 % rozpoustédla B a ukonéen pii 90 % rozpoustédle B po 25 minutach. Systém byl
ustalovan po dobu 10 minut pfed dalsi analyzou. Pritok mobilni faze byl 1,0 ml/min a teplota
kolony byla 40 °C. Na kolonu bylo nastiiknuto 20 ul vzorku. Piky byly detekovany pomoci
DAD detektoru pii 254 nm. Kvantifikace byla provedena metodou vnitiniho standardu
(1,7-diaminoheptan). Histamin byl nalezen u 6 vzorki v koncentracich mezi 50 a 100 mg/kg
a pouze v jednom vzorku byl detekovan nad 100 mg/kg. Tryptamin byl detekovan
v 16 vzorcich a jeho koncentrace se pohybovaly v rozmezi od 1,2 do 82,3 mg/kg. Tyramin byl
detekovan ve vSech vzorcich ajeho koncentrace byla vrozmezi od 2,4 do 676 mg/kg.
Fenylethylamin byl nalezen v 17 vzorcich a koncentrace ve vsech zjisténych vzorcich byly nizsi
nez 25 mg/kg. Kdykoli byl soucet koncentraci histaminu, tryptaminu, tyraminu a fenylethylaminu
niz§i nez 200 mg/kg, bylo to povazovano za indikator dodrzovani hygieny a spravné vyrobni praxe.
Z vysledki této studie 10 % vzorki piekrocilo tuto Groven a Ize z toho vyvodit, Ze mohlo dojit

k nedodrzovani hygieny a spravné vyrobni praxe.

Ve studii*® bylo analyzovano 35 vzorki zrajicich syri, a to konkrétné plisiiovych mékkych syrt
(typy Brie a Camembert), syry s modrou plisni (typy Roquefort a Gorgonzola) a tvrdé syry
(typy Grana Padano a Parmezan). Pro extrakci BA byla pouzita kyselina chlorista (0,2 mol/l).
K separaci byla zvolena kolona Unisol C18 (150 x 4.6 mm, 3 um) s ptedkolonou (10 x 3 mm, 3 um).
Teplota kolony byla udrzovana pii 30 °C. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo byl pouzit DnS-ClI
a pro jeho odstranéni byl pouzit L-prolin. Jako mobilni faze A byl pouzit acetonitril a jako
mobilni faze B byla pouzita voda. Gradientova eluce byla naprogramovana nasledovné:
pocatecni slozeni mobilni faze bylo 60 % mobilni faze A, které se béhem 6 minut zvysilo na 75 %
a pii tomto sloZeni bylo udrzovano po dobu 2 minut, nasledné doslo k navyseni na 95 % béhem

5 minut a toto slozeni bylo udrzovano 7 minut, poté byla koncentrace mobilni faze A sniZzena
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na 60 % béhem 1 minuty a udrzovana 9 minut do ustaleni rovnovahy. Celkova doba analyzy
byla 30 minut a objem nastiiku byl 10 ul. Jako vnitini standard byl pouzit 1,7-diaminoheptan.
Obsah BA se liSil v zavislosti na typu syra. Histamin byl detekovan v 9 vzorcich
v koncentraénim rozmezi od 6 do 127 mg/kg. Nejvice histaminu (127 mg/kg) obsahoval syr
Gorgonzola, coZ je vic, nez povoluje Natizeni Evropské komise 2073/2005. Tyramin byl
detekovan v 10 vzorcich v rozmezich koncentrace od 7 do 692 mg/kg. Nejvice tyraminu
obsahoval mékky syr s pazitkou (692 mg/kg) a syry Raclette (631 mg/kg). Kadaverin byl
detekovan v rozmezich od 10 do 208 mg/kg a putrescin od 6 do 170 mg/kg.

Vyse uvedené studie popisuji, ze pro analyzu BA v potravinich se hojné pouziva
RP-HPLC s kolonami C18 a gradientovou eluci. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo se pouziva DnS-ClI.
Pii pouziti tohoto ¢inidla se objevuji vedlejsi produkty, jako jsou naptiklad dansylamid,
dansylhydrazin nebo ethylamin, coz nijak zasadné neovliviiuje analyzu BA, protoze tyto latky
eluuji pred BA®". K detekci slouzi spektrofotometrické detektory pfi vinové délce 254 nm.

Ke kvantifikaci se vyuziva metoda vnitiniho standardu, kde se pouziva 1,7-diaminoheptan.

1.5 Kimchi

Kimchi je tradi¢ni, kulturné¢ vyznamné a oblibené korejské jidlo, které se vyrabi fermentaci
zeleniny. Kimchi je vyznamnym hracem v korejském potravinaiském pramyslu. Dnes
je povazovano za kulturni symbol pro Korejce. Kimjang, coZ je tradi¢ni korejska komunitni
¢innost, kdy se vyrabi velké mnozstvi kKimchi pro konzumaci béhem zimy, byla v roce 2013
zatazena na seznam nehmotného kulturniho dédictvi lidstva UNESCO. Ro¢ni spotieba kimchi

v Koreji v roce 2017 doséhla 39,9 kg na osobu®%,

K vyrobé kimchi se pouzivaji rizné ingredience, pficemz hlavnimi slozkami je zelenina
a dopliuji ji rizné prisady a kofeni. Mezi hlavni ingredience patii brukvovita zelenina,
predevsim fedkev a pekingské zeli. Jako sekundarni ingredience se pouzivaji solené ryby, zazvor,
Cesnek a Cervena paprika. Existuje vice nez 200 druht kimchi v zavislosti na pouzitych
ingrediencich a regionalnich a sezénnich variacich. Typickym ptikladem je Baechu kimchi,
které se ptipravuje smichanim nasoleného pekingského zeli s fedkvi, cesnekem, zadzvorem,
zelenou cibuli a &ervenou paprikou. Casto se také pridavaji Jeotgal a Aekjeot (solené
a fermentované rybi omacky a moiské plody) jako kofenici pfisady, protoze obsahuji
aromatické slouceniny, které vyznamné piispivaji k procesu zrani béhem fermentace kimchi.

Zpravy o fermentovanych produktech z motskych plodi jako piisadach kimchi pochazeji
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z 16. stoleti®®. Po smichéni ingredienci nasleduje fermentace, ktera typicky probiha pii nizkych

teplotach (obvykle 2 az 10 °C) po dobu n¢kolika tydnti.

Mezi nejcastéji konzumované typy kimchi patii kimchi z pekingského zeli, kimchi z fedkve

a kimchi z mladé fedkve. Popularni variace kimchi v Koreji jsou na obrazku 4.

Obréazek 4: Tlustraéni obrazek riznych druhi kimchi®®

A — Baechu kimchi vyrobené ze zeli napa, B — Kkakdugi kimchi vyrobené z korejské fedkve,
C — Chonggak kimchi vyrobené z fedkvic¢ky, D — Dongchimi kimchi, typ vodnatého kimchi obvykle
konzumovaného jako polévka v zim¢

Kimchi kvili svym vlastnostem ziskalo celosvétové uznani jako superpotravina diky
pfitomnosti vitamind, mineralti a antioxidantti (vitamin C, karotenoidy a fenolické latky).
Kimchi prochazi procesem fermentace a mezi mikroorganismy, které se v kimchi mohou
vyskytovat patii piedev§im BMK. Mezi hlavni rody BMK v kimchi patéi Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Weissella. Piitomnost BMK ma piinos pro lidské
zdravi hned z nékolika diivodi. BMK v kimchi generuji prospésné latky, jako jsou organické

kyseliny, oligosacharidy, kyselina y-aminomaselna, kyselina linolova a ornitin. Studie
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naznacuji, ze BMK izolované z kimchi mohou mit protiobezitni u¢inky, protoze mohou
ovliviliovat metabolismus tuki v téle. Studie na bunécnych liniich a zvifatech ukézaly,
7e mohou snizovat akumulaci lipida v adipocytech (tukovych burikach) a inhibovat genovou
expresi souvisejici s adipogenezi (tvorbou tukovych buné¢k) a lipogenezi (tvorbou tukii).
Zaroven muze dochazet ke zvySovani exprese genti souvisejicich s lipolyzou (rozkladem

tukii)*L42,

1.5.1 Biogenni aminy v Kimchi
Biogenni aminy se do kimchi dostavaji bud’ béhem fermentace nebo spolu s vychozimi
surovinami. Kimchi mtze fermentovat bud’ piirozené nebo s vyuzitim startovacich kultur,

pfi¢emz startovaci kultury se pouzivaji predev§im u komeréné vyrabéného kimchi.

Béhem fermentacniho procesu se v kimchi mnozi rdzné druhy BMK. Nékteré z téchto BMK
jsou schopné produkovat BA. Mezi BMK, kter¢ se podileji na produkci BA ve fermentovanych
potravinach, v¢etné kimchi, patii napiiklad druhy Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
brevis, Lactobacillus curvatus, Lentilactobacillus hilgardii, Lactobacillus casei a Leuconostoc
mesenteroides. Ve studii®® byly nejvyssi koncentrace BA (s vyjimkou tyraminu) zjistény
ve vzorcich kimchi, které fermentovalo ptirozené. Akumulace BA je tedy nevyhnutelnym

jevem i v ptirozené fermentovaném kimchi*344,

K vyrobé kimchi se jako kotenici slozky ¢asto pouzivaji fermentované rybi omacky a solené
fermentované motské plody. Tyto ingredience samy o sobé mohou obsahovat zna¢né mnozstvi
BA. Pokud se tedy do kimchi pfidaji suroviny s vysokym obsahem BA, tyto slou€eniny
se pak automaticky stanou soucasti vysledného produktu. Studie ukazaly, Ze v nékterych
druzich Aekjeot (korejska rybi omacka) byly nalezeny BA jako napftiklad tryptamin, kadaverin,
histamin a putrescin. Pouzivani téchto surovin v kimchi tak mize ptispivat k celkovému obsahu
BA. Kimchi vyrobené s Aekjeot nebo Jeotgal mélo vyssi obsah BA nez kimchi vyrobené pouze

se soli.

Mnozstvi vzniklych BA v kimchi ovliviiuje fada faktori, véetné sloZzeni mikroflory, dostupnosti
volnych aminokyselin, pH, teploty fermentace a obsah soli. V pribé¢hu fermentace se milize
mnozstvi BA ménit v zavislosti na aktivit¢ mikroorganismi, které je produkuji nebo
odbourdvaji. Naptiklad v nékterych ptezralych vzorcich kimchi bylo pozorovano sniZeni
obsahu histaminu a putrescinu, coz mohlo byt zplGsobeno aktivitou mikroorganismi
s antibakterialni aktivitou proti bakteriim produkujicim BA nebo s aktivitou mikroorganisma

degradujicich BA*%,
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1.5.2 Stanoveni biogennich amini v kimchi
Ve studii®? byly stanovovany BA ve vzorcich Kkakdugi a Chonggak kimchi. Ingredience

pouzité k vyrobé téchto dvou druht kimchi jsou v tabulce 5.

Tabulka 5: Ingredience pro vyrobu Kkakdugi a Chonggak kimchi *

Ingredience Kkakdugi | Chonggak
kimchi kimchi
solena fedkev 100 g 100 g
cervena paprika (prasek) 30 3540
cesnek 30 30
zZazvor 159 159
Ssezamova seminka 19 05¢
cukr 29 159
lepiva ryZzova pasta 59 49
myeolchiaekjeot (rybi omacka z ancovicek) 29 29
saeujeotgal (fermentované krevety) 29 29

Vzorky byly od 5 oblibenych vyrobct kimchi v Koreji. Pro extrakci BA z 5 g vzorku bylo
zvoleno 20 ml kyseliny chloristé (0,4 mol/l) a extrakce probihala po dobu 2 hod pii 4 °C. Poté
byla smés odstiedéna (3000 x g) pii 4 °C. Supernatant (Cira kapalina nad sedimentem) byl
odebran a ke vzorku bylo pfidano dalSich 20 ml kyseliny chloristé a smés byla op€t odstiedéna
za stejnych podminek. Po odebrani druhého supernatantu byl objem extraktu upraven na 50 ml
kyselinou chloristou (0,4 mol/l). Vysledny extrakt byl zfiltrovan na Whatmanové papiru ¢. 1.
Pro analyzu byla zvolena technika RP-HPLC s kolonou Nova-Pak C18 (150 mm x 4.6, 4 um),
kdy jeji teplota byla udrzovéna pii 40 °C. Objem nasttiku byl 10 pl. Byla pouzita gradientova
eluce, kde mobilni fazi A byl vodny roztok octanu amonného (0,1 mol/l) a mobilni fazi B
acetonitril. Program gradientové eluce zacinal s 50% koncentraci mobilni faze B a linearné
se koncentrace béhem 19 minut zvysila na 90 %. K detekci byl zvolen UV-Vis detektor
pii vinové délce 254 nm. Pied samotnou analyzou byla provedena derivatizace nasledujicim
zpusobem. K1 ml vzorku bylo piidano 200 ul hydroxidu sodného (2 mol/l) a 300 pl
nasyceného hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho. K tomuto roztoku byly pfidany 2 ml 1% roztoku
dansylchloridu rozpusténého v acetonu a derivatizacni reakce probihala po dobu 45 minut
pii 40 °C ve tmé. Poté byl roztok smichan se 100 pl 25% hydroxidu amonného a po dobu
30 minut byl ponechan pii pokojové teploté. Objem roztoku vzorku byl upraven na 5 ml

ptidanim acetonitrilu. Roztok vzorku byl odstfedén pti 3000 x g po dobu 5 minut a supernatant
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byl zfiltrovan pomoci filtru o velikosti port 0,2 um. Primérné koncentrace BA v Kkakdugi
kimchi byly:

o fenylethylamin: 3,61 + 6,55 mg/kg,

e putrescin: 334,64 + 427,97 mg/kg,

e kadaverin: 27,28 + 54,44 mg/Kkg,

e histamin: 55,94 + 44,45 mg/Kkg,

e tyramin: 25,42 + 29,59 mg/kg,

e spermidin: 9,40 + 6,68 mg/kg,

e spermin: 1,03 + 1,31 mg/kg.

Jeden vzorek obsahoval 127,78 + 26,78 mg/kg histaminu, coz piekracuje toxickou hranici 100 mg/kg.
Jiny vzorek Kkakdugi obsahoval velmi vysoké koncentrace putrescinu (982,32 + 19,42 mg/kg)
a kadaverinu (124,60 + 108,78 mg/kg), coz vedlo k piekroceni celkového limitu BA, ktery
je 1000 mg/kg.

Pramérné koncentrace BA v Chonggak kimchi byly:
e tryptamin: 9,02 + 9,86 mg/kg,

o fenylethylamin: 0,78 + 1,23 mg/kg,

e putrescin: 269,07 + 349,93 mg/kg,

e kadaverin: 64,08 + 65,51 mg/kg,

e histamin: 58,73 + 46,02 mg/kg,

e tyramin: 8,49 + 6,80 mg/kg,

e spermidin: 9,06 + 2,99 mg/kg,

e spermin: 6,23 £ 8,79 mg/kg.

Stejné jako u Kkakdugi kimchi, jeden vzorek Chonggak kimchi obsahoval vysokou hladinu
histaminu (131,20 + 7,90 mg/kg), ktera také piekracovala toxickou hranici. Tento vzorek
rovnéz obsahoval vysoké mnozstvi putrescinu (853,70 + 36,80 mg/kg) a kadaverinu
(112,10 + 3,60 mg/kg), coz vedlo k prekroceni limitu pro celkovy obsah BA. Vyssi obsah
BA muze byt zptsoben pouzitim myeolchiaekjeot (rybi omacka z ancovicek) a saeujeotgal
(fermentované krevety), které, jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.5.1, mohou samy o sobé

obsahovat BA.
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Ve studii? byly analyzovany BA v 13 vzorcich Pa kimchi, kimchi z jamni cibulky, a v 13 vzorcich
Gat kimchi, kimchi z brukve sitinovité. Ptiprava vzorku, postup derivatizace a podminky
separace byly stejné jako ve studii*?. Primérné obsahy BA v Pa kimchi byly:

e tryptamin: 6,99 + 5,74 mg/kg,

o fenylethylamin: 1,77 + 2,04 mg/kg,

e putrescin: 78,79 + 79,00 mg/kg,

o kadaverin: 44,07 + 42,85 mg/kg,

e histamin: 155,85 + 139,26 mg/kg,

e tyramin: 66,88 + 74,91 mg/kg,

e spermidin: 9,91 + 4,89 mg/kg,

e spermin: 21,75 + 8,94 mg/kg.

Koncentrace histaminu byla u 6 vzorka 2—-3x vyssi, nez je limit 100 mg/kg.

Primérné koncentrace BA v Gat kimchi byly:

tryptamin: 11,22 + 8,23 mg/kg,

o fenylethylamin: 3,44 + 4,30 mg/kg,
e putrescin: 134,96 + 220,53 mg/kg,
e kadaverin: 20,5 + 18,52 mg/kg,

e histamin: 58,44 + 75,77 mg/kg,

e tyramin: 76,15 + 65,91 mg/kg,

e spermidin: 20,31 + 6,35 mg/kg,

e spermin: 31,30 + 22,35 mg/kg.

Koncentrace histaminu byla u 2 vzorkt 2-3x vyssi, nez je limit 100 mg/kg a jeden vzorek
obsahoval velmi vysokou hladinu putrescinu, coZz vedlo k pfekro¢eni navrZzené bezpecné

celkové koncentrace BA 1000 mg/kg.

V ptipadé téchto dvou studii byly piekrocené bezpecné koncentrace histaminu ve vzorcich
kimchi a v nékterych pripadech byla dokonce piekrocena navrzena bezpecna celkova
koncentrace BA, coz mulzZe vést ke zdravotnim rizikim spojenych s pfijmem vysokych

koncentraci BA.
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Ve studii*® bylo zkoumano, jak jednotlivé ingredience pfidavané do kimchi mohou ovliviiovat
obsah BA. K analyze byla pouzita RP-HPLC s kolonou C18 a tandemovou hmotnostni
spektrometrii (LC-MS/MS). Elektrosprejova ionizace byla pouZita v rezimu pozitivnich ionti
a teplota zdroje byla nastavena na 150 °C. Napéti na kapilafe bylo 4 kV, teplota
desolvatace byla 350 °C, pritok desolvatacniho plynu byl 200 I/h. Byl pouzit linedrni
gradientovy elucni systém s 0,1% vodnym roztokem Kyseliny heptafluormaselné (mobilni faze A)
a methanolem (mobilni faze B). Pritok mobilni faze byl 0,12 ml/min. Kimchi, se kterym byly
upravené vzorky srovnavany bylo pfipraveno ze soleného zeli, vody a ingredienci, jejichz
mnozstvi se V jednotlivych vzorcich lisilo, konkrétné, mleta bila fedkev, prasek z cervené
papriky, mlety ¢esnek, mlety zazvor, mleta vel$ska cibule, rybi omacka a kase z lepkavé ryze.
Mnozstvi jednotlivych ingredienci bylo odstupiiované na bez piidavku, nizké (polovi¢ni
mnozstvi pouzité v kontrolnim vzorku) a vysoké (dvojnasobné mnozstvi pouzité v kontrolnim
vzorku). Pii vysokém piidavku rybi omacky se obsah histaminu a kadaverinu vyrazné zvysil,
zatimco pii piidavku prasku z ervené papriky se obsah kadaverinu, histaminu, fenylethylaminu,
tyraminu, agmatinu a tryptaminu snizil. Ve skuping, kde byl ménén obsah mleté bilé fedkve,
se obsah putrescinu, sperminu, tryptaminu a histaminu snizoval se zvySujicim se mnozstvim této
ingredience. Stejny trend byl pozorovan pro kadaverin, putrescin a tryptamin, ve skupiné vzorkd,
kde se ménil obsah mlet¢ho zazvoru. Vysledky této studie naznacuji, Ze pocatecni obsah
BA, jako jsou kadaverin, putrescin, histamin, fenylethylamin, tyramin a tryptamin, pochazel
hlavné z rybi omacky, zatimco agmatin, spermidin a spermin pochazely hlavné ze zeleniny,

pficemz hlavni ingredience kimchi, solené zeli, ovliviiovalo hlavné mnoZstvi spermidinu.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf Nexera X2 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

degasér DGU-20A (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

¢erpadla mobilni faze A a B Nexera X2 LC-30AD (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),
autosampler Nexera X2 SIL-30AC (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

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

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

LC-MS-2010EV (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

software LabSolutions Version 5.71 SP2 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko),

software LabSolutions LCMSsolution Version 3.20.216 (Shimadzu, Kyoto, Japonsko).

2.1.2 Dalsi zarizeni

Analytické vahy KERN ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko),
automatické pipety Biohit Proline a Biohit m-Line (Biohit Oyj, Helsinky, Finsko),
minitiepacka IKA Vortex 1 (IKA®-Werke, Staufen, Némecko),

ultrazvukova lazen Sonorex TK 52 (Bandelin electronic, Berlin, Némecko),
nozovy mlyn GRINDOMIX GM 200 (Retsch, Diisseldorf, Némecko),

domaci ty¢ovy mixér (Moulinex, Caen, Francie),

odstiedivka Sorvall ST4 Plus-MD (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
odstfedivka Niive NF 400 (Niive, Ankara, Turecko),

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

horkovzdusna susarna Memmert UN30 (Memmert, Schwabach, Némecko).

2.2 Chemikalie a standardni latky

2.2.1 Chemikalie

Aceton, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika),

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

dansylchlorid (Merck, Darmstadt, Némecko),

demineralizovand voda pfipravena zafizenim Milli-Q® (Merck, Darmstadt, Némecko),
destilovana voda z centralniho rozvodu (Univerzita Pardubice, Ceska republika),

hydroxid sodny, p. a. (Merck, Darmstadt, Némecko),
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kyselina chloristd, > 70% (Laborchemie Apolda, Apolda, Némecko),
uhli¢itan sodny bezvody, p. a. (PENTA, Praha, Ceska republika).

2.2.2 Standardni latky

Byly pouzity standardy 1,7-diaminoheptan (98%), fenylethylamin (> 99%), histamin (> 97%),
kadaverin (95%), L-prolin (> 99%), isoamylamin (99%), putrescin (99%), spermidin (> 99%),
spermin (> 97%), tryptamin (98%) a tyramin (99%). Veskeré standardni latky pochazely od

firmy Sigma-Aldrich (Steinheim, Némecko).

2.3 Vzorky

Jako realné vzorky byly pouzity vzorky kimchi, jejichz ptiprava je uvedena v diplomové praci

A. Gogy*'. Jednalo se 0 24 nasledujicich vzork:

Kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 24 hodin,

kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 48 hodin,

kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 72 hodin,

kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 72 hodin a ponechané 3 dny v lednici,
kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 72 hodin a ponechané 4 dny v lednici,
kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentované 72 hodin a ponechané 6 dni v lednici,
kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii fermentované 24 hodin,

kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii fermentované 72 hodin,

kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii fermentované 72 hodin a ponechané
3dny v lednici,

kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii fermentované 72 hodin a ponechané
4 dny v lednici,

kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii fermentované 72 hodin a ponechané
6 dni v lednici,

kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 24 hodin,

kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 48 hodin,

kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 72 hodin,

kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 72 hodin a ponechané 1 den
v lednici,

kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 72 hodin a ponechané 4 dny

v lednici,
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e kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus fermentované 72 hodin a ponechané 5 dni
v lednici,

e kimchi pfirozené fermentované 24 hodin,

e kimchi pfirozené fermentované 48 hodin,

e kimchi pfirozené fermentované 72 hodin,

e kimchi pfirozené fermentované 72 hodin a ponechané 2 dny v lednici,

e kimchi pfirozené fermentované 72 hodin a ponechané 4 dny v lednici,

e kimchi pfirozené fermentované 72 hodin a ponechané 5 dni v lednici,

e kimchi pfirozené fermentované 72 hodin a ponechané 6 dni v lednici.

Realny vzorek kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentovany 72 hodin a ponechany 4 dny
v lednici je na obrazku 5. Jako vzorek pro optimalizaci podminek hmotnostniho spektrometru
a k optimalizaci zpracovani vzorku slouzilo kimchi po Sdenni pfirozené fermentaci. Tento vzorek

je na obrazku 6.

Obrazek 5: Realny vzorek kimchi s kulturou Bacillus cereus fermentovany 72 hodin a ponechany
4 dny v lednici
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Obrazek 6: Vzorek kimchi k optimalizaci podminek hmotnostniho spektrometru a k optimalizaci
zpracovani vzorku, A — pfed homogenizaci, B — po homogenizaci

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava roztoku dansylchloridu

Roztok dansylchloridu o koncentraci 1 g/l byl pfipraven v odmémé baice o objemu 10 ml
navazenim 10 mg dansylchloridu a rozpusSténim v acetonu. Banka byla jest¢ umisténa
na 10 min do ultrazvukové 1azné&, aby doSlo k tplnému rozpusténi dansylchloridu. Po doplnéni

acetonu po rysku byl takto ptipraveny roztok uchovavan v temnu maximalné 24 hodin.

2.4.2 Priprava roztoku L-prolinu

Zasobni roztok L-prolinu o koncentraci 10 g/l byl pfipraven do 10ml odmérné barnky
navazenim 100 mg L-prolinu a rozpusténim Vv destilované vod¢. Po doplnéni po rysku byl
ptipraven pracovni roztok L-prolinu o koncentraci 1 g/l odméfenim 1 ml zasobniho roztoku

do 10ml odmérné banky a doplnénim destilovanou vodou po rysku.

2.4.3 Priprava zasobnich roztokii biogennich amini a vnitiniho standardu

Jednotlivé zasobni roztoky standardi biogennich amind a vnitiniho standardu 1,7-diaminoheptanu
0 koncentraci 5 g/l byly pfipraveny do odmérnych ban¢k o objemu 10 ml navazenim 50 (+ 0,2) mg
standardu a doplnénim po rysku HC1O4 0 koncentraci 0,4 mol/l. Pro dokonalé rozpusténi byly
roztoky tyraminu a tryptaminu pied doplnénim po rysku umistény na 10 min do ultrazvukové
lazn¢. Takto pfipravené zasobni roztoky byly uchovavany v lednici. Pracovni roztok
1,7-diaminoheptanu o koncentraci 20 mg/1 byl pfipraven odmétenim 40 pl zasobniho roztoku

do odmérné bariky o objemu 10 ml a doplnénim po rysku HCIO4 0 koncentraci 0,4 mol/l.
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2.4.4 Priprava smésného roztoku biogennich amini
Smésny roztok biogennich aminti o koncentraci 100 mg/l byl pifipraven odméfenim 200 ul
kazdého zasobniho roztoku do odmérné banky o objemu 10 ml a doplnénim HCIO4

0 koncentraci 0,4 mol/I po rysku.

2.4.5 Priprava kalibra¢nich roztoki

Volba koncentraci kalibracnich roztokti biogennich amind byla na zadklad¢ diplomové prace
E. Trankové®®, Osm kalibra¢nich roztokd bylo piipraveno ze smésného roztoku biogennich
amint 0 koncentraci 100 mg/I. Kalibra¢ni roztoky byly ptipravovany do 10 ml odmérnych banék
a doplnovany po rysku HCIO4 0 koncentraci 0,4 mol/l. Tabulka 6 popisuje pouzité objemy

smésného roztoku biogennich amind a vysledné koncentrace kalibra¢nich roztokd.

Tabulka 6: Kalibra¢ni roztoky biogennich amint

Koncentrace
kalibra¢niho
roztoku

(mgfl)

0,10 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00 3,00

Objem

smésného
roztoku BA 10 25 50 75 100 150 200 300

(ub)

2.4.6 Extrakce biogennich amini ze vzorku

Postup extrakce BA byl na zékladé ¢lanku® a byl lehce upraven. Na analytickych vahach bylo
do 50ml centrifuga¢ni zkumavky navazeno 2,5 g vzorku kimchi a bylo pfidano 10 ml HCIO4
o0 koncentraci 0,4 mol/l. Extrakce probihala v lednici po dobu 2 hodin. Nasledn¢ byl vzorek
odstfedén pti 4 °C a 4700 ot/min (Sorvall ST4 Plus-MD) po dobu 10 min. Supernatant (¢ira
kapalina nad sedimentem) byl odebran a ke vzorku bylo opét piidano 10 ml HCIO4
0 koncentraci 0,4 mol/l a vzorek byl znovu odstifedén za stejnych podminek. Poté byl tento
supernatant ptidan k diive odebranému supernatantu a objem byl doplnén na 25 ml HCIO4
0 koncentraci 0,4 mol/l. Takto ptipraveny extrakt byl zfiltrovan na skladaném filtraénim papite
a uchovavan v lednici. Na obrazku 7 je vzorek pted 2hodinovou extrakci a vysledny extrakt

vzorku uchovavany v lednici.
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Obrazek 7: Vzorek pted 2hodinovou extrakcei (A) a extrakt vzorku uchovavany v lednici (B)

2.4.7 Derivatizace

Postup deprivatizace byl pievzat z diplomové prace E. Trnkové™® a jeji postup byl nasledujici.
Do plastové centrifugacni zkumavky o objemu 15 ml byl odmeéten 1 ml standardniho roztoku
nebo 1 ml extraktu kimchi. Poté bylo ptidano 50 pl roztoku 1,7-diaminoheptanu o koncentraci
20 mg/l, ktery slouzil jako vnitini standard (IS, Internal Standard). K této smési bylo dale
ptidano 150 ul NaOH o koncentraci 2 mol/l a 300 pl nasyceného roztoku Na.COs s pH 11.
Smés byla intenzivné michéna 30 sekund. Nésledné bylo zkontrolovéno pH a v ptipadé potieby
upraveno HCIO4 (0,4 mol/l) na rozmezi pH 9-11, coz je potfebna hodnota pH pro derivatizaci
dansylchloridem. Do pfipravené smési byl pfidain 1 ml roztoku dansylchloridu v acetonu
0 koncentraci 1 g/l a smés byla michana 30 sekund. Derivatizace probihala pii 55 °C po dobu
40 minut v laboratorni susarn¢. Po ochlazeni na laboratorni teplotu bylo pfidano 200 pl roztoku
L-prolinu o koncentraci 1 g/, smés byla kratce promichéna a ponechana ve tmé pii laboratorni teploté
15 minut. Na zavér byla smés odstfedéna (4000 ot/min, 5 minut, Niive NF 400), supernatant byl
odebran do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky, promichan a nasledn¢ pieveden do vzorkovaci
nadobky a analyzovan pomoci systému HPLC-DAD/MS. Pokud zjisténé plochy u vzorku
byly vyssi nez u nejkoncentrovangjsiho kalibracniho roztoku, tak byl vzorek ptiméiené ziedén

mobilni fazi a znovu zanalyzovan.
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2.4.8 Podminky analyzy vysokoucinnou kapalinovou chromatografii

Pro analyzu dansylderivati BA byla zvolena RP-HPLC s gradientovou eluci a s kolonou
Gemini C18 110 A, 150 x 3 mm, 3 pm (Phenomenex, Torrance, CA, USA). Pied separa¢ni
kolonu byla umisténa predkolona Supelguard Ascentis C18 2 cm x 2,1 mm, 3 um (Supelco,
Bellefonte, PA, USA). Binarni smés mobilni faze byla tvofena roztokem mravenéanu
amonného (5 mmol/l) s vodou (mobilni faze A) a acetonitrilem (mobilni faze B). Ostatni
podminky analyzy jsou uvedeny v tabulce 7. U hmotnostniho spektrometru probihala analyza

od 4-17 min a skenovany byly hmoty vrozmezi 250-1250 m/z. Ostatni podminky

hmotnostniho spektrometru jsou na obrazku 8.

Tabulka 7: Podminky chromatografické analyzy

Program gradientové eluce

0 min: 55 % mobilni faze B,

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

Teplota separacni kolony 35°C
Pratok mobilni faze 0,6 ml/min
Dévkovany objem 10 pl

Monitor Details

M5|

Mebulizing Gaz Flow Fate:

Interface Yaltage:
Interface Curent:

COL Waoltage:

COL Temperature:;

Heat Block Temperature:
Detector Woltage:

PG W acuumm:

|G %W acuunm:
[1-array3 Biaz Yolkage:
[-aravRF Yaltage:

15

4580

1.1

-35.0
250

200
1.80
3.7e+001
1.4e-003
Scan
Scan

LAy
ki
Lt

ki
Fa
Fa

Obrazek 8: Podminky hmotnostniho spektrometru
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3 VYSLEDKY A DISKUSE
3.1 Volba chromatografickych podminek

Na zékladé diplomové price E. Trnkové*® a prostudovanych ¢&lankt®2344¢ byla pro analyzu
BA zvolena RP-HPLC s kolonou Gemini C18 110 A, 150 x 3 mm, 3 pm (Phenomenex,
Torrance, CA, USA). Pied samotnou kolonu byla umisténa pfedkolona Supelguard
Ascentis C18 2 cm x 2,1 mm, 3 um (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Slozeni mobilnich fazi
pro detekci pomoci DAD pfi 254 nm bylo pievzato z diplomové prace E. Trnkové*®, kde binarni
smési byl acetonitril-voda. Stejn¢ tak byly ptevzaty objem nastiiku 10 ul, pratok mobilni faze
0,6 ml/min, teplota separa¢ni kolony 35 °C a samotny prub¢h gradientové eluce. Pribéh

gradientové eluce je zobrazen na obrazku 9.
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Obrazek 9: Pribéh gradientové eluce®

Kvili potiebné ionizaci elektrosprejem (ESI) pii detekci pomoci MS byla mobilni faze pfi
tomto typu detekce pievzata z diplomové prace M. Jonakové*®. Jako mobilni faze A byl vodny
roztok mraven¢anu amonného (5 mmol/l) a jako mobilni faize B byl acetonitril. Bylo
provéieno,

zda Ize tuto binarni smés pouzit i pro detekci pomoci DAD. Jak je prezentovano v tabulce 8,
pfi pouziti této binarni smési dochazelo k minimalnimu posunu reten¢nich cast jednotlivych
BA. Jak je vidét na obrazku 10, kde jsou pro ukazku kalibra¢ni zavislosti tryptaminu
pii pouziti téchto dvou binarnich smési, nedochéazelo ani k poklesu linearity. Z tohoto divodu

byla binarni smés acetonitril-mraven¢an amonny zvolena i pro detekci pomoci DAD.
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Kalibra¢ni zavislosti BA pfi pouziti binarni smési acetonitril-mravencan amonny jsou vice

komentovany v kapitole 3.3.

Tabulka 8: Reten¢ni ¢asy biogennich amint pro binarni smés acetonitril-voda a acetonitril-mravencan

amonny
Biogenni amin Retenc¢ni ¢as [min] pro Retencni Cas [min] pro binarni
binarni smés acetonitril-voda smes acetonitril-mravencan
amonny
tryptamin 6,1 6,1
fenylethylamin 7,2 7,3
isoamylamin 7,7 7,7
putrescin 8,6 8,7
kadaverin 9,8 9,9
histamin 10,7 10,8
1,7-diaminoheptan (1S) 12,8 12,8
tyramin 13,6 13,7
spermidin 13,9 13,9
spermin 15,2 15,2
IS — vnitini standard
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Obrazek 10: Kalibra¢ni zavislosti tryptaminu pii pouziti binarni smési acetonitril-voda
a acetonitril-mravencan amonny jako mobilni faze
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3.2 Optimalizace podminek hmotnostniho spektrometru

U hmotnostniho spektrometru byla provedena optimalizace napéti na detektoru. Bylo testovano
napéti 1,5; 1,7; 2,0; 2,3; 2,5; 2,7 a 3,0 kV. Optimalizace byla provadéna s kimchi
po pétidenni ptfirozené fermentaci. Skenovani iontl bylo v pozitivnim mddu. Mobilni fazi byla
binarni smés acetonitril-mraven¢an amonny (5 mmol/l). Hmoty molekulovych ionta
dansylerivatd jednotlivych BA byly prevzaty z diplomové prace M. Jonakové*® a jsou uvedeny
v tabulce 9 spolu s naméfenymi reten¢nimi ¢asy. Vyhodnocovany byly piky molekulovych
iontt pro dansylderivaty putrescinu, kadaverinu, tyraminu, spermidinu a sperminu, protoze jiné
BA se v tomto vzorku nevyskytovaly. Jak je vidét na obrazku 11. s rostoucim napétim na detektoru
rostla i plocha pika pfislusnych molekulovych ionti dansylderivatt a citlivost detektoru tak byla

pti vysSich napétich vyssi.
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Obrazek 11: Zavislosti ploch pika dansylderivati na pouzitém napéti na detektoru

Na druhou stranu, pii pouziti napéti 2,3 a 2,5 kV dochazelo ke stépeni piku molekulového iontu
dansylderivatu tyraminu a pik uz nebylo mozné vyhodnotit. Pti pouziti napéti 2,7 a 3,0 kV
dochazelo ke $tépeni a znemoznéni vyhodnoceni nejen u piku molekulového iontu
dansylderivatu tyraminu, ale i u dansylderivatd kadaverinu a spermidinu. V piiloze I
na obrazku | - 1 jsou zaznamy rozstépenych pikti molekulovych iont a na obrazku I - 2

je zaznam chromatogramu z hmotnostniho spektrometru pfi napéti 2,0 kV.
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Tabulka 9: Reten¢ni ¢asy a hmoty molekulovych iontd dansylderivati biogennich amint

Biogenni amin Retenéni ¢as [min] Molekulovy iont
dansylderivatu
biogenniho aminu [m/z]

tryptamin 6,1 394
fenylethylamin 7,3 355
isoamylamin 7,6 321
putrescin 8,7 555
kadaverin 10,0 569
histamin 10,8 578
1,7-diaminoheptan (IS) 12,8 597
tyramin 13,7 604
spermidin 14,0 845
spermin 15,3 1135

IS — vnitini standard

Pro zachovani vysoké odezvy u piki, kde nedochazelo ke §tépeni pii napéti 2,5 kV a k eliminaci
Stépeni piku dansylderivatu tyraminu pii tomto napéti, bylo nastaveni podminek nésledujici.
Skenovani probihalo v pozitivnim mdédu. Ménilo se jen napéti na detektoru v riiznych Casech
a sledovana hmota m/z v téchto ¢asech. Od 4,0-12,0 minuty bylo napéti na detektoru 2,5 kV
a sledované hmoty byly v rozmezi 250-700 m/z. Od 12,1-14,6 minuty bylo napéti sniZzeno
na 2,2 kV, aby se zamezilo Stépeni piku u dansylderivatu tyraminu, ktery eluuje v Case
13,7 min, a sledované hmoty byly 500—1000 m/z, V ¢ase od 14,7-17,0 minuty bylo napéti opé&t
zvySeno na 2,5 kV a sledované hmoty byly v rozmezi 1000-1250 m/z.

Pfi volbé téchto podminek sice bylo dosazeno vysoké odezvy, ale siln¢ na ukor linearity
kalibra¢nich zavislosti u putrescinu, sperminu, spermidinu a tyraminu. U tyraminu dochazelo
pro kalibrac¢ni roztoky o koncentraci 3,00 mg/l ke Sté€peni pikli a nebylo je tak mozné
vyhodnotit. Kalibra¢ni roztoky byly méteny ve tfech opakovanich a kalibra¢ni zavislosti byly
sestrojeny ze zavislosti primeémé plochy molekulového iontu dansylderivatu BA na koncentraci
BA. Kalibracni zavislost tyraminu je na obrazku 12. Kalibra¢ni zavislosti putrescinu, sperminu

a spermidinu jsou uvedeny v piiloze I na obrazcich I - 3az1-5.
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Obrazek 12: Kalibracni zavislost tyraminu pfi testovanych podminkéch s ménicim se napétim

Z tohoto divodu bylo napéti na detektoru snizeno na 1,8 kV na zéklad¢ ladicich parametrt pfistroje.
Skenovani bylo opét v pozitivnim modu v rozmezi hmot 250-1250 m/z. Pti tomto napéti bylo
dosazeno lepsi linearity kalibranich zavislosti, jak je demonstrovano na obrazku 13, kde jsou
ukazkové kalibracni zavislosti tyraminu a putrescinu. S pouzitim MS s ionizaci pomoci ESI
se nepodafilo zasadné zlepsit linearitu ve srovnani s vysledky ziskanymi z DAD. Hmotnostni
spektrometr byl pii analyze realnych vzorka vyuzit pouze pro kvalitativni analyzu BA pred
samotnou kvantifikaci na DAD, a to ovefenim, zda dochazi keluci pikd piislusnych

molekulovych iontl dansylderivati.
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Obrazek 13: Kalibra¢ni zavislost tyraminu a putrescinu pfi optimalizovanych podminkach
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3.3 Kalibra¢ni zavislosti

Kalibra¢ni roztoky byly piipraveny ze smésného roztoku BA o koncentraci 100 mg/l,
jak je pospano v kapitole 2.4.5. Tyto vzorky byly derivatizovany podle postupu popsaného
v kapitole 2.4.7, a to ve tfech opakovanich, které byly nasledné proméfeny pomoci systému
HPLC-DAD/MS, kde mobilni fazi byla binarni smés acetonitril-mravenc¢an amonny (5 mmol/l).
Podminky analyzy jsou uvedeny v kapitole 2.4.8. Pro devét sledovanych biogennich amint,
konkrétn¢ tryptamin, fenylethylamin, isoamylamin, putrescin, kadaverin, histamin, tyramin,
spermidin a spermin, byly sestrojeny kalibra¢ni zavislosti. Pro kalibra¢ni body v rozmezi
od 0,10 mg/l do 3,00 mg/l byly sestrojeny grafy zavislosti primémého poméru plochy
dansylderivatu biogenniho aminu a plochy vnitiniho standardu na poméru koncentrace
standardu biogenniho aminu a vnitiniho standardu. Kalibra¢ni rovnice a koeficienty determinace

pro jednotlivé BA jsou v tabulce 10. Retencni Casy jiz byly zminény v kapitole 3.1 v tabulce 8.

Tabulka 10: Kalibraéni rovnice a koeficienty determinace jednotlivych biogennich amint

Biogenni amin Rovnice regrese Koeficient
determinace (R?)

tryptamin y = 0,4626x — 0,0024 0,9995
fenylethylamin y = 0,3493x + 0,0105 0,9995
isoamylamin y =0,4589x + 0,0634 0,9994
putrescin y =1,3078x + 0,0458 0,9993
kadaverin y = 1,6018x + 0,0429 0,9996
histamin y = 0,3345x + 0,0201 0,9988
tyramin y =0,9624x + 0,0183 0,9991
spermidin y =0,8419x + 0,0688 0,9982
spermin y =0,6923x + 0,0853 0,9958

Koeficienty determinace pro vSechny BA mély hodnotu vyss$i nez 0,99, coz dokazuje,
ze bylo dosazeno velmi dobré linearity. Ukéazkovy chromatogram z detektoru diodového
pole je na obrazku 14. Dansylderivaty BA eluuji v ¢asech od 6,1 min do 15,2 min. Vnitini
standard (1,7-diaminoheptan) eluuje v ¢ase 12,8 min. Vysoké piky do 2,5 min jsou vedlejsi
produkty derivatiza¢ni reakce. Chromatogram bodu kalibrace 2,00 mg/l z hmotnostniho
spektrometru je na obrazku 15. Piky molekulovych iontt dansylderivata pro tento kalibra¢ni

bod jsou v ptiloze | na obrazku I - 6.
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Obrazek 14: Ukazkovy chromatogram bodu kalibrace (2,00 mg/l) z detektoru diodového pole

1 — tryptamin, 2 — fenylethylamin, 3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,

7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin, 10 — spermin
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Obrazek 15: Ukazkovy chromatogram bodu kalibrace (2,00 mg/l) z hmotnostniho spektrometru

1 — tryptamin, 2 — fenylethylamin, 3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,

7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin, 10 — spermin

Pro kazdy sledovany BA byl stanoven limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). Limit

detekce predstavuje nejnizsi detekovatelné mnozstvi analytu ve vzorku a €asto se vyhodnocuje

jako trojnasobek Sumu zakladni linie. Limit kvantifikace predstavuje nejniz§i koncentraci

analytu, pfi niZ je pfesnost méfeni dostatecna k tomu, aby umoznila spolehlivé kvantitativni

vyhodnoceni a ¢asto se vyhodnocuje jako desetinasobek Sumu zékladni linie. V ptipad¢ téchto

kalibra¢ni

ch zavislosti bylo stanoveni LOD a LOQ provedeno na zakladé ziskanych statistickych

parametri z kalibracni kiivky, protoze u DAD nebylo mozné urcit Sum ani pii velkém zvétSeni
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zakladni linie. Za hodnotu LOQ Ize prohlasit takovou hodnotu, kterd spliiuje podminku
presnosti a spravnosti. SpInéni podminky piesnosti bylo ovéfeno s vyuzitim Horwitzovy

rovnice® a hodnoty RSDmax (2) (kde ¢ je bezrozmérnou hodnotou koncentrace, napiiklad g/g).

RSDmaX — 2(1—0,5-10gc) (2)

Pro kazdy bod kalibrace byla spocditana RSDmax @ pro kazdy BA byla spocitana relativni
smérodatnd odchylka RSD ze ziskanych ploch pikii pro odpovidajici bod kalibrace.
Ob¢ hodnoty jsou v procentech. Podminka piesnosti je splnéna tehdy, kdyz hodnota RSD
je men$i nez hodnota RSDmax. Splnéni podminky spravnosti bylo ovéfeno nasledujicim
zpusobem. Do ziskané kalibra¢ni rovnice byl dosazen primérny pomér plochy piku
dansylderivatu standardu BA a vnitiniho standardu pro dany bod kalibrace. Podminka spravnosti
je pak spInéna, pokud se vypocitana koncentrace 1i$i od skuteéné koncentrace do 20 %. Podminka
presnosti nebyla splnéna pro kalibracni bod 0,10 mg/l u histaminu a sperminu. Ostatni
BA podminku pfesnosti spliiovaly. Podminka spravnosti nebyla splnéna pro kalibracni bod
0,10 mg/l u putrescinu, kadaverinu, histaminu, spermidinu a sperminu. U téchto BA byl
kalibra¢ni bod o koncentraci 0,10 mg/l z kalibra¢ni zavislosti vyfazen a kalibra¢ni zavislosti
byly v rozmezi koncentraci 0,25-3,00 mg/l. U ostatnich BA byla tato podminka splnéna. Grafy
kalibra¢nich zavislosti jsou v ptiloze II na obrazcich Il - 1 az II - 5. Hodnoty LOD byly
spocitany podle rovnice (3), ktera je odvozena ze skute¢nosti, Ze hodnota LOD je obvykle
vyhodnocovana jako 3¢ a LOQ jako 10c, kdy o je hodnota sumu. Hodnoty LOD a LOQ
pro jednotlivé BA jsou v tabulce 11.

3
- . 3
LOD 10 LOQ 3)
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Tabulka 11: Limity detekce a limity kvantifikace jednotlivych biogennich amint

Biogenni amin LOD [mg/l] LOQ [mg/l]
tryptamin 0,030 0,10
fenylethylamin 0,030 0,10
isoamylamin 0,030 0,10
putrescin 0,075 0,25
kadaverin 0,075 0,25
histamin 0,075 0,25
tyramin 0,030 0,10
spermidin 0,075 0,25
spermin 0,075 0,25

3.4 Optimalizace zpracovani vzorku kimchi

K analyze bylo piedlozeno malé mnozstvi vSech realnych vzorkd, a proto bylo vyzkouseno,
zda extrakce 10 ml HCIO4 (0,4 mol/l) z 2,5 g vzorku neovlivni vysledky analyzy oproti postupu
popsanému v ¢&lanku®, kde bylo k extrakci pouzito 20 ml HCIOs (0,4 mol/l) z 5 g vzorku.
Jak je vidét na obrazku 16, zpracovani 2,5 g vzorku poskytovalo stejné vysledky jako zpracovani
5 g vzorku. Kazdy postup zpracovani vzorku byl proveden pétkrat a po derivatizaci proméfen pomoci
HPLC-DAD/MS. Ukazkové chromatogramy jsou na obrazku 17 (2,5 g vzorku) a 18 (5 g vzorku).
Pii analyze realnych vzorkd bylo tedy pfistoupeno k extrakci BA z 2,5 g vzorku.
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Obrazek 16: Porovnani primérnych pomért ploch BA a IS pii extrakci z 5 ga z 2,5 g vzorku

58



650001 C18 Gemini (150 x 3 mm, 3 pm)
35°C
60000] . .
0 min: 55 % mobilni faize B
550001 5-10 min: 60 % mobilni faze B
12-20 min: 90 % mobilni faze B
50000 20,01 min: 55 % mobilni faze B
254 nm
45000] 10 ul
40000]
35000]
30000]
25000]
20000]
15000]
10000]
5000]
o
oo 25  so " 75 100 0 125 " 130 175 200 min

Obrazek 17: Chromatogram dansylderivati biogennich amint pfi extrakci z 2,5 g vzorku

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin,

10 — spermin
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Obrazek 18: Chromatogram dansylderivati biogennich amint pii extrakci z 5 g vzorku

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin,
10 — spermin
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3.5 Analyza reilnych vzorka kimchi

Realné vzorky kimchi byly zpracovany V péti opakovanich dle postupu popsaného v kapitole
2.4.6 a nasledné byly extrakty kimchi derivatizovany dle postupu popsaného v kapitole 2.4.7.
Stanoveni BA v kimchi bylo provedeno pomoci RP-HPLC-DAD pfti 254 nm. Pfed samotnym
vyhodnocenim piktt z DAD bylo na hmotnostnim spektrometru ovéieno, zda dochazi k eluci

molekulovych ionti ptisluSnych dansylderivati BA.

3.6 Vysledky analyzy realnych vzorka kimchi

V kapitole 1.2.3 bylo popsano, Ze na tvorbé BA v potravinach se mohou podilet riizné kultury
mikroorganismu. V této kapitole byla také zminka o tom, ze nékteré mikroorganismy mohou
redukovat tvorbu BA. Realné vzorky byly pfi vyhodnocovani rozdéleny do Ctyt kategorii,
a to ptirozené fermentované kimchi. kimchi s kulturou Bacillus cereus, kimchi s kulturou
Lactobacillus acidophilus a kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii.
U téchto Ctyr kategorii byly sledovany trendy, jak se méni plochy pikti dansylderivati
BA v zavislosti na dobé fermentace a v zavislosti na dob¢ skladovani v lednici. Tyto trendy
jsou popsany v kapitole 3.6.1 a 3.6.2. K vyhodnoceni trendt byly pouzity plochy pikd,
protoze jak je uvedeno dale v kapitole 3.6.3, nékteré BA byly pod limitem kvantifikace

a trendy nebylo mozné vyhodnotit z koncentraci.

Obsah biogennich aminli v redlnych vzorcich byl vyhodnocen metodou kalibracni ptimky,
a to z primérného poméru ploch pikit dansylderivati BA a ploch pika vnitiniho standardu,
po prométeni pomoci HPLC-DAD. Ukazkové chromatogramy jednotlivych kategorii kimchi
po 24hod fermentaci jsou uvedeny v piiloze I1I na obrazcich Il - 1 az III - 4. Vysledné koncentrace
BA jsou uvedeny v mg/kg, protoze koncentra¢ni limity dané legislativou pro histamin jsou
uvadény v mg/kg vzorku. Takto vyjadiené jsou i navrzené maximalni piipustné limity
nékterych toxikologicky vyznamnych BA a také limit pro celkovy obsah BA (kapitola 1.4).
Proto 1 u redlnych vzorki byla koncentrace vyjadiena v mg/kg, kvili pfipadnému porovnani
Snavrzenymi limity v kapitole 1.4 a limity danymi legislativou. Vysledky stanoveni

BA v realnych vzorcich kimchi jsou uvedeny v kapitole 3.6.3.

3.6.1 Trendy biogennich amini v zavislosti na dobé fermentace

Vyhodnoceni trendi BA bylo z primémého poméru plochy piku dansylderivatu BA a IS
po promé&ieni pomoci HPLC-DAD. Jednotlivé kategorie vzorkt kimchi byly piedloZzeny po 24hod,
48hod a 72hod fermentaci. Pouze vzorky kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

byly predlozeny po 24hod a 72hod fermentaci. Na obrazku 19 je vidét, ze v obou vzorcich kimchi
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s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii (po 24hod a 72hod fermentaci) byly
detekovany putrescin, kadaverin, histamin, tyramin a spermidin. U putrescinu a spermidinu byl
pozorovan pokles plochy piku po 72hod fermentaci oproti plose po 24hod fermentaci. Naopak

u kadaverinu a tyraminu je pozorovan narust.
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Obrazek 19: Detekované biogenni aminy v Kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Ve vzorcich kimchi z kategorie pfirozené fermentované byly po 24hod fermentaci detekovany
fenylethylamin, putrescin, kadaverin, tyramin, spermidin a spermin. Ve vzorku po 48hod fermentaci
byly detekovany fenylethylamin, kadaverin, tyramin, spermidin a spermin. Ve vzorku po 72hod
fermentaci byly detekovany kadaverin, tyramin, spermdin a spermin. Jak je vidét na obrazku 20,
u prirozené fermentovaného kimchi byl s rostouci dobou fermentace rostouci trend u kadaverinu

a spermidinu. Klesajici trend byl u tyraminu.
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Obrazek 20: Trendy biogennich amint v zavislosti na dob¢€ fermentace v piirozen¢ fermentovaném
kimchi
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U vzorkt kimchi s kulturou Bacillus cereus byly po 24hod, 48hod a 72hod fermentaci
detekovany putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin. Spermin byl detekovan az u vzorku
po 72hod fermentaci. Na obrazku 21 je vidét, Zze u vzorki s touto kulturou byl s rostouci dobou
fermentace rostouci trend u putrescinu, kadaverinu a spermidinu. Klesajici trend s rostouci dobou

fermentace byl u tyraminu.
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Obrazek 21: Trendy biogennich amint v zavislosti na dobé fermentace v kimchi s kulturou Bacillus
cereus

Ve vzorcich kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus byly po 24hod, 48hod a 72hod fermentaci
detekovany fenylethylamin, putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin. U vzorku po 24hod
fermentaci byl navic detekovan histamin. Na obrazku 22 je vidét, Ze rostouci trend se zvySujici
se dobou fermentace byl u fenylethylaminu, kadaverinu a tyraminu. Naopak klesajici trend

s rostouci dobou fermentace byl u spermidinu.
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Obrazek 22: Trendy biogennich amint v zavislosti na dobé fermentace v kimchi s kulturou
Lactobacillus acidophilus
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3.6.2 Trendy biogennich amini v zavislosti na dobé skladovani v lednici

Vzorky kimchi byly 72 hod fermentovany a poté skladovany v lednici. Doby skladovani
V lednici se pro jednotlivé kategorie kimchi liSily. Pfirozené fermentované kimchi bylo
ptedlozeno po dvoudennim, ¢tyfdennim, pétidennim a Sestidennim skladovani v lednici. Kimchi
s kulturou Bacillus cereus bylo piedlozeno po tfidennim, ¢tyfdennim a Sestidennim skladovani
v lednici. Kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus bylo piedlozeno po jednodennim,
¢tyfdennim a pétidennim skladovani v lednici. Kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii bylo ptedlozeno po tfidennim, ¢tyfdennim a Sestidennim skladovani v lednici.
U jednotlivych kategorii kimchi byly opét sledovany trendy BA v zavislosti na dob¢ skladovani
v lednici, jejichz vyhodnocovani bylo opét z primérného poméru plochy piku dansylderivatu

BAalS.

Ve vzorcich pfirozené fermentovaného kimchi po dvoudennim, ¢tyfdennim a pétidennim
skladovani v lednici byly detekovany fenylethylamin, putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin.
Ve vzorku po Sestidennim skladovani byly detekovany putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin.
Na obrazku 23 je vidét, Ze u fenylethylaminu a kadaverinu byl klesajici trend s rostouci dobou
skladovani v lednici. V zavislosti na dobé skladovani v lednici byl trend kadaverinu opaény
oproti trendu tohoto BA v zavislosti na dobé fermentace. Tyramin nevykazoval zadny trend

Vv zavislosti na dobé skladovani, ackoliv v zavislosti na dobé fermentace byl trend klesajici.
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Obrazek 23: Trendy biogennich amint v zavislosti na dobé skladovani v lednici v pfirozené
fermentovaném Kimchi
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Ve vzorcich kimchi s kulturou Bacillus cereus byly po tfidennim, ¢tyfdennim a Sestidennim
skladovani detekovany putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin. Rostouci trend S rostouci
dobou skladovani v lednici byl u kadaverinu a spermidinu. Naopak klesajici trend S rostouci
dobou skladovani v lednici byl u tyraminu (obrazek 24). Stejné trendy téchto BA byly

pozorovany i v zavislosti na dob¢ fermentace.
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Obrazek 24: Trendy biogennich amint v zavislosti na dobé skladovani v lednici v kimchi s kulturou
Bacillus cereus

Ve vsech vzorcich kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus (po jednodennim, ¢tyfdennim
a pétidennim skladovani v lednici) byly detekovany fenylethylamin, putrescin, kadaverin,
tyramin, spermidin a spermin (obrazek 25). Klesajici trend s rostouci dobou skladovani v lednici
byl u tyraminu, coz je opacny trend nez pii zavislosti na dob¢ fermentace. Rostouci trend s rostouci
dobou skladovani v lednici byl u fenylethylaminu, spermidinu a sperminu. Trend spermidinu

je v zavislosti na dobé fermentace opacny nez trend v zavislosti na dobé fermentace.
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Obrazek 25: Trendy biogennich amin v zavislosti na dobé skladovani v lednici v kimchi s kulturou
Lactobacillus acidophilus

Jak je vidét na obrazku 26 vzorky kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
nevykazovaly v zavislosti na dob¢ skladovani v lednici zadné trendy. Ve vzorku po tfidennim
skladovani v lednici byly detekovany fenylethylamin, putrescin, kadaverin, tyramin a spermidin.
Ve vzorku po ¢tyfdennim skladovani v lednici byly detekovany putrescin, kadaverin, histamin,
tyramin a spermidin. Ve vzorku po Sestidennim skladovani v lednici byly detekovany putrescin,
kadaverin, tyramin a spermidin.
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Obrazek 26: Trendy biogennich amind v zavislosti na dob¢ skladovani v lednici v kimchi s kulturou
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
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3.6.3 Vysledky stanoveni biogennich amint v realnych vzorcich kimchi

Ve vsech vzorcich pfirozené fermentovaného kimchi, kromé kimchi po 24hod fermentaci, byl
stanoven kadaverin ve vyrazn¢ vyssich koncentracich, nez byly koncentrace ostatnich biogennich
amint. Nejvyssi koncentraci kadaverinu (22,35 mg/kg) obsahoval vzorek po 72hod fermentaci.
Na zaklad¢ dat, které jsou v tabulce 12, lze fict, ze delsi doba fermentace vedla k vy$sim
koncentracim kadaverinu. Naopak s del$i dobou skladovani v lednici se koncentrace kadaverinu
snizovaly. U tyraminu se koncentrace s delsi dobou fermentace snizovala, ale pii skladovani
v lednici se koncentrace tohoto BA lehce zvySovala. Putrescin byl stanoven pouze ve vzorcich
po 24hod fermentaci a po Sestidennim skladovani v lednici. Nejvyssi koncentrace
fenylethylaminu byla ve vzorku po 48hod fermentaci (6,06 mg/kg). Pii skladovani v lednici
se koncentrace tohoto BA sniZovala a u vzorku po Sestidennim skladovani v lednici byl pod limitem

detekce. Spermidin byl stanoven pouze ve vzorku po 72hod fermentaci.

Tabulka 12: Biogenni aminy v pfirozené fermentovaném Kimchi

Doba Obsah biogennich amind [mg/kg]
Procesu | renylethylamin | Putrescin | Kadaverin | Tyramin | Spermidin | Spermin
Fermentace
. 1,50 2,61 2,91
24 hodin (6,73 %) (2,89 %) <LOQ (1,51 %) <LOQ <LOQ
. 6,06 21,88 2,02
48 hodin (1,29 %) <LOD (9,36 %) (5,53 %) <LOQ <LOQ
. 22,35 1,89 2,64
72 hodin <LOD <LOD (7,16 %) (1,19 %) (0.48 %) <LOQ
Skladovani v lednici
2,18 20,17 3,61
2 dny (7,89 %) <LOQ | (1414%) | (360%) | <LOQ | <LOD
1,85 10,47 3,66
4 dny (12,23 %) <LOQ (14,06 %) (10,16 %) <LOQ <LOD
, 1,59 8,03 3,68
5 dni (8.78 %) <LOQ (13.20 %) (9,42 %) <LOQ <LOD
. 1,27 7,78 3,70
6 dni <LOD (6,88 %) (11,55 %) (0,52 %) <LOQ <LOD

hodnoty v zavorce jsou hodnoty RSD (relativni smérodatna odchylka, n = 5)
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Jak je vidét v tabulce 13, u vzorka kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
byl ve vSech vzorcich stanoven tyramin. Koncentrace tyraminu byla po 72hod fermentaci vyssi
nez po 24hod fermentaci. Po ¢tyfdennim skladovéni v lednici se koncentrace tohoto BA snizila
oproti koncentraci po tfidennim skladovani v lednici a nejvyssi koncentrace tohoto BA byla
u vzorku po sestidennim skladovani v lednici (3,61 mg/kg). Fenylethylamin byl stanoven pouze
u vzorku po tfidennim skladovani v lednici, u ostatnich vzorku byl tento BA pod limitem
detekce. Putrescin byl stanoven pouze u vzorku po 24hod fermentaci, u ostatnich vzorku byl
tento BA pod limitem kvantifikace. Spermidin byl stanoven pouze u vzorku po 24hod
fermentaci a po Ctyfdennim skladovani v lednici, u ostatnich vzorkli byl pod limitem

kvantifikace.

Tabulka 13: Biogenni aminy v kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii

Doba Obsah biogennich amint [mg/kg]
Procesu | Fenylethylamin | Putrescin | Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin | Spermin
Fermentace
. 2,73 2,56 2,88
24 hodin <LOD (9.40 %) <LOQ <LOQ (0.18%) | (676 %) <LOD
. 3,38
72 hodin <LOD <LOQ <LOQ <LOQ (6,11 %) <LOQ <LOD
Skladovani v lednici
3,61 3,44
3 dny (8,04 %) <LOQ <LOQ <LOQ (12,40 %) <LOQ <LOD
4 dny <LOD <LOQ <LOQ <LOD (229’3‘:'%) (SQISC‘)%) <LOD
. 3,61
6 dni <LOD <LOQ <LOQ <LOD (5,84 %) <LOQ <LOD

hodnoty v zavorce jsou hodnoty RSD (n = 5)

Ve vzorcich kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus, jak je vidét v tabulce 14, byl ve vSech
vzorcich stanoven fenylethylamin, jehoz nejvyssi koncentrace byla ve vzorku po 72hod fermentaci.
Koncentrace tohoto BA se srostouci dobou fermentace zvysSovala, stejné tak se zvySovala
i koncentrace tohoto BA se zvySujici se dobou skladovani v lednici. Kadaverin byl ve vzorku
po 24hod fermentaci pod limitem kvantifikace, ale byl stanoven ve vzorcich po 48hod a 72hod
fermentaci a jeho koncentrace se s delsi dobou fermentace zvySovala. Pii skladovani v lednici
se po ¢tyfdennim skladovani koncentrace kadaverinu zvysila oproti koncentraci po jednodennim

skladovani, ale po pétidennim skladovani Vv lednici se koncentrace opét snizila. Nejvyssi
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koncentrace kadaverinu byla stanovena ve vzorku po 72hod fermentaci (20,16 mg/kg). Tyramin

byl stanoven u vSech vzorku této kategorie a s rostouci dobou fermentace se jeho koncentrace

zvysSovala. Nejvyssi koncentrace tyraminu byla u vzorku po 72hod fermentaci. S rostouci

dobou skladovani v lednici se koncentrace tyraminu sniZovala.

Tabulka 14: Biogenni aminy v kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus

Obsah biogennich aminid [mg/kg]
Doba
Procesu | renylethylamin | Putrescin | Kadaverin | Histamin | Tyramin | Spermidin | Spermin
Fermentace
24 hodin 1,64 <LOQ <LOQ | <LOQ 180 <LOQ | <LOD
(9,89 %) (7,51 %)
. 3,37 15,45 2,25
48 hodin ; <LO <LOD <LO <LOD
(17,22 %) Q (12,53 %) (9,13 %) Q
. 4,06 20,16 3,20
72 hodin (9,82 %) <LOQ (13.31 %) <LOD (10.27 %) <LOQ <LOD
Skladovani v lednici
2,59 12,23 3,03
1den (2,32 %) <LOQ (16,91 %) <LOD (7.57 %) <LOQ <LOQ
2,64 14,21 2,21
4 dny (7.67 %) <LOQ (1,03 %) <LOD (5.94 %) <LOQ <LOQ
, 3,63 13,75 1,99
5 dni (15,01 %) <LOQ (12,89 %) <LOD (7,23 %) <LOQ <LOQ

hodnoty v zavorce jsou hodnoty RSD (n = 5)

Ve vSech vzorcich z kategorie kimchi s kulturou Bacillus cereus (tabulka 15) byl stanoven

tyramin. S rostouci dobou fermentace se koncentrace tohoto BA snizovala. Nejvyssi koncentraci

tyraminu obsahoval vzorek po tfidennim skladovani v lednici (3,96 mg/kg). S rostouci dobou

skladovani v lednici se koncentrace tyraminu snizovala. Spermidin byl stanoven az u vzorku

po 72hod fermentaci. U ostatnich vzorkd byl pod limitem kvantifikace. Putrescin a kadaverin

byly ve vSech vzorcich pod limitem kvantifikace.
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Tabulka 15: Biogenni aminy v kimchi s kulturou Bacillus cereus

Doba Obsah biogennich amint [mg/kg]
procesu Putrescin Kadaverin Tyramin Spermidin Spermin
Fermentace
. 3,78
24 hodin <LOQ <LOQ (11,60 %) <LOQ <LOD
. 3,02
48 hodin <LOQ <LOQ (11,49 %) <LOQ <LOD
. 1,87 511
72 hodin <LOQ <LOQ (6,94 %) (9,56 %) <LOQ
Skladovani v lednici
3,96
3dny <LOQ <LOQ (7.15 %) <LOQ <LOD
2,86
4 dny <LOQ <LOQ (2,12 %) <LOQ <LOD
. 2,72
6 dni <LOQ <LOQ (12.24 %) <LOQ <LOD

hodnoty v zavorce jsou hodnoty RSD (n = 5)

Z vysledki je zfejmé, ze druh mikrobialni kultury pouzité pfi fermentaci ma dopad na typy
a mnozstvi produkovanych biogennich aminli ve vysledném kimchi, coz potvrzuje tvrzeni
v kapitole 1.2.3, kde bylo napsano, Ze schopnost mikroorganismi produkovat biogenni aminy
je vysoce variabilni a ¢asto je specificka pro dany kmen a ¢asto i druh. Naptiklad koncentrace
tyraminu se u pfirozené fermentovaného kimchi a kimchi s kulturou Bacillus cereus s delsi
dobou fermentace snizovala, ale u kimchi s kulturami Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
a Lactobacillus acidophilus se koncentrace tyraminu zvySovala. DalSim piikladem, Ze pouzité
kultury ovliviwuji typy BA, je to, Ze histamin, jehoz koncentrace nebylo mozné stanovit, protoze
byly pod limitem kvantifikace, byl detekovan pouze u kimchi s kulturou Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii a u kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus. U vsech ostatnich
vzorki byl histamin pod limitem detekce. U zadného ze vzorkl nebyl prekrocen limit dany
legislativou pro obsah histaminu. Fenylethylamin byl vyznamnéji pfitomen v pfirozené
fermentovaném kimchi a v kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus, ale vétSinou
pod limitem detekce v kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var. boulardii. V kimchi
s kulturou Bacillus cerues nebyl fenylethylamin viibec detekovan. Ve srovnani s analyzami
kimchi, které jsou popsany Vv kapitole 1.5.2, byl celkové obsah kvantifikovanych BA ve vSech

vzorcich vyrazné niz8i a u zadného vzorku nebyl detekovan tryptamin. V kimchi s kulturou
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Saccharomyces cerevisiae var. boulardii nebyl spermin detekovan v zadném ze vzorkd.
V kimchi s kulturou Bacillus cereus byl spermin detekovan pouze ve vzorku po 72hod
fermentaci. Spermidin a kadaverin byly detekovany ve vSech vzorcich kimchi. Putrescin byl
také detekovan ve vSech vzorcich kimchi kromé vzorka pfirozené fermentovaného kimchi

po 48hod a 72hod fermentaci.

S rostouci dobou fermentace dochazelo u vétSiny BA u vSech kategorii kimchi k narustu,
jak je prezentovano v kapitole 3.6.1. S rostouci dobou skladovani v lednici dochazelo ke snizovani
koncentrace tyraminu u kimchi s kulturami Lactobacillus acidophilus a Bacillus cereus,
ale u pfirozené fermentovaného kimchi dochazelo u tyraminu ke zvySovani koncentrace. U vSech
vzorkt kimchi s kulturou Bacillus cereus a u vzorkl pfirozené fermentovaného kimchi, které
byly skladovany v lednici, byl spermin pod limitem detekce, ackoliv byl detekovéan ve vzorcich
po 24hod, 48hod a 72hod fermentaci. Naopak v kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus
byl spermin detekovan az u vzorku, které byly skladovany v lednici. Z ¢ehoz lze vyvodit,
7e vhodna doba fermentace a vhodna doba skladovani v lednici miZe napomoci k regulaci

tvorby a obsahu BA v kimchi.
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4 ZAVER

Tato diplomova prace se vénuje analyze biogennich aminti, které piedstavuji potencidlni
zdravotni riziko pfi zvySené konzumaci, zejména ve fermentovanych potravinach, jako
je napiiklad kimchi. Cilem této diplomové prace bylo izolovat vybrané biogenni aminy
ze vzorku kimchi a poté tyto latky derivatizovat, separovat a analyzovat pomoci vysokoucinné

kapalinové chromatografie.

V teoretické Casti prace jsou popsany biogenni aminy, véetné jejich rozdéleni, vzniku a vlivu
na lidské zdravi pfi nadmérném piijmu z potravy. Ddle je tato ¢ast vénovéana vyskytu
biogennich aminl v riznych typech potravin, véetné fermentovanych potravin a Kimchi,

faktorim ovliviujicich jejich tvorbu a moznostem jejich stanoveni.

V experimentalni ¢asti byla provedena optimalizace zpracovani vzorku. Biogenni aminy
ze vzorkt kimchi byly extrahovany pomoci kyseliny chlorist¢ o koncentraci 0,4 mol/l. Bylo
zjisténo, ze extrakce z 2,5 g vzorku vedla ke stejnym vysledkiim jako extrakce z 5 g vzorku.
Pro detekci biogennich aminii pomoci systému HPLC-DAD byla nutna derivatizace
dansylchloridem, protoze samotné biogenni aminy neobsahuji chromofory absorbujici UV zafeni.
Daéle byly optimalizovany podminky hmotnostniho spektrometru, kde byl testovan vliv napéti
na detektoru na jeho citlivost. Pro testované napéti bylo dosazeno vysokych odezev dansylderivatu,
ale siln¢ na Ukor linearity a také dochazelo ke Stépeni pikli u nékterych dansylderivatu.
Pro detekci biogennich aminti bylo nakonec zvoleno napéti na detektoru 1,8 kV na zakladé
ladicich parametri pfistroje. Vyhodnoceni kalibracnich roztokd biogennich aminli pomoci
MS neposkytovalo tak linearni zavislosti jako pomoci DAD, a proto MS slouzil pouze
pro kvalitativni analyzu eluujicich molekulovych iontii dansylderivati, zatimco stanoveni bylo
provedeno na zakladé kalibracnich zavislosti vyhodnocenim piki dansylderivati z detektoru

diodového pole pii vinové délce 254 nm.

U 24 vzorkd kimchi, jejichz typ fermentace byl rizny (pfirozena, s kulturami Bacillus cereus,
Lactobacillus a Saccharomyces cerevisiae var. boulardii) byl sledovan obsah tryptaminu,
fenylethylaminu, isoamylaminu, putrescinu, kadaverinu, histaminu, tyraminu, spermidinu
a sperminu. Dale bylo u jednotlivych kategorii kimchi sledovano, jak se ménil obsah biogennich
aminl v zavislosti na dobé fermentace a na dobé skladovani v lednici. Vysledky analyzy
ukazaly, ze v zadném z piedlozenych vzorku nebyl detekovan tryptamin a isoamylamin,
ale naopak ve vsSech vzorcich byl detekovan spermidin a kadaverin. Dale bylo zjiSténo,

ze druh mikrobialni kultury pouzité pii fermentaci ovliviiuje typy a mnozstvi produkovanych
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biogennich aminli ve vysledném produktu. Napiiklad koncentrace tyraminu se s del§i dobou
fermentace snizovala u pfirozené fermentovaného kimchi a kimchi s kulturou Bacillus cereus,
zatimco u kimchi s Kkulturami Saccharomyces cerevisiae var. boulardii a Lactobacillus
acidophilus se zvysovala. Bylo také pozorovano, Ze histamin se vyskytoval pouze u kimchi
s kulturami Saccharomyces cerevisiae var. boulardii a Lactobacillus acidophilus. V neposledni
fadé bylo zjisténo, ze doba fermentace a doba skladovani v lednici mohou ovlivnit koncentrace
a typy jednotlivych biogennich amind, pfic¢emz trendy se liSily v zavislosti na typu biogenniho
aminu a pouzité mikrobidlni kultufe. Napftiklad s delsi dobou fermentace dochéazelo u vétSiny
biogennich amind K rostoucimu trendu, zatimco s del$i dobou skladovani v lednici byly
pozorovany klesajici trendy u nékterych biogennich amind (tyramin u kimchi s kulturami
Lactobacillus acidophilus a Bacillus cereus a kadaverin u pfirozené¢ fermentovaného kimchi).
Tato zjiSténi naznacuji, Ze vhodnou volbou mikrobidlni kultury a optimalizaci procesnich
parametrii (doba fermentace a doba skladovani v lednici) Ize regulovat tvorbu a obsah
biogennich amint v kimchi. Ziskané vysledky potvrzuji teoretické poznatky, ze typ mikrobialni
kultury hraje roli v bezpe¢nosti a kvalit¢ fermentovanych potravin z hlediska obsahu

biogennich amind.
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PRILOHY
Priloha I: Vysledky LC-MS analyz biogennich amini
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Obrazek I - 1: Rozstépené piky molekulovych iontd dansylderivat biogennich amint pfi testovaném
napéti

1 — dansylderivat tyraminu pfi napéti 2,3 kV, 2 — dansylderivat tyraminu pfi napéti 2,5 kV,
3 — dansylderivat tyraminu (A) a spermidinu (B) pfi napéti 2,7 kV, 4 — dansylderivat kadaverinu pii
napéti 3,0 kV, 5 — dansylderivat tyraminu pfi napéti 3 kV, 6 — dansylderivat spermidinu pfi napéti
3,0 kV, podminky separace viz obrazek I - 2
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20,01 min: 55 % mobilni faze B
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pozitivni scan méd 250-1250 m/z

50

" 100

" 135 " 180 min

Obrazek I - 2: Chromatogram z hmotnostniho spektrometru pii napéti na detektoru 2,0 kV
4 — putrescin, 5 — kadaverin, 7 — vnitini standard, 8 — tyramin, 9 — spermidin
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Obrazek I - 3: Kalibra¢ni zavislost putrescinu pfi testovanych podminkach s ménicim se napétim
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Obrazek I - 4: Kalibra¢ni zavislost sperminu pfi testovanych podminkach s ménicim se napétim
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Obrazek I - 5: Kalibra¢ni zavislost spermidinu pii testovanych podminkach s ménicim se napétim
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Obrazek I - 6: Piky molekulovych iontti dansylderivati biogennich amint (kalibra¢ni bod 2,00 mg/l)

1 — tryptamin, 2 — fenylethylamin, 3 — isoamylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,
7 — tyramin, 8 — spermidin, 9 — spermin
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Priloha 11: Grafy kalibra¢nich zavislosti HPLC-DAD
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Obrazek II - 1: Kalibra¢ni zavislost putrescinu a kadaverinu
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Obrazek II - 2: Kalibra¢ni zavislost spermidinu a sperminu
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Obrazek I - 3: Kalibra¢ni zavislost histaminu
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Obrazek II - 4: Kalibracni zavislost tryptaminu a fenylethylaminu
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Obrazek II - 5: Kalibracni zavislost isoamylaminu a tyraminu
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Priloha Il1l: Ukazkové chromatogramy jednotlivych kategorii kimchi po

24hod fermentaci
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Obréazek 11 - 1: Ukazkovy chromatogram vzorku ptirozené fermentovaného kimchi po 24hod
fermentaci

2 — fenylethylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin,
7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin, 10 — spermin
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Obrazek III - 2: Ukazkovy chromatogram vzorku kimchi s kulturou Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii po 24hod fermentaci

4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,
7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin
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Obrazek III - 3: Ukazkovy chromatogram vzorku kimchi s kulturou Lactobacillus acidophilus po
24hod fermentaci

2 — fenylethylamin, 4 — putrescin, 5 — kadaverin, 6 — histamin,
7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin
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Obrazek III - 4: Ukazkovy chromatogram vzorku kimchi s kulturou Bacillus cereus po 24hod
fermentaci

4 — putrescin, 5 — kadaverin,
7 — vnitini standard (1,7-diaminoheptan), 8 — tyramin, 9 — spermidin
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