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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva zavedenim metody kapilarni elektroforézy na stanoveni biogennich
amind. Teoreticky blok se zaméfuje na popis biogennich amind, jejich klasifikaci, vlastnosti,
vyznam, vyskyt a metody jejich stanoveni. V experimentalni ¢ésti této prace byla vyvinuta
a optimalizovana metoda kapilarni elektroforézy na stanoveni vybranych aminli a ziskané
parametry byly nasledné zpracovany a vyhodnoceny.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The thesis deals with the development of the capillary electrophoresis method for the
determination of biogenic amines. The theoretical block focuses on the description of biogenic
amines, their classification, properties, significance, occurrence and methods of their
determination. In the experimental part of this work, a capillary electrophoresis method was
developed and optimized for the determination of selected amines, and the obtained parameters
were subsequently processed and evaluated.
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1 UvVoD

Biogenni aminy jsou organické dusikaté slouceniny, které se pfirozené vyskytuji v Zivotnim
prostfedi, véetn¢ vody, pudy, potravin a v§ech zivych organismu. Hraji klicovou roli v mnoha
biologickych procesech v téle rostlin, zivofichi i cloveéka. Mnohé z nich plsobi
jako neurotransmitery, hormony nebo intermediaty metabolickych drah, a tim se podileji
na udrzovani homeostazy a spravného fungovani organismu. PfestoZe jsou pro fungovani
zivych systému nezbytné, pii nadmérné akumulaci mohou vykazovat toxické ucinky, a to jak
na lidské zdravi, tak na ekosystémy. Jejich zvySena koncentrace v rtiznych typech prostiedi
mize byt ukazatelem mikrobidlni kontaminace, rozkladu organické hmoty nebo nevhodného
technologického zpracovani biologickych materiald.

Z pohledu environmentélni chemie pfedstavuji biogenni aminy vyznamné ukazatele kvality
prostiedi i zdravotni nezavadnosti potravin a biologickych vzorkl. Pravé schopnost rychle
a pfesn¢ detekovat tyto latky hraje zasadni roli pfi hodnoceni stavu ekosystémt, kontaminace
vody a pudy, nebo pii sledovani hygieny a bezpecnosti potravinaiskych vyrobka. K tomu je
vsak zapotiebi citlivych, selektivnich a zaroven ekologicky Setrnych analytickych metod, které
umozni spolehlivou analyzu i velmi nizkych koncentraci téchto sloucenin ve slozitych
matricich.

Jednou z moznych metod, ktera tato kritéria spliuje, je kapildrni elektroforéza (CE). Tato
technika se vyznacuje vysokou citlivosti, nizkou spotiebou chemikalii a ekologickou Setrnosti.
Ve spojeni s technikou difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT), jakozto vhodnou vzorkovaci
a koncentracni metodou, navic nabizi moznost efektivniho monitorovani i velmi nizkych
koncentraci amint v komplexnich matricich.

Tato diplomova prace se zaméfuje na zavedeni a optimalizaci metody kapilarni elektroforézy
pro stanoveni vybranych biogennich aminid v riznych typech matric. Cilem je vytvofit
analyticky postup vyuZitelny nejen v oblasti environmentalni chemie, naptiklad pro sledovani
kontaminace vody a pidy, ale i v dal§ich oborech, jako je potravinafstvi nebo farmacie,
kde mohou aminy ovliviiovat kvalitu a bezpe€nost vyrobkil. Vyslednd metodika miiZe poslouzit
jako zéklad pro dal$i vyzkum i pro praktické aplikace pii monitorovani toxickych latek
v zivotnim prostiedi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy (BAs) jsou nizkomolekularni organické slouceniny obsahujici jednu nebo vice
aminoskupin, které vznikaji pfirozenymi biologickymi a chemickymi procesy. Tyto latky
se vyskytuji v rostlinach, zivociSich a mikroorganismech, kde zajistuji kli¢ové regulacni
funkce, naptiklad v oblasti metabolismu, ristu buné¢k a stresovych odpovédi. Jsou produkovany
enzymatickou dekarboxylaci aminokyselin, transaminaci nebo aminaci karbonylovych
sloucenin, coz jim poskytuje Siroké spektrum chemickych vlastnosti a funkci. Biogenni aminy
jsou dulezit¢ nejen jako produkty biologickych procest, ale také jako indikatory
environmentalnich zmén, kvality vody nebo piidy a mohou hrat vyznamnou roli v biodegradaci
organickych latek [1].

V zivych organismech mohou biogenni aminy pisobit jako neurotransmitery, hormondlni
regulatory nebo soucast obrannych mechanismi. V lidském téle napiiklad serotonin, dopamin
a histamin hraji klicové role pfi regulaci nalady, kognitivnich funkci nebo imunitnich reakei.
Vedle toho polyaminy, jako spermin a spermidin, pfispivaji ke stabilizaci DNA a podporuji
bunéény rist a diferenciaci. V potravindiském kontextu jsou biogenni aminy piitomny jak
pfirozené, tak jako produkty mikrobialni ¢innosti pfi fermentaci nebo skladovani. Z pohledu
environmentalni chemie jsou biogenni aminy dualezitymi faktory v kolobéhu dusiku a uhliku.
Tyto latky se Casto nachéazeji v pudé a vod¢, kde jejich koncentrace souvisi s mikrobialni
aktivitou a rozkladem organické hmoty. Naptiklad kadaverin a putrescin mohou vznikat
pti anaerobnich podminkach v sedimentacnich procesech vodnich ekosystémil, coz ovliviiuje
biologickou rovnovahu i kvalitu vody. V pidnim prostfedi biogenni aminy podporuji riist
rostlin tim, Ze zlepSuji dostupnost dusiku a aktivuji metabolismus ptidnich mikroorganismt.
Nadmérné koncentrace vSak mohou byt pro organismy toxické a potencidlné pfispivat
ke karcinogenezi [2,3,4].

Diky své roli v biologickych procesech a vztahu k environmentalnimu zdravi jsou biogenni
aminy objektem intenzivniho vyzkumu v environmentéalni chemii. Vyvoj analytickych metod
pro jejich detekci umoziuje piesnéjsi hodnoceni jejich pfitomnosti a vlivu v rtiznych
ekosystémech. Soucasné¢ se zkouma jejich vyuziti jako biomarkerti pro hodnoceni kvality pid,
vod nebo biodegradacnich procesu [1].

2.1.1 Tvorba biogennich amini

Hlavni cestou tvorby biogennich aminli je dekarboxylace pfirozenych aminokyselin, kterou
katalyzuji enzymy nekterych bakterii (viz Obrdzek I). Dekarboxylace je proces, ktery zahrnuje
odbouravani karboxylové skupiny — COOH z aminokyseliny, pficemz se uvoliiuje oxid
uhli¢ity. Uginny enzym, kterym je dekarboxylace katalyzovana, se pak nazyva dekarboxylaza.
Na vzniku biogennich aminii se mohou kromé mikrobidlnich exogennich dekarboxyldz podilet
1 endogenni dekarboxylazy — tedy enzymy vlastni dané potraviné nebo suroviné. Endogenni
dekarboxylace je zvlasté¢ vyznamna u rostlinnych potravin, protoze rostliny obsahuji vlastni
dekarboxylazy, které mohou byt aktivovany béhem zpracovani, skladovani nebo poSkozeni
potravin, coz vede k tvorbé biogennich amind. Tento proces muze ovlivnit organoleptické
vlastnosti potravin, jako je chut’, viin€ a textury a v nékterych piipadech mtize mit i vliv na jejich
bezpecnost, pokud jsou biogenni aminy produkovany ve vysokych koncentracich. Kromé
mikrobidlnich enzymi mohou biogenni aminy vznikat také prostfednictvim aminace
a transaminace aldehydu a ketont. [1].
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Obrazek 1: Dekarboxylace aminokyselin, pfevzato a upraveno z [1]

Mezi nejbéznéjsi biogenni aminy patii histamin, ktery vznikd dekarboxylaci aminokyseliny
histidinu, tyramin z aminokyseliny tyrosinu, tryptamin a serotonin z aminokyseliny tryptofanu,
fenylethylamin z aminokyseliny fenylalaninu, putrescin z aminokyseliny ornithinu, kadaverin
z aminokyseliny lysinu a agmatin z aminokyseliny argininu (viz Obrazek 2). Tyto biogenni
aminy jsou znamé svymi riznymi biologickymi funkcemi, véetné vlivu na kardiovaskularni
systém, nervovy systém a metabolismus [1].
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Obrazek 2: Mechanismus vzniku biogennich aminii, pievzato a upraveno z [1]
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2.1.2 Klasifikace biogennich amini

Biogenni aminy mohou byt klasifikovany na zakladé nékolika kritérii, kterymi jsou pocet
aminoskupin, chemicka struktura (viz Obrdzek 3) a biologicky ptvod. V Tabulce I jsou
popsany ndzvy vybranych amind, jejich molekuldrni chemické vzorce, molarni hmotnost,

rozdéleni a prekurzory [2].

Alifatické aminy

NHy Ho\/\NH2
Ethylamin Ethanolamin

Aromatické a heterocyklické aminy

Y\/NHz

Isopentylamin

s
rlde 'I‘“z Plle rllH
NH, CHy CHy $H2 $H2
(I;Hz CHy CHy CH—OH CH—OH
CHy
Q -
OH OH OH OH
2-Fenylethylamin Ty Dopaniin Oktopamin Synefrin
NH, NH, NH,
N H
QN\ \ N\
N
e H H
Histamin Tryptamin Serotonin
Polyaminy
I
NH»
HoN- S~ NH2 HaN" " "NH, HaN u/\/\/
Putrescin Kadaverin Agmatin
H H
HgE St S s S AR TR N S e e
Spermidin " Spermin
H
HZN\/\/N\/\/NHZ

Norspermidin

HZN/\/\H/\/\u/\/\NH2

Norspermin

Obrazek 3: Chemické struktury nékterych biogennich aminti, pfevzato a upraveno z [4]
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Tab. 1: Charakteristika vybranych biogennich aminti [2]

Nézev Molekularni li\l/‘fl (:)ltalf:)lslt Klasifikace Chemicka Pre.:kurzoro.vé
VvZorec [g-mol ] struktura aminokyselina
Methylamin CH:sN 31,06 Monoamin|  Alifaticka Glycin
Etylamin C-H-N 45,08 Monoamin|  Alifaticka Alanin
Fenylethylamin|  CsHuiN 121,18 | Monoamin| Aromaticka Fenylalanin
Tyramin CsHuNO 137,18 | Monoamin| Aromaticka Tyrosin
Dopamin CsHuiNO2 153,18 | Monoamin| Aromaticka Tyrosin
Histamin CsHoNjs 111,15 | Monoamin | Heterocyklicka Histidin
Tryptamin CioH12N20 160,22 | Monoamin | Heterocyklicka Tryptofan
Serotonin CioH12N20 176,22 | Monoamin | Heterocyklicka | Hydroxytryptofan
Putrescin CsHi2N> 88,15 Diamin Alifaticka Ornithin
Kadaverin CsHiuaN: 102,18 Diamin Alifaticka Lysin
Agmatin CsHiaNa 130,19 Polyamin Alifaticka Arginin
Spermidin C7HisNs 145,25 Polyamin Alifaticka Arginin/ornithin
Spermin Ci0H26N4 202,34 Polyamin Alifaticka Arginin/ornithin

2.1.2.1 Klasifikace podle po¢tu aminoskupin

Monoaminy obsahuji jednu aminoskupinu a zahrnuji latky jako tyramin,
histamin a serotonin. Tyto slouceniny plsobi pfedev§im jako neurotransmitery
a regulatory fyziologickych funkci.

Diaminy obsahuji dvé aminoskupiny a zahrnuji putrescin a kadaverin, které
vznikaji b&hem rozkladu bilkovin. Casto signalizuji degradaci organickych
materiald.

Polyaminy maji vice nez dv€ aminoskupiny a patfi sem spermin a spermidin.
Tyto latky stabilizuji DNA a podporuji bunécny rust a proliferaci [2].

2.1.2.2 Klasifikace podle chemické struktury

Alifatické aminy zahrnuji putrescin, kadaverin a spermin, které vznikaji
pfi rozkladu organickych latek. Jsou spojeny s katabolickymi procesy.
Aromatické aminy jako tyramin a fenylethylamin jsou zapojeny do regulacnich
funkci, naptiklad pfi ovliviitovani krevniho tlaku.

Heterocyklické aminy, jako histamin a serotonin, maji kli¢ovou roli

v neurotransmisi a imunitnich reakcich [2].

2.1.2.3 Klasifikace podle piivodu

Endogenni aminy vznikaji pfirozené¢ v organismu, napiiklad histamin, ktery
se uvoliiuje v pribéhu imunitnich reakeci.

Exogenni aminy vznikaji béhem mikrobiélnich procest, jako je fermentace nebo
rozklad potravin. Jsou ¢asto spojeny s nedostate¢nou hygienou béhem vyroby
a skladovani [2].
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2.1.3 Vlastnosti biogennich aminu

Biogenni aminy vykazuji fadu charakteristickych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tyto
vlastnosti jsou zéasadni nejen pro pochopeni jejich chovani v ekosystémech, ale také pro
spravnou interpretaci jejich role pii hodnoceni kvality, Cerstvosti ¢i zdravotni nezdvadnosti
potravinaiskych vyrobki [1,2].

2.1.3.1 Chemické vlastnosti
Z chemického hlediska obsahuji jednu nebo vice aminoskupin (—NH2), coz jim proptjcuje
zasadity charakter. Diky své zdsadité povaze maji biogenni aminy schopnost tvofit iontové pary
s kyselinami, coz se uplatiiuje naptiklad pfi jejich izolaci, detekci a analytickém stanoveni,
napiiklad pomoci chromatografickych metod [1,2].

Chemickd reaktivita biogennich amint zévisi na typu a poctu funkénich skupin v jejich
struktuie (viz Tabulka 2). Naptiklad aromatické aminy, jako tyramin ¢i fenylethylamin, jsou
nachylné k oxidaci, coz muze vést k tvorbé toxickych meziproduktli nebo k jejich degradaci.
Polyaminy, jako spermin a spermidin, se mohou vazat na DNA a proteiny, ¢imz ovliviiuji jejich
stabilitu a funkci. Histamin ovliviiuje imunitni odpovéd’ organismu a serotonin hraje kli¢ovou
roli v regulaci nalady a spanku. Tyto interakce maji zdsadni biologické dusledky, mimo jiné
v bunééném ristu, diferenciaci nebo ochrané pred oxida¢nim stresem [1,2].

Tab. 2: Vybrané biogenni aminy, jejich struktura, chemicky podminéna aktivita a typické
zdroje [2]

Biogenni amin | Struktura Chemicky podminéna aktivita Typické zdroje
Histamin  |Heterocyklicky| Imunitni reakce, neurotransmise R Ryby, VI,
ermentovane napoje
Tyramin Aromaticky Regulace krevniho tlaku Ferment? vane
potraviny, ¢okolada
Puirescin Alifaticky Rozklad proteinti, indikator ROZ!(la(,ia_]ICI se.
degradace organicky material
Kadaverin Alifaticky Toxicky vliv, 1nd1ka§0r hnilobnych Zkazené maso, ryby
procesti
. . Stabilizace DNA, podpora Rostlinné a zivocisné
Spermin Polyamin Cxo a1 e .
buné&cného ristu tkané

2.1.3.2 Fyzikalni vlastnosti
Fyzikalné se biogenni aminy vyznacuji nizkou molarni hmotnosti (obvykle do 200 g-mol™?),
polarni strukturou a velmi dobrou rozpustnosti ve vod¢, coz jim umoznuje snadnou difuzi
v zivych organismech 1 potravinafskych matricich. Vzhledem k té€kavosti n€kterych amint,
zejména diamint jako kadaverin €i putrescin, jsou vyznamnymi indikatory mikrobidlniho
rozkladu a ¢asto se podileji na neptijemném zapachu zkazenych potravin [5].

Jejich bod varu a tepelné chovani se 1i8i dle molekulové struktury, ale obecné plati, Ze biogenni

aminy jsou relativné stabilni vic¢i béznym kuchyiiskym tpravam, jako je vatfeni ¢i peceni,
coz znamena, ze zustavaji ptitomné i v tepelné zpracovanych vyrobcich [5].
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2.1.3.3 Senzorické a technologické vlastnosti
Z technologického hlediska jsou biogenni aminy vyznamné jako senzorické markery Cerstvosti
a hygienické kvality potravin. Putrescin a kadaverin jsou typické svym hnilobnym zépachem,
ktery je bézné spojovan s degradaci bilkovin. Aromatické aminy, jako je tyramin, mohou
ovlivnit chutové vlastnosti potravin a piispivat k nahotklému profilu u fermentovanych
produktu [5].

Vzhledem ke své stabilité¢ a schopnosti vazat se na potravinovou matrici, zejména bilkoviny
a sacharidy, je jejich detekce analyticky ndrocnd. Ve fermentovanych potravindch mohou
vznikat pfirozené, ale jejich pfitomnost ve vysokych koncentracich je nezadouci a signalizuje
neadekvatni vyrobni nebo hygienické podminky [5].

2.1.4 Vyskyt biogennich aminu

Biogenni aminy se nachazeji v Siroké Skale pfirodnich i zpracovanych materidl. Jejich
pfitomnost byla zjisSténa v télech rostlin, Zivo€ichi a mikroorganismil, stejné jako v potravinach
a ekosystémech. Vyskyt téchto sloucenin je podminén jejich biologickou funkei,
enzymatickymi procesy a piitomnosti mikroorganismi, které jsou schopny syntetizovat
biogenni aminy enzymatickou dekarboxylaci aminokyselin. Obsah a rozloZeni biogennich
amind zavisi na typu substratu, podminkach skladovani a ptitomnosti mikrobialni aktivity [6].

Substraty bohaté na volné aminokyseliny, jako jsou napfiklad maso, ryby, mléko
nebo fermentované produkty, poskytuji idealni prostfedi pro tvorbu biogennich aminti, nebot’
tyto latky slouzi jako pfimé prekurzory pii enzymatické dekarboxylaci. ZvySena mikrobialni
aktivita, zejména za pfitomnosti bakterii s dekarboxyla¢nim potencidlem, vede ke zvySené
produkci téchto sloucenin [6].

Podminky skladovani, jako je naptiklad teplota, vyrazné ovliviiuji riist téchto mikroorganismu
a naslednou produkci biogennich aminli. Vyssi teploty skladovani mohou urychlit rist
mikroorganismi a zvysit koncentraci biogennich aminii v potravinach. Naopak chlazeni
a zmrazovani potravin mohou omezit mikrobialni riist, a tim snizit tvorbu biogennich amint.
Vyznamny vliv mé také hygienickd kvalita zpracovani a délka skladovani. Kontaminace
suroviny nevhodnymi mikroorganismy ¢i del$i skladovani ¢asto vede k nezddoucimu nértstu
koncentrace biogennich amind, zejména putrescinu, kadaverinu nebo tyraminu [6].

Rovnéz hodnota pH prostiedi hraje vyznamnou roli v metabolismu bakterii. VétSina bakterii
produkujicich biogenni aminy preferuje neutrdlni az mirné¢ alkalick¢ podminky (pH 6-8).
Ekici & Omer (2020) poukézali na to, ze Gprava pH potravin miize byt U¢innou strategii
ke snizeni produkce biogennich aminti [6].

Mnozstvi soli ve vyrobku muze rist nékterych mikroorganismti podporovat nebo naopak
inhibovat. Vysoké koncentrace soli se casto pouzivaji ve fermentovanych potravinach,
napiiklad solenych rybach, ke kontrole nechténych mikroorganismui. Nékteré halofilni bakterie
vSak dokdzou produkovat biogenni aminy i v téchto podminkéch. Gardini et al. (2016) zjistili,
ze nékteré kmeny bakterii mlééného kvaseni byly schopné produkovat tyramin i pii vysokém
obsahu soli [6].
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Pritomnost ¢i nepfitomnost kysliku také ovliviiuje metabolické drahy bakterii. Naptiklad
kadaverin je typicky produkovéan v anaerobnich podminkach, kdy dochazi k rozkladu lysinu
bakteriemi jako je Clostridium spp., které prosperuji bez ptistupu kysliku. Naopak histamin je
Casto vytvafen v aerobnim prostiedi, a to bakteriemi jako Morganella morganii nebo
Pseudomonas spp [6].

2.1.4.1 Rostliny
V rostlindich maji biogenni aminy vyznamny vliv na regulaci rlstu, vyvoje a reakci
na environmentalni stres, véetné sucha, zasoleni a UV zéteni (viz Obrdzek 4). Tyto slouCeniny
jsou nezbytné pro bunééné de¢leni, diferenciaci a regulaci rastu rostlin. Putrescin
byl identifikovan nejen jako kli¢ovy metabolit zapojeny do tolerance a odolnosti rostlin vici
stresovym faktorGim, ale také slouzi jako prekurzor pro biosyntézu vyssich polyamint, jako
jsou spermidin a spermin [7].

Obsah biogennich amint v rostlindch se miZze liSit v zavislosti na druhu rostliny, vyvojovém
stadiu, agronomickych podminkach a expozici stresovym faktorGm. Napfiiklad exogenni
aplikace putrescinu a spermidinu na listy rostlin brukve sitinovité (Brassica juncea) ve studii
autortt Aoun, Hourmant, & Cabon (2008) prokazala ochranny ucinek proti oxida¢nimu stresu
indukovanému kadmiem, coz naznacuje jejich potencidlni vyuziti pfi zvySovani odolnosti
rostlin vici téZzkym kovim. Polyaminy se podileji také na vyvoji pylu, kde reguluji transkripci,
strukturu bunééné stény pylu, dynamiku cytoskeletu a hladiny reaktivnich forem kysliku [7].

9N
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Abioticky stres Bioticky stres

——Cn o0

==
Obsah chlorofylu
Stabilizace membriny
— .
B
AKtivita antioxida¢nich enzymu
Biosyntéza endogennich polyaminu

<

Rist koFeni e .

Kli¢eni semen

\

Obrdazek 4: Role polyaminti v rostlinach (zelené Sipky indikuji stimula¢ni u¢inky polyamind,
cervené Sipky znaci neptiznivé fyziologické procesy zplisobené stresem), pievzato a upraveno
z [8]
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2.1.4.2 Zivotichové

V télech zivocichli jsou biogenni aminy pfitomny jako endogenni latky s vyznamnou
fyziologickou funkci. Mezi hlavni biogenni aminy vyskytujici se u zivo€ichii histamin, tyramin,
serotonin, dopamin, noradrenalin a adrenalin. Kazdy z téchto aminli mé specifickou roli
vorganismu a podili se na riznych fyziologickych procesech. Tyto latky ovliviluji
neurotransmisi, regulaci krevniho tlaku, imunitni odpovédi, termoregulaci, metabolismus
a dalsi zivotn¢ dilezité funkce. Vyskytuji se ve tkénich, jako je mozek, stfeva, nadledviny
nebo kiize [1]. Detailnéji jsou fyziologické funkce biogennich amint rozpracovany v kapitole
2.1.5.1 Fyziologicky vyznam.

Koncentrace téchto amint je regulovana enzymatickymi mechanismy, av§ak miiZze byt naruSena
patologickymi procesy nebo pii rozkladu tkani po smrti zvitete, kdy mize dochazet k jejich
akumulaci vlivem mikrobialni aktivity [1].

2.1.4.3 Mikroorganismy

Mikroorganismy predstavuji vyznamny zdroj biogennich amind, pfi¢emz jejich produkce
jetzce spojena s enzymatickou aktivitou nékterych bakteridlnich kmenti. Mezi klicové
mikrobidlni producenty biogennich amint patii bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae, jako jsou
napiiklad Enterobacter, Klebsiella ¢i Escherichia. Tyto bakterie jsou Castymi kolonizatory
zivocCiSnych substratd a pfi pfitomnosti volnych aminokyselin mohou tvofit zna¢na mnozstvi
histaminu, putrescinu a kadaverinu, zejména v prostfedi s omezenou hygienou nebo pfi vyssich
teplotach [6].

Podstatny vliv na tvorbu aminti maji i bakterie mlécného kvaSeni, pfedevsim rody Lactobacillus
a Pediococcus, nalezejici do celedi Lactobacillaceae. Ackoliv jsou tyto bakterie casto
vyuzivany jako pozitivni mikrobiota pfi vyrobé fermentovanych potravin, n€které jejich kmeny
disponuji schopnosti dekarboxylace aminokyselin a podileji se na produkci tyraminu a dalSich
biogennich amint [6].

Vyznamna je také celed Pseudomonadaceae, ptedevS§im druhy rodu Pseudomonas, které
vykazuji psychrotrofni charakter a jsou tedy schopné rust i pfi nizkych teplotach. Tyto bakterie
jsou zndmy schopnosti tvotit kadaverin a putrescin i béhem chlazeného skladovani, coz je ¢ini
rizikovymi producenty biogennich amini zejména v Zivoc¢isnych substratech [6].

2.1.4.4 Potraviny
Potraviny jsou jednim z hlavnich zdroji biogennich amint pro lidskou populaci. Obzvlasté
vysoké koncentrace byly nalezeny v potravinach bohatych na proteiny a v téch, které prosly
fermentac¢nimi procesy. Tyto potraviny zahrnuji:

Maso a masné vyrobky

Nejbéznéjsi biogenni aminy nalezené v Cerstvém i zpracovaném mase jsou histamin, tyramin,
kadaverin nebo putrescin. Tvorbu téchto aminli ovliviiuje nékolik faktorti jako jsou napiiklad
podminky skladovéni, kdy pfi dlouhodobém skladovani, zejména pii nevhodnych teplotach,
muze dojit ke zvySené produkci biogennich amint. Rovnéz zplisob zpracovani a manipulace
s masnymi vyrobky nebo vychozi kvalita masa pouzitého pii zpracovani hraje roli v akumulaci
biogennich amint [9].
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Ryby a moi'ské plody

Zvlasté vysoky obsah histaminu a dalSich biogennich aminl je v nevhodné skladovanych
rybach. Pro takto navozené histaminové otravy se zazil termin scombroid syndrom. Vzhledem
k tomu, Ze vétSinou je plivodcem otravy rybi maso, je nazev scombroid odvozen z latinského
oznaceni ¢eledi makreloviti Scombridae. Otrava histaminem miZe nastat po konzumaci ryb
obsahujicich histamin v koncentracich vyssich nez 500 mg/kg [9].

Tvorba histaminu je nejvice zavisld na teploté. Napiiklad u tundka Zlutoploutvého
skladovaného pii 22 °C po dobu 9 dnli dosdhla hladina histaminu 4 500 mg/kg, ve srovnani
s pouhymi 15 mg/kg pfi skladovani pii 0 °C. Spravné chlazeni tedy miiZze vyrazné¢ pomoci
kontrolovat jeho produkci [9].

Fermentované potraviny

Vino, pivo, s6jova omacka, fermentované mlééné vyrobky, syry a dalsi fermentované produkty
rovnéZ obsahuji biogenni aminy. Nejbéznéj§i biogenni aminy jsou tyramin, histamin
a fenylethylamin. Tyto slouceniny vznikaji béhem fermentace mikroorganismy produkujicimi
dekarboxylazy [9].

Produkci biogennich amini ve fermentovanych potravinach mize ovlivnit n¢kolik faktori jako
jsou podminky skladovéni, vyrobni postupy, podil mikrobialni populace s dekarboxylazovou
aktivitou, kvalita surovin nebo dostupnost volnych aminokyselin [9].

Zelenina a ovoce
Biogenni aminy mohou byt pfitomny i v rizné zeleniné a ovoci, pficemz nejcastéji
se vyskytujicim aminem v téchto potravinach je putrescin [10].

Mezi zeleninu a ovoce s vysokym obsahem putrescinu patii naptiklad lilek, kukufice, zelené
a fialové fazole, Spenat, citrusové plody nebo bandn. Mohou obsahovat az 200 mg/kg
putrescinu. Vys$i hladiny biogennich amint Ize pfi¢ist naptiklad bakteridlni aktivit¢ béhem
Spatného skladovani ovoce a zeleniny. Obsah putrescinu v zeleniné muzeme snizit
povatenim [10].

2.1.4.5 Ekosystémy
Biogenni aminy, zejména kadaverin a putrescin, hraji dtlezitou roli v pfirodnich procesech
a jejich pfitomnost byla zjiSténa také v ptid€, vod¢ a organickych odpadech. V pude se podileji
na ristu mikroorganisma, reguluji riist rostlin a indikuji mikrobidlni rozklad organickych latek.
Ve vodnich ekosystémech mohou biogenni aminy ovliviiovat mikrobialni rovnovahu a kvalitu
vody, zejména v anaerobnich podminkach sedimentl. Tyto slou¢eniny mohou mit podstatny
vliv také na biogeochemické cykly [3].

Expozice kadaverinu a putrescinu mize vyznamné ovlivnit expresi funkénich genil spojenych
s cyklovanim uhliku (C) a dusiku (N) ve vodnich i sedimentac¢nich ekosystémech. Zejména
putrescin muze zvysit alfa diverzitu gend fixace uhliku, zatimco v sedimentu muze vést
ke snizeni diverzity genii cyklujicich dusik. Smés kadaverinu a putrescinu mize rovnéz
snizovat zastoupeni genl souvisejicich s redukéni cestou acetyl-CoA a degradaci ligninu
ve vodnim prostiedi. Pfitomnost téchto biogennich aminii muize déle zpiisobovat pokles
mnozstvi gend spojenych s nitrifikaci, denitrifikaci a asimilaci dusiku jak ve vodé, tak
v sedimentu. Expozice kadaverinu a putrescinu tedy vykazuje inhibi¢ni €¢inky na fixaci uhliku
i na dusikové cykly, pti¢emz miize zaroven podporovat degradaci uhlikatych slouc¢enin [3].
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2.1.5 Vyznam biogennich amini

Biogenni aminy, jejichz pfitomnost byla popsana v piedchozi kapitole, se uplatiiuji v Sirokém
spektru biologickych a fyziologickych procesti. Zatimco v nékterych piipadech pisobi
jako klicové metabolity nebo signalni molekuly, v jinych mohou pti nadbytku predstavovat
zdravotni riziko. Vyznam téchto sloucenin lze rozdélit do tii hlavnich oblasti: fyziologické,
biologické a toxikologické aspekty [1].

2.1.5.1 Fyziologicky vyznam
Biogenni aminy maji zasadni vyznam pro fyziologii zivocichti (viz Tabulka 3), rostlin
i mikroorganismii. Mezi nejvyznamngj$i patii histamin, tyramin, serotonin, dopamin,
noradrenalin a adrenalin [11].

Histamin hraje klicovou roli v imunitnich reakcich. Uvoliiuje se pti alergickych reakcich
a zpusobuje rozsifeni cév, coz vede k otokiim a zanétlivym reakcim. Kromé toho se histamin
podili na regulaci kyseliny v zaludku, ¢imz podporuje traveni potravy [11].

Tyramin ovliviiuje vazomotorické funkce a jeho hladiny mohou interagovat s inhibitory
monoaminooxidazy, coz mize vést k prudkému zvySeni krevniho tlaku a zpiisobit hypertenzni
krizi [12].

Serotonin se nachazi ve vysokych koncentracich v travicim traktu, kde reguluje mobilitu stiev.
Kromé toho ovliviiuje naladu, spanek a chut’ k jidlu, ¢imz hraje vyznamnou roli v psychickém
a fyziologickém stavu organismu. Dysfunkce serotoninu je Casto spojovana s depresemi
a uzkostmi [11].

Dopamin je klicovy pro motorické funkce, motivaci a vnimani potéSeni. Hraje zasadni roli
v fizeni pohybu, jeho nedostatek mize byt pfi¢inou Parkinsonovy choroby, zatimco jeho
nadmérna aktivita mize byt spojovana s poruchami nalady nebo zavislostmi [11].

Noradrenalin a adrenalin jsou izce spojeny se stresovou odpovédi organismu. Noradrenalin
zvySuje srde¢ni frekvenci, krevni tlak a pfipravuje télo na fyzickou namahu. Adrenalin,
vznikajici z noradrenalinu, m& podobny ucinek, ale navic stimuluje metabolismus a zvySuje
vydej energie, coz pomaha télu zvladnout stresové situace [11].

Dalsi dulezitou funkci biogennich amind je regulace krevniho tlaku a télesné teploty, coz
je zasadni pro udrzeni homeostdzy. Polyaminy, jako spermin a spermidin, pfispivaji
ke stabilizaci DNA a podporuji bunéény rist a déleni, ¢imz hraji dtlezitou roli v regeneraci
tkani. U rostlin jsou biogenni aminy zapojeny do reakci na stresové faktory, jako je zasoleni,
sucho nebo tok patogent [11].
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Tab. 3: Vybrané biogenni aminy — jejich prekurzory a fyziologicky vyznam [13]

Biogenni amin

Pivodni aminokyselina

Fyziologicky vyznam

Histamin

Histidin

Lokalni tkdnovy hormon,
vliv na krevni tlak a sekreci
zalude¢ni §t’avy, Gicast pii
anafylaktickém Soku
a alergickych reakcich

Kadaverin

Lysin

Stabilizace makromolekul
(nukleové kyseliny)

a subcelularnich struktur
(ribosomy), stimulace
diferenciace bun¢k,
rostlinny hormon

Putrescin

Arginin (pfes ornithin
nebo citrulin)

Stabilizace makromolekul
(nukleové kyseliny)

a subcelularnich struktur
(ribosomy), stimulace
diferenciace bun¢k,
rostlinny hormon

Agmatin

Arginin

Stabilizace makromolekul
(nukleové kyseliny)

a subcelularnich struktur
(ribosomy), stimulace
diferenciace bun¢k,
rostlinny hormon

Fenylethylamin

Fenylalanin

Prekurzor tyraminu

Tyramin

Tyrosin

Prekurzor dopaminu, lokalni
tkanovy hormon, vliv na
krevni tlak a kontrakce
hladkého svalstva

Dopamin

3,4-dihydroxyfenylalanin
(DOPA)

Mediator sympatickych
nervi

Tryptamin

Tryptofan

Lokalni tkanové a rostlinné
hormony (katecholaminy),
vliv na krevni tlak,
peristaltiku stfev
a na psychické funkce
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2.1.5.2 Biologicky vyznam
Biogenni aminy maji vyznamny vliv na mikrobidlni procesy a ekologické interakce.
V mikroorganismech se podileji na metabolismu dusiku a uhliku, coz je kli¢ové pro kolob&h
zivin v pfirodnich i uméle vytvorenych ekosystémech. Putrescin a kadaverin, které vznikaji
pfi degradaci proteini, mohou fungovat jako zdroje dusiku pro mikroorganismy, zatimco
polyaminy napomaéhaji stabilit¢ bunéénych membran a regulaci rastu [3].

V pidé podporuji biogenni aminy riist symbiotickych mikroorganismi, zejména rhizobii, které
fixuji atmosféricky dusik v kofenech rostlin. Tim se pfirozené zvySuje produktivita
zem&délskych plodin bez potieby syntetickych hnojiv. U rostlin dale polyaminy, jako je
spermin a spermidin, pfispivaji k odolnosti vici stresovym faktortim jako je zasoleni, sucho
nebo kontaminace tézkymi kovy a hraji roli v rstu kotfend a zrani plodui [3].

Pfitomnost biogennich aminti muze zéaroven slouzit jako indikator mikrobidlni aktivity
v prostiedich jako jsou odpadni vody nebo ptudy zatizené antropogenni ¢innosti, kde signalizuji
efektivni biodegradacni procesy a ptfitomnost aktivni mikrobialni populace [3].

2.1.5.3 Toxikologicky vyznam
a B-fenylethylamin. Tyto slouceniny mohou ve vysSich koncentracich vést k intoxikacim
a hrozi tak nezddouci zdravotni ucinky [5].

Konzumace potravin s vysokym obsahem biogennich amini mize vyvolat ptiznaky podobné
alergickym reakcim: paleni a brnéni v ustech, zrudnuti obliceje, poceni, bolest hlavy, nevolnost,
zvraceni, zavraté, buseni srdce a kozni vyrazky. U citlivych jedinci mize dojit ke komplexnimu
syndromu histaminové intolerance, ktery se projevuje symptomy gastrointestindlnimi
(napft. bolest bficha, prjem, zvraceni), dermatologickymi (napt. koptivka, svédéni),
respiraénimi (napf. ryma, dusnost, astma), kardiovaskuldrnimi (napf. hypotenze, arytmie)
i neurologickymi (napf. migréna). Zavaznost téchto ptiznakl zdvisi na mnozstvi pfijatych
amin (viz Tabulka 4), individualni citlivosti jedince a celkovém zdravotnim stavu [5].

Tab. 4: Toxické davky vybranych biogennich amini [14]

Typ Géinku Biogenni amin| Obsah v potraviné (mg/kg)
Bez zdravotniho poskozeni histamin 5-10
histamin 2040
Mirny tc¢inek tyramin 5-10
tryptamin 25
fenylethylamin 5
histamin 70-100
Toxicky tc¢inek tyramin 20-80
fenylethylamin 30
Vysoce toxicky uc¢inek histamin 1000
tyramin 250
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Spermin a spermidin mohou pii vysoké davce u zvifat vyvolat akutni pokles krevniho tlaku,
dychaci obtize a znamky nefrotoxicity. Existuji také dikazy o jejich podilu na karcinogenezi,
invazi nadorovych buné¢k a tvorbé metastaz [5].

Toxicita biogennich aminti zavisi rovnéZ na jejich vzajemné interakci. Napiiklad putrescin
a kadaverin mohou zvySovat toxicitu histaminu tim, ze soutézi o vazebna mista enzymd, a tim
inhibuji jeho odbouravani [5].

Zdravy organismus se dokdze adaptovat na zvySeny piijem biogennich amini z potravy
prostiednictvim efektivniho detoxikacniho mechanismu, jenz zahrnuje enzymy aminooxidazy,
které obsahuji prostetickou skupinu FAD (flavinadenindinukleotid). Nejvyznamnéj$imi
enzymy tohoto systému jsou monoaminooxiddza (MAQO) a diaminooxiddza (DAO).
Detoxikacni proces probihd predevsim v tenkém stievé a jatrech, kde dochazi k dehydrogenaci
amind, coz je podobné oxidacni deaminaci. Tento proces probihad pfes intermedidrni imin,
pfi jehoz tvorbé vznikd peroxid vodiku (H20:2). Nésledné dochazi k hydrolyze iminu, pfi niz
se uvoliiuje amoniak a vznikd aldehyd, ktery je nasledné¢ oxidovdn na karboxylovou
kyselinu [14].

Utinnost detoxikaéniho systému je individualné variabilni a mize byt negativné ovlivnéna
faktory, jako je konzumace alkoholu nebo uZzivani nékterych 1é¢iv, naptiklad psychofarmak,
antialergik ¢i 1ékd podporujicich vykaslavani. Toxické Gc¢inky biogennich amind jsou zavislé
na aktivité enzymu detoxikacniho systému, pfi¢emz pfi vysokych koncentracich téchto amint
enzymy jiz nejsou schopny je efektivné eliminovat, coz mize vést k selhani detoxikacnich
mechanismu [14].
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2.2 Metody stanoveni biogennich amini

Nejcasteji pouzivanymi metodami pro analyzu biogennich aminti (BAs) jsou tenkovrstva
chromatografie (TLC), vysokou¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC), plynova
chromatografie (GC) a kapilarni elektroforéza (CE). Kazda z téchto metod ma své specifické
vyhody a omezeni, pti¢emz jejich volba zavisi na povaze vzorku a pozadovanych parametrech
analyzy. Analyza biogennich aminii v§ak pfinasi fadu vyzev, jako je slozitd matrice vzorku,
pfitomnost interferujicich latek a koexistence n¢kolika biogennich aminti ve stejném vzorku,
coz muze komplikovat jejich pfesné stanoveni, a proto se neustale vyvijeji nové metody, které

v

by umoznily rychlejsi, spolehlivéjsi a ekologicky Setrnou analyzu [15].

2.2.1 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je jednoduché a cenové dostupna analyticka technika, ktera
se Casto pouzivd pro rychlou separaci a identifikaci biogennich aminti. Tento typ
chromatografie je oblibeny pro svou rychlost, snadnost pouZiti a schopnost zpracovavat malé
objemy vzorku, coz ho ¢ini vhodnym pro rutinni analyzy a screeningové testy v laboratorni
praxi [16].

Ve studii publikované v [16] byla pouZzita tenkovrstvd chromatografie (TLC) k separaci
a identifikaci biogennich aminti v bakteridlnich kulturach. Metoda umoznila detekci histaminu,
tyraminu, putrescinu a fenylethylaminu bez nutnosti pfedchozi extrakce. Vzorky byly
derivatizovany dansylchloridem pomoci modifikované metody, zahrnujici pfidani
250 mmol 1! hydrogenfosforecnanu disodného (pH 9), 4 mol-1"' NaOH a 5 mg1!
dansylchloridu v acetonu, nasledné inkubované pii 55 °C po dobu 1 hodiny. Separace probihala
na TLC deskéach se silikagelem 60 F254 za pouziti mobilni faze chloroform : triethylamin
(4 : 1). Po chromatografii byla deska postiikdna smési isopropanol : triethanolamin (8 : 2)
k zesileni fluorescence. Detekce probihala pomoci UV svétla pfi 312 nm. Minimdlni
detekovatelné koncentrace byly 1 000 mg-1™" pro histamin a 10 mg-1™" pro ostatni aminy. Tato
metoda byla Gspésné pouzita ke stanoveni biogennich aminii produkovanych bakteriemi jako
Lactobacillus brevis, Serratia liquefaciens a Enterococcus faecium [16].

Princip tenkovrstvé chromatografie

TLC je metoda zaloZend na separaci sloZzek vzorku pomoci rozdilné afinity k mobilni
a stacionarni fazi. NejCastéji je vyuzivan adsorpéni mechanismus separace, piipadné
kombinace adsorpce a rozdélovaci rovnovahy [16].

Stacionarni fazi je tenkd vrstva sorbentu, nejcastéji silikagelu (Si0O:z), oxidu hlinité¢ho (Al.Os)
nebo celuldzy, nanesena na pevné podlozZce, kterou miize byt sklenéna desticka, hlinikova folie
nebo plast. Tato vrstva musi byt homogenni, dostate¢né pfilnava a tvofena jemnymi ¢asticemi
o velikosti pfiblizné 1-5 um [17].

Mobilni fazi tvoii smés organickych rozpoustédel, poptipadé¢ ve smési s vodou. Nejcastéji
se vyuziva ethanol, aceton, chloroform, benzen nebo hexan. Volba vhodné mobilni faze zavisi
na polarité separovanych latek a typu stacionarni faze [17].

Vzorek se nanasi na startovaci ¢aru, ktera je vyznacena n€kolik milimetr nad dolnim okrajem

desticky. Spole¢né se vzorkem se Casto nanaseji i zndmé standardy za Ucelem nasledného
porovnani polohy skvrn a vypoctu reten¢niho faktoru [17].
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Po zaschnuti se desticka vlozi do vyvijeci komory, jejiz dno obsahuje malé mnoZstvi mobilni
faze. Vzestup mobilni faze probiha pomoci kapilarniho efektu a pohybuje se vzhiiru po povrchu
stacionarni faze. V tomto procesu dochdzi k interakci jednotlivych slozek vzorku se staciondrni
fazi. Kazda slozka se pohybuje jinou rychlosti, v zavislosti na své afinité k mobilni a stacionarni

v

fazi — ¢im silngj$i interakce se stacionarni fazi, tim pomalejsi migrace a naopak [17].

Separace pokracuje, dokud ¢elo mobilni faze nedosdhne asi 1-2 cm pod horni okraj desticky,
poté se vyvoj prerusi, deska se vyjme, vysusi a nasledné analyzuje. Na Obrdzku 5 je zobrazen
ptiklad TLC desticky s rozdélenym vzorkem [17].

Vypocet reten¢niho faktoru

KaZzda separovana slozka je charakterizovana tzv. retardacnim faktorem Rg, coZ je bezrozmérna
veli¢ina udédvajici pomér migrace dané latky vici ¢elu mobilni faze:

kde:

e b je vzdalenost stiedu skvrny od startu (v mm),

e g je vzdalenost ¢ela mobilni faze od startu (v mm).

Tento faktor je specificky pro danou kombinaci stacionarni a mobilni faze a slouzi k identifikaci
latek na zéklad€ srovnani s Rr znamych standardii [17].
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Obrazek 5: TLC desticka s rozdélenym vzorkem, pfevzato a upraveno z [17]
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Detekce sloZek

Po dokonceni separace nasleduje detekce rozdélenych slozek. Barevné slouceniny
lze pozorovat piimo vizudlné, coz je jednoduchy zplsob detekce. V piipadé¢ bezbarvych
sloucenin se Casto pouziva fluorescencni detekce, pii niZ je staciondrni faze upravena
fluorescen¢ni latkou. Pod UV lampou (naptiklad 254 nm) lze pozorovat fluorescence pozadi,
zatimco nefluoreskujici slouceniny se projevi jako tmavé skvrny [17].

Dalsi moznosti je chemicka detekce — desti¢ka se postiika detekénim c¢inidlem, které reaguje
s analytem za vzniku barevné slouceniny. Typickymi €inidly jsou naptiklad ninhydrin (reakce
s aminokyselinami), bromfenolova modi nebo jodovéa komora [17].

Piiprava vzorku

Stejné jako u HPLC se vzorky biogennich aminti nejprve extrahuji, aby se odstranily nezadouci
matrice a zvysila se koncentrace analytu. Po extrakci je vzorek aplikovan na startovaci bod
desky, kde je jemné nanesen maly objem pomoci mikropipety nebo kapildrni pipety, nasledné
se necha zaschnout a pokracuje se vyvojovym procesem v uzaviené komote [16].

Vyhody a omezeni TLC

TLC je rychld, levna a jednoduchd metoda, coz ji ¢ini idedlni pro screeningové testy
a pfedbéznou analyzu vzorkl. Vysokd flexibilita v pouziti riznych mobilnich fazi
a stacionarnich materidli umoziiuje optimalizaci podminek pro analyzu specifickych
biogennich aminti. Na druhou stranu ma TLC omezenou kvantitativni schopnost ve srovnani
s metodami jako HPLC, coz miZe byt nevyhoda pii potieb¢ pfesného stanoveni koncentrace
analytu. Kromé toho jsou dal§i nevyhodou nizsi citlivost a rozliSeni oproti pokrocilej$im
metodam, coz mize komplikovat analyzu komplexnich smési [16].

2.2.2 Vysokoudinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z nejrozsifenéjSich analytickych
metod pro stanoveni biogennich amint (BAs) diky své vysoké piesnosti, reprodukovatelnosti
a Sirokému spektru aplikaci. Tato metoda je zalozena na separaci slozek vzorku pomoci
pohyblivé (mobilni) a nepohyblivé (stacionarni) faze, pficemz kazd4 analyzovanad latka
vykazuje charakteristickou dobu zdrzeni. HPLC je zvlast¢ vhodna pro analyzu biogennich
amind v potravinach, biologickych vzorcich a farmaceutickych produktech [15].

Naptiklad ve studii [15] byla pouzita metoda HPLC k analyze sperminu, spermidinu, histaminu,
tryptaminu a fenylethylaminu v suSenych fermentovanych klobasach. Detekce byla provedena
pomoci HPLC s diodovym polem (DAD) po ptedkolonové derivatizaci dansylchloridem.
Nalezené koncentrace biogennich amind se pohybovaly v rozmezi: spermin 0-16,4 mg/kg,
spermidin 0—10,7 mg/kg, histamin 50-100 mg/kg a tryptamin 1,2—82,3 mg/kg. Fenylethylamin
byl nalezen v 17 z 30 wvzorkli, pficemz jeho koncentrace ve vSech piipadech
nepiekrocila 25 mg/kg.

Princip metody

Princip HPLC spociva v zavedeni vzorku do mobilni faze — kapaliny, kterd je pod vysokym
tlakem Cerpana pies kolonu obsahujici stacionarni fazi, coz je obvykle tuha latka nebo kapalina
navazana na pevny nosi¢. Separace biogennich amint je zaloZena na jejich rozdilné interakci
s obéma fazemi, coz ovliviiuje rychlost jejich priichodu kolonou [18].
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V zavislosti na typu stacionarni faze muize byt separace fizena hydrofobnimi interakcemi,
iontovymi vyménami nebo jinymi mechanismy. Biogenni aminy jsou obvykle malé polarni
molekuly, coz vyzaduje pouziti specifickych kolon a mobilnich fazi pro jejich optimalni
separaci [18].

Zakladni instrumentace HPLC je znazornéna na Obrdzku 6. Mobilni faze, slozena dle potieby
z vodné a organické slozky, je pomoci vysokotlakého cerpadla dopravovana
do chromatografické kolony. Mezi ¢erpadlem a kolonou se nachazi davkovaci zafizeni, které
umoziuje vstiik vzorku do proudu mobilni faze. Vzorek je poté unaSen mobilni fazi do kolony,
kde dochazi k separaci. Na vystupu z kolony je umistén detektor, jehoz signal je dale
zpracovavan pomoci pfipojené¢ho pocitace [18].

davkovac vzorku

vysokotlake mikrostrikacka, autosampler

cerpadlo

smesovac

F

chromatograficka kolona

vyhodnocovaci systém
datova stanice, PC

A B

zasobniky mobilnich fazi "R | detektor
vodna (A) a organicka (B) slozka MF

Obrazek 6: Zékladni instrumentace HPLC [18]

V kolon¢ probihd opakovany proces sorpce (navazani) a desorpce (uvolnéni) jednotlivych
slozek vzorku, pficemZ rychlost, s jakou slozky putuji kolonou, je dana jejich afinitou
k stacionarni a mobilni fazi. Tento jev je kvantifikovan tzv. distribu¢ni konstantou, kterd udava
pomér rovnovaznych koncentraci latky v téchto fazich. Pro efektivni separaci dvou slozek
je zasadni, aby m¢ly odlisné distribu¢ni konstanty [18].

Z hlediska konstrukce kolony se nej¢astéji pouzivaji tzv. ¢asticové kolony, které jsou naplnény
sorbentem s definovanymi parametry jako je velikost ¢astic ¢i porovitost. Alternativou jsou
monolitické kolony, tvofené jednim kompaktnim poréznim blokem, ktery umoziuje vysoké
pratokové rychlosti diky nizkému odporu viici proudéni kapaliny [18].

Vystupem analyzy je chromatogram, na némz jsou detekovany jednotlivé slozky vzorku podle
jejich retencnich Casti a intenzity signalu, ktera odpovida jejich koncentraci [18].
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Piiprava vzorki

Ptiprava vzorku je klicovym krokem pro dosazeni ptesnych a reprodukovatelnych vysledk.
Vzhledem ke slozité¢ matrici vzorkt, ve kterych se BAs bézn¢ nachézeji, je obvykle nutné pred
samotnou analyzou provést extrakci a ¢isténi vzorku. Nejcastéji se pouzivaji metody kapalinové
extrakce (naptiklad s pouzitim kyseliny chloristé chlorovodikové ¢i methanolu), nebo extrakce
na pevné fazi (SPE), které pomahaji odstranit interferujici slozky matrice [19,20].

Dalsim dtlezitym krokem je derivatizace biogennich aminti, kterd zlepSuje jejich
detekovatelnost pomoci chromatografického detektoru, protoze ptivodni molekuly nemusi
obsahovat dostate¢né silné chromofory nebo fluorofory. Pouzivanymi derivatizacnimi ¢inidly
jsou napiiklad dansylchlorid nebo benzoylchlorid, které reaguji s aminovymi skupinami
za vzniku slouc€enin s vyssi absorpéni nebo fluorescenéni schopnosti [19,20].

Detekéni metody
Detekce slozek mulize byt provedena riznymi zplsoby. Mezi nejcastéji pouzivané detekcni
metody patfi:

e UV-VIS detekce: Standardni metoda vyuzivajici absorpcni vlastnosti derivatizovanych
biogennich amint pfi specifickych vinovych délkach, obvykle v rozsahu 200-400 nm.
Tato metoda je Siroce pouzivana diky své jednoduchosti a dostupnosti.

e Fluorescen¢ni detekce: Poskytuje vyssi citlivost nez UV-VIS detekce a je vhodna
pro analyzu velmi nizkych koncentraci biogennich aminil. Pouziva derivatizacni
¢inidla, ktera po excitaci vyzartuji fluorescencni svétlo.

e Hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS): Kombinace HPLC s hmotnostni spektrometrii
umoziuje identifikaci a kvantifikaci biogennich aminii na molekuldrni Grovni.
Tato metoda je tedy uzitecna pii analyze slozitych vzorki [21].

Vyhody a omezeni

Mezi hlavni vyhody HPLC patii jeji univerzalnost, schopnost analyzovat riizné typy vzorka
a moznost kvantitativni analyzy s vysokou piesnosti. Nicmén¢ analyza pomoci HPLC muze byt
Casoveé a ekonomicky naro€nd, zejména kvuli nakladim na mobilni fazi, derivatiza¢ni €inidla
a udrzbu pfistroji. DalSim omezenim je potfeba slozité pifipravy vzorki a obtizna separace
velmi podobnych sloucenin [18].

2.2.3 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je analyticka metoda ¢asto pouZivana pro separaci a stanoveni
tékavych a termostabilnich sloucenin. Diky své vysoké separacni schopnosti, citlivosti
a moznosti pfipojeni k riznym detektorim je GC Siroce vyuzivand zejména pii analyze
slozitych matric [22].

Autofti studie [22] pouzili plynovou chromatografii s plamenovou ioniza¢ni detekci (GC/FID)
k analyze biogennich aminii v lososech z Atlantiku. Cilové analyty zahrnovaly putrescin,
kadaverin, histamin, tyramin, spermidin a heptylamin. Pfed analyzou byly aminy
derivatizovany chloroformiatem propylu, coz zvysilo jejich t€kavost a umoznilo lepsi separaci
na chromatografické kolon¢ Phenomenex ZB-5. Metoda GC/FID vykazovala dobrou
reprodukovatelnost, relativni standardni odchylky byly pod 10 % pro vSechny analyty.
Kvantifika¢ni limit byl 10 ppm, zatimco detekcni limity se pohybovaly v rozmezi 2—3 ppm.
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Princip plynové chromatografie

Plynova chromatografie je analytickd technika zaloZena na separaci a analyze slozek smési
v plynném stavu. Zakladem této techniky je rozdilna afinita jednotlivych analytl ke staciondrni
fazi a jejich tékavost. Mobilni fazi je inertni nosny plyn, ktery undsi t¢kavé slozky vzorku skrze
chromatografickou kolonu. Stacionarni fazi tvoii nej¢astéji polymerni material, ktery selektivné
interaguje s jednotlivymi slozkami smési v zavislosti na jejich polarité. Jednotlivé komponenty
plynového chromatografu jsou zobrazeny na Obrazku 7 [22].

Separace v GC probihé na zaklad¢ rozdila v tlaku par a interakcich analytl se staciondrni fazi.
Tekavejsi slozky a latky s mensi afinitou ke stacionarni fazi prochézeji kolonou rychleji
nez méné tékavé slozky nebo ty, které se na stacionarni fazi vice vazou.

V piipadé GSC (gas-solid chromatography) se interakce zakladaji na adsorpci analytd na pevny
povrch stacionarni faze. V GLC (gas-liquid chromatography) je stacionarni faze tvofena
net€kavou kapalinou navazanou na nosném materidlu nebo na vnitinim povrchu kapildrni
kolony a separace probiha rozdélenim mezi plynnou a kapalnou fazi [23].

Kontrola

T 1 o
i N 5 clgnélu

Kolona Detektor

Termostat kolony

Nosny plyn

Obrdazek 7: Plynovy chromatograf

V GC se pouzivaji dva zakladni typy kolon — népliové a kapilarni. Dnes jiz méné pouzivané
naplnové kolony maji vnitini primér 1-4 mm, délku 1 m a vice a jsou vyrobeny ze skla
nebo nerezové oceli. Maji podobu trubice, kterd je naplnéna nosnym materidlem
(napt. silikagel, aktivni uhli). Uz§i kolony jsou u¢innéjsi, maji v§ak mensi kapacitu pro vzorek.
Utinnost kolony se zvySuje i s jeji délkou, aviak del§i kolony vyzaduji zvysené tlaky
nosného plynu [23].

Kapilarni kolony maji vnitini primér 0,1-0,5 mm a délku 10-150 m. Jsou vyrobeny
z kiemenného skla a na povrchu potazeny polyimidem pro zvySeni mechanické odolnosti
a pruznosti. Staciondrni faze je nanesena tenkou vrstvou na vnitini sténu kolony a mtize byt
tvofena riznymi polymery, napiiklad methylsilikonovymi polymery nebo polyestery. Kapilarni
kolony jsou velmi G¢inné, maji v§ak malou kapacitu vzorku [23].
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Nosny plyn musi byt inertni, Cisty a suchy — obvykle se pouziva helium, dusik, vodik
nebo argon. Cistota plynu je zasadni pro zachovani funkénosti kolony a citlivosti detekce.
Pratok nosného plynu je fizen pomoci tlakovych regulatorti nebo elektronickych systémd, které
zajiStuji  konstantni pritok nebo tlak. Pratokové rychlosti se 1i§i podle typu
kolony — u kapilarnich kolon jsou to jednotky ml/min, u napliovych desitky ml/min [23].

Piiprava vzorku

Biogenni aminy jsou neté¢kavé slouceniny, a proto je opét nutna jejich derivatizace na tékavé
derivéty, které lze nasledné separovat a detekovat. Casto pouzivanymi derivatizaénimi &inidly
jsou napiiklad trifluoracetanhydrid (TFAA) nebo pentafluorbenzaldehyd (PFBA). Typické
reakce pro zvyseni t€¢kavosti zahrnuji acylaci, silylaci, esterifikaci nebo oximaci [22].

Detekéni metody
GC lze kombinovat s riiznymi detektory, které poskytuji jak kvalitativni, tak kvantitativni
informace. Patii mezi né naptiklad:

e Plamenové ioniza¢ni detektor (FID): Vyuziva se pro rutinni analyzu, protoze poskytuje
vysokou citlivost a Siroky linearni rozsah.

e Detektor elektronového zachytu (ECD): Pouziva se pro analyzu derivatli obsahujicich
halogeny, coz zahrnuje nékteré derivatizované biogenni aminy.

e Hmotnostni spektrometrie (GC-MS): Nabizi moznost identifikace slozek
na molekularni arovni, coZ je vyhodné pfi analyze komplexnich smési [22].

Vyhody a omezeni

Mezi hlavni vyhody GC patii vysoka citlivost, schopnost separace slozitych smési a Siroké
moznosti kombinace s riiznymi detekénimi technikami. Nevyhodou je nutnost derivatizace
netékavych sloucenin, coz mize byt casove narocné a vyzaduje pouziti specifickych reagencii.
Kromé toho je GC omezend na analyzu tepelné stabilnich latek, coz mize byt u nékterych
biogennich amind problematické [22].

2.2.4 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je vysoce efektivni metoda, kterd nabizi jedine¢né vyhody
pfi analyze nizkomolekularnich polarnich latek, jako jsou biogenni aminy. CE se vyznacuje
vysokou separa¢ni Ui€innosti, rychlosti analyzy a schopnosti zpracovavat vzorky s minimalnimi
pozadavky na jejich objem. Je vhodna pro analyzu biologickych vzorkd, jako jsou potraviny,
lé¢iva nebo télni tekutiny. Tato metoda navazuje na potiebu citlivé a selektivni analyzy
biogennich amint, zejména v souvislosti s jejich vlivem na kvalitu potravin a lidské zdravi [24].

Princip a zakladni charakteristika metody

Princip kapilarni elektroforézy spociva v separaci molekul na zakladé jejich rozdilné
elektroforetické mobility, kterd je definovana vztahem mezi elektrickym nabojem molekuly
a jeji velikosti. Molekuly s vy$§im nabojem a mensi velikosti migruji rychleji nez molekuly
s nizSim nabojem nebo véEtsi velikosti. Tento proces probihd v tenké kapilate, obvykle
kifemenné, s vnitinim primérem mezi 20 az 100 um. Vysoké elektrické pole aplikované
na kapilaru podporuje rychlou separaci, coz je dlilezité pii analyze slozitych vzorkd. Obrazek 8
zobrazuje schéma piistroje pro kapilarni elektroforézu [24].
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Obrazek 8: Schéma pfistroje pro kapilarni elektroforézu [25]

Detekéni metody

Detekce v CE =zavisi na povaze analyzovanych sloufenin a pozadované citlivosti.
Mezi nejcastéji vyuzivané detekéni metody v CE patii UV-VIS detekce, fluorescencni detekce
a hmotnostni spektrometrie (CE-MS). Spojeni CE a MS vyzaduje optimalizaci rozhrani

v

mezi témito systémy, nejcastéjsi jsou elektrosprejové ionizacni zdroje (ESI) [24].

Vyhody a omezeni

Vyznamnou piednosti CE je vysoka separacni ucinnost, ktera umoznuje analyzu slozitych
smési a identifikaci jednotlivych slozek s vysokou piesnosti. Nizkd spotieba vzorki a ¢inidel
snizuje naklady a zaroven ¢ini metodu ekologicky Setrnou. CE je také vysoce variabilni diky
moznosti upravy elektrolytl a stacionarnich fazi, coz umoziuje analyzu Siroké skaly sloucenin.
Vyznamna je rovnézZ moznost spojeni CE s hmotnostni spektrometrii, ktera poskytuje
kvalitativni 1 kvantitativni informace na molekularni arovni [24].

Na druhou stranu je metoda citlivdA na zmény matrice vzorku, coZ mlze ovlivnit stabilitu
elektroosmotického toku a reprodukovatelnost vysledkii. Dal§i omezeni spociva v nizsi
odolnosti vii¢i variabilitam ve slozeni a vlastnostech vzorku nebo podminek béhem analyzy.
Toto mlze pfi analyze vzorki s vysokym obsahem pevnych ¢astic nebo s vysokou viskozitou
komplikovat separacni proces [24].
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2.2.4.1 Modifikace kapilarni elektroforézy
Modifikace této techniky umoziuji zlepSeni separacnich schopnosti, zvySeni citlivosti,
biogenni aminy (BAs). Mezi modifikace CE patii naptiklad kapilarni zo6nova
elektroforéza (CZE), micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), kapilarni
elektrochromatografie (CEC) a dalsi [24].

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

CZE je nejjednodussi mod kapilarni elektroforézy, ktery vyuzivd homogenni pufrovd média.
Separace analyti v CZE je zaloZena na jejich rozdilné elektroforetické mobilité, kterd zavisi
na jejich velikosti a naboji. Tato metoda je zvlaste¢ vhodna pro analyzu malych molekul, jako
jsou aminy, které vykazuji rozdilné kysel¢ a bazické vlastnosti [24].

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

MEKC je rozsifenim CZE, které umoziuje separaci neutralnich a nabitych analytd. V MEKC
se do pufru pridavaji povrchové aktivni latky, jako je dodecylsiran sodny (SDS), které vytvareji
micely. Micely funguji jako pseudostaciondrni faze, ktera interaguje s analyty na zéklad¢ jejich
hydrofobicity a elektrostatické interakce. Tato metoda je obzvlasté uziteCnd pro separaci
komplexnich smési biologicky aktivnich amind, které zahrnuji jak nabité, tak neutrdlni
slouceniny [24].

Autofti studie [24] pouzili kapilarni zonovou elektroforézu (CZE) a micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) k analyze biogennich aminti v potravinach, napojich a biologickych
vzorcich. Cilové analyty zahrnovaly kadaverin, histamin, putrescin, spermidin, spermin a
tyramin. Separace probihala v CZE v boritanovém pufru s koncentraci 5 mmol-1"! a pH 7,2
nebo 20 mmol-1I"! a pH 9,1, zatimco u micelarni elektrokinetické chromatografie byl pouzit
boritanovy pufr s koncentraci 20 mmol-1™" a pH 10 v pfitomnosti 50 mmol-1"' dodecylsiranu
sodného. Pied analyzou byly vzorky oSetfeny 6% kyselinou chloristou a pfecistény pomoci
iontoménice. Pro derivatizaci byla pouzita rizna Ccinidla, vcetné orto-ftalaldehydu,
fluoresceinisothiokyanatu a 3-(2-furoyl)chinolin-2-karboxaldehydu, umoziujici fluorescencni
detekci. Pro detekci byly vyuzity metody UV-VIS absorpce, laserem indukované fluorescence
(LIF), elektrochemiluminiscence (ELCL) a hmotnostni spektrometrie (MS). Ke zvySeni
citlivosti byly aplikovany techniky derivatizace, nepiimé detekce a on-line koncentracni
metody, jako je field amplified sample stacking (FASS), ktery vyuziva rozdilu vodivosti mezi
vzorkem a separa¢nim elektrolytem, coz vede k elektrokinetickému nahromadéni analytt
na rozhrani téchto dvou médii a sweeping, coZje technika zaloZena na interakci analytl
s pohyblivou pseudofazi (napt. micely ¢i cyklodextriny), ktera pfiiprachodu kapilarou
koncentruje analyt do zGzené zény vhodné pro néslednou separaci. Metody CZE a MEKC
umoznily G¢innou separaci biogennich amint v riznych potravindiskych matricich, jako je
vino, saldm a pazitka. Detek¢éni limity (LOD) se pohybovaly od 3,8 nmol-1"' (CZE-LIF)
do 1000 mmol-I"" (MEKC-LIF), v zavislosti na analyzovaném aminu a pouzit¢ detekcni
metod¢.

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapiléarni elektrochromatografie (CEC) je hybridni technika kombinujici vlastnosti kapilarni
elektroforézy (CE) a kapalinové chromatografie (LC). Tato metoda vyuziva elektroosmoticky
tok (EOF) k pohybu mobilni faze skrze kapilaru, kterd je naplnéna stacionarni fazi obvykle
v podobé pevné faze nebo monolitického materialu, ktery napodobuje chromatografickou
kolonu [26].
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Kapilarni elektrochromatografie spojuje vyhody vysokého rozliSeni kapilarni elektroforézy
s vysokou selektivitou a kapacitou kapalinové chromatografie, coz ji €ini ideélni pro analyzu
komplexnich smési [26].

Ve studii [27] autofi pouzili kapilarni elektrochromatografii s postkolonovou derivatizaci
k analyze biogennich aminli v mase tundka. Cilové analyty zahrnovaly histamin, kadaverin,
spermidin a tyramin. Separace byla provedena v kapilarni koloné plnéné silikou o velikosti
Castic 4 um, pficemz jako separacni pufr byl pouzit 20 mmol-1" fosfatovy pufr s pH 7. Vzorky
byly elektrokineticky injektovany pti napéti 3 kV po dobu 5 sekund a nasledn¢ eluovany
pti stejném napéti. Postkolonova derivatizace byla realizovdna kontinualnim ptidavkem
derivatiza¢ni smési obsahujici 3 mmol-1™" orto-ftalaldehydu a N-acetylcysteinu v boritanovém
pufru s pH 10 do T-junction konektoru pted detekénim oknem. Detekce byla provadéna
fluorescencnim detektorem pii excitacni vinové délce 340 nm a emisni vlnové délce 450 nm.
Metoda vykazovala dobrou reprodukovatelnost s relativni standardni odchylkou 2,4 %
pro plosnou odpoved pikii a 1,8 % pro retencni asy. Detekéni limity se pohybovaly v rozmezi
0,1 az 0,5 umol-I"!, v z&vislosti na analyzovaném aminu [27].

Tabulka 5 uvadi souhrn vybranych analytickych metod pouzitych pro stanoveni biogennich
aminll v riiznych typech vzorkl, vcéetné¢ zakladnich parametrti, jako jsou typ detekce,

derivatizace a meze detekce.

Tab. 5: Piehled vybranych metod pro stanoveni biogennich amint

Pouzita Analyty Matrice Derivatizace Detekce LOD Studie
metoda
Histamin, 1 000 mg-1™!
tyramin, Bakterialni . (histamin),
TLC putrescin, kultury Dansylchlorid uv 10 mg- 1! [16]
fenyletylamin (ostatni)
Spermin,
spermidin, .
HPLC- . . Susené .
DAD hlstam1p, Klobasy Dansylchlorid DAD — [15]
tryptamin,
fenyletylamin
Putrescin,
kadaverin,
histamin, Losos .,
GC-FID tyramin, (Atlantik) Chloroformiat propylu FID 2-3 ppm [22]
spermidin,
heptylamin
Kadaverin,
histamin, Potraviny, Orto-ftalaldehyd uv, 38 e
CZE, putrescin, napoje, Fluoresceinisothiokyanat |  LIF, ’ nrilo [24]
MEKC spermidin, biologické | 3-(2-furoyl)chinolin-2- | ELCL, 1 000 mmol-1-!
spermin, vzorky karboxaldehyd MS °
tyramin
Histamin, 0,1 pmol 1
CEC kadav.eqn, Tundk Orto—ftalaldehyq FLD - [27]
spermidin, + N-acetylcystein .
. 0,5 umol-1
tyramin
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2.3 Stanovované biogenni aminy a jejich vlastnosti
Pro zavedeni metody kapilarni elektroforézy na stanoveni biogennich amint byly vybrani tfi
zastupci, konkrétné histamin, tyramin a putrescin.

2.3.1 Histamin

Histamin je nizkomolekularni organickd sloucenina, kterd vznikd dekarboxylaci esencialni
aminokyseliny histidinu za katalyzy enzymem histidindekarboxylazou. Chemicky se jedna
oderivat imidazolu, konkrétné¢ 2-(1H-imidazol-4-yl)ethan-1-amin, ktery obsahuje
jak aromaticky imidazolovy kruh, tak primérni aminoskupinu [28].

Vzhledem ke své struktuie je histamin polarni, snadno rozpustny ve vod¢, coz usnadnuje jeho
interakce s biologickymi membranami. Jeho struktura umoziuje k jeho detekci vyuzit
UV zafeni. Jeho molekula je mald, s molarni hmotnosti 111,15 gmol”!, coz je vyhodné
pfi kvantitativni analyze v komplexnich matricich [28].

Histamin se vyskytuje ve formé& bezbarvych krystali, je teplotné stabilni do cca 80-85 °C
(teplota tani), avSak pfi vysSich teplotach dochazi k jeho rozkladu [28].

Souhrn strukturnich a fyzikalné-chemickych parametrii histaminu je uveden v Tabulce 6 [28].

Tab. 6: Piehled vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti histaminu [28]
Vlastnost Hodnota
Systematicky nazev 2-(1H-imidazol-4-yl)ethan-1-amin

Trivialni nazev Histamin
Sumarni vzorec CsHoN3

N NH;
Strukturni vzorec (/ /
N
H

Molarni hmotnost 111,15 g'mol!
Teplota tani 84 °C
Teplota varu 209-210 °C
Rozpustnost ve vodé Vysoka
Polarita Vysoka
Skupenstvi Pevna, krystalicka latka
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Z hlediska bezpecnosti je histamin klasifikovan jako potencialné nebezpecna latka, zejména
pfi poziti nebo parenteralnim podéani ve vyssich davkach. Dle klasifikace GHS, histamin
spadé do nékolika kategorii (viz Obrdzek 9):

e GHSO06 — toxické latky
e GHSO07 — drazdivé latky
e GHSO08 - latky nebezpecné pro zdravi

GHS06 GHSO07 GHS08

Obrazek 9: Bezpecnostni piktogramy histaminu [28]

2.3.2 Tyramin

Tyramin pfedstavuje nizkomolekularni biogenni amin vznikajici dekarboxylaci aminokyseliny
tyrosinu pusobenim enzymu tyrosindekarboxyldzy. Z chemického hlediska jde
0 4-hydroxyderivat fenylethylaminu, konkrétn¢ 4-(2-aminoethyl)fenol, coz jej tadi
mezi strukturdlné jednoduché, avsak biologicky aktivni latky [29].

Molekula tyraminu obsahuje aromaticky fenolovy kruh a postranni fetézec zakonc¢eny primarni
aminoskupinou. Tato struktura mu proptjcuje vyraznou polaritu a dobrou rozpustnost ve vodeé,
coz je vyhodné nejen z hlediska biologické dostupnosti, ale i pro jeho analytické stanoveni

vvvvvv

o krystalickou pevnou latku bilé az nazloutlé barvy [29].

Tyramin se pfirozené nachazi v celé tad€ potravin, zejména téch fermentovanych.
Z farmakologického hlediska mize hrat roli zejména u jedincti lécenych inhibitory
monoaminoxiddzy (IMAO), kde nadmérny piijem tyraminu muize vyvolat tzv. tyraminovy

syndrom charakterizovany nahlym zvySenim krevniho tlaku [29].

Souhrn jeho zékladnich chemickych a fyzikalnich vlastnosti uvadi Tabulka 7.
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Tab. 7: Ptehled vybranych fyzikalné-chemickych vlastnosti tyraminu [29]

Vlastnost Hodnota
Systematicky nazev 4-(2-aminoethyl)fenol

Trivialni nazev Tyramin

Sumarni vzorec CsHuNO

NH,

Strukturni vzorec

HO

Molarni hmotnost 137,18 g'mol!
Teplota tani 164-165 °C
Teplota varu 166 °C pti 2mmHg

Rozpustnost ve vodé Vysoka
Polarita Vysoka
Skupenstvi Krystalicka pevna latka

Z hlediska bezpecnosti tyramin neni klasifikovan dle syst¢ému GHS, jelikoz neni b&zné
distribuovan jako izolovana chemickd latka. Jeho biologick4 aktivita v§ak mize byt vyznamna
zejména ve specifickych klinickych kontextech. U osob s omezenou funkci enzymu
monoaminoxidazy mize zpisobit zdvazné kardiovaskularni komplikace, a proto je jeho piijem
v téchto piipadech nutno regulovat [29].

2.3.3 Putrescin

Putrescin, systematicky nazyvany butan-1,4-diamin, je biogenni polyamin patiici mezi
nizkomolekularni organické latky. Vznikd zejména dekarboxylaci aminokyseliny ornitinu
za katalyzy enzymem ornitindekarboxylazou, pfipadné mikrobidlnimi procesy béhem rozkladu
bilkovin v téle ¢i v potravinach. Chemicky se jedna o alifaticky diamin se dvéma primarnimi
aminoskupinami — jeho molekula je linearni, coz podporuje jeho interakci s jinymi
biomolekulami prostfednictvim vodikovych vazeb [30].

Diky ptitomnosti dvou volnych aminovych skupin je putrescin vysoce poldrni, velmi dobie
rozpustny ve vodé, a v biologickych systémech se ucastni celé fady dilezitych procest,
napi. v bunééném ristu a proliferaci [30].

Za béznych podminek je putrescin bezbarvd az nazloutld kapalina s molarni hmotnosti
88,15 g'mol’!, kterd je zndma svym intenzivné neptijemnym zapachem — pravé diky tomu se

Casto podili na charakteristickém pachu rozkladajici se organické hmoty [30].

Jeho fyzikalné-chemické vlastnosti jsou piehledné shrnuty v Tabulce 8.
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Tab. 8: Strukturni a fyzikalné-chemické vlastnosti putrescinu [30]

Vlastnost Hodnota
Systematicky nazev Butan-1,4-diamin
Trividlni nadzev Putrescin
Sumarni vzorec CaH12N2
H,N
Strukturni vzorec 2 \/\/\
NH,
Molarni hmotnost 88,15 g-mol!
Teplota tani 27,5 °C
Teplota varu 158,5 °C
Rozpustnost ve vodé Vysoka
Polarita Vysoka
Skupenstvi Kapalina (za béznych podminek)
Pach Intenzivni zapach podobny piperidinu

Putrescin je z hlediska bezpecnosti zafazen mezi latky drazdivé a potencialné toxickeé pii poziti
a miize zpusobit podrazdéni pokozky i sliznic. Ve vétSich koncentracich mtze byt zdravi
nebezpecny — zejména pii akumulaci v potravinach. V rdmci GHS klasifikace byva piifazovan
k piktogramiim dle dostupnych udaja (viz Obrazek 10) [30].

HOSD

Horlavy Korozivni Akutni toxicky Drazdivy

Obrazek 10: Bezpecnostni piktogramy putrescinu [30]

35



3 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout elektroforetickou metodu pro stanoveni biogennich
aminil. Price byla vypracovana ve spolupraci s UCHPBT za ulelem analyzy amint
po vzorkovani DGT technikou z rtiznych, pfedevs§im potravinafskych matric. Optimalizovana
metoda, dle pozadavkil, ma byt co mozna nejjednodussi, bez vyznamnych Giprav analyzovanych
DGT eluatd.

3.1 Vzorkovaci technika DGT (technika difuzniho gradientu v tenkém filmu)
Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT, z anglického Diffusive Gradients in Thin
Films) predstavuje efektivni vzorkovaci techniku pro monitoring biologicky dostupnych forem
chemickych latek v riiznych matricich, véetn€ ptdy, sedimentd a vody a umoziiuje ptimé in situ
méteni koncentraci. Princip DGT spociva ve vyuziti difuzni vrstvy a specifického sorpcniho
gelu, ktery vaze cilové latky [31].

Princip DGT techniky

Zakladni konstrukci DGT jednotky tvoti difuzni gel a sorp¢ni gel, pti¢emz oba jsou uchyceny
v malé plastové sondé. Difuzni gel funguje jako selektivni bariéra, kterd umozniuje prachod
analytil. Za timto gelem se nachazi sorpcni gel, ktery analyzované latky zachycuje a akumuluje.
Proces vzorkovani probihd na zdkladé difuze, coz znamend, ze rychlost prichodu ionti
je regulovana tlouStkou difuzni vrstvy a dobou expozice. Tento pfistup umoziuje stanovit
primérnou koncentraci latek v expozi¢nim roztoku béhem vzorkovaciho intervalu [31].

Matematicky model DGT techniky, 1. Fickiv zakon difuze, popisuje transport hmoty skrze
difuzni vrstvu. MnoZzstvi akumulovaného analytu M [mol] Ize vyjadfit pomoci rovnice [31]:

_C-D-t

M Ag

kde:

e ( je koncentrace analytu v roztoku [mol-m™]

e D je difuzni koeficient daného analytu [m?-s7!],
e tje doba expozice [s],

e Ag je tloustka difuzni vrstvy [ml].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PouZité pristroje a zarizeni
K méfeni byly pouzity tyto pfistroje:
e 3DKapilarni elektroforéza Agilent CE, Agilent Technologies (Waldbronn, Némecko)

model GF1600A (viz Obrazek 11) doplnény detektorem Agilent 35900E s diodovym
polem, ktery pracuje v rozmezi vinovych délek 190—-600 nm

e Analytické vahy HR-120-EC (A&D Instruments Ltd, Japonsko)

e 0,45 um PTFE filtr (LABICOM, Olomouc, Ceska republika),

Spectrofotometer Specord 50 plus (Analytik Jena, Némecko)

e Stuart Scientific Autovortex SA6

Titrator Schott TitroLine alpha plus s kombinovanou pH elektrodou WTW SenTix 81

v rezimu méteni pH

e Bé&zné laboratorni vybaveni

w3

H Aglent CE]

rerrnererep

C__ e

Obrdazek 11: *PKapilarni elektroforéza Agilent CE, Agilent Technologies
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4.2 Pouzité chemikalie

e Aminové standardy — histamin dihydrochlorid, tyramin hydrochlorid, putrescin
dihydrochlorid (Sigma-Aldrich s.r.o.)

e Milli-Q voda, rezistivita 18,2 MQ-cm™ (Millipore Academic)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (LACHEMA a.s.)

e Hydrogenfosfore¢nan sodny (LACHEMA a.s.)

e Kyselina o-fosfore¢na 85% (PENTA s.r.0.)

e Imidazol (Sigma-Aldrich s.r.0.)

e [-cyklodextrin (Sigma-Aldrich s.r.0.)

e Kyselina benzoova (Sigma-Aldrich s.r.0.)

e NaOH (PENTA s.r.0.)

e Krystalova violet’ (Sigma-Aldrich s.r.0.)

e Kyselina octova (Sigma-Aldrich s.r.0.)

e Tris-acetat-EDTA pufr (Sigma-Aldrich s.r.0.)

4.3 Priprava roztoki standardi

Standardy biogennich aminti byly doddny ve formé& bilych praskovych latek.
Pro potfeby analyzy byly nejprve pfipraveny zdsobni roztoky jednotlivych analytl
o koncentraci 1 g-17'. Pfiprava probihala rozpuSténim odpovidajiciho mnozstvi standardu
v ultracisté vode (Milli-Q).

Hotové zasobni roztoky byly uchovavany zmrazené pfi teploté —18 °C, aby byla zajisténa jejich
stabilita po dobu experiment.

Pro jednotlivd méteni byly ze zasobnich roztoki pfipravovany pracovni roztoky odpovidajicich
koncentraci fedénim ultradistou vodou. Tyto pracovni roztoky byly skladovany v chladnicce
pfi teploté 4 °C a pouzivany maximalné po dobu tfi dnl od pfipravy, aby se predeslo mozné
degradaci analyzovanych latek.

4.4 Optimalizace separa¢nich podminek kapilarni elektroforézy

Optimalizace byla provedena systematickym testovanim a vyhodnocovanim jednotlivych
parametrii ovliviiujicich elektroforeticky dé&j a elektroosmoticky tok. Proces optimalizace
probihal iterativné, pfi¢emz dochézelo k postupnému testovani né€kolika parametr jako je
napiiklad sloZeni a pH elektrolytu nebo typ davkovani.

Jednotlivé kroky optimalizacniho procesu jsou znazornény v blokovém schématu
na Obrazku 12.
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Optimalizace podminek

Aromatické BA Alifatické BA

histamin, tyramin putrescin
L J

P¥istroj

Kapilarni elektroforéza Agilent CE

Kapiléara

56 cm, vnit¥ni prumér 50 pm

Teplota

25 °c
|

UV detekce

210 nm, 220 nm, 320 nm

Zakladni elektrolyt

Pro aromatické BA Pro alifatické BA
fosfatovy pufr Krystalova violet (pH 6,5)
(pH 2,5; pH 4,5; pH 6,5) Benzoan sodny (pH 6,5)

Tris-acetat-EDTA (pH 8,3)
Imidazol (pH 6,5; pH 4,5)
Imidazol + B-cyklodextrin (pH 4,5)

|

Davkovani
i
Elektrokinetické Hydrodynamické
20 kv 10 s 20 mbar 10 s
20 kV 20 s
30 kv 10 s

I

| Analyza standardd

Separac¢ni napéti

10, 15, 20, 25, 30 kv

Optimalizované separaéni podminky

Mé&¥eni ruznych matric

Obrazek 12: Schéma optimalizace separac¢nich podminek



4.5 Pouzita kapilara

Na zakladé literarni reSerSe [32], kde autofi k separaci biogennich amint vyuzili kapilaru
o celkové délce 56 cm a vnitinim priméru 50 pm, byla zvolena kapilara ve stejném rozmezi.
Efektivni délka kapildry (vzdalenost od zacatku po detekéni okénko) byla 47,5 cm. Pred
pocatkem analyz byla kapilara denné promyvana: 10 minut 0,1 mol-I"" roztokem NaOH,
10 minut Milli-Q vodou a nésledn€ 10 minut zédkladnim elektrolytem. Pfed kazdym méfenim
probihala prekondicionace, a to promyvanim 1 minutu 0,1 mol-I"" NaOH, 1 minutu Milli-Q
vodou a 3 minuty zékladnim elektrolytem.

4.6 Teplota

Vsechny analyzy byly provadény za béznych laboratornich podminek (25 °C). Vyssi teploty
by mohly vést k chemickym pfeménam elektrolytu nebo samotnych vzorki, a proto nebyly
testovany.

4.7 UV detekce

Pro urceni optimalni detekéni vinové délky byla zaznamenana UV/VIS spektra standardnich
roztokll biogennich aminti pomoci spektrometru Specord 50 plus. Na zéklad¢ téchto spekter
byla pro stanoveni aromatickych amint jako nejvhodnéjsi zvolena vinova délka v rozmezi
210—220 nm, kterd odpovidd maximalni absorbanci, a tedy i nejvyssi citlivosti detekce.
Pro alifatické aminy vychazela vhodna detekéni vinova délka z vlastnosti zdkladniho
elektrolytu.

4.8 Pouzité elektrolyty

Pii vybéru zakladniho elektrolytu se vychédzelo ze studie [32], ve které byl pro analyzu
aromatickych biogennich amin pomoci kapilarni elektroforézy uspésné pouzit 75 mmol-1™
fosfatovy pufr o pH 6,5. Tento pufr byl pfipraven rozpusténim dihydrogenfosforecnanu
draselné¢ho (KH2PO4) a hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na:HPO.) v Milli-Q vodé¢, pticemz pH
bylo upraveno na pozadovanou hodnotu 6,5. Pro optimalizaci podminek byly déle pfipraveny
fosfatové pufry o pH 2,5 a 4,5. Pufr o pH 4,5 a koncentraci 50 mmol-1"! byl pfipraven ze
stejnych chemikalii smichanych v jiném poméru, zatimco pufr o pH 2,5 byl vytvofen pomoci
kyseliny fosfore¢né a dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH2PO4).

Pro zavedeni metody nepiimé detekce alifatického biogenniho aminu putrescinu byla
vyzkousSena fada elektrolytt. Pfi jejich vybéru se vychazelo z obecného predpokladu absorpce
UV/VIS zéteni timto roztokem, takze neabsorbujici analyt by m¢l vykazovat zdporny pik. Byl
vyzkousen barevny iont krystalova violet. Déle byl pfipraven benzoan sodny, ¢asto uvadény
jako soucast elektrolytu pro nepfimou detekci, neutralizaci kyseliny benzoové hydroxidem
sodnym. Nasledné byl vyzkouSen roztok 15 mmol-1"! imidazolu ve fosfatovém pufru o pH 6,5
a ve vod¢ s upravou pH na hodnotu 4,5 pomoci kyseliny octové. Dal§im pouzitym elektrolytem
byl Tris-acetat-EDTA pufr o pH 8,3. Ve studii [33] byl pro analyzu biogennich aminti bez
derivatizace uspé$né pouzit elektrolyt na bazi imidazolu a a-cyklodextrinu. Na zakladé této
studie byl pfipraven elektrolyt rozpusténim 15 mmol-1"! imidazolu a 10 mmol-1™" dostupného
B-cyklodextrinu v ultracisté vod¢ s pravou pH kyselinou octovou na hodnotu 4,5.
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4.9 Davkovani
Po stanoveni vhodného elektrolytu byly optimalizovany podminky déavkovani vzorku
do kapilary. Byly testovany dvé metody davkovani:
e Hydrodynamické davkovani, provedené pietlakem 20 mbar po dobu 10 sekund.
e Elektrokinetické davkovani, realizované aplikaci napéti 20 kV po dobu 10 sekund,
20 kV po dobu 20 sekund a 30 kV po dobu 10 sekund.

Cilem optimalizace bylo nalezeni takovych podminek dévkovani, které umozni dosazeni
maximalni intenzity signalu pfi zachovani dobré separace jednotlivych analyti.

4.10 Separacni napéti

V ramci optimalizace metody bylo pro stanoveni histaminu a tyraminu testovano rtzné
separacni napéti. Konkrétné se jednalo o napéti 10, 15, 20, 25 a 30 kV. Pouzivané separacni
napéti ovliviiuje jak délku analyzy, tak kvalitu separace jednotlivych analytu.

4.11 Priprava kalibra¢ni rady

Pro stanoveni kalibracnich zéavislosti byly pfipraveny smésné standardni roztoky obsahujici
histamin a tyramin v koncentracich 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 mg-1"". Standardy
byly pfipraveny fedénim zasobnich roztokt jednotlivych analytl o koncentraci 1 000 mg-17".
Kazda koncentrace byla méfena tiikrat za optimalizovanych podminek. U kazdé koncentrace
byly zprimérovany retencni Casy a plochy pikd a tyto primérné hodnoty byly pouzity
k sestaveni kalibra¢nich kiivek pro jednotlivé analyty.

4.12 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody byla ovéiena desetindsobnou analyzou standardniho roztoku histaminu
a tyraminu (50 mg-1™") za optimalizovanych podminek. U kazdého méfeni byly zaznamendny
retencni Casy a plochy pikli (A), ze kterych byly nasledné vypocteny primérné hodnoty
a relativni smérodatna odchylka (RSD).

4.13 Priprava realnych vzorki

Vzorky ¢erveného a bilého vina byly po filtraci ptes 0,45 um membranovy filtr analyzovany
bez dalSich tprav. Vzorky ¢erného a zelené¢ho Caje byly pfipraveny extrakei jednoho ¢ajového
sacku ve 100 ml horké vody, nasledné ochlazeny na laboratorni teplotu a prefiltrovany ptes
0,45 pm membranovy filtr.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Zavedeni metody pro aromatické biogenni aminy
5.1.1 UV detekce

Pro urceni optimdlni detekéni vinové délky byla zaznamenana UV/VIS spektra standardnich
roztoki biogennich aminti (viz Obr. v Priloze I).

Pro ovéfeni optimalni detekéni vinové délky byly porovnany elektroferogramy ziskané
pti analyze roztoku standardii o koncentraci 50 mg-1"! ve fosfatovém pufru o pH 6,5 pii tiech
riznych nastavenich: 320 nm, 220 nm a 210 nm.

Jak je patrné z Obrazku 13, pti vy$sich vinovych délkach (napt. 320 nm) byla odezva detektoru
velmi nizké a piky histaminu a tyraminu nebyly rozliSitelné. Pfi 220 nm jiz dos$lo k vyraznému
zlepSeni signalu, avSak maximalni odezva byla dosazena pti 210 nm.

Tato vinova délka tak byla potvrzena jako nejvhodnéjsi, umoznila doséhnout nejvyssi citlivosti
detekce a byla vybrana pro vyhodnoceni dalSich méfeni.

DAD1 A, Sig=320,10 Ref=off (AMINY\25040102.D)
DAD1 B, Sig=220,10 Ref=360,100 (AMINY\25040102.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040102.D)

mAU

|
\ / '\

| |
b
] !
= , \
\

|
A

R - —

T T [ I
2 G} 8 10 min

Obrazek 13: Srovnani elektroferogramt 50 mg-1"! standardti ve fosfatovém pufru o pH 6,5 pti
raznych detekénich vlnovych délkach (320 nm —modra linie, 220 nm — cervena linie,
210 nm — zelena linie)
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5.1.2 Vybér zakladniho elektrolytu

Na zéklad¢ literarni reSerSe byly jako zakladni elektrolyty, podobné jako ve studii [32],
testovany fosfatové pufry o riizné hodnoté pH. Konkrétné slo o pufry o koncentraci 75 mmol-1™!
s nésledujicimi hodnotami pH:

e pH 2,5 (modra linie),
e pH 4,5 (Cervena linie),
e pH 6,5 (zelena linie).

VSechny tfi pufry samostatné vykazovaly stabilni a nizkou zékladni linii, a byly proto
vyhodnoceny jako vhodné pro dalsi optimalizaci separac¢nich podminek (viz Obr. v Priloze 2).

Nasledné byla analyzovéna pii pouziti uvedenych zakladnich elektrolyti smés histaminu
a tyraminu (obé latky v koncentraci 50 mg-1""). Nejlepsi separace pikli byla pozorovéana
pfipouziti pufru o pH 6,5, ktery tak byl zvolen jako nejvhodnéjsi pro dalSi experimenty
(viz Obrazek 14).

*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25032606.0)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25033113.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25032602.D)

mAL -~
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Obrazek 14: Separace histaminu a tyraminu (50 mg-1™") v zdkladnich elektrolytech
(pH 2,5 — modr4 linie, pH 4,5 — Cervena linie, pH 6,5 — zelena linie)

5.1.3 Optimalizace davkovani

Pti vybéru vhodné metody davkovani vzorku bylo provedeno méieni po hydrodynamickém
davkovani (20 mbar po dobu 10 s) a elektrokinetickém (20 kV po dobu 10 s) davkovani.

Z elektroforetickych zdznamil je zfejmé, Ze elektrokinetické davkovani vedlo k dosazeni lepsi

vvvvvv

davkovanim. Naopak pfi hydrodynamickém davkovani byly pozorovany méné symetrické piky
s niz8i separaci, coz by mohlo negativné ovlivnit pfesnost kvantifikace.

Porovnani vysledki je znazornéno na Obrazku 15.
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DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040113.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040110.D)

Norm.

300 {
250 {
200 {
150 ~:
100 —:

50—

I F f f f f f | f
1 2 3 4 5 ] 7 8 min

Obrazek 15: Porovnani hydrodynamického davkovani a elektrokinetického davkovani
50 mg-1"' standardi ve fosfatovém pufru o pH 6,5 (20 mbar 10 s — modra linie, 20 kV
10 s — Cervena linie)

Na zékladé¢ vySe uvedeného byla pro dal§i optimalizaci vybrana elektrokinetickd metoda

davkovani. Byly testovany rGzné parametry pracovniho napéti a doby davkovani
(viz Obrazek 16):

e 20kV podobulOs
e 20kV podobu20s
e 30kV podobul0s.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040110.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040111.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040112.D)

mAU

350 E
300 —-
250 {
200 —-
150 {

100

50—

| r I T T | T | T
1 2 3 4a 5 6 8 9 min

Obrazek 16: Optimalizace elektrokinetického ddvkovani 50 mg-1™" standardl ve fosfatovém
pufru o pH 6,5 — porovnani riznych napéti a cast (20 kV 10 s — modra linie;
20 kV 20 s — Cervena linie; 30 kV 10 s — zelena linie).
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Vysledky potvrdily, ze davkovani pti 20 kV po dobu 10 sekund piedstavovalo nejvhodné;jsi
podminky z hlediska intenzity signalu, tvaru pikd a rozliSeni analyti.

5.1.4 Volba separac¢niho napéti

Byly testovany rtizné parametry separa¢niho napéti (viz Obrazek 17):

e 10kV
o 15kV
e 20kV
e 25kV
e 30kV

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY25040103.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040109.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040110.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040107.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY'25040106.D)

Norm. !

500 — ‘

} I
300~ ‘ |

L
] \ !' |
‘ | I
\ |

100~ ‘ ‘ ‘ -

Obrazek 17: Optimalizace separac¢niho napéti (v poradi zleva 30, 25, 20, 15 a 10 kV) 50 mg-1™*
standardi ve fosfatovém pufru o pH 6,5

Na zéklad¢ vyhodnoceni elektroferogramt bylo jako nejvhodnéjsi zvoleno separacni napéti
20 kV, které poskytlo optimalni kompromis mezi dobou analyzy a kvalitou separace analyta.

45



5.1.5 Parametry optimalizované metody pro stanoveni aromatickych biogennich
amini

Na zéklad¢ provedené optimalizace byla navrzena metoda kapilarni elektroforézy pro stanoveni
aromatickych biogennich aminti, konkrétné histaminu a tyraminu. Cilem bylo dosazeni
co nejvyssi citlivosti detekce, dobré separace analytli a opakovatelnosti méfeni pii zachovani
jednoduchosti a rychlosti analyzy. Piehled optimalizovanych experimentdlnich podminek
je uveden v Tabulce 9.

Tab. 9: Shrnuti optimalizovanych podminek metody pro stanoveni aromatickych biogennich
aminQ

Parametr Optimalizovana hodnota
Teplota analyzy Laboratorni (25 °C)
Délka a vnitini primér kapiléary 56 cm; 50 um
Detek¢éni vinova délka 210 nm
Zakladni elektrolyt 75 mmol-1"" fosfatovy pufr (pH 6,5)
Typ davkovani Elektrokinetické
Pracovni napéti pro davkovani 20kV
Doba davkovani 10s
Separacni napéti 20kV

5.1.6 Kalibra¢ni zavislost

Pro sestaveni kalibra¢nich pfimek biogennich aminti byly pfipraveny smésné roztoky histaminu
a tyraminu v koncentracich: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 mg-1"'. VSechny roztoky
byly analyzovany metodou kapilarni elektroforézy za optimalizovanych podminek separace.

Odezva detektoru byla vyhodnocena jako plocha pikti (v mAU). Na zaklad¢ ziskanych dat byly
sestaveny kalibra¢ni pfimky pro oba analyty.

Pro histamin byla ziskéna kalibra¢ni rovnice:

y = 17,462x + 613,07 (RZ = 0,9890)

Pro tyramin:

y = 11,211x + 654,00 (R = 0,9919)

kde y ptedstavuje odezvu detektoru v mAU a x koncentrace standardu v mg-1"'. Prib¢h
kalibra¢nich ktivek je uveden na Obrazku 18.
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Obrazek 18: Kalibracni kiivky standardll histaminu a tyraminu

5.1.7 Limity detekce a limity kvantifikace

Limit detekce (LOD) uddva nejniz$i koncentraci analytu, kterd je jest€ jednoznacné
detekovatelna pti hladin¢ spolehlivosti 95 %. Limit kvantifikace (LOQ) pak predstavuje
nejnizsi koncentraci, kterou lze kvantifikovat s pfijatelnou presnosti na hladiné spolehlivosti
99 %. Tyto limity lze ptiblizné odhadnout jako trojnasobek, respektive desetinasobek Sumu
detektoru. [34].

LOD a LOQ byly vypocteny podle nasledujicich vztaht:

o
LOD = 33 ()

o
LOQ = 10- ()

kde o je smérodatna odchylka plochy Sumu detektoru (v mAU) ak je smérnice kalibracni
ptimky [34].

Na zédklad¢ experimentalniho vyhodnoceni Sumu ve vybraném ¢asovém useku byla o odhadnuta
na 5 mAU. Vypocty LOD a LOQ pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tab. 10: Limity detekce a kvantifikace pfistroje stanovovanych analytt
Analyt |[Smérnice (k)‘LOD [mg-l“]‘LOQ [mg-17]

Histamin 17,462 0,95 2,86

‘ 1,47 ‘ 4,46

Tyramin 11,211

cvwr

coz odpovida také pozorovanym plocham piki v elektroforetickém zaznamu.
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5.1.8 Opakovatelnost metody

Pro ovéfeni opakovatelnosti metody byla analyzovana smés standardil histaminu a tyraminu,
kazdy o koncentraci 50 mg-1™', za konstantnich separa¢nich podminek: Elektrokinetické
davkovani 20 kV 10 s, fosfatovy pufr o pH 6,5. Méteni bylo provedeno desetkrat za sebou.

Na Obrazku 19 je patrna dobra opakovatelnost metody, coz doklada stabilita polohy pikt
a jejich relativni velikosti napfi¢ jednotlivymi métenimi.

*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100001.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100002.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100003.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100004.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,80 (HT100005.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100006.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100007.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,80 (HT100008.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100009.D)
*DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100010.D)

nrnoooooooo

mAl -

I [ I [ [ I | I |
25 5 75 10 125 15 17.5 20 225 min

Obrazek 19: Opakovatelnost metody pro histamin a tyramin (50 mg-1™")

Z vysledka 10 opakovani analyzy histaminu a tyraminu (50 mg-1™") byla vypoctena primérna
plocha a reten¢ni Cas pro kazdou latku, viz Tabulka 11. Relativni smérodatna odchylka (RSD)
ploch pika byla 3,42 % pro histamin a 11,95 % pro tyramin. U histaminu tak byla prokazéna
dobra opakovatelnost. Vyssi RSD u tyraminu miize souviset s jeho tendenci k adsorpci na stény
kapilary, coz muze vést k obCasnym vykyvim intenzity signdlu [35]. Pfesto dosazena
variabilita ziistava vzhledem k charakteru analyzované latky akceptovatelnd. Retencni Casy
vykazovaly RSD 1 % pro histamin a 1,5 % pro tyramin, coZ potvrzuje stabilitu separacniho
procesu.

Tab. 11: Primérna plocha a retencni €as histaminu a tyraminu

Analyzovana Prumérna ‘RSD plochy| Primérny retencni | RSD reten¢niho
latka plocha (A) (%) ¢as (min) casu (%)
Histamin 1480,17 3,42 % 3,46 min 1,00 %
Tyramin ‘ 1431,83 ‘ 11,95 % ‘ 4,19 min ‘ 1,50 %
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5.1.9 Meéfeni riiznych matric

Po tspésné optimalizaci metody nésledovala analyza realnych vzorkl, u nichz se ocekaval
vyskyt biogennich aminli, konkrétn¢ histaminu a tyraminu. Vybrané matrice zahrnovaly
cervené a bilé vino, Cerny a zeleny caj.

Cervené vino

Jednim z analyzovanych vzorkl bylo ¢ervené vino, konkrétné Rulandské modré (vinaistvi
Vajbar). Vzorek byl nejprve prefiltrovan pies 0,45 pm membranovy filtr a nasledné analyzovan
bez dalSich uprav. Pro ovéfeni piitomnosti biogennich aminii byl vzorek dile obohacen
znamym mnozstvim histaminu a tyraminu (20 mg-1™").

Na zékladé porovnani elektroforetickych zaznamii (Obrdzek 20) bylo patrné, ze po ptidavku
standardnich roztokdi doslo ke zvySeni intenzity piki v reten¢nich ¢asech odpovidajicich
histaminu a tyraminu. To potvrzuje, Ze ob¢ latky byly ve vzorku pfitomny jiz pfed obohacenim.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040906.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25040909.D)

Norm. _

|
| systémovy pik (EOF)

350 *
300 ~
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200 *

150 -

100 tyramin

] histamin |
50—

f F f f [ F f F
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Obrazek 20: Analyza ¢erveného vina (modra linie — samotny vzorek, ¢ervena linie — vzorek
obohaceny 20 mg-1! histaminu a tyraminu)

Vysledky méteni jsou shrnuty v Tabulce 12 nize.

Tab. 12: Vyhodnoceni obsahu histaminu a tyraminu v ¢erveném vin¢ pfed a po obohaceni
(20 mg-17")

Vzorek Reten¢ni ¢as (min)| Plocha (mAU)| Prifazeny analyt
Cervené vino 2,901 43 Histamin
Cervené vino 3,028 14,2 Tyramin
Vino + 20 mg-1™! standardy 2,850 206,3 Histamin
Vino + 20 mg-1™! standardy 3,021 77,5 Tyramin

49



Vypocet koncentrace byl proveden dle zjednoduSeného vztahu pro metodu jednoho
standardniho ptidavku [36]:

kde:
e ¢; je hledand koncentrace ve vzorku [mg-17'],
e A, je plocha piku vzorku bez standardu [mAU],
e A je plocha piku vzorku se standardem [mAU],
e (s je koncentrace ptidaného standardu [mg-17"]

Dosazenim:

e Histamin:
43

Chistamin = 5077 47" 20 =527mg - It

e Tyramin:

14,2

Ctyramin = 776 _ 1472 20 =4,49mg - [

Porovnani vypoctenych koncentraci s limity detekce a kvantifikace jsou uvedeny v Tabulce 13.

Tab. 13: Porovnani vypoctenych koncentraci s hodnotami LOD a LOQ
Analyt ‘Vypoétenzi koncentrace [mg-1] ‘LOD [mg-17] ‘LOQ [mg-17]
Histamin 5,27 0,95 2,86

‘ 1,47 ‘ 4,46

Tyramin 4,49

Vysledky potvrzuji, Ze obé latky byly v cerveném viné piitomny jiz pfed obohacenim. V obou
ptipadech byla vypoctend koncentrace vyssi nez mez kvantifikace (LOQ), coZ znamena, Ze bylo
mozn¢é histamin i tyramin ve vzorku jednozna¢né kvantifikovat.

Bil¢ vino

Dal$im redlnym vzorkem bylo bilé vino Irsai Oliver (vinafstvi Vajbar). Po filtraci ptes 0,45 pum
membranovy filtr a nasledné analyzy bez dalSich uprav byly piky vina stézi detekovany (viz
Obrazek 21), coz ukazuje na velmi nizky obsah téchto biogennich amintl, pfipadné jejich
absenci. Po obohaceni vzorku o 20 mg-1™" histaminu a 10 mg-1"' tyraminu (Cervena linie)
anasledné¢ o 45 mg-1™" histaminu a 35 mg-I"! tyraminu (zelena linie) doslo k postupnému
nartstu odpovidajicich piki, coz potvrzuje funkénost metody i v této matrici.
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DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,50 (HTVOO002.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,50 (HTVOO00S.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,30 (HTVOOOO7 D)

Norm.

200 —

tyramin

150 - histamin

100

50—

) ) I ) |
2 G =] 8 min

Obrazek 21: Analyza bilého vina (modra linie — Cisty vzorek, Cervend linie — obohaceni
20 mg-I"' histaminu, 10 mg-1™" tyraminu; zelend linie — obohaceni 45 mg-1™' histaminu,
35 mg 1! tyraminu)

Cerny ¢aj

Ve vzorku ¢erného ¢aje Ahmad Tea Earl Grey nebyla po filtraci ptes 0,45 um membranovy filtr
detekovana pfitomnost histaminu ani tyraminu (viz Obrdzek 22), coz naznacuje jejich
nepiitomnost nebo koncentraci pod mezi detekce pouzité metody. Pro ovéfeni spravné
funk¢nosti metody v této matrici byl vzorek obohacen o histamin (20 mg-1"') a tyramin
(10 mg-I""). Po obohaceni (modrd kiivka) byly jasné¢ detekovany odpovidajici piky, coz
potvrzuje, Ze metoda umoziuje stanoveni téchto biogennich amint pfi vys$sich koncentracich.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100014.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (HT100012.D)

Norm.
200 —
176

150 -

125
histamin
100 -

75

50—

25—

[ T T I {
2 G L} 8 min

Obrazek 22: Analyza ¢erného ¢aje (Cervend linie — ptivodni vzorek, modra linie — vzorek
obohaceny o 20 mg-I™* histaminu a 10 mg-1"" tyraminu)
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Zeleny caj

Zeleny ¢aj Ahmad Tea Green Tea na tom byl podobné jako ¢aj ¢erny. Po filtraci ptes 0,45 um
membranovy filtr byl vzorek analyzovan bez dalSich tiprav. Pro ovéfeni ptitomnosti histaminu
a tyraminu byl vzorek nasledn¢ obohacen o standardy téchto amind (20 mg-17").

Elektroferogram (viz Obrazek 23) ukazuje porovnani neobohaceného (modra linie)
a obohaceného (Cervena linie) vzorku. V Cervené kiivce jsou jasné patrné piky odpovidajici
histaminu a tyraminu. Na stejnych reten¢nich ¢asech jsou v neobohaceném vzorku patrné slabé
piky, coz naznacuje, Ze oba biogenni aminy byly ve vzorku pfitomny, avSak v koncentracich
blizko detek¢niho limitu.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25042800.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25042801.D)

Norm.

tyramin

200

150 - histamin

100{ M A ’b-"’J L\/u\/
/ B

50—

e

r | I | [ | T [
1 2 3 4 5 6 7 8 min

Obrazek 23: Analyza zeleného caje (Cervena linie — pivodni vzorek, modra linie — vzorek
obohaceny o 20 mg-1™! histaminu a 10 mg-1"" tyraminu)

52



5.2 Zavedeni metody neprimé detekce pro alifatické biogenni aminy
5.2.1 Stanoveni zakladniho elektrolytu

Cilem této casti bylo otestovat moznosti nepifimé detekce s vyuzitim riznych UV/VIS
absorbujicich elektrolytl pro stanoveni alifatického zastupce biogennich amint — putrescinu.
Byly testovany systémy na bazi krystalové violeti, benzoanu sodné¢ho, imidazolu, TAE pufru
a B-cyklodextrinu. U jednotlivych zakladnich elektrolytii byla sledovana zakladni linie a zmény
elekroferogramu pfi analyzy putrescinu. Pokud samotny zékladni elektrolyt nevykazoval
pfi opakovanych métenich stabilni linii, byl z dal$ich testd vylouc¢en. Nasleduji tedy vysledky,
kdy byl testovan ptidavek putrescinu.

Krystalova violet’ ve fosfatovém elektrolytu (pH 6,5)

Pti pouziti fosfatového pufru s krystalovou violeti (pH 6,5) byly testovany standardy putrescinu
o koncentraci 50 mg-1"' a 100 mg-1"'. Elektroferogram (Obrazek 23) ukazuje odliSnosti
v signalu mezi jednotlivymi koncentracemi, avSak bez konzistentniho trendu. Zmény
v reten¢nich Casech a nesoulad intenzit mezi vzorky svéd¢i o nizké stabilité systému a mozné
interferenci s jinymi slozkami nebo nevyvazenosti interakce barviva s analytem. Za danych
podminek se tak tento elektrolyt neukazal jako vhodny pro spolehlivou detekci putrescinu.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,20 (AMINY25041409.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,80 (AMINY\25041416.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=460,80 (AMINY\25041419.D)

Norm. |

100 -

: "‘ LV[L»/W”’”
m T

- J &

N IS

r r | I [ r f l I
1 2 3 4 (=] ] 7 8 min

Obrazek 23: Elektroferogram zakladniho elektrolytu krystalova violet’ + fosfatovy pufr, pH 6,5
(modr4 linie — zékladni elektrolyt, Cervena linie — standardni roztok 50 mg-1™" putrescinu, zelend
linie — standardni roztok 100 mg-1"" putrescinu)

Benzoan sodny ve fosfatovém elektrolytu (pH 6,5)

Benzoan sodny byl testovan jako UV-absorbujici slozka elektrolytu. Zaporny pik
v cca 3. minuté, ktery by mohl indikovat putrescin, ma vSak stejnou velikost pro rozdilné
koncentrace putrescinu (viz Obrdzek 24). Toto vylucuje pouziti tohoto zdkladniho elektrolytu
pro dalsi optimaliza¢ni kroky.
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DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25041705.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25041701.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY25041703.D)

mAU
100 —

50—

50—

-100 —

-150 —

-200

[ I [ [ |
2 4 6 8 min

Obrazek 24: Elektroferogram zakladniho elektrolytu — benzoan sodny (Cervena linie — zakladni
elektrolyt, zelena linie — standardni roztok 50 mg-1"" putrescinu, modra linie — standardni roztok
100 mg-1™" putrescinu)

Tris-acetat-EDTA (pH 8,3)

Pii pouziti TAE elektrolytu nebyl po analyze standardniho roztoku 50 mg-1™" a 100 mg-1™!
putrescinu pozorovan vznik novych vyraznych pikl,, ani vyrazna zména zdkladni linie,
viz Obrazek 25. Toto naznacuje nizkou schopnost detekce putrescinu v tomto prostiedi.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25042400.0)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25042401.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (TAEOD0D03.D)

Norm.

5

e G sl SN iy

|n

75—

[ I f I |
2 4 L} 8 min

Obrazek 25: Elektroferogram zékladniho elektrolytu — TAE pufr (zelena linie — zakladni
elektrolyt, modra linie — standardni roztok 50 mg-1™" putrescinu, Cervena linie — standardni
roztok 100 mg-1"! putrescinu)
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Imidazol ve fosfatovém pufru (pH 6,5)

Kombinace imidazolu s fosfaitovym pufrem nevykazovala zadny dal§i zaporny pik oproti
samotnému elektrolytu, viz Obrdzek 26. Nedochdzelo ke vzniku z&ddného nového piku,
ani k modifikaci profilu zékladni linie, a metoda tak neptinesla dostatecné citlivou odezvu.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25041500.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25041505.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25041503.D)

Norm. -
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,, AT IMI" * M % o
Mty ) .
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=100 —
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1 2 3 9 5 L} 7 8 min

Obrazek 26: Elektroferogram zékladniho elektrolytu — imidazol + fosfatovy pufr, pH 6,5
(modra linie — zakladni elektrolyt, Cervena linie — standardni roztok 50 mg-1! putrescinu, zelena
linie — standardni roztok 100 mg-1™ putrescinum)

Imidazol + B-cyklodextrin (pH 4,5)

Tento elektrolyt byl testovan na zaklad¢ [32]. Do elektrolytu byl vSak pouzit namisto
a-cyklodextrinu dostupny B-cyklodextrin. Pti pouziti elektrolytu obsahujicitho imidazol
a B-cyklodextrin (pH 4,5) nebyly po pfidavku putrescinu pozorovany zadné vyznamné zmény
v elektroferogramu (viz Obrazek 27). Ackoliv doSlo k mirnému narustu aktudlnich piki
elektrolytu a cyklodextriny mohou v nékterych ptfipadech ovlivnit separaci diky interakcim
s analytickymi molekulami, v tomto systému se jeho pfitomnost nijak vyrazné neprojevila.
Z vysledkt vyplyva, Ze B-cyklodextrin neposkytl zlepSeni detekovatelnosti putrescinu v danych
podminkach a ani tento elektrolyt neni vhodny pro stanoveni alifatickych amind.
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DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (ICO00002.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=4560,80 (IC200002.D)

mAU -
20—
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40—
20

20—

60—
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Obrazek 27: Elektroferogram zékladniho elektrolytu — imidazol + B-cyklodextrin, pH 4,5
(modra linie — zakladni elektrolyt, ¢ervena linie — standardni roztok 100 mg-1! putrescinu)

Imidazol (pH 4.5)

Elektrolyticky systém zalozeny pouze na imidazolu pfi pH 4,5 rovnéz nevedl k ocekdavanému
vysledku, viz Obrdzek 28. Pti analyze standardii o riznych koncentracich byl zaznam odlisny
nez pro samotny zakladni elektrolyt, pro rizné koncentrace putrescinu vsak stejny.

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25042804.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (12000002.D)

mAU -~

600 —

200 —

N

-200
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25 5 75 10 125 15 175 min

Obrazek 28: Elektroferogram zdkladniho elektrolytu — imidazol, pH 4,5 (Cervena
linie — zakladni elektrolyt, modra linie — standardni roztok 100 mg-1™! putrescinu)
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Z provedenych méteni vyplyva, ze zadny z testovanych zékladnich elektrolytl neposkytl pro
nepiimou detekci putrescinu dostatecné vyraznou, selektivni ani reprodukovatelnou odezvu.
Pokud doslo ke zméndm pribehu zaznamu, neslo o charakteristické piky, které by odpovidaly
detekci putrescinu.

Pro dal$i rozvoj metody stanoveni alifatickych biogennich aminti by bylo vhodné zvazit
nasledujici moznosti:

e Pouziti a-cyklodextrinu, podobné¢ jako v [33].

e Zatazeni jinych UV-aktivnich slozek elektrolytu s vhodngj$imi spektralnimi
vlastnostmi. Napftiklad ve studii [37] byla k dosaZeni lepsi selektivity pii separaci
aminl pouzita kombinace 18-crown-6 etheru a UV-aktivniho ¢inidla imidazolu
v zékladnim elektrolytu.

e Zavedeni derivatizacnich technik, které umozni ptimou detekci putrescinu klasickou
UV/VIS metodou. V praci [38] byla vyvinuta metoda pro stanoveni putrescinu
zalozend na derivatizaci pomoci salicylaldehyd-5-sulfonatu (SAS).

e Pouziti jiného typu detekce. Naptiklad ve studii [39] byla pouzita metoda kapilarni
elektroforézy s laserem indukovanou fluorescencni detekci (CE-LIF), ktera
umoznila vysoce citlivou detekci v fadu nmol-1-1 putrescinu po derivatizaci pomoci
4-chloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazolu.

e Vyuziti micelarnich technik s pfidavkem dodecylsiranu sodné¢ho (SDS).
Ve studii [40] byla k separaci a detekci putrescinu pouzita micelarni kapalinova
chromatografie (MLC) s vyuzitim dodecylsiranu sodné¢ho (SDS) jako soucasti
mobilni faze. Vzorky rybi omacky byly analyzovany metodou pifimého davkovani
bez ptedchozi extrakce, po derivatizaci pomoci 3,5-dinitrobenzoylchloridu.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout metodu kapilarni elektroforézy vhodnou pro
stanoveni biogennich aminti. Dliraz byl kladen na jednoduchost, rychlost a minimalni pfipravu
vzorku bez nutnosti derivatizace. V praci byly prezentovany blizsi charakteristiky biogennich
amind a jejich vyznam v souvislosti s vyskytem v rliznych matricich. Rovnéz byly diskutovany
moznosti vyuziti kapilarni elektroforézy a dalSich metod na stanoveni biogennich amind.

V prvni casti experimentdlni prace byla UspéSné optimalizovana metoda pro stanoveni
aromatickych biogennich amint, konkrétné histaminu a tyraminu. Byl proveden vybér vhodné
detek¢ni vinové délky, kdy jako nejvhodnéjsi byla zvolena hodnota 210 nm, ktera poskytovala
nejvyssi citlivost detekce. Pro separaci analytii byl jako nejvhodnégjsi zakladni elektrolyt zvolen
75 mmol-1-1 fosfatovy pufr o pH 6,5. Optimalizaci zpisobu davkovani vzorku bylo zjisténo, Ze
elektrokinetické davkovani pti 20 kV po dobu 10 sekund poskytuje vhodny kompromis mezi
velikosti signélu a kvalitou separace. Separacni napéti pro optimalni analyzu bylo stanoveno
na 20 kV.

Metoda vykézala dobrou opakovatelnost, kdy relativni smérodatnd odchylka (RSD) ploch pikt
byla 3,42 % pro histamin a 11,95 % pro tyramin. Reten¢ni ¢asy byly stabilni s RSD do 1,5 %.
Kalibra¢ni pfimky vykazovaly uspokojivou linearitu a limity detekce a kvantifikace byly
stanoveny v fadu jednotek mg-1-'. Uspé&$né ovéieni metody na vzorcich &erveného a bilého vina
a ¢ern¢ho a zeleného Caje prokazalo, Ze metoda je pfimo vyuzitelna pro n€které matrice.

Ve druhé casti experimentalni prace byla provaddéna optimalizace podminek pro neptimou
detekci alifatick¢ého biogenniho aminu putrescinu. Testovano bylo né¢kolik elektrolyti
obsahujicich UV-absorbujici slozky, avSak Zzadny z testovanych systéml neposkytl
jednoznacné detekovatelny signal putrescinu. I pfes tyto vysledky byly ziskany poznatky, které
mohou poslouzit pro dalsi optimalizaci metody, napiiklad prostfednictvim derivatizac¢nich
technik nebo alternativnich detek¢énich systémd.

Celkové 1ze konstatovat, Ze vyvinutd metoda kapilarni elektroforézy je vhodnd pro stanoveni
aromatickych biogennich amintt v DGT eluatech, pro jejichz analyzu byla vyvijena,
a pfedstavuje rychly, jednoduchy a efektivni néstroj pro jejich analyzu v rtiznych typech nejen
potravinarskych vzork.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
BA  biogenni amin

FAD flavinadenindinukleotid

MAO monoaminooxidaza

DAO diaminooxidéaza

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
TLC tenkovrstva chromatografie

GC  plynova chromatografie

CE  kapilarni elektroforéza

SPE  extrakce na pevné fazi

TFAA trifluoracetanhydrid

PFBA pentafluorbenzaldehyd

ECD detektor elektronového zachytu

MS  hmotnostni spektrometrie

FID plamenové ioniza¢ni detektor

ESI  elektrosprejovy ioniza¢ni zdroj

CEC kapilarni elektrochromatografie

MEKC miceléarni elektrokinetickd chromatografie
SDA dodecylsiran sodny

LIF  laserem indukovana fluorescence

ELCL elektrochemiluminiscence

FASS field amplified sample stacking

LOD detekeni limity

IEF  izoelektricka fokusace

CZE kapilarni zonova elektroforéza
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LC  kapalinové chromatografie

EOF elektroosmoticky tok

DGT difuzni gradienty v tenkém filmu
RSD relativni smérodatna odchylka

CE-LIF kapilérni elektroforéza s laserem indukovanou fluorescencni detekci
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9 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: UV/VIS spektra standardnich roztokti biogennich amini

Ptiloha 2: Zéakladni linie testovanych pufri
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10 PRILOHY
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Obrazek 29: UV/VIS spektra standardnich roztokd biogennich amint

DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25032604.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25033110.D)
DAD1 C, Sig=210,10 Ref=450,80 (AMINY\25031000.D)
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Obrazek 30: Zékladni linie testovanych pufrti (pH 2,5 — modré linie, pH 4,5 — Cervena linie,

pH 6,5 — zelena linie)
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