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ABSTRAKT 

Biogenní aminy jsou přirozeně se vyskytující dusíkaté látky. Mohou však vykazovat toxické 

účinky a podílet se na projevech histaminové intolerance. Tato práce se zabývá spojením 

techniky DGT (Diffusive Gradient in Thin Film) a kapilární zónové elektroforézy s vodivostní 

detekcí za účelem analýzy potravin jakožto jednoduchý proces. Využití techniky DGT bylo 

studováno za účelem možnosti přečištění vzorku od matričních složek (např. soli) před následnou 

analýzou biogenních aminů pomocí kapilární zónové elektroforézy. V této práci bylo zaměřeno 

na rybí a ústřičné omáčky. Jako vhodné podmínky pro přečištění vzorku byl zvolen 

kationměničový sorbent Dowex® 50W-X8. Sorbent byl v nosiči z agarosového gelu. 

Byly zkoušeny prekoncentrace pomocí DGT jednotek i adsorpčního gelu bez difúzního gelu. 

Byly provedeny validační experimenty pro popis zvoleného systému, jako je vliv pH, sorpční 

kapacitu, difúzní koeficient nebo difúzní mezní vrstva. Hodnoty koncentrace biogenních aminů 

v rybích omáčkách byla porovnána s nezávislou metodou komerčního analyzátoru aminokyselin. 

Výsledky naznačují, že je potřebné optimalizovat sorpční experimenty. Další rybí omáčka 

a ústřičná omáčka byla přečištěna pouze sorpčním gelem bez difúzního gelu. Výsledky 

naznačují, že pro rybí a ústřičné omáčky difúzní gel není nutný. Jiné potraviny testovány nebyly, 

ale existují potraviny, kde by difúzní gel mohl mít lepší využití, např. mléko. 

ABSTRACT 

Biogenic amines are naturally occurring nitrogenous compounds. However, they can exhibit 

toxic effects and contribute to symptoms of histamine intolerance. This study examines the 

coupling of the DGT (Diffusive Gradient in Thin Film) technique and capillary zone 

electrophoresis with conductivity detection for the analysis of food as a simple method. The use 

of the DGT technique was studied to determine the possibility of purifying the sample from 

matrix components (e.g., salts) prior to subsequent analysis of biogenic amines using capillary 

zone electrophoresis. This study focused on fish and oyster sauces. The cation-exchange sorbent 

Dowex® 50W-X8 was selected as a suitable condition for sample purification. The sorbent was 

in an agarose gel carrier. Preconcentration was tested using both DGT units and adsorption gel 

without a diffusion gel. Validation experiments were conducted to characterize the selected 

system, including the influence of pH, sorption capacity, diffusion coefficient, and diffusion 

boundary layer. The biogenic amine concentrations in fish sauces were compared with an 

independent method using a commercial amino acid analyzer. The results indicate that the 

sorption experiments need to be optimized. Additional fish sauce and oyster sauce were purified 

using only sorption gel without diffusion gel. The results suggest that diffusion gel is not 

necessary for fish and oyster sauces. Other foods were not tested, but there are foods where 

diffusion gel could be more effectively utilized, such as milk. 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Biogenní aminy, DGT, kapilární zónová elektroforéza, rybí omáčka 

KEY WORDS 

Biogenic amines, DGT, capillary zone electrophoresis, fish sauce  
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ÚVOD 

Biogenní aminy jsou látky vzniklé dekarboxylací aminokyselin. Jedná se o nízkomolekulární 

sloučeniny v rostlinách a živočiších. Mají různou strukturu.  

Jsou očekávány v potravinách s obsahem bílkovin nebo volných aminokyselin, které jsou 

biochemicky nebo mikrobiálně metabolizovány. Množství biogenních aminů v potravině je 

ovlivněno typem potraviny, přítomnými mikroorganismy a množstvím volných aminokyselin. 

Biogenní aminy jsou tepelně stabilní. Po pasterizaci však některé biogenní aminy zůstávají 

aktivní. U zpracování nedochází ke snižování biogenních aminů. Naopak při skladování může 

narůst jejich obsah.  

Biogenní aminy mohou indikovat mikrobiální znehodnocení potravin, ačkoliv jejich přítomnost 

nemusí znamenat přímý růst mikroorganismů. U ryb a masa dochází při kažení k nárůstu 

množství histaminu, putrescinu i kadaverinu. Koncentrace se pohybují v řádech desítek až stovek 

mg·l⁻¹, v závislosti na podmínkách skladování. Přirozeně se vyskytují biogenní aminy 

v potravinách například v kakau (Fenylethylamin), černém pepři (pyrolidin).  

Ve fermentovaných potravinách vznikají biogenní aminy mikrobiální činností. Obsah histaminu 

a tyraminu se lišil v závislosti na druhu sýru. Mikroflóra v zelí závisí na době sklizně 

a zpracování a ta způsobí spontánní kvašení a vznik biogenních aminů. V sójových omáčkách 

v průběhu fermentace a ve víně v průběhu alkoholové fermentace vznikají biogenní aminy. 

Dozrávající sušené uzeniny mají zvýšené množství biogenních aminů.  

Biogenní aminy, především histamin, jsou spojovány s otravou potravinami. Způsobuje migrény 

a nevolnost. První zmínka byla v Nizozemsku v roce 1967 a byla způsobena sýrem Gouda.  

Rybí omáčky jsou vyráběny dvěma způsoby. Tradičním postupem a průmyslově. U tradičního 

postupu fermentace rybí omáčky trvá dlouho, probíhá spontánně a proces není kontrolován. 

U průmyslové metody se pro zkrácení doby fermentace přidává startovací kultura, nebo je snížen 

obsah soli na začátku fermentace nebo se využívá stlačený oxid uhličitý. To má za následek také 

snížené množství biogenních aminů v konečném produktu. Rybí omáčky jsou komplexní matricí 

obsahující biogenní aminy. Matriční látky mohou komigrovat se sledovanými analyty a tak je 

před analýzou potřebné zajistit přečišťovací krok. 

Technika DGT je metoda sloužící k analýze těžkých kovů a organických látek ve vodách a půdě. 

Používá se jako jednoduchá přečišťující a prekoncentrační technika. U použití této techniky je 

potřeba zvolit správný sorbent, difúzní gel a provést validační experimenty, jako jsou sorpční 

kapacita, difúzní koeficient, difúzní mezní vrstva.  

Kapilární zónová elektroforéza je technika založená na migraci látek v elektrickém poli. Hlavní 

výhodou této techniky je malé množství vzorku (v řádu µl) a umožňuje rychlejší optimalizaci 

metody. Vykazuje vyšší odolnost vůči rozdílným podmínkám analýzy jako je alkalické, 

alkoholové nebo kyselé prostředí. Dokáže analyzovat široké spektrum matric i přímou analýzou.  

Pro analýzu biogenních aminů v potravinách se typicky využívají metody HPLC, s nutností 

předúpravy vzorků extrakcí, eluce z pevné matrice nebo zakoncentrování. U metod HPLC je 

vysoká spotřeba rozpouštědel pro přípravu mobilní fáze a analýzy trvají dlouhou dobu. A kolony 

mohou být poškozeny nevhodným použitím mobilních fází nebo rozpouštědlem ve vzorku. 
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TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Biogenní aminy  

Biogenní aminy jsou dusíkaté látky vzniklé dekarboxylací aminokyselin, případně aminací 

či transaminací karbonylových sloučenin [1]. Mohou se tvořit a rozkládat během normálního 

metabolismu živočichů, rostlin a mikroorganismů [2]. Jedná se o nízkomolekulární sloučeniny 

s bazickou povahou. Jejich struktura může být alifatická, aromatická nebo heterocyklická [2]. 

Struktury některých základních biogenních aminů lze vidět na obrázku (obrázek 1). 

Obrázek 1: Struktura některých biogenních aminů. [3] 

1.1.1 Vznik v potravinách a význam 

Biogenní aminy lze očekávat v potravinách obsahující bílkoviny nebo volné aminokyseliny 

a jsou vystaveny podmínkám, které umožňují mikrobiální nebo biochemickou aktivitu. Celkové 

množství vzniklých aminů však závisí na potravině a přítomných mikroorganismech. Mezi další 

faktory, které ovlivňují tvorbu biogenních aminů, patří dostupnost volných aminokyselin 

a příznivé podmínky pro růst mikroorganismu a produkci enzymu dekarboxylázy. [2] Tyto látky 

jsou v široké škále potravin. Jedná se například o rybí výrobky, masné výrobky, mléčné 

produkty, dále víno, pivo, ovoce, ořechové plody a čokoládu [2], [4]. Biogenní aminy 

v potravinách vznikají obvykle mikrobiálně dekarboxylací aminokyselin [4]. Některé biogenní 

aminy mohou však mít i toxický charakter. Na otravách potravinami se nejčastěji podílí alifatické 

biogenní aminy (putrescin, kadaverin), aromatické biogenní aminy (tyramin, fenyletylamin) 

a také heterocyklické biogenní aminy (histamin, tryptamin) [4]. Většina biogenních aminů je 

tepelně stabilní. Po pasterizaci zůstávají některé biogenní aminy stále aktivní. Během zpracování 

se nesníží množství vytvořeného biogenního aminu. Naopak, během skladování se může jejich 

obsah i zvýšit. [2] 
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1.1.2 Vznik v nefermentovaných potravinách 

Přítomnost biogenních aminů u nefermentovaných potravin může být považována za známku 

nežádoucí mikrobiální aktivity. Jako indikátor mikrobiálního znehodnocení by mohla být použita 

hladina biogenních aminů. Avšak přítomnost aminů v potravinách nemusí nutně znamenat 

vysoký růst mikroorganismů znehodnocujících potraviny. Důvodem je, že ne všechny 

mikroorganismy mají dekarboxylázové enzymy. [5], [6] 

Při znehodnocování kažením ryb a masa dochází k navýšení množství histaminu, putrescinu 

i kadaverinu a zároveň dochází ke snížení množství sperminu a spermidinu [2]. Obsah 

biogenních aminů (kadaverin, putrescin, spermin a spermidin) se například u pstruha duhového 

během skladování zvýšil. Konkrétní nárůst množství těchto aminů se lišil v závislosti na teplotě 

skladování [7]. Jiné aminy, jako je trimethylamin, jsou přítomny v rybách v závislosti na jejich 

čerstvosti [8]. V čerstvém a zpracovaném vepřovém mase je obsah adrenalinu, sperminu 

a spermidinu vysoký. Naopak histaminu, kadaverinu, putrescinu a tyraminu je v tomto mase 

nízké množství. [9] U variabilních skupin masných výrobků se obsah putrescinu, sperminu 

a spermidinu pohybuje v řádech desítek nebo stovek mg∙kg-1 [10]. Různé biogenní aminy jsou 

identifikovány v hovězím mase tepelně upraveném i tepelně neupraveném. Nejen v hovězím 

a ovčím svalu, ale také v jiných masných výrobcích je stanovován histamin a také faktory 

určující jeho syntézu. [5] Ve srovnání ryb a dalších druhů masa je v kuřecím mase, vepřovém 

mase a hovězím mase nejvýznamnější spermin, zatímco v rybách (kromě pstruha) je malé 

množství spermidinu a sperminu. V případě putrescinu je v rybách (kromě pstruha) jeho obsah 

vysoký ve srovnání s uvedenými druhy masa. [12] 

V rostlinách při nedostatku hořčíku a draslíku a vysoké koncentraci amoniaku dochází 

ke kumulaci putrescinu a agmatinu. Dalšímu navýšení obsahu biogenních aminů je způsobeno 

mikrobiální kontaminací. Vysoké hladiny biogenních aminů se nacházejí v pomerančové šťávě, 

především noradrenalin a tryptamin. Vysoký obsah se také nachází v rajčatech (tyramin, 

tryptamin, histamin), v banánech (tyramin, noradrenalin, serotonin, tryptamin), v švestkách 

(tyramin, noradrenalin) nebo v listech špenátu (histamin). [9] Fenylethylamin se vyskytuje 

v čokoládě a také v cukrovinkách obsahující čokoládu. V těchto potravinách je přítomen, jelikož 

je přirozenou složkou kakaových bobů. Může být také obsažen v některých houbách ve vysokém 

množství. Vysoké množství pyrolidinu bylo zjištěno v černém pepři (41–91 mg·kg⁻¹) i v sójové 

omáčce. [12] Vysoké hladiny histaminu byly zjištěny v mořské řase Furcellaria lumbricalis 

v množství 600-2500 pg∙g-1 sušiny této řasy. Hordenin byl analyzován v řase Mastocarpus 

stellatus. Jeho množství je 1000–5500 pg∙g-1 sušiny. [13] 

V kravském mléce je obsah biogenních aminů (spermidin, spermin a putrescin) nízký [11], 

například u kravského plemene Busha je obsah biogenních aminů také nízký. Vzorky mléka 

obsahují 0,7–0,11 mg·kg⁻¹ kadaverinu a 0,15–0,18 mg·kg⁻¹ sperminu.[14] Velmi nízké 

koncentrace biogenních aminů byly detekovány ihned po dojení. Nárůst přirozeně se 

vyskytujících bakterií ovlivňuje teplota skladování. Po šesti dnech skladování je v syrovém 

i sterilizovaném mléce zkažená chuť u různých teplot skladování. Biogenní aminy se však tvoří 

pouze u syrového mléka u skladování na 10 °C, a to po šesti dnech. Akumulace putrescinu, 

tyraminu a histaminu je způsobena přítomností přirozeně se vyskytujícími mikroorganismy 

mléčného kvašení. [15] U krysího mléka je detekováno malé množství putrescinu (méně než 
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2,5 nmol∙ml-1) a sperminu (méně než 1 nmol∙ml-1). Spermidinu je v krysím mléce více a během 

laktace jeho množství stoupá. U mateřského mléka jsou koncentrace biogenních aminů zcela 

individuální. Koncentrace biogenních aminů se obecně příliš nemění během prvního měsíce 

laktace. Putrescin na konci čtvrtého měsíce laktace mírně stoupá. Zároveň stabilní zůstaly 

koncentrace spermidinu a sperminu. [16] 

1.1.3 Vznik ve fermentovaných potravinách  

Ve fermentovaných potravinách biogenní aminy vznikají dekarboxylací příslušných 

aminokyselin pomocí mikroorganismů, které mají substrátově specifické enzymy. [2] 

Mezi bakteriemi však nejsou příliš rozšířené aminokyselinové dekarboxylázy, avšak druhy 

mnoha rodů jsou schopny dekarboxylovat jednu či více aminokyselin. Jedná se například o druhy 

rodů Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia nebo také Lactobacillus. [17] 

Sýry jsou hned po rybách nejčastěji spojovány s otravou histaminem. Mezi různými druhy sýru 

se lišil obsah histaminu i tyraminu. Lišil se i obsah těchto aminů v rámci jednotlivých druhů. [5] 

Byly nalezeny různé biogenní aminy v různých druzích sýrů [5]. Ze Švýcarského sýra, který byl 

zapleten do otrav histaminem v roce 1980 v New Hampshire, byl izolován kmen Lactobacillus 

buchneri. Tento izolovaný kmen dokáže produkovat až 4070 nmol∙ml-1 histaminu v MRS bujónu 

doplněného o 0,1 % histidinu. [19]  

Nakrájené zelí obsahuje velké množství původní mikroflóry. Tato mikroflóra se liší v závislosti 

na době sklizně, zpracování a hygieně během zpracování. Dochází pak ke spontánnímu kvašení. 

V průběhu kvašení dochází k vývoji mikrobiální populace. Nejdříve probíhá aerobní kvašení, 

následováno fakultativně anaerobním kvašením. Nakonec dochází ke kvašení pomocí bakterií 

mléčného kvašení (Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc). To vede ke stabilnímu produktu. 

Kvůli různé variabilitě mikroflóry je očekáván i rozdílný obsah biogenních aminů. Při postupném 

vzniku mikropopulací se biogenní aminy (zejména putrescin) hromadí v nálevu kysaného zelí. 

[20], [2] Obsah histaminu v kysaném zelí byla naměřena na hladině 5,06 mg∙100 g-1. Tato hladina 

je nižší než hladina histaminu spojující s otravou histaminem (100 mg·100 g⁻¹). [20]  

Miso je fermentovaná pasta vyráběná ze sójových bobů a obilovin za přítomnosti soli. [22] 

Sójová pasta miso rovněž obsahuje biogenní aminy (histamin, fenethylamin, tyramin, tryptamin), 

které vznikají v průběhu fermentace. Na tvorbu biogenních aminů v tomto produktu má vliv 

obsah soli. [22] 

Ve zpracovaných masných výrobcích mohou být biogenní aminy ukazatelé nekvalitní suroviny. 

Mohou však také souviset s fermentačními procesy a mikrobiální aktivitou. [6] Fermentované 

masné výrobky vyrobené pomocí startovacích kultur Lactobacillus phmtarutn obsahují nižší 

množství biogenních aminů (17,21 µg∙g-1 sušiny histaminu a 66,35 µg∙g-1 sušiny tyraminu) 

v porovnání s výrobky s přídavkem glukon-D-laktonu (141 µg∙g-1 sušiny histaminu 

a 1249,16 µg∙g-1 sušiny tyraminu) a kontrolním vzorkem (18,64 µg∙g-1 sušiny histaminu 

a 1101,16 µg∙g-1 sušiny tyraminu). Současně tyto postupy mají vliv i na organoleptické vlastnosti 

těchto produktů. Klobásy s přídavkem glukon-D-laktonu vykazovaly nepříjemnou chuť lnu 

a byly hodnoceny jako méně přijatelné při senzorickém hodnocení. [23] Studie Maijala a Eerola 

poukazuje na zvýšené množství biogenních aminů během dozrávání sušených uzenin. V průběhu 

dozrávání bylo vyizolováno 42 kmenů mléčných bakterií. Většina amin-pozitivních kmenů 
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(kmen produkující biogenní aminy) byla izolována až na konci zrání spolu s nejvyššími 

hladinami aminů. V průběhu fermentace docházelo ke zvyšování koncentrace histaminu 

a tyraminu. Z celkového množství kmenů mléčných bakterií dokázalo 10 z nich produkovat 402–

1087 µg∙g-1 sušiny tyraminu a 4 z těchto deseti kmenů vyprodukovalo 725–1083 µg∙g-1 sušiny 

histaminu. Možností snížení hladiny vznikajících biogenních aminů by mohla být omezení 

počáteční hladiny biogenních aminů a omezení těchto kultur. [24] 

V červeném víně byla detekována přítomnost biogenních aminů v důsledku bakteriálního 

metabolismu. Mošty z odrůdy Villard noir obsahovaly nízké hladiny aminů ethanolaminu 

(2403,2 µg∙g-1) a tyraminu (482,3 µg∙g-1). Kadaverin ani histamin nebyl detekován, naopak, po 

alkoholovém kvašení byly detekovány v nejvyšším množství (510,9 µg∙g-1 kadaverinu 

a 1111,5 µg∙g-1 histaminu). Zároveň došlo k jejich snížení po přirozené malolaktické fermentaci 

(102,18 µg∙g-1 kadaverinu a 444,6 µg∙g-1 histaminu). V případě tyraminu došlo k navýšení jeho 

obsahu jak v případě alkoholové fermentace (2880,78 µg∙g-1), tak i v případě přirozené 

malolaktické fermentace (5075,66 µg∙g-1 ). Obsah putrescinu, agmatinu a ethanolaminu se 

navýšil v průběhu alkoholového kvašení (438,57 µg∙g-1 putrescinu, 319,57 µg∙g-1 agmatinu 

a 20767,20 µg∙g-1 ethanolaminu), ale v průběhu malolaktické fermentace k významným změnám 

nedochází. [25] 

1.1.4 Význam v lidském těle 

Některé biogenní aminy jsou důležité pro mnohé fyziologické funkce člověka i zvířat. Podílí se 

na regulaci tělesné teploty, dále regulují objem a pH žaludku a také mozkovou činnost [2]. 

1.1.5 Toxicita biogenních aminů 

I když biogenní aminy jako jsou histamin, tyramin nebo putrescin jsou důležité pro mnoho 

důležitých funkcí, mohou tyto biogenní aminy vykazovat i toxický charakter při konzumaci 

potravin s vysokým obsahem těchto aminů. Mezi účinky biogenních aminů jsou psychoaktivní, 

vazoaktivní a jiné účinky. Symptomy pro nadměrnou konzumaci biogenních aminů jsou 

nevolnost, potíže s dýcháním, pocení, návaly horka. Mezi další příznaky patří bušení srdce, 

bolest hlavy, jasně červená vyrážka a pálení v ústech [4]. Nejznámější potravinové otravy, 

které způsobí biogenní aminy souvisí s histaminem.  

První zaznamenaný případ otravy histaminem byl v Nizozemsku roku 1967. Tato otrava byla 

způsobena sýrem Gouda. [18] Za migrény a hypertenzní krize vyvolané u některých pacientů 

stravou mohly být způsobeny právě biogenními aminy, jako jsou tyramin nebo 3-fenylethylamin. 

Za původce několika otrav jídlem byl označen histamin. Tato intoxikace histaminem je 

způsobena potravinami s obsahem nadměrného množství tohoto aminu. S otravou histaminem je 

spojována konzumace ryb typu scombroid. Také jiné potraviny, například sýr, jsou spojovány 

s otravou histaminem. Ve fermentovaných potravinách (kysané zelí, víno, miso a další) je možný 

výskyt histaminu i jiných biogenních aminů. Mikroorganismus Lactobacillus buchneri by mohl 

být důležitý pro mléčný průmysl. Je důležitý kvůli účasti na případech otravy histaminem, které 

mají souvislost se sýry. Zvýšená toxicita histaminu se může zdát v případě přítomnosti dalších 

biogenních aminů v potravinách. Tyto další biogenní aminy mohou inhibovat enzymy, které 

metabolizují histamin v tenkém střevě. Četnost otrav histaminem je náročné odhadnout. A to 

z toho důvodu, že většina zemí nereguluje obsah histaminu v potravinách a také nevyžadují 
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oznámení v případě otravy. Navíc otrava histaminem je velmi podobná potravinové alergii. 

Otrava histaminem je tak i chybně diagnostikována. [18]  

1.2 Rybí omáčky 

1.2.1 Výroba rybích omáček 

Metabolismem sacharidů, lipidů a bílkovin vznikají typické a chuťové látky. V průběhu 

fermentace vzniká v rybách široká škála volných aminokyselin, peptidů, alkoholů, aldehydů, 

ketonů i esterů. K tomu jsou potřeba endogenní a mikrobiální enzymy. [26] Maximální 

legislativní obsah histaminu v rybích omáčkách je podle Nařízení komise (EU) č. 1019/2013 

kterým se mění příloha I nařízení (ES) č. 2073/2005, pokud jde o histamin v produktech rybolovu 

stanoven na 400 mg∙kg-1. [27] 

1.2.1.1 Výroba tradiční cestou 

Výroba rybí omáčky tradiční cestou je založena na principu spontánní fermentace bez použití 

startovacích kultur. Je fermentována směs ryb a soli v poměru 3:1. [28] Obvykle v průběhu 

fermentace nedochází ke kontrolním opatřením. To způsobuje kolísavou kvalitu výrobku. 

Aby rybí omáčka byla prvotřídní kvality, je potřebná úplná fermentace trvající přibližně 12–18 

měsíců. [29] Rod Carnobacterium byl dominantním rodem v průběhu prvních tří měsíců 

fermentace. Po šesti měsících jejich počet rychle klesá. Po 18 měsících se stal dominantním 

rodem Lentibacillus. To znamená, že v průběhu fermentace dochází ke změně mikrobiálních 

dominantních rodů v závislosti na době fermentace. [30] Dochází ke kombinovanému působení 

endogenních enzymů rybí tkáně a halotolerantních mikroorganismů podílejících se na degradaci 

bílkovin [28]. Pomocí proteáz, které pocházejí z ryb a halofilních bakterií, jsou během proteolýzy 

hydrolyzovány bílkoviny z ryb na peptidy a jednotlivé aminokyseliny. [31] Vzniklé peptidy 

a aminokyseliny dodávají chuť umami nebo hořkou chuť. [32] 

1.2.1.2 Průmyslová výroba 

Existují určité metody, jak zkrátit dobu fermentace a snížit náklady na výrobu. [26] Zkrátit dobu 

fermentace lze například snížením obsahu soli. V této rybí omáčce vzniklo velké množství 

volných aminokyselin (sladkých a umami) a biogenních aminů. Jako startovací kultura by mohl 

být použit mikroorganismus Tetragenococcus. [33] Druhým přístupem pro rychlou 

technologickou výrobu je použití stlačeného oxidu uhličitého pro regulaci růstu mikroorganismů. 

Touto cestou vyrobená rybí omáčka vykazuje příjemnou vůni. Byl snížen i obsah bakterií, 

biogenních aminů a štiplavých organických kyselin. Senzoricky byl snížena žluklá chuť, dále 

rybí, hnilobný a štiplavý zápach. [34] Další způsob zkrácení doby fermentace je použití 

startovacích kultur. Mohou být použity například Virgibacillus sp. SK33, Virgibacillus sp. SK37, 

Staphylococcus sp. SK1-1-5. Ve srovnání s kontrolním vzorkem bylo ve vzorku očkovaným 

Virgibacillus sp. SK33 o 50 % méně histaminu. Těkavé látky v naočkovaných vzorcích 

po 4 měsících fermentace měly podobný vzorec jako komerční produkt fermentovaný po dobu 

12 měsíců. [29] 

1.3 Technika DGT 

Technika DGT (Diffusive Gradient in Thin Film) byla od roku 1994 využívána především pro 

stanovení stopových kovů v životním prostředí v kombinaci s běžnými spektroskopickými 
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technikami. S postupným vývojem této techniky a rozšiřováním spektra používaných sorbentů 

se její využití rozšířilo i na další typy analytů, včetně organických látek. Poprvé byla využita na 

měření zinku v mořské vodě. [35] Hlavní výhodou této techniky jsou jednoduchost, citlivost 

a opakovatelnost. Dále také multielementární kapacita (pro více prvků současně) a možnost 

prekoncentrace. [36]  

1.3.1 Princip techniky DGT 

Technika DGT využívá sorpční vrstvu obsahující vhodný sorbent (např. iontoměnič), který má 

specifická vazebná místa pro cílové analyty. Tato sorpční vrstva je od analyzovaného roztoku 

oddělena difúzní vrstvou tvořenou iontově propustným gelem a ochrannou filtrační membránou. 

Transport analytů přes tuto vrstvu je řízen difúzí. 

Analyty difundují z vnějšího roztoku přes difúzní gel k sorpční vrstvě, kde se vážou na aktivní 

místa sorbentu a postupně se akumulují. Díky přesně definované tloušťce difúzní vrstvy 

a známému difúznímu koeficientu analytu je transport hmoty dobře popsán, což umožňuje 

kvantitativní stanovení koncentrace analytu v roztoku. [35], [38] 

Jednotlivé vrstvy jsou umístěny v držáku (pístu), obvykle vyrobeném z akrylonitril-butadien-

styrenu. Sorpční gel je umístěn na spodní části pístu, zatímco vrchní kryt obsahuje expoziční 

okénko o definované ploše, které je v kontaktu s analyzovaným roztokem (viz. obrázek 2). [39] 

 

Technika DGT byla původně vyvinuta pro stanovení stopových kovů ve vodách, půdách 

a sedimentech. Stanovovány jsou především labilní formy analytů, které jsou schopny 

difundovat přes difúzní vrstvu a následně se vázat na sorpční materiál. Transport analytů je 

ovlivněn jejich velikostí a difúzními vlastnostmi – menší a mobilnější částice difundují snadněji, 

zatímco větší nebo silně vázané formy mají transport omezený. Velikost pórů difúzního gelu lze 

částečně ovlivnit jeho složením, což umožňuje selektivitu vůči různým typům analytů. [41] 

Pro difúzní vrstvu lze použít různé typy hydrogelů. Zhang a Davison testovali například 

polyakrylamidové gely s různým stupněm zesíťování, agarósové gely nebo tzv. omezené gely 

Obrázek 2: Schématické znázornění DGT jednotky v klasickém uspořádání. [40] 



14 

 

s velmi malými póry (< 1 nm). Volba typu gelu závisí na konkrétní aplikaci a vlastnostech 

stanovovaných analytů. [42] 

Jak již bylo zmíněno, analyty difundují přes difúzní vrstvu o přesně definované tloušťce Δg do 

sorpční vrstvy, kde se vážou na funkční skupiny sorbentu. V průběhu expozice se v difúzní vrstvě 

ustavuje lineární koncentrační gradient mezi vnějším roztokem a povrchem sorpční vrstvy (viz 

obrázek 3), což je základní předpoklad pro kvantitativní vyhodnocení pomocí Fickova zákona 

difúze. [38] 

 

1.3.1.1 Tok iontů  

Zůstává-li gradient konstantní během doby nasycení, je možné podle Ficková prvního zákona 

difúze vypočítat tok iontů F z objemového roztoku přes difúzní vrstvu Δg [cm] podle rovnice (1) 

[38]: 

𝐹 = 𝐷 ∙
d𝑐

d𝑥
=

𝐷 ∙ (𝑐 − 𝑐0)

Δ𝑔
, (1) 

kde D [cm2∙s-1] je difúzní koeficient látky, která se analyzuje, c [ng∙cm-3] představuje koncentraci 

v objemovém roztoku a c0 [ng∙cm-3] je koncentrace analytu na povrchu sorpční vrstvy. Tloušťka 

difúzní vrstvy Δg [cm] se skládá z difúzní gelu, filtrační membrány a difúzní mezní vrstvy.  

Tok iontů může být také definován jako množství nasorbovaného iontu M [ng], které prošly 

difúzní plochou A [cm2], za dobu expozice t [s] [44] vyjádřené pomocí rovnice (2): 

Obrázek 3: Znázornění gradientu koncentrace analytu přes vazebnou sorpční a difúzní vrstvu v DGT 

v ustáleném stavu. [43] 
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𝐹 =
𝑀

𝐴 ∙ 𝑡
. (2) 

Hmotnost iontů prodifundovaných do vrstvy sorbentu M [ng] lze analyticky určit. Díky tomu lze 

kvantifikovat koncentraci v původním roztoku c [ng∙cm-3] spojením rovnic (1) a (2) ve tvaru: 

𝑐 =
𝑀 ∙ ∆𝑔

𝐷 ∙ 𝑡 ∙ 𝐴
, (3) 

kde D [cm2∙s-1] je difúzní koeficient látky, která se analyzuje, Δg [cm] je tloušťka materiálové 

difúzní vrstvy, A [cm2] je difúzní plocha, t [s] je doba expozice. [37] 

1.3.1.2 Difúzní koeficient 

Pro techniku DGT je difúzní koeficient důležitým parametrem. Tento parametr určuje rychlost 

transportu přes vrstvy k vazebnému gelu. Jsou rozlišovány koeficienty podle bariéry. Prvním je 

difúzní mezní vrstva o určité tloušťce δDBL, které náleží difúzní koeficient ve vodě Dw. Další 

vrstvou je filtrační membrána s tloušťkou δf, která má difúzní koeficient Df. Další a poslední 

vrstva je difúzní gel o tloušťce δg s difúzním koeficientem Dg. Často se stává, že difúzní 

koeficient filtrační membrány a gelu si jsou tak blízké, že lze nastavit jednu hodnotu difúzního 

koeficientu. Ale difúzní koeficient ve vodě je obvykle vyšší o 10–30 % než difúzní koeficient 

v gelech. Je nezbytné znát přesnou hodnotu difúzního koeficientu analytu pro správný výpočet 

koncentrace v roztoku. Je to nezbytné z toho důvodu, protože tok iontů podle Fickova zákona je 

přímo úměrný difúznímu koeficientu. Hodnoty difúzních koeficientů při různých teplotách lze 

snadno přepočítat. Také lze tyto hodnoty experimentálně stanovit pomocí akumulace hmotnosti 

analytu v čase. Sklony přímek odrážejí difúzní koeficient konkrétní látky. V pravidelných 

intervalech jsou stanoveny koncentrace v zásobním roztoku c a hmotnost prošlého analytu M. 

Do grafu se vynese závislost M/c na čase t. Ze směrnice přímky k je vypočítán difúzní koeficient 

podle rovnice (4) upravené z [38]: 

𝐷k =
𝑘 ∙ ∆𝑔

𝐴
, (4) 

kde Dk [cm2∙s-1] je experimentální difúzní koeficient analytu, k [ml∙s-1] je směrnice přímky, 

Δg [cm] je tloušťka materiálové difúzní vrstvy a A [cm2] je difúzní plocha. [38] 

1.3.1.3 Difúzní mezní vrstva 

Difúzní mezní vrstva představuje tenkou vrstvu roztoku na rozhraní mezi vnějším roztokem 

a povrchem DGT zařízení, ve které je proudění výrazně omezeno a transport analytů je řízen 

převážně difúzí. Tloušťka této vrstvy závisí na hydrodynamických podmínkách systému – ve 

stojatých roztocích se obvykle pohybuje v rozmezí přibližně 0,1–1 mm, zatímco při intenzivním 

míchání dochází k jejímu ztenčování. Difúzní mezní vrstva je přítomna i za dynamických 

podmínek, avšak její tloušťka je výrazně menší. Vliv difúzní mezní vrstvy není zanedbatelný, 

a proto je nutné ji zohlednit při výpočtu koncentrací pomocí techniky DGT, zejména za 

podmínek omezeného proudění, aby byla zajištěna přesnost stanovení. Difúzní mezní vrstvu lze 

experimentálně stanovit na základě předpokladu, že celkový odpor proti difúzi analytu je dán 

součtem odporů jednotlivých vrstev, tedy difúzního gelu, filtrační membrány a vnější difúzní 

mezní vrstvy. Experimentálně se tloušťka difúzní mezní vrstvy určuje pomocí souboru DGT 
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jednotek s různou tloušťkou difúzního gelu, které jsou vystaveny stejným podmínkám (proudění 

a koncentrace analytu). Následně se sestrojí graf závislosti převrácené akumulované hmotnosti 

1/M na tloušťce difúzní vrstvy Δg. Z lineární závislosti lze ze směrnice a absolutního členu 

b vypočítat tloušťku difúzní mezní vrstvy δ podle příslušného vztahu (5): 

𝛿 =
𝑏 ∙ 𝐷w

𝑎 ∙ 𝐷k
, (5) 

kde Dw [cm2∙s-1] je difúzní koeficient analytu ve vodě, Dk [cm2∙s-1] je experimentální difúzní 

koeficient analytu v gelu. [38] 

1.3.2 Agarósový gel 

Agarósa je lineární polysacharid, který je izolován z červených mořských řas rodu Rhodophyta. 

Základní jednotkou agarósy je agarobiósa. Agarobiósa je disacharid, který je složen z 1,3-vázané 

β-D-galaktopyranózy a 1,4-vázané 3,6-anhydro-α-L-galaktopyranózy. [45] Agarósa je důležitá 

pro biomedicínské aplikace. A to proto, že má reverzibilní teplotně citlivé gelační chování. Má 

také vynikající mechanické vlastnosti a biologickou aktivitu. Velikost póru v gelu lze ovlivnit 

koncentrací agarósy. [46] Při gelaci vodného roztoku agarósy při ochlazování roztoku dochází 

ke vzniku dvojitých šroubovic ze dvou agarósových jednotlivých řetězců stabilizovaných 

vodíkovými můstky. Následně dochází k seskupování dvojitých šroubovic do husté trojrozměrné 

sítě. [48] Schéma zesítění lze vidět na obrázku (obrázek 4). Mechanické vlastnosti agarósového 

hydrogelu jsou vůči iontům v přítomnosti gelu stabilní. Ale přidáním podpůrných solí se mění 

elasticita gelu, především u kompresního namáhání. [49] Agarósový gel byl testován pro použití 

v DGT jako levnější a ekologičtější varianta namísto polyakrylamidového gelu, který je 

karcinogenní. Tato možnost také nabízí jednodušší výrobní proces. [50] Agarósový difúzní gel 

pro DGT byl použit a testován pro organické molekuly. Difúze vykazovala lineární charakter pro 

tyto molekuly. Agarósový gel je tedy možné spolehlivě použít na DGT techniku pro organické 

molekuly. [51] 



17 

 

 

Obrázek 4: Struktura a mechanismus gelace agarósy, převzato a upraveno z [52] 

1.3.3 Sorbent 

Sorpční procesy zahrnují mechanismy, při nichž dochází k zachycování látek na nebo v jiné fázi, 

a dělí se na adsorpci a absorpci. Adsorpce je mezifázový jev, při kterém se molekuly jedné látky 

hromadí na povrchu jiné látky, obvykle pevné. Transport látek k povrchu sorbentu je zpravidla 

řízen difúzí. Absorpce naopak představuje proces, při kterém látka proniká do objemu jiné fáze. 

Adsorpce se dále dělí na fyzikální adsorpci a chemisorpci. [53] Fyzikální adsorpce je založena 

na slabých intermolekulárních interakcích, jako jsou van der Waalsovy síly nebo elektrostatické 

interakce, je obvykle rychlá a vratná a nedochází při ní ke vzniku chemických vazeb. Naproti 

tomu chemisorpce zahrnuje vznik chemických vazeb mezi adsorbátem a povrchem sorbentu, je 

specifičtější a často méně vratná. Adsorpce může probíhat jak z plynné, tak z kapalné fáze. 

V případě kapalného prostředí je proces ovlivněn interakcemi s rozpouštědlem a dalšími 

složkami matrice, jako je pH nebo iontová síla roztoku. [53], [54] 

1.3.3.1 Adsorpční (neiontové) sorbenty 

Adsorpční (neiontové) sorbenty jsou často využívány například při extrakci na tuhé fázi (SPE). 

Jsou navrženy tak, aby umožňovaly přístup molekul do své pórovité struktury, přičemž transport 

do pórů je řízen difúzí. Sorpce je ovlivněna nejen velikostí molekul, ale také jejich chemickými 

vlastnostmi, zejména polaritou a schopností interagovat s povrchem sorbentu. [55] Sorpční 

kapacita těchto materiálů závisí především na měrném povrchu, velikosti a distribuci pórů 

a chemickém charakteru povrchu. Obecně platí, že vyšší měrný povrch vede k vyšší sorpční 

kapacitě. [56]  

Významným zástupcem této skupiny je Amberlite XAD-16N, což je neiontová porézní 

pryskyřice na bázi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu. Divinylbenzen zajišťuje zesíťování 

polymerní struktury a vytváří stabilní trojrozměrnou síť. Adsorpce na tomto materiálu probíhá 

převážně na principu fyzikální adsorpce, která je založena na slabých intermolekulárních 

interakcích, zejména van der Waalsových silách a hydrofobních interakcích mezi analytem 

a povrchem sorbentu. Tento mechanismus nevede ke vzniku chemických vazeb a je proto 
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obvykle vratný. Díky vysokému měrnému povrchu (přibližně 800 m²·g⁻¹) a vhodné velikosti 

pórů (cca 150 Å) je tento sorbent vhodný zejména pro adsorpci hydrofobních organických látek 

z vodných roztoků. Velikost částic se pohybuje v rozmezí 20–60 mesh. [57], [58]  

1.3.3.2 Iontoměničové sorbenty 

Iontoměniče jsou materiály nerozpustné ve vodě, které jsou schopny vyměňovat ionty s okolním 

roztokem. Nejčastěji se jedná o syntetické pryskyřice složené z polymerní matrice 

(např. polystyrenové nebo polyakrylové) a funkčních skupin, které zajišťují iontově výměnnou 

schopnost. 

Podle typu funkčních skupin se rozlišují například silně kyselé kationtoměniče obsahující 

sulfonové skupiny a slabě kyselé kationtoměniče s karboxylovými skupinami. Princip jejich 

funkce spočívá v reverzibilní výměně iontů mezi roztokem a funkčními skupinami na povrchu 

sorbentu, přičemž dochází k zachování elektroneutrality systému. [59] 

Představitelem této skupiny je Dowex® 50W-X8, což je silně kyselá kationtoměničová 

pryskyřice na bázi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu. Sulfonové skupiny přítomné 

v polymerní matrici slouží jako aktivní vazebná místa. [60] Označení 50W udává typ pryskyřice, 

zatímco X8 vyjadřuje stupeň zesíťování (8 %) divinylbenzenem, který ovlivňuje mechanické 

vlastnosti a propustnost materiálu. [60, 61]  

Tento sorbent se běžně využívá například při změkčování vody, kde zachycuje kationty vápníku 

a hořčíku, nebo při demineralizaci. Po vyčerpání kapacity je nutná regenerace, obvykle pomocí 

roztoků kyselin nebo solí. [59, 62] 

1.4 Kapilární zónová elektroforéza 

Arne Tiselius představil elektroforézu jakožto separační techniku v roce 1937. [63] Ten ji poprvé 

využil na zkoumání migrace proteinových směsí ve zkumavkách s pufrem [64]. Tato technika 

byla definována jako rozdílný pohyb nabitých částic v elektrickém poli. Rozdílný pohyb iontů 

vzniká v důsledku jejich přitahování nebo odpuzování. Arne Tiselius zjistil, že v elektrickém poli 

složky vzorku migrují směrem a rychlostí, která odpovídá náboji a pohyblivosti. Gelová 

elektroforéza má dlouhé časy analýzy a nízkou účinnost. Z tohoto důvodu se přešlo k separaci 

v úzkých kapilárách. Kapiláry mají vysoký elektrický odpor. Pak je tedy možné použít velmi 

silná elektrická pole (100–500 V·cm⁻¹). [65] 
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1.4.1 Elektroosmotický tok 

Elektroosmotický tok je jev, při kterém dochází díky malé difúzi k pohybu celého roztoku 

v kapiláře ve formě pístu (viz. obrázek 5). Vzniká jako důsledek působení elektrického pole na 

elektrickou dvojvrstvu na vnitřní stěně. Povrch kapiláry je za normálních podmínek záporně 

nabitý a tok směřuje od anody ke katodě. Elektroosmotický tok unáší téměř všechny částice 

stejným směrem. Kationty, anionty i neutrální částice mohou být analyzovány v jednom běhu. 

A to je jeho velká výhoda. Při kapilární zónové elektroforéze je kapilára naplněna elektrolytem. 

Vzorek je dávkován na začátek kapiláry. Po zapnutí napětí dochází podle odlišných rychlostí 

migrace k separaci složek v oddělených zónách. [66] 

Obrázek 5: Profil proudění a odpovídající zóny rozpuštěných látek poháněné elektrickým 

proudem (A) a tlakem (B). Převzato a upraveno z [66] 

1.4.2 Kapiláry 

Jako materiál kapiláry se používá tavený křemen (fused silica). Je dostatečně chemicky 

i elektricky inertní a propouští UV záření. Tyto trubičky mají velmi malý vnitřní průměr (obvykle 

25–150 µm) a bez úpravy jsou velmi křehké. Aby kapiláry nebyly tak křehké, potahují se 

elastickou vrstvou polyimidů z vnější strany. Ale pro optickou detekci je nutné vytvořit okénko. 

To se vytváří tak, že polyamidová vrstva je spálena elektrickým obloukem nebo elektricky 

zahřátým drátem. V místě okénka dochází k poklesu odolnosti kapiláry a je na tom místě křehká. 

Pro zkrácení doby analýzy by se měla používat co nejkratší délka [67], ale dostatečně dlouhá, 

aby bylo dostatečné rozlišení separovaných iontů 

1.4.3 Vodivostní detektor 

Pro anorganické ionty a organické kyseliny je vhodný vodivostní detektor. Kontaktní měření 

vodivosti je pro úzké kapiláry nevhodné. To vedlo k vývoji bezkontaktních vodivostních 

detektorů. Detekční elektrody jsou tvořeny dvěma kovovými objímkami. Ty jsou umístěny těsně 

kolem kapiláry za sebou. Je využíváno vysokofrekvenční střídavé napětí, aby signál prošel 

stěnou kapiláry. Elektrody tedy nejsou v přímém kontaktu s elektrolytem nebo vzorkem. 
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Tímto detektorem je možné měřit malé anorganické ionty, malé sacharidy nebo aminokyseliny. 

Detekční limity mohou být v řádech až ppb. [68] 

1.5 Stanovení biogenních aminů v potravinách 

Stanovení biogenních aminů v potravinách je náročné, hlavně u pevných potravin, jako jsou 

například sýry nebo ryby. Byla vyvinuta metoda pro analýzu biogenních aminů v sýrech pomocí 

HPLC-DAD s derivatizací pomocí dansyl chloridu. Příprava vzorku byla však složitá. Bylo nutné 

vzorek homogenizovat, extrahovat do 0,2M kyseliny chloristé, následně byl vzorek 

centrifugován a supernatant byl smíchán s uhličitanem sodným. Následně proběhla derivatizace 

pomocí dansyl chloridu a vzorek byl ponechán v temnu. Pro zastavení reakce byl přidán L-prolin. 

[69] Metoda byla použita na analýzu sýrů z polského maloobchodu. Byl detekován kadaverin 

a putrescin 6,12–2871 mg/kg, resp. 5,74–441 mg∙kg-1. Tyraminu bylo nalezeno v koncentracích 

5,62–646 mg∙kg-1 a histamin překračoval limit 100 mg∙kg-1.[70] Pro analýzy vína byla využita 

například RP-HPLC. Příprava vzorku také nebyla jednoduchá. Disíran draselný byl smíchán 

s roztokem standardů biogenních aminů a doplněn vínem. Směs byla míchána. Poté se vzala část 

vzorku a byla smíchána s roztokem tosylchloridu a triethylaminu. Byl dále přidán acetonitril 

a směs byla míchána. Pote se směs filtrovala přes membránový filtr. V červeném víně bylo 

detekováno 2,13 mg∙l-1 putrescinu, 2,17 mg∙kg-1 histaminu, kadaverinu bylo detekováno 

1,31 mg∙kg-1 a tyraminu 0,877 mg∙kg-1. [71] Rybí omáčky byly analyzovány pomocí RP-HPLC 

s předkolonovou derivatizací s fluorescenční detekcí. Bylo detekováno 0–729 mg kg–1,  

0–1178 mg kg–1 tyraminu, 0-1178 mg kg–1 putrerscinu a 0-1429 mg kg–1 kadaverinu. [72] 

Kapilární elektroforézou byly stanovovány biogenní aminy v pivu. Příprava vzorku piva je 

náročnější. Vzorek je nejdříve derivatizován uhličitanovým pufrem, dále smíchán s dalšími 

roztoky a ponechán po dobu dvou hodin v lázni o teplotě 50°C. Následně proběhla analýza na 

kapilární zónové elektroforéze s fluorescenční detekcí. Obsah biogenních aminů byl různý podle 

typu piva a podle fáze výrobního procesu. [73] Co se týkalo stanovení biogenních aminů ve víně 

pomocí kapilární zónové elektroforézy, tak víno bylo prvně nutné vyčistit. Bylo nutné odstranit 

fenolické látky pomocí poly(vinylpyrrolidonu). Směs byla promíchána a následně 

centrifugována. Supernatant byl filtrován přes membránu vyrobenou z celulósy. Vzorek byl 

přímo analyzován. [74] Pomocí kapilární zónové elektroforézy byly analyzovány rybí omáčky 

po stanovení biogenních aminů. Rybí omáčka byla před analýzou pouze filtrována přes 

celulósový filtr a naředěna vodou. Koncentrace histaminu v rybích omáčkách byla 120 mg kg–1 

a koncentrace tyraminu byla 50 mg kg–1. [75]  

  



21 

 

EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

1.6 Chemikálie 

Název Mr [g·mol-1] Čistota Výrobce 
Země 

původu 
CAS číslo 

Kyselina 

octová 
60,05 >99,8% 

Sigma 

Aldrich 
Německo 64-19-7 

Amberlite® 

XAD16N 
- - 

Sigma 

Aldrich 
Francie  9003-69-4 

Dowex® 50W-

X8, hydrogen 
- - BIO-RAD 

Spojené státy 

americké 
- 

Agarósa 630.5 Čistý 
Sigma 

Aldrich 

Spojené státy 

americké 
9012-36-6 

Histamin 

dihydrochlorid 
184,1 >99 % 

Sigma 

Aldrich 
Čína 56-92-8 

Kadaverin 

dihydrochlorid 
175,1 ~98 % 

Sigma 

Aldrich 
Švýcarsko 1476-39-7 

Putrescin 

dihydrochlorid 
161,1 ≥98 % 

Sigma 

Aldrich 
Švýcarsko 333-73-2 

Tyramin 

hydrochlorid 
173,6 ≥98 % 

Sigma 

Aldrich 
Švýcarsko 60-19-5 

Hydroxid 

draselný 
56,11 >85 % 

Lach-Ner, s. 

r. o. 

Česká 

republika 
1310-58-3 

1.7 Postupy 

1.7.1 Výběr elektrolytu 

Byl připraven zásobní roztok kyseliny octové o koncentraci 10 M v objemu 20 ml. Z tohoto 

roztoku byly připraveny 3 roztoky elektrolytu o objemech 5 ml o koncentracích 1,5; 3 a 6 M. 

Následně bylo připraveno 10 ml roztoku biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin, 

tyramin) o koncentraci 50 mM a anorganických kationtů (amonný, draselný, sodný, vápenatý, 

hořečnatý) o koncentraci 15 mM. Následně bylo napipetováno 200 µl tohoto roztoku 

do polypropylenové (PP) vialky (Agilent CE PP vial, Agilent, Německo). Vialka byla uzavřena 

septem a roztok byl analyzován na kapilární zónové elektroforéze Agilent Technologies 

7100 Capillary Electrophoresis instrument, Agilent, Německo. (viz. obrázek 6) za použití 

různých elektrolytů.  
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Tabulka 1: Parametry analýzy na kapilární zónové elektroforéze Agilent Technologies 7100 Capillary 

Electrophoresis 

Parametr analýzy 
Agilent Technologies 7100 

Capillary Electrophoresis 

Základní elektrolyt 3M kyselina octová 

Teplota  25 °C 

Výkon 6 W 

Napětí 20 kV 

Proud  300 µA 

Doba analýzy 6 min 

Kapilára 

Křemenná potažená polyamidovým 

polymerem, 50 µm id (35 cm 

efektivní délka) celková délka 

50 cm 

promývání 80 s deionizovaná voda, 10 s BGE 

Detektor C4D 

Dávkování 20 mbar/5s 

Obrázek 6: Přístroj kapilární zónové elektroforézy. 
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1.7.2 Výběr sorbentu 

Byl připraven směsný roztok biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin a tyramin) 

o koncentracích 100 mg·l⁻¹ do objemu 10 ml do skleněné 20ml vialky se šroubovacím víčkem. 

Bylo odebráno 100 µl do PP vialky, bylo do ní přidáno 100 µl deionizované vody a vialka byla 

zavřena septem. A vzorek byl analyzován v čase T0 minut. Následně bylo naváženo 100 mg 

sorbentu (na principu fyzikální sorpce Amberlite® XAD16N/iontoměničový Dowex® 50 W8, 

viz obrázek 7) do skleněné 20 ml vialky (20ml EPA Screw Neck Vial, Chromservis). Následně 

byl k sorbentu přilit připravený roztok biogenních aminů a vialka byla třepána na třepačce (300 

rpm) po 20 min, kdy byl proveden kontrolní odběr 100 µl do PP vialky, bylo k ní přidáno 100 µl 

deionizované vody a vialka byla uzavřena septem. Roztok byl analyzován za vybraných 

podmínek na kapilární zónové elektroforéze. Pokud bylo nutné, roztok byl ponechán déle 

sorbován až po dobu tří hodin a byly prováděny kontrolní odběry pro sledování změny 

koncentrace roztoku. Po třech hodinách byla sorpce ukončena. Následně byl vybrán vhodný 

sorbent pro další experimenty. 

1.7.3 Výběr elučního činidla 

Sorpce probíhala podle již uvedeného postupu s vybraným sorbentem Dowex® 50W (1.7.2). 

Následně byl připraven roztok elučního činidla 1M hydroxidu amonného. Byl odebrán vzorek 

100 µl do PP vialky, bylo přidáno 100 µl deionizované vody a vialka byla uzavřena septem. 

Byla provedena eluce po dobu 60 minut do 2 ml elučního činidla ve stejné vialce se šroubovacím 

víčkem. Po uplynutí této doby byl opět odebrán vzorek 100 µl do PP vialky, smíchán se 100 µl 

deionizované vody a vialka byla uzavřena septem. Tento připravený vzorek byl analyzován 

a vyhodnocen. Stejným způsobem proběhl experiment s 0,25M hydroxidem sodným, 1M 

hydroxidem lithným, 3M kyselinou octovou a 1M hydroxidem draselným. Následně bylo 

vybráno vhodné eluční činidlo.  

Obrázek 7: Sorbent na principu iontové výměny Dowex® 50X 8 (vlevo) a sorbent na principu fyzikální 

adsorpce Amberlite® XAD16N (vpravo). 
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1.7.4 Příprava sorpčního agarósového gelu 

Z roztoku 1M kyseliny dusičné bylo vytaženo 6 skleněných destiček a 3 teflonové distanční 

vložky (spacer) s tloušťkou 50 µm a byly opláchnuty vodou a ponechány volně uschnout. 

Následně byl mezi dvě skla umístěn spacer. Skla držely při sobě svorkami na papír  

(viz. obrázek 8) 

Do skleněné 10 ml zkumavky bylo naváženo 0,7 g sorbentu Dowex® 50 W. Do Erlenmayerovy 

baňky bylo naváženo 0,4 g agarósového prášku (viz. obrázek 9) a bylo k němu přidáno 20 ml 

deionizované vody. Erlenamyerova baňka byla zahřívána ve vodní lázni do rozpuštění agarósy, 

tak, aby nedošlo k varu. Před pipetováním gelu s adsorbentem byla připravená skla nahřáta nad 

vařičem pro usnadnění pipetování gelu mezi dvěma skly. Následně bylo pomocí 5ml pipety 

napipetováno 5 ml roztoku 2% agarósy do zkumavky s naváženým sorbentem. Tato zkumavka 

byla vortexována (2500 min-1) do homogenního roztoku. Následně byl roztok opět pomalu 

pipetován mezi připravená skla, aby nevznikly bublinky. Takto připravené hydrogely byly 

ponechány vychladnout ve vodorovné poloze, aby nedošlo k sedimentaci částic a byla zachována 

homogenita. 

Po vychladnutí bylo sejmuto jedno ze skel a byla vykrájena kolečka o průměru 2,5 cm. Byl 

odejmut přebytečný hydrogel a kolečka byla následně pomocí proudu vody ze střičky vyplaveny 

do nádoby s vodou pro jejich uchování. 

Obrázek 8: Složené 2 skleněné destičky s umístěným spacerem, které drží pomocí klipů na 

papír. 
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1.7.5 Příprava difúzního agarosového gelu 

Z roztoku 1M kyseliny dusičné bylo vytaženo 6 skleněných destiček a 3 teflonové spacery 

s tloušťkou 0,25; 0,50 a 0,80 mm a byly opláchnuty vodou a ponechány volně uschnout. 

Následně byl mezi dvě skla umístěn spacer. Skla držely při sobě svorkami na papír.  

Do Erlenmayerovy baňky bylo naváženo 0,4 g agarósového prášku a bylo k němu přidáno 20 ml 

deionizované vody. Erlenmayerova baňka byla zahřívána ve vodní lázni do rozpuštění agarósy, 

tak, aby nedošlo k varu. Byly nahřátá připravená skla nad vařičem pro usnadnění pipetování gelu 

mezi dvěma skly. Následně bylo pomocí 5ml pipety pomalu napipetováno 5 ml roztoku 

2% agarósy mezi připravená skla tak, aby nevznikly bublinky. Takto připravené hydrogely byly 

ponechány vychladnout ve vodorovné poloze. 

Po vychladnutí bylo sejmuto jedno ze skel a byla vykrájena kolečka o průměru 2,5 cm. Kolečka 

byla následně pomocí proudu vody ze střičky vyplaveny do nádoby s vodou pro jejich uchování. 

Příprava DGT jednotky 

Na píst byl umístěn sorpční disk tak, aby částice sorbentu byly na vnější straně. Na sorpční gel 

byl umístěn difúzní gel. Jednotka byla uzavřena vnějším krytem s okénkem (viz. obrázek 10). 

Bylo nutné zajistit, aby mezi gely nebyla vzduchová bublinka nebo nečistoty.  

 

Obrázek 9: Prášek agarósy pro přípravu sorpčních a difúzních gelů. 
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1.7.6 Sorpce na disk bez difúzního gelu 

Bylo připraveno 10 ml roztoku směsi biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin, tyramin) 

o koncentracích 100 mg·l⁻¹ každého z nich do skleněné 20ml vialky se šroubovacím víčkem. Byl 

odebrán vzorek o objemu 100 µl do PP vialky, bylo přidáno 100 µl vody a vialka byla uzavřena 

septem. Vzorek byl analyzován. Do této vialky byl přidán sorpční disk a vialka byla třepána na 

třepačce (300 rpm) po dobu 60 minut. Následně byl opět odebrán vzorek 100 µl a 2x zředěn 

do PP vialky a analyzován. Kapalina byla ze skleněné vialky vylita, disk a vialka byly l promyty 

10 ml vody. Poté byly do vialky napipetovány 2 ml elučního činidla. Byl odebrán vzorek 100 µl 

elučního činidla do PP vialky společně s 100 µl vody. Vzorek byl analyzován. Vialka se sorpčním 

diskem byla opět třepána po dobu 60 min. Po této době byl opět odebrán vzorek podobně jako 

na začátku a analyzován. 

1.7.7 Přečištění rybí omáčky metodou sorpce 

1.7.7.1 Ředěná nepřečištěná rybí omáčka 

Rybí omáčka Orient Gourmet byla 25x a 50x zředěná na 20 ml hydroxidem draselným tak, aby 

výsledná koncentrace hydroxidu draselného byla 1 M. Z těchto roztoků byl odebrán vzorek, 

který byl 2x zředěn deionizovanou vodou na objem 200 µl do PP vialky a vialka byla uzavřena 

septem. Vzorek byl analyzován na kapilární zónové elektroforéze. 

1.7.7.2 Přečištění rybí omáčky 

Byly zvoleny přístupy přečištění rybí omáčky-sorpce na volný adsorbent, adsorbent 

v agarósovém gelu a DGT jednotky. Bylo připraveno 50 ml roztoku 50x zředěné rybí omáčky. 

Tento roztok rybí omáčky byl rozpipetován po 10 ml do skleněných 20ml vialek se šroubovacím 

víčkem a do kádinky o objemu 100 ml. Do jedné vialky bylo nasypáno 3,44 mg sorbentu, 

do druhé vialky byl umístěn sorpční gel a do 100ml kádinky byla umístěna DGT jednotka 

s difúzním gelem o tloušťce 0,5 mm a zakryta parafilmem. Vialky byly třepány 60 minut na 

třepačce (300 rpm). Následně byl původní roztok odlit a do vialek bylo napipetováno 2 ml 1M 

Obrázek 10: Rozložený píst a kryt s okénkem a složený píst. 
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roztoku hydroxidu draselného. Roztok byl opět třepán 60 minut na třepačce (300 rpm). Po této 

době bylo z každé vialky odebráno 100 µl roztoku do PP vialky a roztok byl zředěn 2x 

deionizovanou vodou. Vialka byla uzavřena septem a vzorek byl analyzován. 

1.7.8 Validační experimenty 

1.7.8.1 Kinetika pro sorpce s využitím difúzního gelu (DGT) a bez něj 

Pro sorpční kinetiku bylo připraveno 100 ml roztoku směsi biogenních aminů (putrescin, 

histamin, kadaverin a tyramin) o koncentracích 250 mg·l⁻¹. Následně byl roztok rozpipetován 

do tří skleněných 20 ml vialek se šroubovacím víčkem a do tří 100ml kádinek po 10 ml roztoku. 

Do skleněných vialek byl vložen sorpční agarósový disk a do kádinek byly vloženy DGT 

jednotky s difúzním gelem o tloušťce 0,5 mm. Kádinka byla zakryta parafilmem. Byly odebírány 

vzorky po 0; 3; 7; 15; 30; 45; 60 minutách sorpce a dál po 20 minutách po dobu 120 min pro 

sorpční gel 180 minut pro DGT jednotky dokud odezvy měřených koncentrací nevykazovaly 

stabilní trend. Bylo odebíráno 50 µl a vzorek byl ředěn 2x deionizovanou vodou do PP vialek. 

Následně byl roztok odlit. DGT jednotka byla rozebrána. Všechny sorpční disky byly po oplachu 

deionizovanou vodou umístěny do skleněných 20ml vialek a byly přidány 2 ml elučního činidla. 

Vialky byly třepány na třepačce (300 rpm). Byly odebírány vzorky po 0; 3; 7; 15; 30; 45; 60 

minutách eluce a dál po 20 minutách pod dobu 120 minut do ustálených hodnot odezev 

koncentrací. Bylo odebíráno 50 µl a vzorek byl ředěn 2x deionizovanou vodou do PP vialek. 

Následně byla určena optimální doba sorpce a eluce.  

1.7.8.2 Eluční faktor  

Bylo připraveno 50 ml roztoku směsi biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin 

a tyramin) o koncentracích 10 mg·l⁻¹. Následně byl do tří 20ml vialek se šroubovacím víčkem 

rozpipetován roztok po 10 ml roztoku. Před vložením adsorpčního disku byl odebrán vzorek pro 

analýzu na kapilární zónové elektroforéze a 2x zředěn deionizovanou vodou. Vzorek byl 

analyzován. Do vialek byl vložen sorpční disk a vialky třepány na třepačce (300 rpm) po dobu 

60 min. Po 60 minutách byl opět odebrán vzorek stejným způsobem a analyzován. Původní 

roztok byl z vialky vylit a disk byl opláchnut vodou. Do vialky s diskem bylo nalito 10 ml ml 

elučního činidla a byl opět odebrán vzorek stejným způsobem a vzorek byl analyzován. Vialky 

byly opět třepány na třepačce (300 rpm) po dobu 60 min. Po 60 minutách byl opět odebrán vzorek 

stejným způsobem a vzorek byl analyzován. Byl stanoven eluční faktor podle rovnice (6): 

𝑓e =
𝑐e ∙ 𝑉e

(𝑐s0 − 𝑐s60) ∙ 𝑉0
, 6 

kde ce [mg·l⁻¹] je koncentrace eluátu, Ve [l] je objem elučního činidla, cs0 [mg·l⁻¹] je koncentrace 

roztoku před sorpcí, cs60 [mg·l⁻¹] je koncentrace roztoku po 60 minutách sorpce a V0 [l] je objem 

počátečního roztoku. 

1.7.8.3 Prekoncentrační krok 

Byl připraven roztok směsi biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin a tyramin) 

o objemu 100 ml o koncentraci 250 mg·l⁻¹. Roztok byl rozpipetován do devíti 20ml skleněných 

vialek po 10 ml roztoku. Opět byl odebrán vzorek 100 µl a analyzován. Do vialek byl umístěn 



28 

 

sorpční disk a roztoky byly třepány po dobu 60 minut. Po uplynutí doby byl opět odebrán vzorek 

stejným způsobem. Roztok byl z roztoku vylit a disky byly opláchnuty vodou. Následně bylo 

do vialek napipetováno eluční činidlo. Do tří vialek byly napipetovány 2 ml elučního činidla, 

do dalších tří 5 ml elučního činidla a do tří vialek bylo napipetováno 10 ml elučního činidla. 

Byly odebrány vzorky 50 µl a 2x zředěny do PP vialek a analyzovány. Vialky se sorpčním 

diskem byly třepány na třepačce (300 rpm) po dobu 60 minut. Následně byly opět odebrány 

vzorky k analýze obdobně jako v předchozích případech. Byla vyhodnocena účinnost 

prekoncentrace. 

1.7.8.4 Vliv pH na sorpci  

Bylo připraveno 50 ml roztoku směsi biogenních aminů (putrescin, histamin, kadaverin 

a tyramin) koncentraci o 1 g·l⁻¹. Následně byl roztok rozpipetován do devíti skleněných vialek 

se šroubovacím víčkem po 2,5 ml. Následně byl roztok doplněn deionizovanou vodou na objem 

9 ml. Následně bylo ve třech vialkách upraveno pH pomocí kyseliny chlorovodíkové (1M) na 

pH 3 a ve třech dalších vialkách bylo pH upraveno pomocí 1M hydroxidu sodného na pH 11. 

Třetí trojice vialek zůstala bez úpravy (pH 5). Vialky byly doplněny deionizovanou vodou na 

objem 10 ml. Byl odebrán vzorek 100 µl do PP vialky a vzorek byl 2x zředěn a analyzován. 

Do vialek byl umístěn sorpční disk a vialky byly třepány 60 minut na třepačce (300 rpm). 

Po uplynutí doby byl opět odebrán vzorek stejným způsobem. 

1.7.8.5 Sorpční izotermy a sorpční kapacita 

Byly připraveny roztoky směsi biogenních aminů v triplikátech do skleněných 20ml vialek 

o objemu 10 ml a koncentracích 10; 25; 50; 100; 150; 200; 250 mg·l⁻¹. Z každé koncentrace byl 

odebrán vzorek 100 µl a 2x zředěn do PP vialky a vzorek byl analyzován. Následně probíhala 

sorpce po dobu 60 minut na třepačce (300 rpm). Po této době byl odebrán vzorek a zpracován 

jako na začátku. Následně byl z vialek vylit původní roztok, vialky a disky byly opláchnuty 

vodou. Do vialek bylo napipetováno 10 ml elučního činidla. Opět byl odebrán vzorek 

a analyzován jako na začátku. Disky byly eluovány na třepačce (300 rpm) po dobu 60 minut. 

Po uplynutí této doby byl odebrán vzorek, zpracován stejně jako na začátku a analyzován.  

1.7.8.6 Difúzní koeficient 

Byl připraven roztok o objemu 2 l o koncentraci 10 mg·l⁻¹ biogenních aminů. Bylo sestaveno 15 

DGT jednotek s difúzním gelem o tloušťce 0,5 mm. DGT jednotky byly umístěny na nosič 

a přemístěny do plastové nádobky, ve které byl prováděn experiment (viz. obrázek 11). 

Do krabice bylo umístěno magnetické míchadlo. Do krabice byl nalit roztok biogenních aminů 

tak, aby DGT jednotky byly ponořeny (1430 ml). Nádoba byla umístěna na magnetickou 

míchačku a roztok byl míchán na 300 rpm. Byly odebírány 3 DGT jednotky a vzorek roztoku 

(2x zředěn do PP vialky a analyzován) v časech 0; 1; 2; 3; 4 hodin. DGT jednotky byly rozebrány 

a sorpční gel byl umístěn do 20ml skleněné vialky a bylo přidáno 10 ml elučního činidla. Disk 

byl eluován po dobu 60 minut a následně byl odebrán vzorek 100 µl a byl zpracován jako 

na začátku a analyzován. Následně byl z naměřených koncentrací sestrojen graf nárůstu 

koncentrace v čase a z toho určen difúzní koeficient. 
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Obrázek 11: Nádoba s nosičem DGT jednotek na stanovení difúzního koeficientu a difúzní mezní vrstvy. 

1.7.8.7 Difúzní mezní vrstva 

Byl připraven roztok o objemu 2 l o koncentraci 25 mg·l⁻¹ biogenních aminů. Bylo sestaveno 12 

DGT jednotek s difúzním gelem o tloušťce 0; 0,25; 0,5; 0,8 mm (3 disky u každé tloušťky). DGT 

jednotky byly umístěny na nosič a přemístěny do krabice, ve které byl prováděn experiment. 

Do krabice bylo umístěno magnetické míchadlo. Do krabice byl nalit roztok biogenních aminů 

tak, aby pistony byly ponořeny (1430 ml). Krabice se umístila na magnetickou míchačku a roztok 

byl míchán na 300 rpm. Sorpce probíhala po dobu 60 minut (v průběhu byly odebírány vzorky 

po 10 min roztoku 100 µl, který byl 2x ředěn, do PP vialky a byl analyzován). DGT jednotky 

byly rozebrány a sorpční gely byly umístěny do 20ml skleněné vialky a bylo přidáno 10 ml 

elučního činidla. Disk byl eluován po dobu 60 minut a následně byl odebrán vzorek 100 µl a byl 

zpracován jako na začátku a analyzován. Následně byla stanovena difúzní mezní vrstva.  

Pro výpočet byla použita hodnota difúzního koeficientu histaminu ve vodě Dw=4,61∙10-9 m2∙s-1 

[76]. 

1.7.9 Stanovení biogenních aminů v potravinách 

1.7.9.1 Stanovení biogenních aminů v rybí omáčce pomocí dvou metod 

Bylo připraveno 100 ml roztoku 50x zředěné rybí omáčky Orient Gourmet (viz. obrázek 12). 

Do tří vialek se šroubovacím víčkem a třech 100ml kádinek bylo napipetováno 10 ml tohoto 

roztoku. Do vialek byl vložen sorpční disk a do kádinek byla vložena DGT jednotka s difúzním 

gelem o tloušťce 0,5 mm. Kádinky byly zakryty parafilmem. Sorpce na sorpční gel trvala 60 

minut a sorpce na DGT jednotku trvala 120 minut na třepačce (300 rpm). Následně byl původní 

roztok vylit a disk byl opláchnut vodou. DGT jednotka byla rozebrána a sorpční gel byl umístěn 

do 20 ml skleněné vialky se šroubovacím víčkem. Do vialek k diskům byly přility 2 ml elučního 
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činidla. Eluce probíhala po dobu 60 minut na třepačce (300 rpm). Následně byl odebrán vzorek 

100 µl a byl analyzován. Následně byla stanovena koncentrace analytů ve vzorku pomocí 

kalibrační přímkou standartního přídavku v rozmezí 0-20 mg∙l-1. 

1.7.9.2 Stanovení biogenních aminů v rybí a ústřičné omáčce 

Rybí omáčka Thai Pride a ústřičná omáčka byla 50x zředěná na objem 100 ml. Do skleněných 

20ml vialek se šroubovacím víčkem bylo napipetováno 10 ml roztoku. Do vialek byl vložen 

sorpční disk. Vialky byly třepány na třepačce (300 rpm) po dobu 60 minut. Po uplynutí této doby 

byl roztok vylit, vialka a disk byly opláchnuty deionizovanou vodou. Do vialky s diskem byly 

nality 2 ml elučního činidla. Eluce probíhala po dobu 60 min na třepačce (300 rpm). Následně 

byl odebrán vzorek 100 µl a byl 2x zředěn do PP vialky a analyzován. Byla spočítána koncentrace 

biogenních aminů ve vzorku z externí kalibrační přímky, která měla rozsah 0–40 mg∙l-1. 

Stejný postup byl i pro rybí a ústřičnou omáčku (viz. obrázek 12) s přídavkem 100 mg∙l-1 

do nezředěných omáček. 

  

Obrázek 12: Rybí omáčky a ústřičná omáčka použité pro stanovení biogenních aminů. 
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VÝSLEDKY A DISKUSE 

1.8 Výběr elektrolytu pro kapilární zónovou elektroforézou 

Pro kapilární zónovou elektroforézou bylo nutné zajistit stabilní systém s dostatečnou separací. 

Současně tak bylo potřeba najít i kompromis pro délku analýzy. Podle zkušeností a literatury 

[77] byla zvolena kyselina octová. Rozdílná koncentrace elektrolytu však má vliv na účinnost 

separace a stabilitu systému. Proto byla testována různá koncentrace kyseliny octové, a to 

konkrétně 1,5M, 3M a 6M kyseliny octové. Separace byla testována pomocí směsi 

anorganických kationtů a biogenních aminů. 

U koncentrace kyseliny octové 1,5 M byla analýza rychlejší v porovnání s dalšími koncentracemi 

elektrolytu. Migrační čas nejrychlejších kationtů byl přibližně 2 minuty. Separace však byla 

nedostatečná a na elektroforetogramu (graf 1) lze vidět, že dochází ke slévání píků dohromady 

(například 1. a 2. pík nebo 2. a 3. pík). Naopak, u koncentrace kyseliny octové 6 M byla analýza 

výrazně delší. První pík kationtu měl migrační čas mezi 3 a 3,5 minuty. Další nevýhodou vysoké 

koncentrace elektrolytu byla horší stabilita. Po 4,5 minutách dochází ke nestabilitě základní linie 

a tak k nemožnosti rozpoznání jednotlivých píků. Tuto skutečnost znázorňuje elektroforetogram 

(graf 2). Ideální kompromis mezi délkou analýzy a separační schopností a současně stabilní 

systém reprezentuje elektrolyt 3M kyseliny octové. První zaznamenaný iont měl migrační čas 

2,5 minuty. První 2 píky v tomto migračním čase jsou dobře separovány na rozdíl od prvních 

dvou píků u koncentrace elektrolytu kyseliny octové 1,5 M, které jsou téměř nerozeznatelné. 

Názornější porovnání délky analýz, stability systému a schopnosti separace v různých 

koncentracích elektrolytu kyseliny octové znázorňuje společný graf se všemi 

elektroforetogramy (graf 4).  

Byly stanoveny limity detekce a limity kvantifikace z kalibračních závislostí, které byly lineární 

v celém rozsahu (0-40 mg∙l-1) s hodnotou spolehlivosti>0,995. Hodnoty limitů detekce a limitů 

kvantifikace pro sledované biogenní aminy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 1) 

Tabulka 2: Hodnoty limitu detekce a kvantifikace pro biogenní aminy. 

 LOD [mg∙l-1] LOQ [mg∙l-1] 

putrescin 0,04 0,39 

histamin 0,05 0,50 

kadaverin 0,04 0,43 

tyramin 0,14 1,42 
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Graf 1: Elektroforetogram analýzy směsi anorganických kationtů a biogenních aminů v elektrolytu 

1,5M kyseliny octové. 

 

Graf 2: Elektroforetogram analýzy směsi anorganických kationtů a biogenních aminů v elektrolytu 6M 

kyseliny octové. 
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Graf 3: Elektroforetogram analýzy směsi anorganických kationtů a biogenních aminů v elektrolytu 3M 

kyseliny octové. 
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proběhl s navážkou 100 mg sorbentu a zvolená koncentrace analytů byla 100 mg∙l-1 v objemu 
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Graf 4: Elektroforetogramy analýzy směsi anorganických kationtů a biogenních aminů 

v elektrolytech o koncentracích 1,5M (modrý), 3M (zelený, vedlejší osa) a 6M (červený) 

kyseliny octové. 
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10 ml. Sorpce byla neúčinná, po 160 minutách sorpce bylo navázáno minimální množství 

analytů. Tuto minimální změnu znázorňuje elektroforetogram analýzy roztoku analytů před 

sorpcí a po 160 minutách sorpce (graf 5). Tento typ sorbentu váže čistě neutrální látky. Pro námi 

zkoumané biogenní aminy je náročné tohoto stavu docílit současně pro všechny. A to hlavně 

z důvodu rozdílných hodnot pKa, které určují náboj aminu v konkrétním pH. Naše zkoumané 

biogenní aminy mají hodnotu pKa v zásadité oblasti, to znamená, že v neutrálním a kyselém pH 

mají kladný náboj. Což vysvětluje nevhodnost tohoto systému. 

Druhým přístupem byla zvolena kationměničová sorpce. Byl zvolen sorbent Dowex® 50W X. 

Za testovací podmínky bylo zvoleno 100 mg sorbentu a koncentrace analytů 100 mg∙l-1 v objemu 

10 ml. Tento model za těchto podmínek se ukázal jako velmi účinný a již po 20 minutách sorpce 

byl veškerý analyt nasorbovaný. Rozdíl mezi elektroforetogramem před sorpcí a po 20 minutách 

sorpce lze vidět v grafu (graf 6). Píky viditelné na elektroforetogramu po 20 minutách sorpce 

mohou být kontaminanty uvolněny ze samotného sorbentu. 

Graf 5: Elektroforetogram roztoku biogenních aminů před sorpcí (modrá) a po 160 minutách (červená) 

fyzikální sorpce. 
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Graf 6: Elektroforetogram roztoku biogenních aminů před sorpcí (červená) a po 20 minutách (modrá) 

kotionměničové sorpce. 

1.10 Výběr elučního činidla  

Po výběru vhodného sorbentu bylo nutné vybrat vhodné eluční činidlo. Pro uvolnění analytu bylo 

nutné v roztoku změnit pH, aby analyty přešly na neutrální formu, nebo najít látku s vyšší 

afinitou k danému sorbentu. Bylo vyzkoušeno několik hydroxidů a kyselina octová o koncentraci 

3 M. Eluce probíhala do 2 ml elučního činidla. Tento objem byl zvolen, aby bylo využito co 

nejnižší množství činidla a došlo k zakoncentrování analytů ze vzorků. 

Jako první byl otestován hydroxid sodný jakožto silná zásada. Bylo nutné zohlednit koncentraci 

tohoto roztoku hydroxidu kvůli migračnímu času blízkému s analyty. Z tohoto důvodu byla 

zvolena jen koncentrace 0,25 M. Nižší koncentrace mohla způsobit i nedostatečnou změnu pH 

a nedošlo tak k deprotonaci aminů, aby se uvolnily ze sorbentu. Dále byl testován hydroxid 

lithný, který méně ovlivňoval migraci analytů, jelikož jeho migrační čas je dostatečně delší než 

u analytů. Z elektroforetogramů (graf 7) je patrné velmi špatné rozlišení a komigrace matričních 

látek, které mohly být vyeluovány společně s analyty. Dalším zkoumaným možným elučním 

činidlem byl hydroxid amonný o koncentraci 1 M. Tato zásada dosahovala lepších výsledků 

eluce, ale nebyly zcela uspokojivé. Vysoké množství amonných iontů už dokázalo konkurovat 

biogenním aminům na sorbentu, ale zároveň zhoršilo stabilitu systému. Dále byla zkoumána 

možná eluce pomocí 3M kyseliny octové. V tomto případě nedošlo k žádnému uvolnění analytu 

ani k uvolnění matričních látek. Kyselina naopak snižuje pH, a tak biogenní aminy budou mít 

kladný náboj a budou se lépe udržovat na sorbentu. Elektroforetogramy změn po 90 minutách 

eluce do těchto dvou elučních činidel lze vidět na obrázku (graf 8). Na závěr bylo jako eluční 

činidlo vyzkoušen 1M hydroxid draselný. Jeho hlavní výhodou byl jeho migrační čas, který je 

kratší než migrační časy biogenních aminů. Kvůli vysoké koncentraci draselných iontů dochází 

k mírnému prodloužení migračního času analytů a nedochází k jejich komigraci. 

Elektroforetogram eluátu po 90 minutách eluce je znázorněn na obrázku (graf 9). Pro další 
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experimenty bylo jako eluční činidlo na základě tohoto experimentu zvolen 1M hydroxid 

draselný. 
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Graf 7: Elektroforetogram po 90 minutách eluce pomocí 3M kyseliny octové (modrý) a 1M NH4OH 

(červený) 

Graf 8: Elektroforetogram po 90 minutách eluce pomocí 1M LiOH (modrý) a 0,25M NaOH (červený) 
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Graf 9: Elektroforetogram po 20 minutách sorpce (červený) a následná eluce po 90 minutách do 1M 

KOH (modrý). 

1.11 Ověření sorpce na adsorpční disk bez difúzního gelu 

Dále bylo ověřeno, zdali dochází k sorpci na sorbent, který je uzavřený v agarósovém gelu. 

Nebylo jisté, jak se sorbent v tomto případě zachová, aby nasorboval veškeré množství analytů. 

Pro tento experiment byl použit disk z 2% agarósy, ve kterém bylo 0,7 g/5 ml agarosóvého gelu. 

Kruhový disk byl o rozměrech 25 mm v průměru a tloušťkou 500 µm a obsahoval přibližně 

3,44 mg částic sorbentu. Je tedy patrné, že bylo výrazně nižší množství částic sorbentu oproti 

předchozím experimentům, kde bylo použito 100 mg sorbentu na 10 ml roztoku biogenních 

aminů o koncentraci 100 mg·l⁻¹. V tomto případě bylo na roztok o stejném složení 1/3 méně 

sorbentu. Sorbent mohl mít současně i omezenou dostupnost díky gelu, a to mohlo způsobit 

neúplnou sorpci analytů společně s jeho sníženým množstvím, kdy sorbent mohl být již plně 

saturovaný. Disk byl eluován do 2 ml 1M KOH. Tento objem byl také zvolen za účelem 

zakoncentrování. Vyšší objemy by nedocílily dostatečného zakoncentrování a nižší objem by byl 

nedostatečný, aby byl disk ponořen. Sorpce, eluce i zakoncentrování byly úspěšné, jak dokazuje 

elektroforetogram (graf 10). 
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Graf 10: Elektroforetogram roztoku biogenních aminů před sorpcí (modrý), po 120 minutách sorpce 

(červený) na kationměničový sorbent v nosiči (agarósový gel) a také eluát biogenních aminů po 60 

minutách eluce zvoleným elučním činidlem. 

1.12 Ověření přístupu přečištění reálné matrice 

Za reálnou matrici byla zvolena rybí omáčka Orient Gourmet. Byly srovnány přístupy pouze 

ředění, přečištění pomocí volného sorbentu, sorbentu v gelu a pomocí DGT jednotky. 

Vyhodnocení a srovnání jednotlivých přístupů je v následujících odstavcích (1.12.1, 0, 1.12.3).  

1.12.1 Ředěná nepřečištěná rybí omáčka 

Rybí omáčka je komplexní matrice se spoustou matričních látek. Tyto potraviny obsahují vysoké 

množství soli. To komplikuje přímou analýzu rybí omáčky. Pro první nastínění byla analyzována 

rybí omáčka naředěná 25x a 50x. Rybí omáčka byla ředěná pomocí hydroxidu draselného, aby 

bylo docíleno podobných podmínek jako v eluátu po přečištění této matrice. 

Z elektroforetogramu (graf 11) je patrné, že i přes velké ředění je stále v roztoku velmi velké 

množství sodných iontů, které mohou ovlivnit separaci a migraci biogenních aminů. Z přiblížení 

na oblast biogenních aminů je patrné, že analytů je tam velmi málo. Píky jsou malé a špatně 

integrovatelné. Z toho plyne, že je potřebné udělat předčišťovací a koncentrační krok. 
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Graf 11: Elektroforetogram 25x a 50x zředěné rybí omáčky se zaměřením na oblast biogenních aminů 

putrescin, histamin a kadaverin. 

1.12.2 Přečištění rybí omáčky metodou sorpce 

Byly vyzkoušeny tři přístupy pro sorpci biogenních aminů. Délka sorpce probíhala ve všech 

případech po dobu 60 minut a eluce probíhala do 2 ml 1M hydroxidu draselného po dobu také 

60 minut. Prvním z nich byla navážka volného sorbentu. Hmotnost sorbentu byla zvolena tak, 

aby odpovídala množství sorbentu v disku agarósového gelu. Tento přístup měl velmi snadnou 

dostupnost analytů k sorbentu. Na druhou stranu byla s volným sorbentem velmi složitá 

manipulace. Nebylo možné snadno a efektivně odstranit původní roztok od sorbentu. 

Vždy zůstalo 200 µl původního roztoku. V případě množství elučního činidla 2 ml je toto zbylé 

množství poměrně vysoké a způsobovalo kontaminace v eluátu matričními látkami. 

Druhým použitým přístupem byl sorbent v agarósovém gelu. V tomto případě byla účinnost 

procesu z hlediska sorpce sledovaných analytů mírně nižší než v předchozím případě. To mohlo 

být způsobeno mírně sníženou dostupností částic sorbentu. Také množství částic mohlo být 

trochu jiné než bylo množství volného sorbentu. Manipulace byla výrazně snadnější, je možné 

jednoduše vylít původní roztok a propláchnout bez ztráty částic. Posledním přístupem bylo 

použití DGT jednotky, která zahrnovala i difúzní gel fungující jako filtr. V tomto případě byla 

účinnost výrazně nižší oproti předchozím dvou přístupům. Pro DGT proces by bylo nutné 

ponechat sorpci výrazně delší čas. Proto byl pro další analýzy potravin zvolen přístup sorpce 

na sorbent v disku z agarósového gelu. Jaké jsou účinnosti procesů po eluci lze vidět 

na elektroforetogramu (graf 12).  
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Graf 12: Elektroforetogramy přečištěných rybích omáček se zaměřením na oblast biogenních aminů 

putrescinu, histaminu a kadaverinu, kde v zaměření je patrný mírný posun záznamu DGT jednotky 

dopředu. 

1.12.3 Srovnání obou přístupů přečištění rybí omáčky 

Z výsledků těchto experimentů je patrné, že přečišťující krok je nezbytný pro analýzu tohoto 

typu potravin, jako jsou rybí omáčky. Pokud byla rybí omáčka pouze zředěná, stále bylo 

na záznamu velké množství sodíku. Zároveň byly velmi malé píky biogenních aminů. Pokud byla 

rybí omáčka přečištěná, snížilo se množství matričních látek v eluátu oproti původní matrici. 

Především sodných iontů bylo výrazně méně. Tento krok byl důležitý kvůli možnému ovlivnění 

migrace biogenních aminů v průběhu analýzy. Došlo i ke zlepšení odezvy biogenních aminů. 

Porovnání nepřečištěné a přečištěné rybí omáčky je vidět na elektroforetogramu (graf 13). 

Graf 13:Elektroforetogramy analyzované pouze 25x zředěné rybí omáčky a přečištěné rybí omáčky 

volným sorbentem, s přiblížením na oblast biogenních aminů. 
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1.13 Validační experimenty 

Tyto experimenty byly potřebné pro zjištění optimálních podmínek, kdy je sorpce na sorbent 

nejúčinnější. Mezi tyto parametry patří sorpční kinetika a kapacita, vliv pH na sorpci, eluční 

faktor, difúzní koeficient analytů v difúzním gelu a difúzní mezní vrstva a prekoncentrační krok.  

1.13.1.1 Kinetika pro sorpce s využitím difúzního gelu (DGT) a bez něj 

Experiment by měl ukázat, po jaké době expozice bude ustanovena rovnováha mezi sorbentem 

a roztokem. Sorpční kinetika a ustanovení rovnováhy byly měřeny v případě sorbentu 

v agarósovém gelu a také u DGT jednotky. V případě sorpce na sorbent v agarósovém gelu byla 

rychlost sorpce rychlá a prudký nárůst nasorbované látky na sorbent probíhal v průběhu prvních 

20 minut. Poté se rychlost sorpce zpomalila a pozvolný nárůst koncentrace v sorbentu probíhal 

mezi 30 a 40 minutami sorpce. Po 40 minutách byla ustanovena rovnováha až do stálých hodnot. 

Pro sorbent v agarósovém gelu byla určena hodnota pro dobu sorpce 60 minut. Průběh nárustu 

množství nasorbované látky [%] v závislosti na čase je vidět v grafu (graf 14). Bylo nasorbováno 

30–70 % analytů v závislosti na konkrétním biogenním aminu, kde se odchylka v každém bodě 

grafu pohybuje v rozmezí 2–9 %. RSD, která byla vztažena na odchylku, byla mezi 9 a 24 %. 

V DGT jednotce byla doba ustanovení rovnováhy výrazně pomalejší. I rychlost sorpce byla 

pozvolnější než pro předchozí případ. První nejrychlejší nárůst byl pomalejší a trval po dobu 

prvních 60 minut. Následně se rychlost sorpce zpomalila a sorpce do ustáleného stavu trvala 

dalších 60 minut. K ustanovení rovnováhy došlo až po 120 minutách expozice DGT jednotky 

roztoku analytů. Bylo nasorbováno 40–60 % analytů v závislosti na konkrétním biogenním 

aminu. Tato závislost lze vidět v grafu (graf 15) a odchylka v každém bodě grafu se pohybuje 

v rozmezí 0,9-8 %. RSD vztažená na odchylku se pohybuje v rozmezí 1–20 %, výjimečně 50 %. 

U eluce byl proveden obdobný experiment. Průběh prudkého nárůstu rychlosti eluce probíhal 

v průběhu prvních pár minut. Následných 25 minut byl nárůst pozvolný. Od 25. minuty došlo 

k ustanovení rovnováhy mezi sorpcí a elucí. Pro účely dalších experimentů na základě těchto 

výsledků byla zvolena doba eluce 60 minut. Bylo vyeluováno 20–55 % nasorbovaných analytů 

v závislosti na konkrétním biogenním aminu. Odchylka v každém bodě byla v rozmezí 2–20 %, 

výjimečně 25 %. V tomto případě se RSD pohybovala v rozmezí 1–26 %, výjimečně až 30 %. 

Závislost množství vyeluované látky na čase expozice sorbentu v disku elučnímu činidlu je vidět 

v grafu (graf 16). Postup a průběh elučních procesů byly totožné pro oba případy, a tak byl 

znázorněn pouze jeden. 

Tyto výsledky nejsou zcela uspokojující a to zejména vzhledem k vysokým hodnotám RSD. 

Kromě zvýšení množství počtu experimentu by se měla zvážit optimalizace přípravy sorbentu 

a disků a také podmínky adsorpce a eluce. 
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Graf 14: Závislost množství nasorbovaných analytů [%] na době expozice analytů sorbentu pro sorbent 

v agarósovém gelu. 

 

Graf 15: Závislost množství nasorbovaných analytů [%] na době expozice analytů sorbentu při použití 

DGT jednotky. 
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Graf 16: Závislost množství uvolněných analytů [%] na době expozice analytů elučnímu činidlu. 

1.13.2 Eluční faktor 

Eluční faktor použitelný dále pro výpočty je potřebné zvolit za podmínek, které budou blízké 

reálným matricím. Pro stanovení elučního faktoru byla tedy zvolena koncentrace standardů 

10 mg∙l-1 kvůli blízkosti očekávané koncentrace v reálných matricích po ředění. Eluční účinnost 

by se měla ideálně pohybovat mezi 60 a 80 %. V našem případě ale byla eluční účinnost výrazně 

nižší. A to jen 30 % a to v závislosti na konkrétním biogenním aminu. Hodnoty eluční účinnosti 

fe pro jednotlivé biogenní aminy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 3). RSD nepřekračuje hodnotu 

5 %, což je velmi dobrý výsledek. Pokud je nízká koncentrace biogenních aminů, může docházet 

k obsazování nejsilnějších vazebných míst na sorbentu a tyto ztráty jsou vyšší kvůli silným 

interakcím a neochoty se uvolnit. To mohlo způsobit nižší účinnost eluce. 

Tabulka 3: Hodnoty experimentálních elučních účinností pro biogenní aminy. 

  fe [%] Δfe [%] RSD [%] 

putrescin 31,34 0,53 1,70 

histamin 34,85 0,56 1,60 

kadaverin 33,16 0,96 2,91 

tyramin 51,68 1,69 3,26 

 

1.13.3 Prekoncentrační krok 

Důležitým krokem pro DGT techniku a tyto procesy je schopnost zakoncentrování analytů. 

Tento krok je nutný i pro možnost identifikace i kvantifikace analytů. Pokud by k tomuto kroku 

nedošlo, mohlo by dojít ke komplikaci u kvantifikace. V tomto experimentu byly testovány tři 

koncentrační poměry, a to 1:1, 1:2 a 1:5. Eluce tedy probíhala do objemů 10; 5 a 2 ml 1M 

hydroxidu draselného. Tyto hodnoty byly zvoleny jakožto maximální použitelné množství, aby 

nedošlo k vyředění, 5 ml jakožto střední hodnota (zdali je účinnější než nižší množství) a 2 ml 
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byly zvoleny jakožto nejnižší možné použitelné množství elučního činidla, aby byl disk celý 

ponořen. Původní koncentrace roztoku byla 250 mg·l⁻¹ v 10 ml roztoku.  

Zakoncentrování bylo přepočítáno jak na původní množství analytů, tak také na nasorbované 

množství analytů, a to z toho důvodu, že v tomto případě nedošlo k nasorbování veškerého 

množství analytů. Koncentrace analytů byla výrazně vyšší než bylo možné nasorbovat. Při eluci 

do 2 ml bylo zakoncentrování na původní množství analytů od 0,94 do 1,13násobek s odchylkami 

0,03–0,13 (RSD 1,89–11,23 %) a zakoncentrování na nasorbované množství bylo od 2,44 

do 3,27násobek s odchylkami 0,05–1,10 (RSD 1,93–6,51 % s výjimkou 33,76 % u tyraminu). 

Eluční objem 5 ml 1M hydroxidu draselného zakoncentroval analyty na původní množství o 0,35 

do 0,71 násobek s odchylkou 0,01–0,03 (RSD 1,63–4,69 %). Zakoncentrování na nasorbované 

množství analytů bylo mezi 0,99 a 1,13 násobkem s odchylkou 0,01–0,04 (RSD 0,46–14,01 %). 

Eluce do 10 ml elučního činidla zakoncentrovala analyty na původní roztok o 0,18–0,30 násobek 

s odchylkou 0,05–0,06 (RSD 4,95–11,25 %). Zakoncentrování analytů vztažené na nasorbované 

množství analytů se pohybovalo v rozmezí 0,44–0,48násobku s odchylkou 0,10–0,18 

(RSD 9,71–14,71 %). Tato nižší čísla mohou být způsobena nejen přebytkem analytů, ale také 

eluční účinností, která se v případě vyšší koncentrace pohybovala okolo 50 %. Všechny spočítané 

hodnoty zakoncentrování jsou uvedeny v tabulce (tabulka 4). 

Tabulka 4: Vypočítané hodnoty experimentálního zakoncentrování analytů po eluci do různých objemů. 

objem 

elučního 

činidla 

[ml] 

analyt 

zakoncentrování 

na původní 

množství analytů 

[násobek] 

Δzakoncentrování 

na původní 

množství analytů 

[násobek] 

RSD 

[%] 

zakoncentrování 

na nasorbované 

množství 

[násobek] 

Δzakoncentrování 

na nasorbované 

množství 

[násobek] 

RSD 

[%] 

2 

Putrescin 1,13 0,13 11,23% 2,44 0,05 1,93% 

Histamin 1,70 0,05 3,10% 2,73 0,06 2,22% 

Kadaverin 1,33 0,03 1,89% 2,56 0,17 6,51% 

Tyramin 0,94 0,03 2,77% 3,27 1,10 33,76% 

5 

Putrescin 0,60 0,01 1,66% 1,13 0,04 3,21% 

Histamin 0,71 0,01 1,63% 1,10 0,01 0,46% 

Kadaverin 0,64 0,01 1,92% 1,13 0,01 1,17% 

Tyramin 0,37 0,02 4,69% 0,99 0,14 14,01% 

10 

Putrescin 0,24 0,05 4,95% 0,44 0,12 10,06% 

Histamin 0,30 0,06 6,06% 0,45 0,10 9,71% 

Kadaverin 0,27 0,06 6,92% 0,46 0,12 11,66% 

Tyramin 0,18 0,05 11,25% 0,48 0,18 14,71% 

 

1.13.4 Vliv pH 

Jak již bylo zmíněno dříve, hodnoty pH jsou klíčové pro ovlivnění kationměničové sorpce 

biogenních aminů. Jejich stav je závislý na hodnotě pH.  

Během tohoto experimentu byly vybrány tři hodnoty pH, a to pH 3, dále proběhlo měření bez 

úpravy pH (pH na hodnotě 5) a poslední sorpce proběhla při hodnotě pH 11. Bylo sorbováno 

z roztoku o koncentraci 250 mg·l⁻¹ a objemu 10 ml. Při úpravě pH na hodnotu 3 bylo 
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nasorbováno významné množství analytů. A to 56,59 až 68,67 % s odchylkou 0,58 až 0,99 (RSD 

1,74–2,74 %). Tyraminu bylo nasorbováno velmi málo, i když bylo kyselé pH. Bylo nasorbováno 

9,31 ± 1,94 % (RSD 34,86 %). To mohlo být způsobeno velkým množstvím H+ iontů, které mají 

vyšší afinitu k sorbentu než tyramin, ale menší než ostatní biogenní aminy. Pokud probíhala 

sorpce bez úpravy pH, bylo množství nasorbovaného velmi podobné. Ale v případě tyraminu 

byla sorpce výrazně lepší oproti předchozímu případu. Bylo nasorbováno 55,21–67,14 % 

množství biogenních aminů s odchylkou 2,15–5,27 % (RSD 3,90–7,84 %). V případě tyraminu 

bylo nasorbováno 36,62±1,11 % (RSD 3,02 %). V případě pH 11 byla velmi malá sorpce jak 

u tyraminu, tak i u histaminu sorpční účinnost klesla. V případě histaminu byla účinnost sorpce 

32,68±2,29 % (RSD 7,01 %). U tyraminu byla sorpční účinnost 20,29 ± 2,71 % (RSD 13,37 %). 

Tyto biogenní aminy se nevážou v takto zásaditém prostředí, jelikož v pH 11 mají neutrální náboj 

a nedochází tak k jejich sorpci. Naopak, sorpční účinnost putrescinu i kadaverinu vzrostla. A to 

konkrétně na hodnotu 73,22±2,29 % (RSD 7,01 %) pro putrescin a 84,25±0,68 % (RSD 0,81 %) 

pro kadaverin. Na první pohled to působí zvláštně. Při pH mohou být tyto diaminy 

monoprotované a nemají konkurenci vodíkových protonů. V tomto případě mohlo dojít k vazbě 

těchto aminů lépe než v předchozích případech, kde byla konkurence vodíkových můstků 

i dalších biogenních aminů vyšší. Všechny hodnoty včetně odchylek a RSD pro všechny 

biogenní aminy při různých pH jsou v tabulce (tabulka 5). 

Tabulka 5: Hodnoty nasorbovaného množství analytů při různých hodnotách pH včetně odchylek a RSD 

 pH  analyt 

nasorbované 

množství 

analytů [%] 

Δnasorbované 

množství 

analytů [%] 

RSD [%] 

 3 

put 56,59 0,66 2,74 

his 68,67 0,58 1,74 

kad 59,89 0,99 3,08 

tyr 9,31 1,94 34,86 

Bez 

úpravy 

(5)  

put 55,21 2,15 3,90 

his 67,14 5,27 7,84 

kad 58,24 3,38 5,80 

tyr 36,62 1,11 3,02 

 11 

put 73,22 0,69 0,94 

his 32,68 2,29 7,01 

kad 84,25 0,68 0,81 

tyr 20,29 2,71 13,37 

 

1.13.5 Adsorpční izotermy a sorpční kapacita 

Důležitým parametrem techniky DGT je sorpční kapacita použitého sorbentu. Pro její stanovení 

byly využity adsorpční izotermy, které umožňují posoudit, jaký model nejlépe popisuje 

experimentální data. 

Pro většinu studovaných biogenních aminů byl průběh izoterem podobný, s výjimkou tyraminu. 

Závislost nasorbovaného množství na rovnovážné koncentraci vykazuje v počáteční oblasti 

strmý nárůst, který se postupně zpomaluje až do dosažení nasycení sorbentu. Tento průběh 
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odpovídá typickému chování popsanému Langmuirovým modelem. V případě Freundlichovy 

izotermy je nárůst pozvolnější a nedochází k jednoznačnému ustavení maxima. U tyraminu se 

však průběh Freundlichovy izotermy více přibližuje experimentálním datům než u ostatních 

analytů. V experimentálních datech byl pozorován odlehlý bod v nejvyšší koncentraci, jehož 

příčina nebyla objasněna. Přehled těchto závislostí je uveden na obrázcích (putrescin – graf 17, 

histamin – graf 18, kadaverin – graf 19, tyramin – graf 20). 

Z Langmuirovy izotermy byla stanovena sorpční kapacita sorbentu. Pro putrescin činí 1,14 ± 

0,16 mg·disk⁻¹ (RSD 14,18 %), pro histamin 1,31 ± 0,15 mg·disk⁻¹ (RSD 11,39 %) a pro 

kadaverin 1,18 ± 0,15 mg·disk⁻¹ (RSD 12,48 %). V případě tyraminu byla sorpční kapacita nižší, 

a to 0,66 ± 0,04 mg·disk⁻¹ (RSD 6,00 %). Hodnoty relativní směrodatné odchylky jsou mírně 

vyšší, nicméně stále přijatelné. Pro jejich snížení by bylo vhodné provést opakování experimentu. 

Pro posouzení vhodnosti jednotlivých modelů byla provedena jejich linearizace a vyhodnoceny 

hodnoty koeficientu determinace (R²). Pro putrescin vykazuje Langmuirova izoterma nejlepší 

shodu s experimentálními daty (R² = 0,975), následovaná Temkinovou (R² = 0,960) 

a Freundlichovou izotermou (R² = 0,886). Obdobný trend byl pozorován i pro histamin 

(Langmuir: R² = 0,967; Temkin: R² = 0,959; Freundlich: R² = 0,917) a kadaverin (Langmuir: 

R² = 0,972; Temkin: R² = 0,961; Freundlich: R² = 0,895). 

V případě tyraminu vykazují srovnatelnou shodu všechny tři modely (Langmuir: R² = 0,921; 

Temkin: R² = 0,980; Freundlich: R² = 0,943), což může naznačovat složitější mechanismus 

sorpce. Výsledky naznačují, že sorpce neprobíhá na ideálně homogenním ani čistě heterogenním 

povrchu a pravděpodobně má smíšený charakter. 

Graf 17: Graf porovnání izoterem pro určení modelu sorpce pro putrescin. 
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Graf 18: Graf porovnání izoterem pro určení modelu sorpce pro histamin. 

 

Graf 19: Graf porovnání izoterem pro určení modelu sorpce pro kadaverin. 
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Graf 20: Graf porovnání izoterem pro určení modelu sorpce pro tyramin. 

1.13.6 Difúzní koeficient 

Byl stanoven difúzní koeficient. To je jeden z dalších důležitých parametrů k validaci DGT 

technik.  

Tento pokus byl proveden jako lineární kumulace v čase. To znamená, že docházelo k nárůstu 

analytů v sorbentu lineárně. Tato lineární závislost hodnot M·c⁻¹ [ml] na době expozice DGT 

jednotek roztoku analytů T [h] je znázorněna v grafu (graf 21). Pomocí těchto měření byly 

následně stanoveny difúzní koeficienty pro putrescin, histamin, kadaverin a tyramin. Difúzní 

koeficienty se pohybovaly v rozmezí 9,37·10-6±3,44·10-6 cm2·s-1 až 1,47·10-5±2,07·10-7 cm2·s-1 

(RSD 1,41–36,74 %) v závislosti na konkrétním biogenním aminu. Konkrétní hodnoty 

k jednotlivým biogenním aminům jsou shrnuty v tabulce (tabulka 6). Odchylka u tyraminu 

vychází poměrně vysoká. To mohlo být způsobeno nehomogenitou částic sorbentu v sorpčním 

gelu nebo také chybou při přípravě difúzního gelu.  

Graf 21: Závislost hodnot M∙c-1 [ml] na době expozice DGT jednotek roztoku analytů t [h] 
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Tabulka 6: Hodnoty experimentálních difúzních koeficientů biogenních aminů s odchylkami a 

hodnotami RSD. 

analyt De [cm2∙s-1] ΔDe [cm2∙s-1] RSD [%] 

putrescin 1,47∙10-5 2,07∙10-7 1,41 

histamin 1,44∙10-5 4,91∙10-7 3,40 

kadaverin 1,31∙10-5 5,29∙10-7 4,03 

tyramin 9,37∙10-6 3,44∙10-6 36,74 

 

1.13.7 Difúzní mezní vrstva 

V rámci validačních experimentů byla dále stanovena difúzní mezní vrstva. Je to vrstva 

na povrchu membrány. V této vrstvě dochází k transportu látek difúzí. Tloušťka této vrstvy je 

nejčastěji ovlivněná hydrodynamickými podmínkami systému. Hlavním ovlivněním podmínek 

systému je například intenzita míchání.  

Difúzní mezní vrstva byla stanovena na hodnotu δ = 484,96±20,07 µm (RSD 4,14 %). 

Tato hodnota již není zanedbatelná pro další výpočty. Přenos látky v kapalné fázi je významně 

ovlivněn odporem, který je v kapalné fázi. V literatuře byla difúzní mezní vrstva stanovená na 

hodnotu 230 ±32 µm [78]. Stanovená difúzní mezní vrstva je dvojnásobně vyšší. To mohlo být 

způsobeno rozdílnou teplotou nebo rozdílnou rychlostí míchání. Tyto dva parametry významně 

ovlivňují difúzi a tloušťku difúzní mezní vrstvy. 

1.14 Stanovení biogenních aminů v potravinách  

1.14.1 Stanovení biogenních aminů v rybí omáčce Orient Gourmet pomocí techniky DGT 

a sorpce bez difúzního gelu 

Byly stanoveny biogenní aminy v rybí omáčce Orient Gourmet pomocí dvou přístupů a následně 

byly výsledky porovnány. 

Při použití techniky DGT byly stanoveny výrazně nižší koncentrace biogenních aminů než při 

použití metody založené pouze na sorpci bez difúzního gelu a následné eluci. V případě DGT se 

koncentrace pohybovaly v rozmezí 8,60±3,63 mg·l⁻¹ až 16,75±1,14 mg∙l-1 (RSD 9,17–40,01 %), 

zatímco při použití sorpční metody bez difuzního gelu byly zjištěny hodnoty 7,18±1,02mg·l⁻¹ až 

59,96±5,18 mg∙l-1 (RSD 8,65–25,32 %). 

Rozdíl mezi metodami může být způsoben nedostatečnou dobou sorpce při použití DGT 

jednotky. V reálné matrici může být sorpce pomalejší než v modelových roztocích, zejména 

pokud jsou biogenní aminy vázány na větší molekulární komplexy, které nemohou snadno 

difundovat přes difúzní gel. Optimální doba sorpce byla stanovena při vyšších koncentracích, 

než jaké odpovídají reálným vzorkům, což mohlo vést k podhodnocení koncentrací při použití 

DGT. Pro potvrzení tohoto předpokladu by bylo vhodné experiment zopakovat s delší dobou 

sorpce. 

Relativní směrodatné odchylky byly v některých případech poměrně vysoké. Přestože by DGT 

měla díky řízené difúzi poskytovat reprodukovatelnější výsledky, pro snížení odchylek by bylo 
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vhodné provést větší počet opakování. Souhrn výsledků pro jednotlivé biogenní aminy a použité 

přístupy je uveden v tabulce (tabulka 7). 

Rybí omáčka byla dále analyzována podle aplikačního listu [0 na komerčním analyzátoru 

aminokyselin Shimadzu Nexera s postkolonovou derivatizací pracujícím na principu HPLC. 

Koncentrace histaminu byla stanovena na 47,3 mg·l⁻¹. Tato hodnota je bližší výsledkům 

získaným metodou sorpce bez difúzního gelu (59,96 mg·l⁻¹) než metodě DGT. 

Rozdíly mezi metodami mohou být způsobeny odlišnou přípravou vzorků. Pro analýzu na 

aminokyselinovém analyzátoru byla rybí omáčka ředěna 100×, zatímco pro sorpční experiment 

pouze 50×. Dalším zdrojem nepřesnosti mohlo být nastavení kalibrační závislosti vzhledem 

k odlišnému ředění vzorku. Z časových důvodů nebylo možné provést detailnější srovnání ani 

ověřit vliv matrice. Toto srovnání bylo prozatím využito pouze k tomu, zdali nedochází k příliš 

velkým (řádovým) odchylkám mezi navrhovanou a zaužívanou metodou. 

Aminokyselinový analyzátor je běžně využíván pro rutinní analýzy, avšak jedná se o finančně 

náročné zařízení s vyššími nároky na obsluhu a spotřebu činidel. Nevýhodou je také delší doba 

analýzy (přibližně 25 minut). Naproti tomu kapilární zónová elektroforéza představuje rychlejší 

a ekonomičtější alternativu s kratší dobou analýzy (přibližně 6 minut). Technika DGT navíc 

umožňuje jednoduchou předúpravu vzorku a může být kombinována s různými analytickými 

metodami. 

Tabulka 7: Vypočítané výsledky koncentrací biogenních aminů v rybí omáčce Orient Gourmet. 

 s difúzním gelem bez difúzního gelu 

analyt cDGT [mg∙l-1] 
ΔcDGT 

[mg∙l-1] 
RSD [%] c [mg∙l-1] 

Δc 

[mg∙l-1] 
RSD [%] 

putrescin 8,63 0,97 9,17 29,81 5,69 19,08 

histamin 16,75 1,14 20,80 59,96 5,18 8,65 

kadaverin 11,57 2,59 19,94 35,86 9,08 25,32 

tyramin 8,60 3,63 40,01 7,18 1,02 14,18 

1.14.2 Stanovení biogenních aminů v rybí omáčce Thai Pride 

Pro stanovení biogenních aminů v druhé rybí omáčce Thai Pride byla použita už pouze metoda 

sorpce bez difúzního gelu. Byly zvoleny dva přístupy, a to bez přídavku analytů a s přídavkem 

analytů v původní rybí omáčce.  

V přístupu bez přídavku biogenních aminů měla rybí omáčka změřené koncentrace biogenních 

aminů v rozmezí 21,74–66,58 mg·l⁻¹ (RSD 11,68–26,73 %) v závislosti na konkrétním 

biogenním aminu. Takové odchylky mohly být způsobeny tím, že byla nehomogenní distribuce 

částic v gelu. To mohly být obecně hlavní důvody odchylek. V případě, kdy do rybí omáčky byl 

přidán přídavek 100 mg∙l-1, byly odezvy výrazně lepší. Koncentrace analytů byla stanovena na 

47,28–135,23 ±1,13–14,33 mg·l⁻¹ (RSD 2,39–10,59 %). Tyto hodnoty jsou už na hranici 

sorpčních kapacit sorpčních disků a nemusí být tyto hodnoty zcela přesné. Pro zpřesnění 

výsledku by bylo nutno provést více testů, různá ředění matrice a přesnější kalibrace s přídavkem 

standardu. Hodnoty stanovených koncentrací pro jednotlivé biogenní aminy pro jednotlivé 

přístupy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 8). 
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Tabulka 8. Spočítané hodnoty koncentrace biogenních aminů v rybí omáčce Thai Pride s přídavkem a 

bez přídavku biogenních aminů. 

 Bez přídavku S přídavkem 100 mg∙l-1BA 

analyt c [mg∙l-1] Δc [mg∙l-1] 
RSD 

[%] 
c [mg∙l-1] 

Δc 

[mg∙l-1] 

RSD 

[%] 

putrescin 29,88 3,49 11,68 102,31 9,19 8,98 

histamin 39,15 9,51 24,29 113,54 5,33 4,70 

kadaverin 66,58 16,76 25,18 135,23 14,33 10,59 

tyramin 21,74 5,81 26,73 47,28 1,13 2,39 

 

1.14.3 Stanovení biogenních aminů v ústřičné omáčce 

Podobně jako v předchozím případě byly použity dva přístupy pro analýzu biogenních aminů 

v ústřičné omáčce. 

V případě analýzy ústřičné omáčky bez přídavku biogenních aminů byla stanovena koncentrace 

biogenních aminů pod limitem kvantifikace a nebylo je tedy možné stanovit. Mohlo by být 

zvoleno menší ředění, ale z časových důvodů nebylo možné změřit znovu. 
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ZÁVĚR 

Cílem práce bylo ověřit použití spojení metody DGT a kapilární zónové elektroforézy za účelem 

analýzy potravin. Metoda byla ověřena na čtyřech biogenních aminech, a to putrescinu, 

histaminu, kadaverinu a tyraminu. 

V rámci experimentální části byla vyvinuta a optimalizována metoda pro stanovení biogenních 

aminů pomocí kapilární zónové elektroforézy, přičemž optimalizace probíhala na standardních 

roztocích analytů. V rámci optimalizace kapilární zónové elektroforézy bylo nalezeno 

za optimální elektrolyt kyselina octová o koncentraci 3 mol∙l-1. 

Při hodnocení výsledků adsorpčních experimentů byl za dostatečně vhodný adsorbent zvolen 

kationměničový adsorbent Dowex® 50W-X8. V rámci experimentů s elučními činidly byl jako 

účinné eluční činidlo zvolen hydroxid draselný o koncentraci 1 mol∙l-1. Pro přečištění 

a zakoncentrování rybí omáčky byl zvolen adsorbent ukotvený v agarósovém gelu bez difúzního 

gelu na základě testování různých přístupů přečištění rybí omáčky. 

Za ideální dobu adsorpce pro adsorbent v agarósovém gelu bez difúzního gelu zvolen čas 

60 minut a pro DGT jednotku (s difúzním gelem) 120 minut na základě sorpční kinetiky. 

Při elučním experimentu byl za vhodnou dobu eluce vybrán čas 60 minut. Eluční faktor byl 

stanovován při koncentraci zásobního roztoku podobné reálným vzorkům (10 mg·l⁻¹) na hodnoty 

31,34 ± 0,53% pro putrescin, 34,85 ± 0,56 % pro histamin, 33,16 ± 0,96 % pro kadaverin a pro 

tyramin byla hodnota elučního faktoru 51,68 ± 1,69 %.  

V rámci optimalizace prostředí bylo nalezeno za optimální prostředí pH 5 (bez úpravy prostředí). 

Z experimentu lineární akumulace v čase ze směsného roztoku byla stanovena sorpční kapacita 

adsorbentu na hodnoty 1,14±0,16 mg·disk⁻¹ pro putrescin, 1,13±0,15 mg∙disk-1 pro histamin, 

1,18±0,15 mg∙disk-1 pro kadaverin a pro tyramin 0,66±0,04 mg∙disk-1.  

Efektivní difúzní koeficienty byly stanoveny na hodnoty 1,47∙10-5±2,07∙10-7 cm2∙s-1 pro 

putrescin, 1,44∙10-5±4,91∙10-7 cm2∙s-1 pro histamin, 1,33∙10-5±5,29∙10-7 cm2∙s-1 pro kadaverin 

a pro tyramin 9,37∙10-6±3,44∙10-6 cm2∙s-1 na základě časového odběru DGT jednotek a analýzy 

eluátu. Z experimentu použití různých tlouštěk difúzního gelu byla stanovena difúzní mezní 

vrstva, která má hodnotu 484,96 ± 20,07 µm v intenzivně míchaném roztoku.  

V rybí omáčce Orient Gourmet byly stanoveny metodou kapilární zónové elektroforézy 

po aplikaci DGT techniky  koncentrace pro putrescin 8,63±0,97 mg∙l-1, histamin 16,75±1,14 

mg∙l-1, kadaverin 11,57±2,59 mg∙l-1 a tyramin 8,60±3,63 mg∙l-1. Při použití jako prekoncentrační 

techniky pouze adsorpčního gelu byly elektroforézou stanoveny koncentrace putrescinu 

8,29,81±5,69 mg∙l-1, histaminu 59,96±5,18 mg∙l-1, kadaverinu 35,86±9,08 mg∙l-1 a tyraminu 

7,18±1,02 mg∙l-1. Hodnota histaminu stanovena přímou analýzou na komerčním analyzátoru 

aminokyselin byla 47,3 mg·l⁻¹. Kapilární zónovou elektroforézou po aplikaci adsorpčního gelu 

byla v rybí omáčce Thai Pride stanovena koncentrace putrescinu 29,88±3,49 mg∙l-1, histaminu 

39,15±9,51 mg∙l-1, kadaverinu 66,58±16,76 mg∙l-1 a tyraminu 21,74±5,81 mg∙l-1. 

Ústřičná omáčka stanovovaná stejným postupem jako rybí omáčky. Biogenní aminy se 

pohybovaly pod limitem kvantifikace a nebylo je tedy možné stanovit. 

Spojení techniky DGT a kapilární zónové elektroforézy má potenciál se zařadit mezi současné 

metody stanovení biogenních aminů. Hlavním nedostatkem byl velký rozptyl hodnot v důsledku 

neoptimálních podmínek procesu, na které by bylo potřebné se zaměřit a provést více měření. 

Výhodou bylo možnost zjednodušit přečištění na samotný adsorpční gel.  
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