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ABSTRAKT

Biogenni aminy jsou pfirozené se vyskytujici dusikaté latky. Mohou vSak vykazovat toxické
ucinky a podilet se na projevech histaminové intolerance. Tato prace se zabyva spojenim
techniky DGT (Diffusive Gradient in Thin Film) a kapilarni zénové elektroforézy s vodivostni
detekci za GiCelem analyzy potravin jakozto jednoduchy proces. Vyuziti techniky DGT bylo
studovéno za ucelem moznosti precisténi vzorku od matri¢nich slozek (napft. soli) pfed naslednou
analyzou biogennich amint pomoci kapiladrni zénové elektroforézy. V této praci bylo zaméteno
na rybi a ustficné omacky. Jako vhodné podminky pro precisténi vzorku byl zvolen
kationméni¢ovy sorbent Dowex® 50W-X8. Sorbent byl vnosi¢i zagarosového gelu.
Byly zkouseny prekoncentrace pomoci DGT jednotek i adsorpcniho gelu bez difuzniho gelu.
Byly provedeny valida¢ni experimenty pro popis zvoleného systému, jako je vliv pH, sorpcni
kapacitu, diftzni koeficient nebo difuzni mezni vrstva. Hodnoty koncentrace biogennich amini
v rybich oméckach byla porovnana s nezévislou metodou komer¢niho analyzatoru aminokyselin.
Vysledky naznacuji, Ze je potfebné optimalizovat sorpcni experimenty. Dalsi rybi omacka
a ustficnd omacka byla precisténa pouze sorpénim gelem bez difizniho gelu. Vysledky
naznacuji, Ze pro rybi a ustficné omacky difuzni gel neni nutny. Jiné potraviny testovany nebyly,
ale existuji potraviny, kde by difuzni gel mohl mit leps$i vyuziti, napt. 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.
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UvoD
Biogenni aminy jsou latky vzniklé dekarboxylaci aminokyselin. Jednéd se o nizkomolekularni
slouceniny v rostlinach a zivocisich. Maji riznou strukturu.

Jsou ocekavany v potravinach s obsahem bilkovin nebo volnych aminokyselin, které jsou
biochemicky nebo mikrobialné¢ metabolizovany. MnoZstvi biogennich aminli v potravin¢ je
ovlivnéno typem potraviny, pfitomnymi mikroorganismy a mnozstvim volnych aminokyselin.
Biogenni aminy jsou tepeln¢ stabilni. Po pasterizaci vSak nckteré biogenni aminy ziistavaji
aktivni. U zpracovani nedochazi ke snizovéani biogennich aminti. Naopak pfi skladovani mtze
narust jejich obsah.

Biogenni aminy mohou indikovat mikrobidlni znehodnoceni potravin, ackoliv jejich pfitomnost
nemusi znamenat piimy rist mikroorganismi. U ryb a masa dochédzi pifi kazeni k nérGstu
mnozstvi histaminu, putrescinu i kadaverinu. Koncentrace se pohybuji v fadech desitek az stovek
mg-1"', v zavislosti na podminkéach skladovani. Pfirozen¢ se vyskytuji biogenni aminy
v potravinach napftiklad v kakau (Fenylethylamin), cerném pepii (pyrolidin).

Ve fermentovanych potravinach vznikaji biogenni aminy mikrobialni ¢innosti. Obsah histaminu
a tyraminu se liSil v zdvislosti na druhu syru. Mikroflora v zeli zavisi na dobé sklizné
a zpracovani a ta zpisobi spontanni kvaseni a vznik biogennich aminti. V s6jovych omackach
v pribéhu fermentace a ve viné v prubéhu alkoholové fermentace vznikaji biogenni aminy.
Dozréavajici suSené uzeniny maji zvySené mnozstvi biogennich amint.

Biogenni aminy, pfedevs§im histamin, jsou spojovany s otravou potravinami. Zpusobuje migrény
a nevolnost. Prvni zminka byla v Nizozemsku v roce 1967 a byla zptisobena syrem Gouda.

Rybi omacky jsou vyrabény dvéma zptsoby. Tradicnim postupem a pramyslove. U tradi¢niho
postupu fermentace rybi omacky trva dlouho, probih4a spontann€ a proces neni kontrolovéan.
U primyslové metody se pro zkraceni doby fermentace ptidava startovaci kultura, nebo je snizen
obsah soli na zac¢atku fermentace nebo se vyuziva stlateny oxid uhli¢ity. To ma za nésledek také
snizené mnozstvi biogennich amind v koneéném produktu. Rybi omacky jsou komplexni matrici
obsahujici biogenni aminy. Matri¢ni latky mohou komigrovat se sledovanymi analyty a tak je
pted analyzou potiebné zajistit precistovaci krok.

Technika DGT je metoda slouZici k analyze téZkych kovil a organickych latek ve vodach a ptide.
Pouziva se jako jednoduchad ptecistujici a prekoncentracni technika. U pouZiti této techniky je
potieba zvolit spravny sorbent, difizni gel a provést valida¢ni experimenty, jako jsou sorpéni
kapacita, diftizni koeficient, difuzni mezni vrstva.

Kapilarni zénova elektroforéza je technika zaloZena na migraci latek v elektrickém poli. Hlavni
vyhodou této techniky je malé mnoZstvi vzorku (v fadu pl) a umoznuje rychlejsi optimalizaci
metody. Vykazuje vyS$$i odolnost vic¢i rozdilnym podminkam analyzy jako je alkalické,
alkoholové nebo kyselé prostiedi. Dokaze analyzovat Siroké spektrum matric i pfimou analyzou.

Pro analyzu biogennich aminii v potravinach se typicky vyuzivaji metody HPLC, s nutnosti
predupravy vzorkl extrakci, eluce z pevné matrice nebo zakoncentrovani. U metod HPLC je
vysoka spotfeba rozpoustédel pro ptipravu mobilni faze a analyzy trvaji dlouhou dobu. A kolony
mohou byt poSkozeny nevhodnym pouzitim mobilnich fazi nebo rozpoustédlem ve vzorku.



TEORETICKA CAST

1.1 Biogenni aminy

Biogenni aminy jsou dusikaté latky vzniklé dekarboxylaci aminokyselin, pfipadné¢ aminaci
¢i transaminaci karbonylovych sloucenin [1]. Mohou se tvofit a rozkladat béhem normalniho
metabolismu zivocichi, rostlin a mikroorganismi [2]. Jedna se o nizkomolekularni slouc¢eniny
s bazickou povahou. Jejich struktura mize byt alifaticka, aromaticka nebo heterocyklicka [2].
Struktury nékterych zakladnich biogennich aminti Ize vidét na obrazku (obrazek 1).

H.N—=CH- H:N—CH; H:N=CH>
= | 1 |
Monoaminy CH: CH: CH:

Tryptamin 2-Fenylethylamin OH Tyramin
Diaminy H:N=CH;
|
CH:
H:N N NH;
x)\ﬁ - \/\\/A‘_\'HJ H-B‘\N\/ -
Y Nm
Histamin Putrescin Kadaverin
Polyaminy N7 NSNS AN %3 A~
. H H:N 1\1 )
Spermidin Spermin

Obrazek 1: Struktura nékterych biogennich aminu. [3]

1.1.1 Vznik v potravinach a vyznam

Biogenni aminy lze ocekavat v potravinach obsahujici bilkoviny nebo volné aminokyseliny
a jsou vystaveny podminkam, které umoziuji mikrobialni nebo biochemickou aktivitu. Celkové
mnozstvi vzniklych amint v8ak zavisi na potraving a pfitomnych mikroorganismech. Mezi dalsi
faktory, které ovliviiuji tvorbu biogennich aminti, patii dostupnost volnych aminokyselin
a priznivé podminky pro riist mikroorganismu a produkci enzymu dekarboxylazy. [2] Tyto latky
jsou v Siroké Skdle potravin. Jednad se naptiklad o rybi vyrobky, masné vyrobky, mlécné
produkty, déale vino, pivo, ovoce, ofechové plody a cokoladu [2], [4]. Biogenni aminy
v potravinach vznikaji obvykle mikrobialné¢ dekarboxylaci aminokyselin [4]. N&které biogenni
aminy mohou vSak mit i toxicky charakter. Na otravach potravinami se nej¢astéji podili alifatické
biogenni aminy (putrescin, kadaverin), aromatické biogenni aminy (tyramin, fenyletylamin)
a také heterocyklické biogenni aminy (histamin, tryptamin) [4]. VéEtSina biogennich amind je
tepelné stabilni. Po pasterizaci zstavaji nékteré biogenni aminy stdle aktivni. BEhem zpracovani
se nesnizi mnoZzstvi vytvofené¢ho biogenniho aminu. Naopak, béhem skladovani se mlze jejich
obsah 1 zvysit. [2]



1.1.2 Vznik v nefermentovanych potravinach

Ptitomnost biogennich amint u nefermentovanych potravin mize byt povazovdna za znamku
nezadouci mikrobialni aktivity. Jako indikator mikrobialniho znehodnoceni by mohla byt pouzita
hladina biogennich amini. AvSak pfitomnost amini v potravindch nemusi nutné¢ znamenat
vysoky rist mikroorganismtii znehodnocujicich potraviny. Divodem je, Ze ne vSechny
mikroorganismy maji dekarboxylazové enzymy. [5], [6]

Pti znehodnocovani kazenim ryb a masa dochéazi k navySeni mnozstvi histaminu, putrescinu
i kadaverinu a zaroven dochazi ke snizeni mnozstvi sperminu a spermidinu [2]. Obsah
biogennich aminti (kadaverin, putrescin, spermin a spermidin) se napfiklad u pstruha duhového
béhem skladovani zvysil. Konkrétni nartist mnozstvi téchto amint se 1isil v zavislosti na teploté
skladovani [7]. Jiné aminy, jako je trimethylamin, jsou pfitomny v rybéach v zavislosti na jejich
Cerstvosti [8]. V Cerstvém a zpracovaném vepfovém mase je obsah adrenalinu, sperminu
a spermidinu vysoky. Naopak histaminu, kadaverinu, putrescinu a tyraminu je v tomto mase
nizké mnozstvi. [9] U variabilnich skupin masnych vyrobkl se obsah putrescinu, sperminu
a spermidinu pohybuje v fadech desitek nebo stovek mg-kg™! [10]. Rizné biogenni aminy jsou
identifikovany v hovézim mase tepelné upraveném i tepelné neupraveném. Nejen v hovézim
a ovéim svalu, ale také v jinych masnych vyrobcich je stanovovan histamin a také faktory
urcujici jeho syntézu. [5] Ve srovnani ryb a dalSich druhli masa je v kufecim mase, vepfovém
mase a hovézim mase nejvyznamngj$i spermin, zatimco v rybach (kromé pstruha) je malé
mnozstvi spermidinu a sperminu. V piipadé putrescinu je v rybach (kromé pstruha) jeho obsah
vysoky ve srovnani s uvedenymi druhy masa. [12]

V rostlinach pfi nedostatku hot¢iku a drasliku a vysoké koncentraci amoniaku dochazi
ke kumulaci putrescinu a agmatinu. Dal§imu navySeni obsahu biogennich amind je zpisobeno
mikrobialni kontaminaci. Vysoké hladiny biogennich aminli se nachazeji v pomerancové Stave,
pfedev§im noradrenalin a tryptamin. Vysoky obsah se také nachdzi v rajcatech (tyramin,
tryptamin, histamin), v bananech (tyramin, noradrenalin, serotonin, tryptamin), v Svestkach
(tyramin, noradrenalin) nebo v listech Spenétu (histamin). [9] Fenylethylamin se vyskytuje
v ¢okolade a také v cukrovinkéach obsahujici ¢okoladu. V téchto potravinach je pfitomen, jelikoz
je ptirozenou slozkou kakaovych bobil. Miize byt také obsazen v n¢kterych houbach ve vysokém
mnozstvi. Vysoké mnozstvi pyrolidinu bylo zjisténo v ¢erném pepii (41-91 mg-kg™") i v sdjové
omacce. [12] Vysoké hladiny histaminu byly zjiSt€ény v motské tase Furcellaria lumbricalis
v mnozstvi 600-2500 pg-g! suSiny této fasy. Hordenin byl analyzovan v fase Mastocarpus
stellatus. Jeho mnoZstvi je 10005500 pg-g’! susiny. [13]

V kravském mléce je obsah biogennich aminti (spermidin, spermin a putrescin) nizky [11],
napfiklad u kravského plemene Busha je obsah biogennich aminii také nizky. Vzorky mléka
obsahuji 0,7-0,11 mg-kg' kadaverinu a 0,15-0,18 mg-kg' sperminu.[14] Velmi nizké
koncentrace biogennich aminti byly detekovany ihned po dojeni. NéarGst piirozené se
vyskytujicich bakterii ovliviiuje teplota skladovéani. Po Sesti dnech skladovéni je v syrovém
1 sterilizovaném mléce zkazena chut’ u riiznych teplot skladovani. Biogenni aminy se vSak tvofi
pouze u syrového mléka u skladovéani na 10 °C, a to po Sesti dnech. Akumulace putrescinu,
tyraminu a histaminu je zpiisobena piitomnosti pfirozené¢ se vyskytujicimi mikroorganismy
mlééného kvaSeni. [15] U krysiho mléka je detekovano malé mnoZstvi putrescinu (mén¢ nez
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2,5 nmol'ml™!) a sperminu (méné& nez 1 nmol'ml™!). Spermidinu je v krysim mléce vice a béhem
laktace jeho mnozstvi stoupa. U matetfského mléka jsou koncentrace biogennich aminii zcela
individualni. Koncentrace biogennich amind se obecné pfili§ neméni béhem prvniho mésice
laktace. Putrescin na konci Ctvrtého meésice laktace mirné stoupd. Zaroven stabilni ziistaly
koncentrace spermidinu a sperminu. [16]

1.1.3 Vznik ve fermentovanych potravinach

Ve fermentovanych potravindch biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci pfislusnych
aminokyselin pomoci mikroorganismti, které maji substratové specifické enzymy. [2]
Mezi bakteriemi vSak nejsou pfili§ rozSifené aminokyselinové dekarboxylazy, avSak druhy
mnoha rodi jsou schopny dekarboxylovat jednu ¢i vice aminokyselin. Jedna se naptiklad o druhy
rodt Bacillus, Citrobacter, Clostridium, Escherichia nebo také Lactobacillus. [17]

Syry jsou hned po rybach nej¢astéji spojovany s otravou histaminem. Mezi riznymi druhy syru
se 1i8il obsah histaminu i tyraminu. LiSil se 1 obsah téchto aminl v rdmci jednotlivych druht. [5]
Byly nalezeny rtizné biogenni aminy v réiznych druzich syra [5]. Ze Svycarského syra, ktery byl
zapleten do otrav histaminem v roce 1980 v New Hampshire, byl izolovan kmen Lactobacillus
buchneri. Tento izolovany kmen dokéZze produkovat az 4070 nmol-ml'1 histaminu v MRS bujénu
doplnéného o 0,1 % histidinu. [19]

Nakrajené zeli obsahuje velké mnozstvi pivodni mikrofléry. Tato mikroflora se lisi v zavislosti
na dobé¢ sklizné, zpracovani a hygien¢ béhem zpracovani. Dochazi pak ke spontannimu kvaseni.
V pribéhu kvaseni dochazi k vyvoji mikrobidlni populace. Nejdiive probiha aerobni kvaSeni,
nasledovano fakultativné anaerobnim kvaSenim. Nakonec dochazi ke kvaSeni pomoci bakterii
mlécného kvaseni (Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc). To vede ke stabilnimu produktu.
Kviili rizné variabilité¢ mikroflory je o€ekéavan i rozdilny obsah biogennich amint. Pfi postupném
vzniku mikropopulaci se biogenni aminy (zejména putrescin) hromadi v nalevu kysaného zeli.
[20], [2] Obsah histaminu v kysaném zeli byla naméiena na hlading 5,06 mg-100 g™!. Tato hladina
je niz$i nez hladina histaminu spojujici s otravou histaminem (100 mg-100 g*). [20]

Miso je fermentovand pasta vyrabénd ze sojovych bobl a obilovin za pfitomnosti soli. [22]
Sojova pasta miso rovnéz obsahuje biogenni aminy (histamin, fenethylamin, tyramin, tryptamin),
které vznikaji v pribéhu fermentace. Na tvorbu biogennich aminli v tomto produktu ma vliv
obsah soli. [22]

Ve zpracovanych masnych vyrobcich mohou byt biogenni aminy ukazatelé nekvalitni suroviny.
Mohou vSak také souviset s fermentacnimi procesy a mikrobidlni aktivitou. [6] Fermentované
masné vyrobky vyrobené pomoci startovacich kultur Lactobacillus phmtarutn obsahuji nizsi
mnozstvi biogennich amint (17,21 pg-g’ susiny histaminu a 66,35 pg-g™! sudiny tyraminu)
v porovnani s vyrobky s pfidavkem glukon-D-laktonu (141 pg-g' suSiny histaminu
a1249,16 ng-g! susiny tyraminu) a kontrolnim vzorkem (18,64 pg-g' susiny histaminu
a 1101,16 pg-g’! sudiny tyraminu). Soucasné tyto postupy maji vliv i na organoleptické vlastnosti
téchto produktl. Klobasy s ptfidavkem glukon-D-laktonu vykazovaly nepfijemnou chut’ Inu
a byly hodnoceny jako méné¢ pftijatelné pifi senzorickém hodnoceni. [23] Studie Maijala a Eerola
poukazuje na zvySené mnozstvi biogennich aminti béhem dozravani suSenych uzenin. V priubéhu
dozravani bylo vyizolovano 42 kmenl mlécnych bakterii. VéEtSina amin-pozitivnich kment
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(kmen produkujici biogenni aminy) byla izolovdana az na konci zrani spolu s nejvyssimi
hladinami aminti. V pribéhu fermentace dochazelo ke zvySovani koncentrace histaminu
a tyraminu. Z celkového mnozstvi kmeni mléénych bakterii dokazalo 10 z nich produkovat 402—
1087 ng-g’! susiny tyraminu a 4 z téchto deseti kmenti vyprodukovalo 725-1083 pg-g”! susiny
histaminu. MozZnosti snizeni hladiny vznikajicich biogennich amini by mohla byt omezeni
pocatecni hladiny biogennich aminli a omezeni téchto kultur. [24]

V Cerveném vin¢ byla detekovana pritomnost biogennich aminl v disledku bakteridlniho
metabolismu. Mosty z odriidy Villard noir obsahovaly nizké hladiny amini ethanolaminu
(2403,2 pg-g') a tyraminu (482,3 pg-g™!). Kadaverin ani histamin nebyl detekovan, naopak, po
alkoholovém kvaSeni byly detekovany v nejvy$$im mnozstvi (510,9 pg-g! kadaverinu
a 1111,5 pg-g™! histaminu). Zaroven doslo k jejich sniZeni po piirozené malolaktické fermentaci
(102,18 pg-g! kadaverinu a 444,6 pg-g!' histaminu). V piipadé tyraminu doslo k navyseni jeho
obsahu jak v pifipadé alkoholové fermentace (2880,78 pg-g!), tak i v pfipadé pfirozené
malolaktické fermentace (5075,66 pg-g! ). Obsah putrescinu, agmatinu a ethanolaminu se
navysil v priibghu alkoholového kvaseni (438,57 ng-g! putrescinu, 319,57 pg-g’' agmatinu
a20767,20 pg-g! ethanolaminu), ale v priibéhu malolaktické fermentace k vyznamnym zménam
nedochazi. [25]

1.1.4 Vyznam v lidském téle
Nékteré biogenni aminy jsou dilezité pro mnoh¢ fyziologické funkce ¢lovéka 1 zvitat. Podili se
na regulaci télesné teploty, dale reguluji objem a pH zaludku a také mozkovou ¢innost [2].

1.1.5 Toxicita biogennich aminu

I kdyZ biogenni aminy jako jsou histamin, tyramin nebo putrescin jsou dulezité pro mnoho
dilezitych funkci, mohou tyto biogenni aminy vykazovat i toxicky charakter pfi konzumaci
potravin s vysokym obsahem téchto aminti. Mezi u¢inky biogennich aminil jsou psychoaktivni,
vazoaktivni a jiné ucinky. Symptomy pro nadmérnou konzumaci biogennich aminll jsou
nevolnost, potiZze s dychanim, poceni, ndvaly horka. Mezi dal§i pfiznaky patii buSeni srdce,
bolest hlavy, jasn€ Cervend vyrazka a paleni v Ustech [4]. Nejznamé&jsi potravinové otravy,
které zplisobi biogenni aminy souvisi s histaminem.

Prvni zaznamenany piipad otravy histaminem byl v Nizozemsku roku 1967. Tato otrava byla
zpiisobena syrem Gouda. [18] Za migrény a hypertenzni krize vyvolané u nékterych pacientii
stravou mohly byt zplisobeny pravé biogennimi aminy, jako jsou tyramin nebo 3-fenylethylamin.
Za puvodce nékolika otrav jidlem byl oznacen histamin. Tato intoxikace histaminem je
zpusobena potravinami s obsahem nadmérného mnozstvi tohoto aminu. S otravou histaminem je
spojovana konzumace ryb typu scombroid. Také jiné potraviny, naptiklad syr, jsou spojovany
s otravou histaminem. Ve fermentovanych potravinach (kysané zeli, vino, miso a dal$i) je mozny
vyskyt histaminu 1 jinych biogennich aminti. Mikroorganismus Lactobacillus buchneri by mohl
byt dillezity pro mlécny pramysl. Je dulezity kvili Gcasti na ptipadech otravy histaminem, které
maji souvislost se syry. ZvySena toxicita histaminu se mtze zdat v ptipad¢é pritomnosti dalSich
biogennich aminl v potravinach. Tyto dal$i biogenni aminy mohou inhibovat enzymy, které
metabolizuji histamin v tenkém stfevé. Cetnost otrav histaminem je naroéné odhadnout. A to
z toho dlvodu, Ze vétSina zemi nereguluje obsah histaminu v potravinach a také nevyzaduji
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oznameni v piipadé otravy. Navic otrava histaminem je velmi podobna potravinové alergii.
Otrava histaminem je tak i chybn¢ diagnostikovana. [18]

1.2 Rybi omacky

1.2.1 Vyroba rybich omacek

Metabolismem sacharidti, lipidi a bilkovin vznikaji typické a chutové latky. V pribehu
fermentace vznika v rybach Siroka Skala volnych aminokyselin, peptidii, alkoholt, aldehydu,
ketonti i1 esteri. K tomu jsou potieba endogenni a mikrobidlni enzymy. [26] Maximalni
legislativni obsah histaminu v rybich omackach je podle Natizeni komise (EU) ¢. 1019/2013
kterym se méni ptiloha I natizeni (ES) ¢. 2073/2005, pokud jde o histamin v produktech rybolovu
stanoven na 400 mg-kg™!. [27]

1.2.1.1 Vyroba tradicni cestou

Vyroba rybi omacky tradicni cestou je zaloZena na principu spontanni fermentace bez pouziti
startovacich kultur. Je fermentovana smés ryb a soli v poméru 3:1. [28] Obvykle v priibéhu
fermentace nedochdzi ke kontrolnim opatfenim. To zplsobuje kolisavou kvalitu vyrobku.
Aby rybi omécka byla prvotiidni kvality, je potfebna Uplna fermentace trvajici ptiblizné 12—18
meésict. [29] Rod Carnobacterium byl dominantnim rodem v pribéhu prvnich tfi mésict
fermentace. Po Sesti mésicich jejich pocet rychle klesa. Po 18 mésicich se stal dominantnim
rodem Lentibacillus. To znamena, ze v prubéhu fermentace dochdzi ke zmén¢ mikrobialnich
dominantnich rodl v zavislosti na dob¢ fermentace. [30] Dochazi ke kombinovanému ptisobeni
endogennich enzym rybi tkdn¢ a halotolerantnich mikroorganismu podilejicich se na degradaci
bilkovin [28]. Pomoci proteaz, které pochéazeji z ryb a halofilnich bakterii, jsou béhem proteolyzy
hydrolyzovany bilkoviny z ryb na peptidy a jednotlivé aminokyseliny. [31] Vzniklé peptidy
a aminokyseliny dodavaji chut’ umami nebo hotkou chut’. [32]

1.2.1.2 Priimyslova vyroba

Existuji urcité metody, jak zkratit dobu fermentace a snizit ndklady na vyrobu. [26] Zkratit dobu
fermentace lze naptiklad sniZenim obsahu soli. V této rybi omacéce vzniklo velké mnoZstvi
volnych aminokyselin (sladkych a umami) a biogennich amint. Jako startovaci kultura by mohl
byt pouzit mikroorganismus Tetragenococcus. [33] Druhym pfistupem pro rychlou
technologickou vyrobu je pouziti stlaeného oxidu uhli¢itého pro regulaci ristu mikroorganismd.
Touto cestou vyrobend rybi omacka vykazuje piijemnou vini. Byl sniZzen i obsah bakterii,
biogennich aminii a Stiplavych organickych kyselin. Senzoricky byl sniZena Zlukla chut’, dale
rybi, hnilobny a Stiplavy zapach. [34] Dalsi zplsob zkriceni doby fermentace je pouziti
startovacich kultur. Mohou byt pouzity naptiklad Virgibacillus sp. SK33, Virgibacillus sp. SK37,
Staphylococcus sp. SK1-1-5. Ve srovnani s kontrolnim vzorkem bylo ve vzorku ofkovanym
Virgibacillus sp. SK33 o 50 % mén¢ histaminu. Tékavé latky v naockovanych vzorcich
po 4 mésicich fermentace mély podobny vzorec jako komer¢ni produkt fermentovany po dobu
12 mésicu. [29]

1.3 Technika DGT

Technika DGT (Diffusive Gradient in Thin Film) byla od roku 1994 vyuzivéna ptfedevsim pro
stanoveni stopovych kovll v Zivotnim prostfedi v kombinaci s béZznymi spektroskopickymi
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technikami. S postupnym vyvojem této techniky a rozsifovanim spektra pouzivanych sorbent
se jeji vyuziti rozsifilo 1 na dalsi typy analytii, véetné organickych latek. Poprvé byla vyuzita na
méteni zinku v motské vodé. [35] Hlavni vyhodou této techniky jsou jednoduchost, citlivost
a opakovatelnost. Dale také multielementarni kapacita (pro vice prvkil soucasn¢) a moznost
prekoncentrace. [36]

1.3.1 Princip techniky DGT

Technika DGT vyuziva sorp¢ni vrstvu obsahujici vhodny sorbent (napt. iontoménic), ktery ma
specificka vazebna mista pro cilové analyty. Tato sorp¢ni vrstva je od analyzovaného roztoku
odd€lena diftizni vrstvou tvofenou iontove propustnym gelem a ochrannou filtra¢ni membranou.
Transport analytl pies tuto vrstvu je fizen difuzi.

Analyty difunduji z vnéjsiho roztoku pies difuzni gel k sorpéni vrstveé, kde se vazou na aktivni
mista sorbentu a postupné se akumuluji. Diky pfesné definované tloust’ce difuzni vrstvy
a zndmému difuznimu koeficientu analytu je transport hmoty dobfe popsén, coz umoziuje
kvantitativni stanoveni koncentrace analytu v roztoku. [35], [38]

Jednotlivé vrstvy jsou umistény v drzéku (pistu), obvykle vyrobeném z akrylonitril-butadien-
styrenu. Sorp¢ni gel je umistén na spodni ¢asti pistu, zatimco vrchni kryt obsahuje expozi¢ni
okénko o definované plose, které je v kontaktu s analyzovanym roztokem (viz. obrazek 2). [39]
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Obrazek 2: Schématicke znazornéni DGT jednotky v klasickém usporadani. [40]

Technika DGT byla plvodné vyvinuta pro stanoveni stopovych kovli ve vodéch, ptidach
a sedimentech. Stanovovany jsou pifedevSim labilni formy analytd, které¢ jsou schopny
difundovat pies difuzni vrstvu a néasledné se vazat na sorpcni materidl. Transport analytl je
ovlivnén jejich velikosti a difiznimi vlastnostmi — mens$i a mobilngjsi castice difunduji snadnéji,
zatimco vétsi nebo silné vdzané formy maji transport omezeny. Velikost port difizniho gelu l1ze
castecné ovlivnit jeho sloZenim, coZ umoznuje selektivitu vici riznym typtm analyti. [41]

Pro difuzni vrstvu lze pouzit rizné typy hydrogelti. Zhang a Davison testovali napiiklad
polyakrylamidové gely s riznym stupném zesitovani, agarésové gely nebo tzv. omezené gely
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s velmi malymi pory (< 1 nm). Volba typu gelu zavisi na konkrétni aplikaci a vlastnostech
stanovovanych analyti. [42]

Jak jiz bylo zminéno, analyty difunduji pfes difuzni vrstvu o piesné definované tloust’ce Ag do
sorpcni vrstvy, kde se vazou na funkéni skupiny sorbentu. V prubéhu expozice se v diftizni vrstveé
ustavuje linedrni koncentracni gradient mezi vnéj$im roztokem a povrchem sorpéni vrstvy (viz
obrazek 3), coz je zakladni pfedpoklad pro kvantitativni vyhodnoceni pomoci Fickova zakona
diftize. [38]
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Obrdazek 3: Znazornéni gradientu koncentrace analytu pies vazebnou sorpcni a difiizni vrstvu v DGT

v ustaleném stavu. [43]

1.3.1.1 Tok iontnu

Zustava-li gradient konstantni béhem doby nasyceni, je mozné podle Fickova prvniho zdkona
difuze vypocitat tok iontll F' z objemového roztoku ptes difizni vrstvu Ag [cm] podle rovnice (1)
[38]:

dc D-(c—cp)

F=D — =

dx Ag M

kde D [em?-s7!'] je diftizni koeficient latky, ktera se analyzuje, ¢ [ng-cm™] pfedstavuje koncentraci
v objemovém roztoku a co [ng-cm™] je koncentrace analytu na povrchu sorpéni vrstvy. Tloustka
diftuzni vrstvy Ag [cm] se skladé z difuzni gelu, filtraéni membrany a difizni mezni vrstvy.

Tok iontlh mize byt také definovan jako mnoZstvi nasorbovaného iontu M [ng], které prosly
difazni plochou 4 [cm?], za dobu expozice ¢ [s] [44] vyjadiené pomoci rovnice (2):
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Hmotnost iontt prodifundovanych do vrstvy sorbentu M [ng] 1ze analyticky urcit. Diky tomu lze

kvantifikovat koncentraci v ptivodnim roztoku ¢ [ng-cm™] spojenim rovnic (1) a (2) ve tvaru:

M -Ag

"D t-A (3)

c

kde D [em?s™'] je diftizni koeficient latky, ktera se analyzuje, Ag [cm] je tloustka materialové
difazni vrstvy, 4 [cm?] je diftizni plocha, # [s] je doba expozice. [37]

1.3.1.2 Difuzni koeficient

Pro techniku DGT je difuzni koeficient dilezitym parametrem. Tento parametr urcuje rychlost
transportu ptes vrstvy k vazebnému gelu. Jsou rozliSovany koeficienty podle bariéry. Prvnim je
diftizni mezni vrstva o urcité tloust’ce dppr, které nalezi difizni koeficient ve vodé D,,. Dalsi
vrstvou je filtratni membrana s tloustkou dg, kterda ma diftizni koeficient Dy. Dalsi a posledni
vrstva je diftzni gel o tloustce Jy s diftiznim koeficientem D,. Casto se stava, ze difuzni
koeficient filtracni membrany a gelu si jsou tak blizké, ze 1ze nastavit jednu hodnotu difuzniho
koeficientu. Ale difuzni koeficient ve vodé je obvykle vyssi o 10-30 % nez difuzni koeficient
v gelech. Je nezbytné znat piesnou hodnotu difizniho koeficientu analytu pro spravny vypocet
koncentrace v roztoku. Je to nezbytné z toho diivodu, protoze tok iontli podle Fickova zékona je
pfimo imérny difuznimu koeficientu. Hodnoty diftznich koeficientl pti riznych teplotach Ize
snadno ptepocitat. Také Ize tyto hodnoty experimentalné stanovit pomoci akumulace hmotnosti
analytu v Case. Sklony piimek odrazeji difuzni koeficient konkrétni latky. V pravidelnych
intervalech jsou stanoveny koncentrace v zdsobnim roztoku ¢ a hmotnost pro§lého analytu M.
Do grafu se vynese zavislost M/c na Case t. Ze smérnice piimky k& je vypocitan diftizni koeficient
podle rovnice (4) upravené z [38]:

Dk =T (4)

kde Dk [cm*s'] je experimentdlni diftizni koeficient analytu, k [mls™'] je smé&rmice piimky,
Ag [cm] je tloustka materialové difiizni vrstvy a A [cm?] je difizni plocha. [38]

1.3.1.3 Difuzni mezni vrstva

Difizni mezni vrstva predstavuje tenkou vrstvu roztoku na rozhrani mezi vnéj$im roztokem
a povrchem DGT zafizeni, ve které je proudéni vyrazné omezeno a transport analytd je fizen
prevazné difazi. TlouStka této vrstvy zavisi na hydrodynamickych podminkach systému — ve
stojatych roztocich se obvykle pohybuje v rozmezi ptiblizné 0,1-1 mm, zatimco pfi intenzivnim
michani dochédzi k jejimu ztencovani. Difuzni mezni vrstva je pfitomna i za dynamickych
podminek, avsak jeji tloustka je vyrazn€ mensi. Vliv difizni mezni vrstvy neni zanedbatelny,
aproto je nutné ji zohlednit pfi vypoctu koncentraci pomoci techniky DGT, zejména za
podminek omezeného proudéni, aby byla zajisténa pfesnost stanoveni. Difuzni mezni vrstvu Ize
experimentalné stanovit na zakladé predpokladu, ze celkovy odpor proti diftizi analytu je dan
souctem odporil jednotlivych vrstev, tedy difuzniho gelu, filtraéni membrany a vnéj$i diftzni
mezni vrstvy. Experimentdlné se tloustka difizni mezni vrstvy uréuje pomoci souboru DGT
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jednotek s raznou tloustkou difiizniho gelu, které jsou vystaveny stejnym podminkam (proudéni
a koncentrace analytu). Nasledn¢ se sestroji graf zavislosti pfevracené akumulované hmotnosti
I/M na tloustce diftzni vrstvy Ag. Z linearni zavislosti 1ze ze smérnice a absolutniho ¢lenu
b vypocitat tloust’ku difuzni mezni vrstvy o podle piislusného vztahu (5):

_b-D,

§=—"",
a'Dk

(5)
kde Dy [cm?s!] je difuzni koeficient analytu ve vodé, Dk [cm?-s!'] je experimentalni difizni
koeficient analytu v gelu. [38]

1.3.2 Agarésovy gel

Agaroésa je linearni polysacharid, ktery je izolovan z Cervenych motskych fas rodu Rhodophyta.
Zakladni jednotkou agarosy je agarobidsa. Agarobiosa je disacharid, ktery je slozen z 1,3-vazané
B-D-galaktopyrandzy a 1,4-vdzané 3,6-anhydro-a-L-galaktopyrandzy. [45] Agarodsa je dalezita
pro biomedicinské aplikace. A to proto, ze ma reverzibilni teplotné citlivé gelacni chovani. Ma
také vynikajici mechanické vlastnosti a biologickou aktivitu. Velikost poru v gelu Ize ovlivnit
koncentraci agardsy. [46] Pti gelaci vodného roztoku agardsy pii ochlazovani roztoku dochazi
ke vzniku dvojitych Sroubovic ze dvou agardésovych jednotlivych fetézcti stabilizovanych
vodikovymi mustky. Nasledné dochazi k seskupovani dvojitych Sroubovic do husté trojrozmérné
sité. [48] Schéma zesiténi lze vidét na obrazku (obrazek 4). Mechanické vlastnosti agarosového
hydrogelu jsou vici iontim v pfitomnosti gelu stabilni. Ale pfidanim podptirnych soli se méni
elasticita gelu, predevsim u kompresniho namahani. [49] Agarosovy gel byl testovan pro pouziti
v DGT jako levnéjsi a ekologiCtéjsi varianta namisto polyakrylamidového gelu, ktery je
karcinogenni. Tato moZnost také nabizi jednodussi vyrobni proces. [50] Agarosovy difuzni gel
pro DGT byl pouzit a testovan pro organické molekuly. Difuze vykazovala linearni charakter pro
tyto molekuly. Agarosovy gel je tedy mozné spolehlivé pouzit na DGT techniku pro organické
molekuly. [51]
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Obrazek 4: Struktura a mechanismus gelace agarosy, prevzato a upraveno z [52]

1.3.3 Sorbent

Sorpéni procesy zahrnuji mechanismy, pii nichz dochézi k zachycovani latek na nebo v jiné fazi,
a d¢eli se na adsorpci a absorpci. Adsorpce je mezifazovy jev, pti kterém se molekuly jedné latky
hromadi na povrchu jiné latky, obvykle pevné. Transport latek k povrchu sorbentu je zpravidla
fizen difuzi. Absorpce naopak pfedstavuje proces, pii kterém latka pronika do objemu jiné faze.
Adsorpce se dale d€li na fyzikalni adsorpci a chemisorpci. [53] Fyzikalni adsorpce je zalozena
na slabych intermolekularnich interakcich, jako jsou van der Waalsovy sily nebo elektrostatické
interakce, je obvykle rychla a vratna a nedochazi pfi ni ke vzniku chemickych vazeb. Naproti
tomu chemisorpce zahrnuje vznik chemickych vazeb mezi adsorbatem a povrchem sorbentu, je
specifictéjsi a Casto méné vratnd. Adsorpce muze probihat jak z plynné, tak z kapalné faze.
V ptipad€ kapalného prostfedi je proces ovlivnén interakcemi s rozpoustédlem a dal§imi
slozkami matrice, jako je pH nebo iontova sila roztoku. [53], [54]

1.3.3.1 Adsorpcni (neiontové) sorbenty

Adsorpcni (neiontoveé) sorbenty jsou Casto vyuzivany napiiklad pti extrakci na tuhé fazi (SPE).
Jsou navrzeny tak, aby umoziiovaly ptistup molekul do své poroviteé struktury, pfi¢emz transport
do port je fizen diftizi. Sorpce je ovlivnéna nejen velikosti molekul, ale také jejich chemickymi
vlastnostmi, zejména polaritou a schopnosti interagovat s povrchem sorbentu. [55] Sorp¢ni
kapacita téchto materialti zavisi predevSim na mérném povrchu, velikosti a distribuci pora
a chemickém charakteru povrchu. Obecné plati, Ze vyssi mérny povrch vede k vys§i sorpéni
kapacit€. [56]

Vyznamnym zastupcem této skupiny je Amberlite XAD-16N, coz je neiontova porézni
pryskyfice na bazi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu. Divinylbenzen zajistuje zesitovani
polymerni struktury a vytvaii stabilni trojrozmérnou sit’. Adsorpce na tomto materidlu probiha
pirevazné na principu fyzikalni adsorpce, ktera je zaloZena na slabych intermolekularnich
interakcich, zejména van der Waalsovych silach a hydrofobnich interakcich mezi analytem
a povrchem sorbentu. Tento mechanismus nevede ke vzniku chemickych vazeb a je proto
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obvykle vratny. Diky vysokému mérmému povrchu (pfiblizné 800 m?-g™') a vhodné velikosti
pori (cca 150 A) je tento sorbent vhodny zejména pro adsorpci hydrofobnich organickych latek
z vodnych roztokl. Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi 20—60 mesh. [57], [58]

1.3.3.2 Ilontoménicové sorbenty

Iontoménice jsou materialy nerozpustné ve vod¢, které jsou schopny vyménovat ionty s okolnim
roztokem. Nejcastéji se jednd o syntetické pryskyfice slozené z polymerni matrice
(napf. polystyrenové nebo polyakrylové) a funk¢nich skupin, které zajist'uji iontové vymeénnou
schopnost.

Podle typu funkénich skupin se rozliSuji napftiklad silné kyselé kationtoméni¢e obsahujici
sulfonové skupiny a slabé kyselé kationtoménice s karboxylovymi skupinami. Princip jejich
funkce spociva v reverzibilni vyméné iontll mezi roztokem a funkénimi skupinami na povrchu
sorbentu, pficemz dochazi k zachovani elektroneutrality systému. [59]

Predstavitelem této skupiny je Dowex® S50W-X8, coz je silné¢ kyseld kationtoméniCova
pryskyfice na bazi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu. Sulfonové skupiny pfitomné
v polymerni matrici slouZi jako aktivni vazebna mista. [60] Oznafeni SOW udava typ pryskyfice,
zatimco X8 vyjadiuje stupen zesitovani (8 %) divinylbenzenem, ktery ovlivituje mechanické
vlastnosti a propustnost materialu. [60, 61]

Tento sorbent se bézné vyuziva napiiklad pti zmékcovani vody, kde zachycuje kationty vapniku
a hot¢iku, nebo pti demineralizaci. Po vyCerpani kapacity je nutnd regenerace, obvykle pomoci
roztoki kyselin nebo soli. [59, 62]

1.4 Kapilarni zonova elektroforéza

Arne Tiselius ptedstavil elektroforézu jakoZto separacni techniku v roce 1937. [63] Ten ji poprvé
vyuzil na zkouméni migrace proteinovych smési ve zkumavkéch s pufrem [64]. Tato technika
byla definovana jako rozdilny pohyb nabitych castic v elektrickém poli. Rozdilny pohyb iontt
vzniké v disledku jejich ptitahovani nebo odpuzovani. Arne Tiselius zjistil, Ze v elektrickém poli
slozky vzorku migruji smérem a rychlosti, kterd odpovidd naboji a pohyblivosti. Gelova
elektroforéza ma dlouhé Casy analyzy a nizkou ucinnost. Z tohoto diivodu se pteslo k separaci
v uzkych kapilarach. Kapilary maji vysoky elektricky odpor. Pak je tedy mozné pouzit velmi
silna elektrickd pole (100-500 V-cm™). [65]
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1.4.1 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok je jev, pii kterém dochédzi diky malé difuzi k pohybu celého roztoku
v kapilare ve formé pistu (viz. obrazek 5). Vznika jako disledek ptisobeni elektrického pole na
elektrickou dvojvrstvu na vnitini stén¢€. Povrch kapilary je za normalnich podminek zaporné
nabity a tok sméiuje od anody ke katod¢. Elektroosmoticky tok unasi témeét vSechny castice
stejnym smérem. Kationty, anionty i neutralni ¢astice mohou byt analyzovany v jednom b¢&hu.
A to je jeho velka vyhoda. Pii kapilarni zonové elektroforéze je kapilara naplnéna elektrolytem.
Vzorek je davkovan na zacCatek kapilary. Po zapnuti napéti dochazi podle odlisnych rychlosti
migrace k separaci slozek v oddélenych zonach. [66]

Elektroosmoticky tok Laminarni tok

Tok

Obrazek 5: Profil proudéni a odpovidajici zony rozpusténych latek pohanené elektrickym
proudem (A) a tlakem (B). Prevzato a upraveno z [66]

1.4.2 Kapilary

Jako materidl kapilary se pouziva taveny kifemen (fused silica). Je dostate¢né chemicky
1 elektricky inertni a propousti UV zateni. Tyto trubicky maji velmi maly vnitini primé&r (obvykle
25-150 pum) a bez upravy jsou velmi kiehké. Aby kapilary nebyly tak kiehké, potahuji se
elastickou vrstvou polyimidl z vnéj$i strany. Ale pro optickou detekci je nutné vytvoftit okénko.
To se vytvafi tak, Ze polyamidova vrstva je spalena elektrickym obloukem nebo elektricky
zahtatym dratem. V misté okénka dochézi k poklesu odolnosti kapilary a je na tom misté kiehka.
Pro zkréceni doby analyzy by se méla pouZivat co nejkratsi délka [67], ale dostatecné dlouha,
aby bylo dostate¢né rozliSeni separovanych iontt

1.4.3 Vodivostni detektor

Pro anorganické ionty a organické kyseliny je vhodny vodivostni detektor. Kontaktni méfeni
vodivosti je pro uzké kapilary nevhodné. To vedlo k vyvoji bezkontaktnich vodivostnich
detektord. Detekéni elektrody jsou tvofeny dvéma kovovymi objimkami. Ty jsou umistény tésné
kolem kapilary za sebou. Je vyuzivano vysokofrekvenéni stfidavé napéti, aby signal proSel
sténou kapilary. Elektrody tedy nejsou v pfimém kontaktu s elektrolytem nebo vzorkem.
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Timto detektorem je mozné métit malé anorganické ionty, malé sacharidy nebo aminokyseliny.
Detekéni limity mohou byt v fadech az ppb. [68]

1.5 Stanoveni biogennich amint v potravinach

Stanoveni biogennich aminil v potravinach je naro¢né, hlavné u pevnych potravin, jako jsou
napfiklad syry nebo ryby. Byla vyvinuta metoda pro analyzu biogennich aminti v syrech pomoci
HPLC-DAD s derivatizaci pomoci dansyl chloridu. Pfiprava vzorku byla vSak slozita. Bylo nutné
vzorek homogenizovat, extrahovat do 0,2M kyseliny chloristé, nasledné¢ byl vzorek
centrifugovan a supernatant byl smichan s uhlic¢itanem sodnym. Nasledné probéhla derivatizace
pomoci dansyl chloridu a vzorek byl ponechan v temnu. Pro zastaveni reakce byl pfidan L-prolin.
[69] Metoda byla pouzita na analyzu syrt z polského maloobchodu. Byl detekovan kadaverin
a putrescin 6,12-2871 mg/kg, resp. 5,74—441 mg-kg™!. Tyraminu bylo nalezeno v koncentracich
5,62-646 mg-kg! a histamin prekracoval limit 100 mg-kg™.[70] Pro analyzy vina byla vyuzZita
napiiklad RP-HPLC. Ptiprava vzorku také nebyla jednoducha. Disiran draselny byl smichan
s roztokem standardli biogennich amint a doplnén vinem. Smés byla michéna. Poté se vzala ¢ast
vzorku a byla smichdna s roztokem tosylchloridu a triethylaminu. Byl dale pfidan acetonitril
a smes byla michana. Pote se smés filtrovala pfes membranovy filtr. V ¢erveném viné bylo
detekovano 2,13 mgl! putrescinu, 2,17 mgkg! histaminu, kadaverinu bylo detekovano
1,31 mgkg! a tyraminu 0,877 mg-kg!. [71] Rybi omacky byly analyzovany pomoci RP-HPLC
s predkolonovou derivatizaci s fluorescenéni detekci. Bylo detekovano 0-729 mg kg,
0-1178 mg kg ! tyraminu, 0-1178 mg kg™ ! putrerscinu a 0-1429 mg kg ! kadaverinu. [72]
Kapilarni elektroforézou byly stanovovany biogenni aminy v pivu. Pfiprava vzorku piva je
roztoky a ponechan po dobu dvou hodin v lazni o teploté 50°C. Nésledné probéhla analyza na
kapilarni zonové elektroforéze s fluorescencni detekci. Obsah biogennich aminii byl rizny podle
typu piva a podle faze vyrobniho procesu. [73] Co se tykalo stanoveni biogennich aminti ve viné
pomoci kapilarni zénové elektroforézy, tak vino bylo prvné nutné vy¢istit. Bylo nutné odstranit
fenolické latky pomoci poly(vinylpyrrolidonu). Smeés byla promichana a nasledné
centrifugovana. Supernatant byl filtrovan pfes membranu vyrobenou z celulosy. Vzorek byl
piimo analyzovan. [74] Pomoci kapilarni zonové elektroforézy byly analyzovany rybi oméacky
po stanoveni biogennich aminl. Rybi omacka byla pted analyzou pouze filtrovana ptes
celulésovy filtr a nafedéna vodou. Koncentrace histaminu v rybich omackéach byla 120 mg kg !
a koncentrace tyraminu byla 50 mg kg'. [75]
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EXPERIMENTALNI CAST
1.6 Chemikalie

Zemé

Nazev Mr [g-mol] Cistota Vyrobce R CAS ¢islo
puvodu
Kyseli i
yserha 60,05 >99,8% Sigma Némecko  64-19-7
octova Aldrich
Amberlite® Sigma .
XAD16N - Aldrich Francie 9003-69-4
Dowex® 50W- Spojené staty
- - BIO-RAD -
X8, hydrogen americké
. <. Sigma Spojené staty
Agardsa 630.5 Cisty Aldrich americké 9012-36-6
Histamin Sigma y
184.1 99 ¢ ' .
dihydrochlorid 99 % Aldrich Cina 56-92-8
Kadaverin Sigma .
175,1 ~98 9 ycarsk 1476-39-
dihydrochlorid 7, 8% Aldrich  vyearsko 76-39-7
Putrescin Sigma -
>08 © ¢ 73
dihydrochlorid 161,1 >98 % Aldrich Svycarsko 333-73-2
Tyramin Sigma .
1 >98 ¢ ycarsk -19-
hydrochlorid 73,6 =98 % Aldrich  Ovyearsko - 60-19-5
H ' Lach- , “esks
ydrox1’d 56,11 -85 % ach-Ner, s Ces a 1310-58.3
draselny r. 0. republika

1.7 Postupy

1.7.1 Vybér elektrolytu
Byl pfipraven zasobni roztok kyseliny octové o koncentraci 10 M v objemu 20 ml. Z tohoto
roztoku byly pfipraveny 3 roztoky elektrolytu o objemech 5 ml o koncentracich 1,5;3 a 6 M.

Nasledné bylo pfipraveno 10 ml roztoku biogennich aminl (putrescin, histamin, kadaverin,
tyramin) o koncentraci 50 mM a anorganickych kationtli (amonny, draselny, sodny, vapenaty,
hofecnaty) o koncentraci 15 mM. Nasledné bylo napipetovano 200 pl tohoto roztoku
do polypropylenové (PP) vialky (Agilent CE PP vial, Agilent, Némecko). Vialka byla uzaviena
septem a roztok byl analyzovan na kapildrni zénové elektroforéze Agilent Technologies
7100 Capillary Electrophoresis instrument, Agilent, Némecko. (viz. obrazek 6) za pouziti
ruznych elektrolyti.
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Tabulka 1: Parametry analyzy na kapilarni zonové elektroforéze Agilent Technologies 7100 Capillary

Electrophoresis

Agilent Technologies 7100

P t ly
arametr analyzy Capillary Electrophoresis

Zakladni elektrolyt 3M kyselina octova
Teplota 25°C
Vykon 6w
Napéti 20 kV

Proud 300 pnA
Doba analyzy 6 min

Kiemenna potazend polyamidovym
polymerem, 50 um id (35 cm

Kapila
aptiara efektivni délka) celkova délka
50 cm
promyvani 80 s deionizovana voda, 10 s BGE
Detektor C‘D
Davkovani 20 mbar/5s

20 Agilent Technologies TF100  Capiliary Electropharesis

5

Obrazek 6: Pristroj kapilarni zonové elektroforézy.
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1.7.2  Vybér sorbentu

Byl pfipraven smésny roztok biogennich amint (putrescin, histamin, kadaverin a tyramin)
o koncentracich 100 mg-1" do objemu 10 ml do sklenéné 20ml vialky se Sroubovacim vickem.
Bylo odebrano 100 ul do PP vialky, bylo do ni pfidano 100 pl deionizované vody a vialka byla
zaviena septem. A vzorek byl analyzovan v ¢ase TO minut. Nasledné bylo navazeno 100 mg
sorbentu (na principu fyzikalni sorpce Amberlite® XAD16N/iontoméni¢ovy Dowex® 50 WS,
viz obrazek 7) do sklenéné 20 ml vialky (20ml EPA Screw Neck Vial, Chromservis). Nasledné
byl k sorbentu piilit piipraveny roztok biogennich aminti a vialka byla tfepana na ttepacce (300
rpm) po 20 min, kdy byl proveden kontrolni odbér 100 pul do PP vialky, bylo k ni pfidano 100 pl
deionizované vody a vialka byla uzaviena septem. Roztok byl analyzovan za vybranych
podminek na kapilarni zonové elektroforéze. Pokud bylo nutné, roztok byl ponechan déle
sorbovan az po dobu tfi hodin a byly provadény kontrolni odbéry pro sledovani zmény
koncentrace roztoku. Po tfech hodindch byla sorpce ukoncéena. Nasledné byl vybran vhodny
sorbent pro dal$i experimenty.

Obrazek 7: Sorbent na principu iontové vymeény Dowex™ 50X 8 (vlevo) a sorbent na principu fyzikdlni
adsorpce Amberlite® XADI6N (vpravo).

1.7.3 Vybér elucniho ¢inidla

Sorpce probihala podle jiz uvedeného postupu s vybranym sorbentem Dowex® 50W (1.7.2).
Nésledné byl pfipraven roztok elu¢niho ¢inidla 1M hydroxidu amonného. Byl odebran vzorek
100 pl do PP vialky, bylo ptfidano 100 pl deionizované vody a vialka byla uzaviena septem.
Byla provedena eluce po dobu 60 minut do 2 ml elu¢niho ¢inidla ve stejné vialce se Sroubovacim
vickem. Po uplynuti této doby byl opét odebran vzorek 100 pl do PP vialky, smichan se 100 pl
deionizované vody a vialka byla uzaviena septem. Tento pfipraveny vzorek byl analyzovan
a vyhodnocen. Stejnym zplisobem probéhl experiment s 0,25M hydroxidem sodnym, 1M
hydroxidem lithnym, 3M kyselinou octovou a 1M hydroxidem draselnym. Néasledné bylo
vybrano vhodné eluc¢ni ¢inidlo.
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1.7.4 Priprava sorp¢niho agarésového gelu

Z roztoku 1M kyseliny dusi¢né bylo vytazeno 6 sklenénych desticek a 3 teflonové distanéni
vlozky (spacer) s tloustkou 50 um a byly oplachnuty vodou a ponechdny voln¢ uschnout.
Nésledné byl mezi dvé skla umistén spacer. Skla drzely pifi sob&é svorkami na papir
(viz. obrazek 8)

Obrdzek 8: SloZené 2 sklenéné desticky s umisténym spacerem, které drzi pomoci klipii na

papir.

Do sklenéné 10 ml zkumavky bylo navazeno 0,7 g sorbentu Dowex® 50 W. Do Erlenmayerovy
banky bylo navazeno 0,4 g agardsového prasku (viz. obrazek 9) a bylo k nému ptidano 20 ml
deionizované vody. Erlenamyerova baiika byla zahiivana ve vodni 1azni do rozpusténi agarésy,
tak, aby nedoslo k varu. Pted pipetovanim gelu s adsorbentem byla pfipravena skla nahfata nad
vaficem pro usnadnéni pipetovani gelu mezi dvéma skly. Nésledné bylo pomoci Sml pipety
napipetovano 5 ml roztoku 2% agardsy do zkumavky s navazenym sorbentem. Tato zkumavka
byla vortexovana (2500 min™') do homogenniho roztoku. Nasledné byl roztok opét pomalu
pipetovan mezi piipravend skla, aby nevznikly bublinky. Takto pfipravené hydrogely byly
ponechany vychladnout ve vodorovné poloze, aby nedoslo k sedimentaci ¢astic a byla zachovéana
homogenita.

Po vychladnuti bylo sejmuto jedno ze skel a byla vykrajena kolecka o priméru 2,5 cm. Byl
odejmut prebytecny hydrogel a kolecka byla nasledn€ pomoci proudu vody ze stficky vyplaveny
do nadoby s vodou pro jejich uchovani.
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Obrazek 9: Prasek agarosy pro pripravu sorpénich a difuznich gelit.

1.7.5 Priprava diftizniho agarosového gelu

Z roztoku 1M kyseliny dusi¢né bylo vytazeno 6 sklenénych desti¢ek a 3 teflonové spacery
s tloustkou 0,25; 0,50 a 0,80 mm a byly oplachnuty vodou a ponechany volné uschnout.
Nasledné byl mezi dvé skla umistén spacer. Skla drzely pfi sobé svorkami na papir.

Do Erlenmayerovy baiiky bylo navéazeno 0,4 g agar6sového prasku a bylo k nému ptidano 20 ml
deionizované vody. Erlenmayerova baiika byla zahfivana ve vodni 14zni do rozpusténi agardsy,
tak, aby nedoslo k varu. Byly nahtaté pfipravena skla nad vafi¢em pro usnadnéni pipetovani gelu
mezi dvéma skly. Nasledné¢ bylo pomoci 5ml pipety pomalu napipetovano 5 ml roztoku
2% agar6sy mezi pripravena skla tak, aby nevznikly bublinky. Takto ptipravené hydrogely byly
ponechéany vychladnout ve vodorovné poloze.

Po vychladnuti bylo sejmuto jedno ze skel a byla vykrajena kolecka o priméru 2,5 cm. Kolecka
byla nasledné€ pomoci proudu vody ze stficky vyplaveny do nadoby s vodou pro jejich uchovani.

Priprava DGT jednotky

Na pist byl umistén sorpéni disk tak, aby castice sorbentu byly na vnéjsi strané. Na sorpéni gel
byl umistén diftizni gel. Jednotka byla uzaviena vné&j$im krytem s okénkem (viz. obrazek 10).
Bylo nutné zajistit, aby mezi gely nebyla vzduchova bublinka nebo necistoty.
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Obrdzek 10: Rozlozeny pist a kryt s okénkem a sloZeny pist.

1.7.6 Sorpce na disk bez difuzniho gelu

Bylo pfipraveno 10 ml roztoku smési biogennich amint (putrescin, histamin, kadaverin, tyramin)
o koncentracich 100 mg-1"" kazdého z nich do sklenéné 20ml vialky se Sroubovacim vickem. Byl
odebran vzorek o objemu 100 pl do PP vialky, bylo pfidano 100 pl vody a vialka byla uzaviena
septem. Vzorek byl analyzovan. Do této vialky byl pfidan sorpéni disk a vialka byla tfepana na
trepacce (300 rpm) po dobu 60 minut. Nasledné byl opét odebran vzorek 100 pl a 2x zifedén
do PP vialky a analyzovan. Kapalina byla ze sklenéné vialky vylita, disk a vialka byly | promyty
10 ml vody. Poté byly do vialky napipetovany 2 ml elué¢niho ¢inidla. Byl odebran vzorek 100 pl
elu¢niho ¢inidla do PP vialky spolecné s 100 ul vody. Vzorek byl analyzovan. Vialka se sorpénim
diskem byla opét tfepana po dobu 60 min. Po této dobé byl opét odebran vzorek podobné jako
na zacatku a analyzovan.

1.7.7 Ptecisténi rybi omacky metodou sorpce
1.7.7.1 Redénd nepiecisténd rybi omacka

Rybi omécka Orient Gourmet byla 25x a 50x zfedéna na 20 ml hydroxidem draselnym tak, aby
vysledna koncentrace hydroxidu draselného byla 1 M. Z té€chto roztokl byl odebran vzorek,
ktery byl 2x zfedén deionizovanou vodou na objem 200 ul do PP vialky a vialka byla uzaviena
septem. Vzorek byl analyzovan na kapilarni zonové elektroforéze.

1.7.7.2 Precisténi rybi omacky

Byly zvoleny pfistupy pie€isténi rybi omacky-sorpce na volny adsorbent, adsorbent
v agarésovém gelu a DGT jednotky. Bylo pfipraveno 50 ml roztoku 50x zfedéné rybi omacky.
Tento roztok rybi omacky byl rozpipetovan po 10 ml do sklenénych 20ml vialek se Sroubovacim
vickem a do kadinky o objemu 100 ml. Do jedné vialky bylo nasypano 3,44 mg sorbentu,
do druhé vialky byl umistén sorpcni gel a do 100ml kédinky byla umisténa DGT jednotka
s difuznim gelem o tloust’ce 0,5 mm a zakryta parafilmem. Vialky byly tfepany 60 minut na
titepacce (300 rpm). Nasledné byl pivodni roztok odlit a do vialek bylo napipetovano 2 ml 1M
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roztoku hydroxidu draselného. Roztok byl opét tfepan 60 minut na tfepacce (300 rpm). Po této
dob¢ bylo z kazdé vialky odebrano 100 pl roztoku do PP vialky a roztok byl zfedén 2x
deionizovanou vodou. Vialka byla uzaviena septem a vzorek byl analyzovan.

1.7.8 Valida¢ni experimenty
1.7.8.1 Kinetika pro sorpce s vyuZitim difuzniho gelu (DGT) a bez néj

Pro sorp¢ni kinetiku bylo piipraveno 100 ml roztoku smési biogennich aminil (putrescin,
histamin, kadaverin a tyramin) o koncentracich 250 mg-1"'. Nasledn¢ byl roztok rozpipetovan
do tii sklenénych 20 ml vialek se Sroubovacim vickem a do tii 100ml kédinek po 10 ml roztoku.
Do sklenénych vialek byl vlozen sorpéni agardsovy disk a do kéadinek byly vlozeny DGT
jednotky s difiznim gelem o tloust’ce 0,5 mm. Kadinka byla zakryta parafilmem. Byly odebirany
vzorky po 0; 3; 7; 15; 30; 45; 60 minutach sorpce a dal po 20 minutdch po dobu 120 min pro
sorpéni gel 180 minut pro DGT jednotky dokud odezvy métenych koncentraci nevykazovaly
stabilni trend. Bylo odebirdno 50 pl a vzorek byl fedén 2x deionizovanou vodou do PP vialek.
Naésledné byl roztok odlit. DGT jednotka byla rozebrana. VSechny sorp¢ni disky byly po oplachu
deionizovanou vodou umistény do sklenénych 20ml vialek a byly pfidany 2 ml elu¢niho ¢inidla.
Vialky byly tfepany na tiepacce (300 rpm). Byly odebirany vzorky po 0; 3; 7; 15; 30; 45; 60
minutidch eluce a dal po 20 minutach pod dobu 120 minut do ustalenych hodnot odezev
koncentraci. Bylo odebirano 50 pl a vzorek byl fedén 2x deionizovanou vodou do PP vialek.
Nasledné byla ur¢ena optimalni doba sorpce a eluce.

1.7.8.2 Elucni faktor

Bylo pfipraveno 50 ml roztoku smési biogennich amind (putrescin, histamin, kadaverin
a tyramin) o koncentracich 10 mg-1"'. Nasledn¢ byl do tfi 20ml vialek se Sroubovacim vickem
rozpipetovan roztok po 10 ml roztoku. Pied vloZenim adsorpcniho disku byl odebran vzorek pro
analyzu na kapilarni zonové elektroforéze a 2x zfedén deionizovanou vodou. Vzorek byl
analyzovan. Do vialek byl vloZen sorp¢ni disk a vialky tfepany na tiepacce (300 rpm) po dobu
60 min. Po 60 minutach byl opét odebran vzorek stejnym zplisobem a analyzovan. Pivodni
roztok byl z vialky vylit a disk byl oplachnut vodou. Do vialky s diskem bylo nalito 10 ml ml
eluéniho Cinidla a byl opét odebran vzorek stejnym zptisobem a vzorek byl analyzovan. Vialky
byly opét tfepany na tfepacce (300 rpm) po dobu 60 min. Po 60 minutach byl opét odebran vzorek
stejnym zplisobem a vzorek byl analyzovan. Byl stanoven elucni faktor podle rovnice (6):

Ce " Ve

B (cso — Cs60) " Vo '

fe

kde ce [mg-17'] je koncentrace eluatu, V- [1] je objem elu¢niho ¢inidla, c¢s0 [mg-17'] je koncentrace
roztoku pied sorpci, cseo [mg-17'] je koncentrace roztoku po 60 minutach sorpce a 7 [1] je objem
pocatecniho roztoku.

1.7.8.3 Prekoncentracni krok

Byl pfipraven roztok smési biogennich aminl (putrescin, histamin, kadaverin a tyramin)
o objemu 100 ml o koncentraci 250 mg-1"'. Roztok byl rozpipetovan do deviti 20ml sklenénych
vialek po 10 ml roztoku. Opét byl odebran vzorek 100 pl a analyzovéan. Do vialek byl umistén
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sorp¢ni disk a roztoky byly tfepany po dobu 60 minut. Po uplynuti doby byl opét odebran vzorek
stejnym zpusobem. Roztok byl z roztoku vylit a disky byly oplachnuty vodou. Nasledné bylo
do vialek napipetovano elucni ¢inidlo. Do tfi vialek byly napipetovany 2 ml elu¢niho ¢inidla,
do dalsich tfi 5 ml elu¢niho Cinidla a do tfi vialek bylo napipetovano 10 ml elu¢niho Cinidla.
Byly odebrany vzorky 50 ul a 2x zfedény do PP vialek a analyzovéany. Vialky se sorpénim
diskem byly tiepany na tfepacce (300 rpm) po dobu 60 minut. Nasledné byly opét odebrany
vzorky k analyze obdobné jako v pfedchozich ptipadech. Byla vyhodnocena ucinnost
prekoncentrace.

1.7.8.4 Vliv pH na sorpci

Bylo pfipraveno 50 ml roztoku smeési biogennich aminii (putrescin, histamin, kadaverin
a tyramin) koncentraci o 1 g-1"'. Nasledn¢ byl roztok rozpipetovan do deviti sklenénych vialek
se Sroubovacim vickem po 2,5 ml. Nésledné€ byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem
9 ml. Nasledné bylo ve tfech vialkach upraveno pH pomoci kyseliny chlorovodikové (1M) na
pH 3 a ve tiech dal$ich vialkach bylo pH upraveno pomoci 1M hydroxidu sodného na pH 11.
Tteti trojice vialek zlstala bez upravy (pH 5). Vialky byly doplnény deionizovanou vodou na
objem 10 ml. Byl odebran vzorek 100 ul do PP vialky a vzorek byl 2x zfedén a analyzovan.
Do vialek byl umistén sorpéni disk a vialky byly tfepany 60 minut na ttepacce (300 rpm).
Po uplynuti doby byl opét odebran vzorek stejnym zpiisobem.

1.7.8.5 Sorpcni izotermy a sorpéni kapacita

Byly pfipraveny roztoky smeési biogennich amint v triplikdtech do sklenénych 20ml vialek
o objemu 10 ml a koncentracich 10; 25; 50; 100; 150; 200; 250 mg-1"". Z kazdé koncentrace byl
odebran vzorek 100 pl a 2x zfedén do PP vialky a vzorek byl analyzovan. Nasledné probihala
sorpce po dobu 60 minut na tfepacce (300 rpm). Po této dobé byl odebran vzorek a zpracovan
jako na zaatku. Nasledné byl z vialek vylit plivodni roztok, vialky a disky byly oplachnuty
vodou. Do vialek bylo napipetovano 10 ml elu¢niho ¢inidla. Opét byl odebran vzorek
a analyzovan jako na zacatku. Disky byly eluovany na tfepacce (300 rpm) po dobu 60 minut.
Po uplynuti této doby byl odebran vzorek, zpracovén stejné jako na zac¢atku a analyzovan.

1.7.8.6 Difuzni koeficient

Byl pfipraven roztok o objemu 2 1 o koncentraci 10 mg-1™! biogennich amini. Bylo sestaveno 15
DGT jednotek s difuznim gelem o tlouStce 0,5 mm. DGT jednotky byly umistény na nosic¢
a pfemistény do plastové nddobky, ve které byl provadén experiment (viz. obrazek 11).
Do krabice bylo umisténo magnetické michadlo. Do krabice byl nalit roztok biogennich aminii
tak, aby DGT jednotky byly ponofeny (1430 ml). Nadoba byla umisténa na magnetickou
michacku a roztok byl michan na 300 rpm. Byly odebirany 3 DGT jednotky a vzorek roztoku
(2x zfedén do PP vialky a analyzovan) v ¢asech 0; 1; 2; 3; 4 hodin. DGT jednotky byly rozebrany
a sorp¢ni gel byl umistén do 20ml sklenéné vialky a bylo pfiddno 10 ml elu¢niho €inidla. Disk
byl eluovan po dobu 60 minut a nasledné byl odebran vzorek 100 pl a byl zpracovan jako
na zacatku a analyzovan. Nasledné¢ byl znaméfenych koncentraci sestrojen graf narGstu
koncentrace v Case a z toho ur¢en difuzni koeficient.

28



Obrdazek 11: Nadoba s nosicem DGT jednotek na stanoveni difiizniho koeficientu a difiizni mezni vrstvy.
1.7.8.7 Difuzni mezni vrstva

Byl pfipraven roztok o objemu 2 1 o koncentraci 25 mg-1™! biogennich aminii. Bylo sestaveno 12
DGT jednotek s difuznim gelem o tloust'ce 0; 0,25; 0,5; 0,8 mm (3 disky u kazdé tloustky). DGT
jednotky byly umistény na nosi¢ a pfemistény do krabice, ve které byl provadén experiment.
Do krabice bylo umisténo magnetické michadlo. Do krabice byl nalit roztok biogennich aminti
tak, aby pistony byly ponoieny (1430 ml). Krabice se umistila na magnetickou michacku a roztok
byl michdn na 300 rpm. Sorpce probihala po dobu 60 minut (v pritbéhu byly odebirany vzorky
po 10 min roztoku 100 pul, ktery byl 2x fedén, do PP vialky a byl analyzovan). DGT jednotky
byly rozebrany a sorp¢ni gely byly umistény do 20ml sklenéné vialky a bylo pfidano 10 ml
elu¢niho Cinidla. Disk byl eluovan po dobu 60 minut a nasledné byl odebran vzorek 100 pl a byl
zpracovan jako na zacatku a analyzovan. Nasledné byla stanovena difizni mezni vrstva.

Pro vypocet byla pouzita hodnota difuzniho koeficientu histaminu ve vodé D,,=4,61:10° m?*-s™!
[76].

1.7.9 Stanoveni biogennich aminta v potravinach
1.7.9.1 Stanoveni biogennich aminii v rybi omdcce pomoci dvou metod

Bylo pfipraveno 100 ml roztoku 50x zfedéné rybi omacky Orient Gourmet (viz. obrazek 12).
Do tfi vialek se Sroubovacim vickem a tfech 100ml kadinek bylo napipetovano 10 ml tohoto
roztoku. Do vialek byl vlozen sorpéni disk a do kadinek byla vlozena DGT jednotka s difuznim
gelem o tloustce 0,5 mm. Kadinky byly zakryty parafilmem. Sorpce na sorp¢ni gel trvala 60
minut a sorpce na DGT jednotku trvala 120 minut na tfepacce (300 rpm). Nésledné byl ptivodni
roztok vylit a disk byl oplachnut vodou. DGT jednotka byla rozebrana a sorp¢ni gel byl umistén
do 20 ml sklenéné vialky se Sroubovacim vickem. Do vialek k disklim byly pfility 2 ml elu¢niho
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¢inidla. Eluce probihala po dobu 60 minut na tiepacce (300 rpm). Nasledné byl odebran vzorek
100 pl a byl analyzovan. Nésledné byla stanovena koncentrace analytli ve vzorku pomoci
kalibraéni pfimkou standartniho ptidavku v rozmezi 0-20 mg-1"!.

1.7.9.2 Stanoveni biogennich aminii v rybi a ustiicné omdcce

Rybi omécka Thai Pride a ustficna omacka byla 50x zfedéné na objem 100 ml. Do sklenénych
20ml vialek se Sroubovacim vickem bylo napipetovano 10 ml roztoku. Do vialek byl vlozen
sorpcni disk. Vialky byly tfepany na ttepacce (300 rpm) po dobu 60 minut. Po uplynuti této doby
byl roztok vylit, vialka a disk byly oplachnuty deionizovanou vodou. Do vialky s diskem byly
nality 2 ml elu¢niho ¢inidla. Eluce probihala po dobu 60 min na tfepacce (300 rpm). Nasledné
byl odebran vzorek 100 pl a byl 2x ztedén do PP vialky a analyzovan. Byla spocitana koncentrace
biogennich amint ve vzorku z externi kalibra¢ni pfimky, kterd méla rozsah 040 mg-1".

Stejny postup byl i pro rybi a ustfi¢nou omdacku (viz. obrazek 12) s piidavkem 100 mg-1!
do neziedénych omacek.

" *é
e . COUR
Fish Sauce

= R):l)tl omack ] 2 ;"

Obrazek 12: Rybi omacky a ustricnd omdacka pouzité pro stanoveni biogennich aminii.
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VYSLEDKY A DISKUSE

1.8 Vybér elektrolytu pro kapilarni zénovou elektroforézou

Pro kapilarni zoénovou elektroforézou bylo nutné zajistit stabilni systém s dostatecnou separaci.
Soucasné tak bylo potfeba najit i kompromis pro délku analyzy. Podle zkuSenosti a literatury
[77] byla zvolena kyselina octova. Rozdilnd koncentrace elektrolytu vSak ma vliv na G¢innost
separace a stabilitu systému. Proto byla testovana riznd koncentrace kyseliny octové, a to
konkrétné¢ 1,5M, 3M a 6M kyseliny octové. Separace byla testovdna pomoci smési
anorganickych kationtl a biogennich amint.

U koncentrace kyseliny octové 1,5 M byla analyza rychlejsi v porovnani s dalsimi koncentracemi
elektrolytu. Migracni Cas nejrychlejSich kationtd byl pfiblizné 2 minuty. Separace vSak byla
nedostatecna a na elektroforetogramu (graf 1) lze vidét, Zze dochézi ke slévani pikti dohromady
(naptiklad 1. a 2. pik nebo 2. a 3. pik). Naopak, u koncentrace kyseliny octové 6 M byla analyza
vyrazng del$i. Prvni pik kationtu mél migra¢ni ¢as mezi 3 a 3,5 minuty. Dalsi nevyhodou vysoké
koncentrace elektrolytu byla horsi stabilita. Po 4,5 minutach dochazi ke nestabilité zakladni linie
a tak k nemoZnosti rozpoznani jednotlivych pikii. Tuto skutecnost zndzoriiuje elektroforetogram
(graf 2). Idedlni kompromis mezi délkou analyzy a separacni schopnosti a soucasné stabilni
systém reprezentuje elektrolyt 3M kyseliny octové. Prvni zaznamenany iont mél migracni cas
2,5 minuty. Prvni 2 piky v tomto migra¢nim case jsou dobfe separovany na rozdil od prvnich
dvou pikil u koncentrace elektrolytu kyseliny octové 1,5 M, které jsou téméf nerozeznatelné.
Nazorngj$i porovnani délky analyz, stability systému a schopnosti separace v ruznych
koncentracich elektrolytu kyseliny octové znazoriiuje spolecny graf se vSemi
elektroforetogramy (graf 4).

Byly stanoveny limity detekce a limity kvantifikace z kalibracnich zavislosti, které byly linearni
v celém rozsahu (0-40 mg-1"") s hodnotou spolehlivosti>0,995. Hodnoty limitii detekce a limiti
kvantifikace pro sledované biogenni aminy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 1)

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

LOD [mg1'] | LOQ [mg-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 analyzy smési anorganickych kationtii a biogennich aminii v elektrolytu
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Graf 2: Elektroforetogram analyzy smési anorganickych kationtii a biogennich aminii v elektrolytu 6 M

kyseliny octové.
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Graf 3: Elektroforetogram analyzy smési anorganickych kationtii a biogennich aminii v elektrolytu 3M

kyseliny octové.
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Graf 4. Elektroforetogramy analyzy smési anorganickych kationtii a biogennich aminii
v elektrolytech o koncentracich 1,5M (modry), 3M (zeleny, vedlejsi osa) a 6M (Cerveny)
kyseliny octove.

1.9 Vybér sorbentu

Pro sorpci byla nejdiive testovana fyzikalni sorpce na adsorbent Amberlite® XAD16N. Byla
vybréana kvili jednoduchosti sorpce na povrch pomoci slabych vazebnych interakci. Prvotni test
probéhl s navazkou 100 mg sorbentu a zvolena koncentrace analytd byla 100 mg-1"' v objemu
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10 ml. Sorpce byla netc¢inna, po 160 minutach sorpce bylo navdazano minimalni mnozstvi
analyti. Tuto minimalni zménu zndzornuje elektroforetogram analyzy roztoku analytii pred
sorpci a po 160 minutach sorpce (graf 5). Tento typ sorbentu vaze Cisté neutralni latky. Pro nami
zkoumané biogenni aminy je naro¢né tohoto stavu docilit soucasné pro vSechny. A to hlavné
z divodu rozdilnych hodnot pKa, které urcuji ndboj aminu v konkrétnim pH. Nase zkoumané
biogenni aminy maji hodnotu pKa v zasadité oblasti, to znamena, Ze v neutralnim a kyselém pH
maji kladny naboj. Coz vysvétluje nevhodnost tohoto systému.

Druhym pfistupem byla zvolena kationméni¢ova sorpce. Byl zvolen sorbent Dowex® 50W X.
Za testovaci podminky bylo zvoleno 100 mg sorbentu a koncentrace analytéi 100 mg-1"! v objemu
10 ml. Tento model za téchto podminek se ukazal jako velmi G¢inny a jiz po 20 minutach sorpce
byl veskery analyt nasorbovany. Rozdil mezi elektroforetogramem pied sorpci a po 20 minutach
sorpce lze vidét v grafu (graf 6). Piky viditelné na elektroforetogramu po 20 minutach sorpce
mohou byt kontaminanty uvolnény ze samotného sorbentu.
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Graf 5: Elektroforetogram roztoku biogennich aminii pred sorpci (modra) a po 160 minutach (Cervend)

Sfyzikalni sorpce.
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Graf 6: Elektroforetogram roztoku biogennich aminii pred sorpci (Cervena) a po 20 minutdach (modra)

kotionmeénicové sorpce.

1.10 Vybér eluc¢niho ¢inidla

Po vybéru vhodného sorbentu bylo nutné vybrat vhodné elu¢ni ¢inidlo. Pro uvolnéni analytu bylo
nutné v roztoku zménit pH, aby analyty pfeSly na neutrdlni formu, nebo najit latku s vyssi
afinitou k danému sorbentu. Bylo vyzkousSeno nékolik hydroxid a kyselina octova o koncentraci
3 M. Eluce probihala do 2 ml elu¢niho c¢inidla. Tento objem byl zvolen, aby bylo vyuzito co

cvwvr

Jako prvni byl otestovan hydroxid sodny jakozto silna zésada. Bylo nutné zohlednit koncentraci
tohoto roztoku hydroxidu kvili migra¢nimu casu blizkému s analyty. Z tohoto divodu byla
zvolena jen koncentrace 0,25 M. Nizsi koncentrace mohla zptisobit i nedostate¢nou zménu pH
anedoSlo tak k deprotonaci aminti, aby se uvolnily ze sorbentu. Dale byl testovan hydroxid
lithny, ktery méné ovliviloval migraci analytd, jelikoZ jeho migracni ¢as je dostatecné del$i nez
u analytl. Z elektroforetogrami (graf 7) je patrné velmi Spatné rozliSeni a komigrace matri¢nich
latek, které¢ mohly byt vyeluovany spole¢né s analyty. Dal§im zkoumanym moZnym elu¢nim
¢inidlem byl hydroxid amonny o koncentraci 1 M. Tato zasada dosahovala lepSich vysledkt
eluce, ale nebyly zcela uspokojivé. Vysoké mnozstvi amonnych iontti uz dokazalo konkurovat
biogennim aminiim na sorbentu, ale zaroven zhorsilo stabilitu systému. Déle byla zkouména
mozna eluce pomoci 3M kyseliny octové. V tomto piipadé nedoslo k Zddnému uvolnéni analytu
ani k uvolnéni matri¢nich latek. Kyselina naopak snizuje pH, a tak biogenni aminy budou mit
kladny néboj a budou se 1épe udrzovat na sorbentu. Elektroforetogramy zmén po 90 minutach
eluce do téchto dvou elucnich ¢inidel 1ze vidét na obrazku (graf 8). Na zavér bylo jako elu¢ni
¢inidlo vyzkousen 1M hydroxid draselny. Jeho hlavni vyhodou byl jeho migra¢ni Cas, ktery je
krat$i nez migracni ¢asy biogennich amint. Kvili vysoké koncentraci draselnych iontt dochazi
k mirnému prodlouZzeni migra¢niho ¢asu analyti a nedochdzi kjejich komigraci.
Elektroforetogram eluatu po 90 minutich eluce je zndzornén na obrazku (graf 9). Pro dalsi
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Graf 8: Elektroforetogram po 90 minutach eluce pomoci IM LiOH (modry) a 0,25M NaOH (¢erveny)
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Graf 9: Elektroforetogram po 20 minutdach sorpce (Cerveny) a nasledna eluce po 90 minutach do IM
KOH (modry).

1.11 Ovéreni sorpce na adsorp¢ni disk bez difizniho gelu

Déle bylo ovéfeno, zdali dochazi k sorpci na sorbent, ktery je uzavieny v agardésovém gelu.
Nebylo jisté, jak se sorbent v tomto ptipadé zachova, aby nasorboval veSkeré mnozstvi analytt.
Pro tento experiment byl pouzit disk z 2% agardsy, ve kterém bylo 0,7 g/5 ml agarosového gelu.
Kruhovy disk byl o rozmérech 25 mm v priméru a tloustkou 500 pm a obsahoval pfiblizné
3,44 mg cCastic sorbentu. Je tedy patrné, Ze bylo vyrazn€ niz§i mnoZstvi ¢astic sorbentu oproti
pfedchozim experimentiim, kde bylo pouzito 100 mg sorbentu na 10 ml roztoku biogennich
amin® o koncentraci 100 mg-1"'. V tomto piipad€ bylo na roztok o stejném slozeni 1/3 méné
sorbentu. Sorbent mohl mit sou€asné 1 omezenou dostupnost diky gelu, a to mohlo zptlsobit
neuplnou sorpci analytll spolecné s jeho snizenym mnozstvim, kdy sorbent mohl byt jiz plné
saturovany. Disk byl eluovan do 2 ml IM KOH. Tento objem byl také zvolen za Ucelem
zakoncentrovani. Vyssi objemy by nedocilily dostateéného zakoncentrovani a niz8i objem by byl
nedostatecny, aby byl disk ponofen. Sorpce, eluce 1 zakoncentrovani byly tspésné, jak dokazuje
elektroforetogram (graf 10).
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Graf 10: Elektroforetogram roztoku biogennich aminii pied sorpci (modry), po 120 minutdach sorpce
(Cerveny) na kationménicovy sorbent v nosici (agarosovy gel) a take eluat biogennich aminii po 60

minutdch eluce zvolenym elucnim cinidlem.

1.12 Ovéreni pristupu preciSténi realné matrice

Za realnou matrici byla zvolena rybi oméacka Orient Gourmet. Byly srovnany piistupy pouze
fedéni, precisténi pomoci volného sorbentu, sorbentu v gelu a pomoci DGT jednotky.
Vyhodnoceni a srovnani jednotlivych ptistupt je v nasledujicich odstavcich (1.12.1, 0, 1.12.3).

1.12.1 Redéna nepietisténa rybi omacka

Rybi omacka je komplexni matrice se spoustou matri¢nich latek. Tyto potraviny obsahuji vysoké
mnozstvi soli. To komplikuje pfimou analyzu rybi omacky. Pro prvni nastinéni byla analyzovana
rybi omacka nafedéna 25x a 50x. Rybi omacka byla fedéna pomoci hydroxidu draselné¢ho, aby
bylo docileno podobnych podminek jako v eluatu po precisténi této matrice.
Z elektroforetogramu (graf 11) je patrné, Ze i pres velké fedéni je stale v roztoku velmi velké
mnozstvi sodnych ionti, které mohou ovlivnit separaci a migraci biogennich aminti. Z pfiblizeni
na oblast biogennich aminil je patrné, ze analyt je tam velmi malo. Piky jsou malé a Spatné
integrovatelné. Z toho plyne, Ze je potiebné udélat predcistovaci a koncentracni krok.
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Graf 11: Elektroforetogram 25x a 50x ziedené rybi omacky se zamérenim na oblast biogennich aminii

putrescin, histamin a kadaverin.

1.12.2 Piecisténi rybi omacky metodou sorpce

Byly vyzkouSeny tfi pfistupy pro sorpci biogennich aminl. Délka sorpce probihala ve vSech
ptipadech po dobu 60 minut a eluce probihala do 2 ml 1M hydroxidu draselného po dobu také
60 minut. Prvnim z nich byla navéazka volného sorbentu. Hmotnost sorbentu byla zvolena tak,
aby odpovidala mnoZstvi sorbentu v disku agarésového gelu. Tento piistup mél velmi snadnou
dostupnost analytli k sorbentu. Na druhou stranu byla s volnym sorbentem velmi slozita
manipulace. Nebylo mozné snadno a efektivné odstranit plvodni roztok od sorbentu.
Vzdy zlstalo 200 pl ptivodniho roztoku. V pfipadé mnoZstvi elu¢niho €inidla 2 ml je toto zbylé
mnozstvi pomérné¢ vysoké a zplsobovalo kontaminace v eluatu matricnimi latkami.
Druhym pouzitym pfistupem byl sorbent v agarésovém gelu. V tomto piipadé byla Gc€innost
procesu z hlediska sorpce sledovanych analytii mirné€ niz$i neZ v ptfedchozim piipad€. To mohlo
byt zplsobeno mirn€ snizenou dostupnosti ¢astic sorbentu. Také mnozstvi Castic mohlo byt
trochu jiné nez bylo mnoZstvi volného sorbentu. Manipulace byla vyrazné snadnégjsi, je mozné
jednoduse vylit ptivodni roztok a proplachnout bez ztraty castic. Poslednim pfistupem bylo
pouziti DGT jednotky, ktera zahrnovala i1 difuzni gel fungujici jako filtr. V tomto piipadé byla
ucinnost vyrazn€ niz8i oproti predchozim dvou ptistupiim. Pro DGT proces by bylo nutné
ponechat sorpci vyrazné delsi ¢as. Proto byl pro dalsi analyzy potravin zvolen pfistup sorpce
na sorbent v disku z agardsového gelu. Jaké jsou ucinnosti procesit po eluci lze vidét
na elektroforetogramu (graf 12).
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Graf 12: Elektroforetogramy precisténych rybich omacek se zamérenim na oblast biogennich aminii
putrescinu, histaminu a kadaverinu, kde v zaméreni je patrny mirny posun zaznamu DGT jednotky

dopredu.

1.12.3 Srovnani obou pristuptu preciSténi rybi omacky

Z vysledki téchto experimentl je patrné, Ze precistujici krok je nezbytny pro analyzu tohoto
typu potravin, jako jsou rybi omdacky. Pokud byla rybi omacka pouze ziedéna, stile bylo
na zaznamu velké mnoZzstvi sodiku. Zaroven byly velmi malé piky biogennich amint. Pokud byla
rybi omacka piecisténd, snizilo se mnozstvi matri¢nich latek v eluatu oproti plivodni matrici.
Pfedevsim sodnych iontl bylo vyrazné¢ mén¢. Tento krok byl dilezity kviilli moznému ovlivnéni
migrace biogennich aminli v pribéhu analyzy. Doslo i ke zlepSeni odezvy biogennich amind.
Porovnani neptecisténé a precisténé rybi omacky je vidét na elektroforetogramu (graf 13).
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Graf 13:Elektroforetogramy analyzované pouze 25x ziedéné rybi omacky a precisténé rybi omacky

volnym sorbentem, s priblizenim na oblast biogennich aminii.
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1.13 Validaéni experimenty

Tyto experimenty byly potfebné pro zjisténi optimalnich podminek, kdy je sorpce na sorbent
nejucinngjsi. Mezi tyto parametry patii sorpéni kinetika a kapacita, vliv pH na sorpci, elu¢ni
faktor, diftizni koeficient analyta v difiznim gelu a difuzni mezni vrstva a prekoncentracni krok.

1.13.1.1 Kinetika pro sorpce s vyuZitim difuzniho gelu (DGT) a bez néj

Experiment by mél ukézat, po jaké dobé expozice bude ustanovena rovnovaha mezi sorbentem
a roztokem. Sorpcni kinetika a ustanoveni rovnovahy byly méfeny v piipadé sorbentu
v agardsovém gelu a také u DGT jednotky. V piipadé sorpce na sorbent v agarésovém gelu byla
rychlost sorpce rychla a prudky nartst nasorbované latky na sorbent probihal v priabéhu prvnich
20 minut. Poté se rychlost sorpce zpomalila a pozvolny nartst koncentrace v sorbentu probihal
mezi 30 a 40 minutami sorpce. Po 40 minutach byla ustanovena rovnovéha az do stalych hodnot.
Pro sorbent v agar6sovém gelu byla ur¢ena hodnota pro dobu sorpce 60 minut. Pritbéh narustu
mnoZstvi nasorbované latky [%] v zavislosti na Case je vidét v grafu (graf 14). Bylo nasorbovano
30-70 % analytl v zavislosti na konkrétnim biogennim aminu, kde se odchylka v kazdém bod¢
grafu pohybuje v rozmezi 2-9 %. RSD, ktera byla vztazena na odchylku, byla mezi 9 a 24 %.
V DGT jednotce byla doba ustanoveni rovnovahy vyrazné pomalejsi. I rychlost sorpce byla
pozvolngjsi nez pro predchozi ptipad. Prvni nejrychlejsi nartist byl pomalejsi a trval po dobu
prvnich 60 minut. Nasledn¢ se rychlost sorpce zpomalila a sorpce do ustaleného stavu trvala
dalich 60 minut. K ustanoveni rovnovahy doslo aZ po 120 minutach expozice DGT jednotky
roztoku analytt. Bylo nasorbovano 40-60 % analyti v zavislosti na konkrétnim biogennim
aminu. Tato zavislost Ize vidét v grafu (graf 15) a odchylka v kazdém bodé¢ grafu se pohybuje
v rozmezi 0,9-8 %. RSD vztaZena na odchylku se pohybuje v rozmezi 1-20 %, vyjimecné 50 %.
U eluce byl proveden obdobny experiment. Pribéh prudkého nértstu rychlosti eluce probihal
v pritbéhu prvnich par minut. Naslednych 25 minut byl nariist pozvolny. Od 25. minuty doslo
k ustanoveni rovnovahy mezi sorpci a eluci. Pro tcely dalSich experimentl na zakladé téchto
vysledk byla zvolena doba eluce 60 minut. Bylo vyeluovano 20-55 % nasorbovanych analytt
v zavislosti na konkrétnim biogennim aminu. Odchylka v kazdém bod¢ byla v rozmezi 2—-20 %,
vyjimecné 25 %. V tomto piipadé se RSD pohybovala v rozmezi 1-26 %, vyjimecné az 30 %.
Zavislost mnozstvi vyeluované latky na €ase expozice sorbentu v disku elu¢nimu ¢inidlu je vidét
v grafu (graf 16). Postup a pribéh elucnich procesit byly totoZzné pro oba piipady, a tak byl
znazornén pouze jeden.

Tyto vysledky nejsou zcela uspokojujici a to zejména vzhledem k vysokym hodnotdm RSD.
Kromé zvySeni mnozstvi poCtu experimentu by se méla zvazit optimalizace pfipravy sorbentu
a diskul a také podminky adsorpce a eluce.
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Graf' 14: Zavislost mnozstvi nasorbovanych analytii [%] na dobé expozice analytit sorbentu pro sorbent

v agarosovem gelu.
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Graf'15: Zavislost mnozstvi nasorbovanych analytii [%] na dobé expozice analytii sorbentu pri pouziti
DGT jednotky.
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Graf 16: Zavislost mnozstvi uvolnénych analytii [%] na dobé expozice analytii elucnimu cinidlu.

1.13.2 Elucni faktor

Elu¢ni faktor pouzitelny déle pro vypocty je potiebné zvolit za podminek, které budou blizké
realnym matricim. Pro stanoveni elu¢niho faktoru byla tedy zvolena koncentrace standardi
10 mg-1"! kviili blizkosti odekavané koncentrace v realnych matricich po fedéni. Elu¢ni Gi¢innost
by se méla idealné pohybovat mezi 60 a 80 %. V naSem ptipad¢ ale byla elu¢ni u€innost vyrazné
nizsi. A to jen 30 % a to v zavislosti na konkrétnim biogennim aminu. Hodnoty elu¢ni Gi¢innosti
fe pro jednotlivé biogenni aminy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 3). RSD nepiekracuje hodnotu
5 %, coz je velmi dobry vysledek. Pokud je nizka koncentrace biogennich amind, mize dochazet
k obsazovani nejsilnéjSich vazebnych mist na sorbentu a tyto ztraty jsou vys$si kvili silnym
interakcim a neochoty se uvolnit. To mohlo zpusobit niZsi uc¢innost eluce.

Tabulka 3: Hodnoty experimentalnich elucnich ucinnosti pro biogenni aminy.

Je[%] | Afe[%] |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 Prekoncentracni krok

Dulezitym krokem pro DGT techniku a tyto procesy je schopnost zakoncentrovani analytu.
Tento krok je nutny i pro moznost identifikace i kvantifikace analyti. Pokud by k tomuto kroku
nedoSlo, mohlo by dojit ke komplikaci u kvantifikace. V tomto experimentu byly testovany tfi
koncentra¢ni poméry, a to 1:1, 1:2 a 1:5. Eluce tedy probihala do objemt 10; 5 a 2 ml IM
hydroxidu draselného. Tyto hodnoty byly zvoleny jakoZto maximalni pouZzitelné mnoZstvi, aby
nedosSlo k vyfedéni, 5 ml jakoZto stfedni hodnota (zdali je G€inngj$i neZ niz§i mnozstvi) a 2 ml
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ponoien. Piivodni koncentrace roztoku byla 250 mg-1"" v 10 ml roztoku.

Zakoncentrovani bylo pfepocitano jak na piivodni mnozstvi analyt, tak také na nasorbované
mnozstvi analytl, a to z toho divodu, ze v tomto piipadé nedoslo k nasorbovani veskerého
mnozstvi analyti. Koncentrace analytli byla vyrazné vyssi nez bylo mozné nasorbovat. Pii eluci
do 2 ml bylo zakoncentrovani na ptivodni mnozstvi analyti od 0,94 do 1,13nésobek s odchylkami
0,03-0,13 (RSD 1,89-11,23 %) a zakoncentrovani na nasorbované mnozstvi bylo od 2,44
do 3,27nasobek s odchylkami 0,05-1,10 (RSD 1,93-6,51 % s vyjimkou 33,76 % u tyraminu).
Elu¢ni objem 5 ml 1M hydroxidu draselného zakoncentroval analyty na ptivodni mnozstvi o 0,35
do 0,71 nasobek s odchylkou 0,01-0,03 (RSD 1,63-4,69 %). Zakoncentrovani na nasorbované
mnozstvi analyti bylo mezi 0,99 a 1,13 nadsobkem s odchylkou 0,01-0,04 (RSD 0,46—-14,01 %).
Eluce do 10 ml elu¢niho ¢inidla zakoncentrovala analyty na ptivodni roztok o 0,18-0,30 nasobek
s odchylkou 0,05-0,06 (RSD 4,95-11,25 %). Zakoncentrovani analytli vztazené na nasorbované

analytl se pohybovalo vrozmezi 0,44-0,48ndsobku s odchylkou 0,10-0,18

vvvvvv

mnozstvi

eluéni ucinnosti, ktera se v ptipadé vyssi koncentrace pohybovala okolo 50 %. Vsechny spocitané
hodnoty zakoncentrovani jsou uvedeny v tabulce (tabulka 4).

Tabulka 4: Vypocitané hodnoty experimentalniho zakoncentrovani analytii po eluci do riznych objemii.

objem zakoncentrovani | Azakoncentrovani zakoncentrovani | Azakoncentrovani
elu¢niho analvi na pivodni na ptivodni RSD | nanasorbované | nanasorbované | RSD
¢inidla M mnozstvi analytll | mnoZzstvi analytt | [%] mnozstvi mnozstvi [%]
[ml] [nasobek] [nasobek] [nasobek] [nasobek]
Putrescin 1,13 0,13 11,23% 2,44 0,05 1,93%
5 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%
Putrescin 0,60 0,01 1,66% 1,13 0,04 3,21%
s 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%
Putrescin 0,24 0,05 4,95% 0,44 0,12 10,06%
10 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 jiz bylo zminéno dfive, hodnoty pH jsou kli€ové pro ovlivnéni kationménicové sorpce
biogennich amint. Jejich stav je zavisly na hodnoté pH.

Béhem tohoto experimentu byly vybrany tfi hodnoty pH, a to pH 3, dale prob¢hlo méteni bez
upravy pH (pH na hodnoté 5) a posledni sorpce probéhla pti hodnoté pH 11. Bylo sorbovéno
zroztoku o koncentraci 250 mg-1"' a objemu 10 ml. Pfi Upravé pH na hodnotu 3 bylo
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nasorbovano vyznamné mnozstvi analytl. A to 56,59 az 68,67 % s odchylkou 0,58 az 0,99 (RSD
1,74-2,74 %). Tyraminu bylo nasorbovano velmi mélo, i kdyz bylo kyselé pH. Bylo nasorbovéano
9,31 + 1,94 % (RSD 34,86 %). To mohlo byt zptisobeno velkym mnozstvim H' ionti, které maji
vysSi afinitu k sorbentu nez tyramin, ale mensi nez ostatni biogenni aminy. Pokud probihala
sorpce bez upravy pH, bylo mnozstvi nasorbovaného velmi podobné. Ale v piipadé tyraminu
byla sorpce vyrazné lepsi oproti pfedchozimu ptipadu. Bylo nasorbovano 55,21-67,14 %
mnozstvi biogennich amint s odchylkou 2,15-5,27 % (RSD 3,90-7,84 %). V ptipad€ tyraminu
bylo nasorbovano 36,62+1,11 % (RSD 3,02 %). V ptipad¢ pH 11 byla velmi mala sorpce jak
u tyraminu, tak i u histaminu sorpcni ucinnost klesla. V ptipadé histaminu byla ¢innost sorpce
32,68+2,29 % (RSD 7,01 %). U tyraminu byla sorp¢ni u€innost 20,29 + 2,71 % (RSD 13,37 %).
Tyto biogenni aminy se nevazou v takto zasaditém prostiedi, jelikoz v pH 11 maji neutralni ndboj
a nedochdzi tak k jejich sorpci. Naopak, sorpéni uc¢innost putrescinu i kadaverinu vzrostla. A to
konkrétné na hodnotu 73,22+2.,29 % (RSD 7,01 %) pro putrescin a 84,25+0,68 % (RSD 0,81 %)
pro kadaverin. Na prvni pohled to plsobi zvlastné. Pii pH mohou byt tyto diaminy
monoprotované a nemaji konkurenci vodikovych protonti. V tomto ptipadé mohlo dojit k vazbe
téchto aminli 1épe nez v ptfedchozich ptipadech, kde byla konkurence vodikovych mustkil
i dalSich biogennich amini vys§i. VSechny hodnoty vcetné odchylek a RSD pro vSechny
biogenni aminy pfi riiznych pH jsou v tabulce (tabulka 5).

Tabulka 5: Hodnoty nasorbovaného mnozstvi analytii pri riiznych hodnotach pH véetné odchylek a RSD

nasorbované | Anasorbované
pH analyt mnozstvi mnozstvi RSD [%]
analytt [%] analytt [%]
put 56,59 0,66 2,74
3 his 68,67 0,58 1,74
kad 59,89 0,99 3,08
tyr 9,31 1,94 34,86
put 55,21 2,15 3,90
Bez his 67,14 5.27 7.84
ufzgvy kad 58,24 3,38 5,80
tyr 36,62 1,11 3,02
put 73,22 0,69 0,94
(1 his 32,68 2,29 7,01
kad 84,25 0,68 0,81
tyr 20,29 2,71 13,37

1.13.5 Adsorpc¢ni izotermy a sorpéni kapacita

Dtlezitym parametrem techniky DGT je sorp¢ni kapacita pouZzitého sorbentu. Pro jeji stanoveni
byly vyuzity adsorp¢ni izotermy, které umoznuji posoudit, jaky model nejlépe popisuje
experimentalni data.

Pro vétSinu studovanych biogennich aminil byl pribéh izoterem podobny, s vyjimkou tyraminu.
Zavislost nasorbovaného mnoZstvi na rovnovazné koncentraci vykazuje v pocateni oblasti
strmy naruast, ktery se postupné zpomaluje az do dosaZeni nasyceni sorbentu. Tento pribeh
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odpovida typickému chovéani popsanému Langmuirovym modelem. V ptipadé Freundlichovy
izotermy je narust pozvolnéjsi a nedochazi k jednoznacnému ustaveni maxima. U tyraminu se
vSak prubéh Freundlichovy izotermy vice pfiblizuje experimentadlnim datim nez u ostatnich
analyt. V experimentalnich datech byl pozorovan odlehly bod v nejvyssi koncentraci, jehoz
pricina nebyla objasnéna. Piehled téchto zavislosti je uveden na obrazcich (putrescin — graf 17,
histamin — graf 18, kadaverin — graf 19, tyramin — graf 20).

Z Langmuirovy izotermy byla stanovena sorp¢ni kapacita sorbentu. Pro putrescin ¢ini 1,14 +
0,16 mg-disk™ (RSD 14,18 %), pro histamin 1,31 + 0,15 mg-disk™' (RSD 11,39 %) a pro
kadaverin 1,18 = 0,15 mg-disk™' (RSD 12,48 %). V piipad¢ tyraminu byla sorpéni kapacita nizsi,
a to 0,66 = 0,04 mg-disk™' (RSD 6,00 %). Hodnoty relativni smérodatné odchylky jsou mirné
vys$i, nicméné stale pfijatelné. Pro jejich snizeni by bylo vhodné provést opakovani experimentu.

Pro posouzeni vhodnosti jednotlivych modelt byla provedena jejich linearizace a vyhodnoceny
hodnoty koeficientu determinace (R?). Pro putrescin vykazuje Langmuirova izoterma nejlepsi
shodu s experimentalnimi daty (R?> = 0,975), nasledovand Temkinovou (R? = 0,960)
a Freundlichovou izotermou (R?> = 0,886). Obdobny trend byl pozorovan i pro histamin
(Langmuir: R? = 0,967; Temkin: R* = 0,959; Freundlich: R* = 0,917) a kadaverin (Langmuir:
R?=0,972; Temkin: R? = 0,961; Freundlich: R? = 0,895).

V ptipadé tyraminu vykazuji srovnatelnou shodu vSechny tii modely (Langmuir: R? = 0,921;
Temkin: R? = 0,980; Freundlich: R* = 0,943), coz miiZe naznacovat slozit¢jSi mechanismus
sorpce. Vysledky naznacuji, Ze sorpce neprobihd na idedlné¢ homogennim ani Cisté heterogennim
povrchu a pravdépodobné méa smiSeny charakter.
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Graf 17: Graf porovnani izoterem pro urceni modelu sorpce pro putrescin.
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Graf 18: Graf porovnani izoterem pro urceni modelu sorpce pro histamin.
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Graf 19: Graf porovnani izoterem pro urceni modelu sorpce pro kadaverin.
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Graf 20: Graf porovnani izoterem pro urceni modelu sorpce pro tyramin.

1.13.6 Difuzni koeficient

Byl stanoven difuzni koeficient. To je jeden z dalSich dualezitych parametrii k validaci DGT
technik.

Tento pokus byl proveden jako linearni kumulace v ¢ase. To znamend, Ze dochéazelo k nértstu
analytli v sorbentu linearn¢. Tato linearni zavislost hodnot M-c™! [ml] na dobé expozice DGT
jednotek roztoku analyti T [h] je zndzornéna v grafu (graf 21). Pomoci téchto méfeni byly
nasledné stanoveny diftizni koeficienty pro putrescin, histamin, kadaverin a tyramin. Difuzni
koeficienty se pohybovaly v rozmezi 9,37-10°+3,44-10% cm?-s! a7 1,47-10°£2,07-107 cm?-s™!
(RSD 1,41-36,74 %) v =zavislosti na konkrétnim biogennim aminu. Konkrétni hodnoty
k jednotlivym biogennim aminim jsou shrnuty v tabulce (tabulka 6). Odchylka u tyraminu
vychazi pomérn¢ vysoka. To mohlo byt zpisobeno nehomogenitou ¢astic sorbentu v sorpénim
gelu nebo také chybou pfii ptipravé difizniho gelu.

0,010 7 y=0,0033x - 0,0009 X
R® =0,9227 X
| y = 0,003x - 0,0002
0,008 R2=0,9796
0,006 -
%, 0,004 - y = 0,0028x - 0,0001
< R2=0,9836
y = 0,0022x - 0,0005
0,002 - R2=0,9547
X
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Graf 21: Zavislost hodnot M-c”' [ml] na dobé expozice DGT jednotek roztoku analytii t [h]
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Tabulka 6: Hodnoty experimentalnich difuznich koeficientit biogennich aminu s odchylkami a
hodnotami RSD.

analyt | De[cm?s'] | ADe [em?*s'] | RSD [%]
putrescin | 1,47-107 2,07-107 1,41
histamin | 1,44-10° 491-107 3,40
kadaverin| 1,31:107 5,29:107 4,03
tyramin 9,37-10°° 3,44-10°° 36,74

1.13.7 Difuzni mezni vrstva

V réamci validacnich experimentii byla dale stanovena difizni mezni vrstva. Je to vrstva
na povrchu membrany. V této vrstvé dochazi k transportu latek difuzi. TlouStka této vrstvy je
nejcasteji ovlivnéna hydrodynamickymi podminkami systému. Hlavnim ovlivnénim podminek
systému je naptiklad intenzita michani.

Diftizni mezni vrstva byla stanovena na hodnotu 6 = 484,96+£20,07 um (RSD 4,14 %).
Tato hodnota jiz neni zanedbatelna pro dalsi vypocty. Pfenos latky v kapalné fazi je vyznamné
ovlivnén odporem, ktery je v kapalné fazi. V literatufe byla difizni mezni vrstva stanovena na
hodnotu 230 +32 um [78]. Stanovena difizni mezni vrstva je dvojndsobné vyssi. To mohlo byt
zpusobeno rozdilnou teplotou nebo rozdilnou rychlosti michéni. Tyto dva parametry vyznamné
ovlivityji difuzi a tloustku difuzni mezni vrstvy.

1.14 Stanoveni biogennich aminii v potravinach

1.14.1 Stanoveni biogennich amint v rybi omaéce Orient Gourmet pomoci techniky DGT
a sorpce bez difuzniho gelu

Byly stanoveny biogenni aminy v rybi omac¢ce Orient Gourmet pomoci dvou pfistupil a nasledné

byly vysledky porovnény.

Pii pouziti techniky DGT byly stanoveny vyrazné nizsi koncentrace biogennich aminti nez pfi
pouziti metody zalozené pouze na sorpci bez difuzniho gelu a nasledné eluci. V ptipadé DGT se
koncentrace pohybovaly v rozmezi 8,60+3,63 mg-1" az 16,75+1,14 mg-1"! (RSD 9,17-40,01 %),
zatimco pii pouZiti sorpéni metody bez difuzniho gelu byly zjistény hodnoty 7,18+1,02mg-1" az
59,96+5,18 mg-1"! (RSD 8,65-25,32 %).

Rozdil mezi metodami muiZe byt zplsoben nedostatecnou dobou sorpce pii pouziti DGT
jednotky. V redlné matrici mize byt sorpce pomalej$i nez v modelovych roztocich, zejména
pokud jsou biogenni aminy vazany na vét§i molekuldrni komplexy, které nemohou snadno
difundovat pres difuzni gel. Optimalni doba sorpce byla stanovena pii vysSich koncentracich,
nez jaké odpovidaji redlnym vzorklim, coZz mohlo vést k podhodnoceni koncentraci pfi pouziti
DGT. Pro potvrzeni tohoto predpokladu by bylo vhodné experiment zopakovat s delSi dobou
sorpce.

Relativni smérodatné odchylky byly v n€kterych ptipadech pomérné vysoké. Prestoze by DGT
méla diky tfizené difuzi poskytovat reprodukovatelnéjsi vysledky, pro snizeni odchylek by bylo
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vhodné provést vétsi pocet opakovani. Souhrn vysledki pro jednotlivé biogenni aminy a pouzité
piistupy je uveden v tabulce (tabulka 7).

Rybi omécka byla dale analyzovana podle aplika¢niho listu [0 na komerénim analyzatoru
aminokyselin Shimadzu Nexera s postkolonovou derivatizaci pracujicim na principu HPLC.
Koncentrace histaminu byla stanovena na 47,3 mg-1"'. Tato hodnota je bliz§i vysledktim
ziskanym metodou sorpce bez difuzniho gelu (59,96 mg-1™") nez metodé DGT.

Rozdily mezi metodami mohou byt zpiisobeny odlisSnou piipravou vzorkd. Pro analyzu na
aminokyselinovém analyzatoru byla rybi omacka fedéna 100%, zatimco pro sorpcni experiment
pouze 50%. DalSim zdrojem nepiesnosti mohlo byt nastaveni kalibracni zavislosti vzhledem
k odlisnému fedéni vzorku. Z Casovych divoda nebylo mozné provést detailn€jsi srovnani ani
overit vliv matrice. Toto srovnani bylo prozatim vyuzito pouze k tomu, zdali nedochézi k ptilis
velkym (fadovym) odchylkdm mezi navrhovanou a zauzivanou metodou.

Aminokyselinovy analyzator je béZzné vyuzivan pro rutinni analyzy, avSak jedna se o finan¢né
naroc¢né zatfizeni s vyS$§imi naroky na obsluhu a spotiebu ¢inidel. Nevyhodou je také delsi doba
analyzy (pfiblizn¢ 25 minut). Naproti tomu kapilarni zénova elektroforéza predstavuje rychlejsi
umoznuje jednoduchou piedupravu vzorku a mize byt kombinovana s riiznymi analytickymi
metodami.

Tabulka 7: Vypocitané vysledky koncentract biogennich aminii v rybi omacce Orient Gourmet.

s difiznim gelem bez difizniho gelu
analyt | cper [mg1'] [ﬁf;(fj] RSD [%] | ¢ [mg1"] [mAg-Cl'l] 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 | 3586 9,08 | 25,32
tyramin 8,60 3,63 | 40,01 7,18 1,02 14,18

1.14.2 Stanoveni biogennich amini v rybi omaéce Thai Pride

Pro stanoveni biogennich aminti v druhé rybi omacce Thai Pride byla pouzita uz pouze metoda
sorpce bez difuzniho gelu. Byly zvoleny dva pfistupy, a to bez pfidavku analytl a s ptidavkem
analytd v plivodni rybi omacce.

V pfistupu bez ptidavku biogennich amini méla rybi omacka zméfené koncentrace biogennich
amini vrozmezi 21,74-66,58 mg-1"' (RSD 11,68-26,73 %) v zavislosti na konkrétnim
biogennim aminu. Takové odchylky mohly byt zplisobeny tim, Ze byla nehomogenni distribuce
¢astic v gelu. To mohly byt obecné hlavni ditvody odchylek. V ptipadé, kdy do rybi omécky byl
pfidan piidavek 100 mg-1"!, byly odezvy vyrazng lepsi. Koncentrace analytli byla stanovena na
47,28-135,23 £1,13-14,33 mg-1"' (RSD 2,39-10,59 %). Tyto hodnoty jsou uz na hranici
sorpcnich kapacit sorpénich diskd a nemusi byt tyto hodnoty zcela pfesné. Pro zpiesnéni
vysledku by bylo nutno provést vice testil, rizna fedéni matrice a presnéjsi kalibrace s pridavkem
standardu. Hodnoty stanovenych koncentraci pro jednotlivé biogenni aminy pro jednotlivé
ptistupy jsou uvedeny v tabulce (tabulka 8).
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Tabulka 8. Spocitané hodnoty koncentrace biogennich aminui v rybi omdacce Thai Pride s pridavkem a

bez pridavku biogennich aminii.

Bez piidavku S piidavkem 100 mg-1"'BA

analyt | ¢ [mg-1'] | Ac [mg-1] IEOSA)]]) c [mg1"] [m?gfl‘l] IEOSA)]])
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 4728 1,13 2,39

1.14.3 Stanoveni biogennich aminii v stFi¢éné omacce

Podobné jako v pfedchozim ptipad¢ byly pouzity dva piistupy pro analyzu biogennich aminil
v ustfi¢né omacce.

V piipad¢€ analyzy Gstfi¢né omacky bez ptidavku biogennich amint byla stanovena koncentrace
biogennich aminil pod limitem kvantifikace a nebylo je tedy mozné stanovit. Mohlo by byt
zvoleno mens$i fedéni, ale z Casovych divodi nebylo mozné zméfit znovu.
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ZAVER

Cilem prace bylo ovéfit pouziti spojeni metody DGT a kapilarni zonové elektroforézy za ticelem
analyzy potravin. Metoda byla ovéfena na Ctyfech biogennich aminech, a to putrescinu,
histaminu, kadaverinu a tyraminu.

V ramci experimentalni ¢asti byla vyvinuta a optimalizovana metoda pro stanoveni biogennich
amind pomoci kapilarni zénové elektroforézy, pticemz optimalizace probihala na standardnich
roztocich analytd. V ramci optimalizace kapildrni zonové elektroforézy bylo nalezeno
za optimalni elektrolyt kyselina octovéa o koncentraci 3 mol-1™.

Pti hodnoceni vysledkli adsorp¢nich experimenti byl za dostate¢né vhodny adsorbent zvolen
kationméni¢ovy adsorbent Dowex® 50W-X8. V rdmci experimentti s eluénimi ¢inidly byl jako
G¢inné eluéni ¢inidlo zvolen hydroxid draselny o koncentraci 1 mol-l!. Pro pfecisténi
a zakoncentrovani rybi omacky byl zvolen adsorbent ukotveny v agarosovém gelu bez difuzniho
gelu na zakladé testovani riiznych piistupll precisténi rybi omacky.

Za idealni dobu adsorpce pro adsorbent v agardésovém gelu bez difizniho gelu zvolen cas
60 minut a pro DGT jednotku (s difiznim gelem) 120 minut na zékladé sorpéni kinetiky.
Pfi elu¢nim experimentu byl za vhodnou dobu eluce vybran ¢as 60 minut. Elu¢ni faktor byl
stanovovan pii koncentraci zdsobniho roztoku podobné realnym vzorklim (10 mg-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 elu¢niho faktoru 51,68 + 1,69 %.

V ramci optimalizace prostfedi bylo nalezeno za optimalni prostiedi pH 5 (bez upravy prostiedi).
Z experimentu linearni akumulace v ¢ase ze smésného roztoku byla stanovena sorp¢ni kapacita
adsorbentu na hodnoty 1,14+0,16 mg-disk ' pro putrescin, 1,13+0,15 mg-disk™! pro histamin,
1,18+0,15 mg-disk™! pro kadaverin a pro tyramin 0,66+0,04 mg-disk™!.

Efektivni difuzni koeficienty byly stanoveny na hodnoty 1,47-10°£2,07-107 c¢cm?s”' pro
putrescin, 1,44-10°+4,91-107 cm?s! pro histamin, 1,33-10°+5,29-107 cm*s™! pro kadaverin
a pro tyramin 9,37-10°+3,44-10° cm?'s”! na z4kladé ¢asového odbéru DGT jednotek a analyzy
eludtu. Z experimentu pouziti riznych tlousték difuzniho gelu byla stanovena difuzni mezni
vrstva, kterd ma hodnotu 484,96 + 20,07 um v intenzivné¢ michaném roztoku.

V rybi omacce Orient Gourmet byly stanoveny metodou kapilarni zénové elektroforézy
po aplikaci DGT techniky koncentrace pro putrescin 8,63+0,97 mg-1"!, histamin 16,75+1,14
mg-1"!, kadaverin 11,57+2,59 mg-1"! a tyramin 8,60+3,63 mg-1"!. P¥i pouziti jako prekoncentracni
techniky pouze adsorpéniho gelu byly elektroforézou stanoveny koncentrace putrescinu
8,29,81+5,69 mg-1"!, histaminu 59,96+5,18 mg-1"!, kadaverinu 35,86+9,08 mg1' a tyraminu
7,18+1,02 mg-1"'. Hodnota histaminu stanovena piimou analyzou na komerénim analyzatoru
aminokyselin byla 47,3 mg-1"'. Kapilarni zonovou elektroforézou po aplikaci adsorpéniho gelu
byla v rybi omacéce Thai Pride stanovena koncentrace putrescinu 29,88+3,49 mg-1"!, histaminu
39,1549,51 mg- 1!, kadaverinu  66,58+16,76 mg:I' a tyraminu 21,74+581 mgl™.
Ustii¢na omacka stanovovani stejnym postupem jako rybi oméacky. Biogenni aminy se
pohybovaly pod limitem kvantifikace a nebylo je tedy moZné stanovit.

Spojeni techniky DGT a kapilarni zénové elektroforézy ma potencial se zaradit mezi soucasné
metody stanoveni biogennich aminii. Hlavnim nedostatkem byl velky rozptyl hodnot v diisledku
neoptimalnich podminek procesu, na které by bylo potiebné se zaméfit a provést vice méteni.
Vyhodou bylo moznost zjednodusit precisténi na samotny adsorpéni gel.
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