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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo navrhnout metodu sou€asného stanoveni vybranych volnych amino-
kyselin a biogennich aminii pomoci kapalinové chromatografie. Teoreticka cast obsahuje
informace o vzniku biogennich amind, kde jsou popsany syntézy jednotlivych biogennich
aminil. Je zde také popsan vyznam sledovani biogennich aminli zejména pro jejich vyso-
kou toxicitu. Biogenni aminy a aminokyseliny jdou stanovit vice metodami, které jsou také
obsazeny v teoretické Casti a nemalou Casti obsahu teoretické Casti je 1 vycet derivatizac-
nich ¢inidel pouZivanych v kapalinové chromatografii pro stanoveni biogennich aminli a

aminokyselin.

V praktické ¢asti byla vyuzita kapalinova chromatografie s pouzitim derivatizacniho Cini-
dla FMOC-CI ke stanoveni volnych aminokyselin a biogennich amint. Povedlo se soucas-

n¢ separovat tyrozin a tyramin v redlnych vzorcich.

Kli¢ova slova: HPLC, biogenni aminy, aminokyseliny, derivatizace, FMOC-CI, FLD.

ABSTRACT

The goal of this work is to devise a simultaneous determination method of given free
amino acids and biogenic amines by liquid chromatography. Theoretical part informs about
formation of biogenic amines, describing synthesis of particular biogenic amines. The sig-
nificance of observing biogenic amines is described as well, especially for its serious toxic-
ity. It is possible to identify the biogenic amines and the amino acids using more methods
comprehended in this theoretical part and major part of the theoretical part is an enumera-
tion of the derivatization reagents used in liquid chromatography to assess biogenic amines

and amino acids.

In my practical part I use the liquid chromatography notably derivatization reagent FMOC-
Cl to define free amino acids and biogenic amines. I succeeded separating tyrosine and

tyramine all at once.

Keywords: HPLC, biogenic amines, amino acids, derivatization, FMOC-CI, FLD
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UvVOD

Biogenni aminy jsou bazické dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti a jsou
syntetizovany mikrobialnim, rostlinnym a zivo¢iSnym metabolismem. Jsou tvoieny enzy-

my z ptislusnych aminokyselin dekarboxylaci.

Vyskytuji se jak v nefermentovanych vyrobcich (ryby a rybi vyrobky), tak 1 ve fermento-
vanych vyrobcich (maso, syry, napoje).

Natizenim komise (ES) jsou déna povolend mnoZstvi histaminu v produktech rybolovu z
druhi ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu a z produktt rybolovu, které byly
oSetfeny enzymatickym zrdnim v  ldku, vyrobené¢ z druhi ryb spojovanych
s vysokym mnozstvim histidinu.

Nekteré biogenni aminy mohou reagovat s nitrily za vzniku heterocyklickych nitrosamind,
které jsou karcinogenni.

Nadmérné pozivani biogennich aminti obsaZzenych v potravindch mtize zpiisobovat zvrace-
ni, poceni, problémy s dychanim aj. Kwviili toxicité, jakou biogenni aminy maji, je dilezité
hlidat povolené hodnoty pro dany typ potravin. Ke zjisténi mnozstvi biogennich amint
v potravinach slouzi analytické separa¢ni metody.

Mnozstvi biogennich aminti 1ze stanovit mnoha zpusoby: kapalinovou chromatografii, ply-
novou chromatografii, tenkovrstvou chromatografii nebo elektroforézou, a to jak kapilarni

zonovou elektroforézou, tak vysokoucinnou kapilarni elektroforézou.

Teoretickd ¢ast obsahuje obecné informace o biogennich aminech, dale popisuje vznik
biogennich amina. Také se v této praci miizete docist, v jakych potravinach se biogenni
aminy nachézeji a jakymi metodami lze biogenni aminy stanovit.

Prakticka ¢ast zahrnuje nékolik experimentdi, ve kterych bylo snahou navrhnout metodu

pro soucasné stanoveni biogennich aminl a aminokyselin. Podatilo se usp&$né separovat

soucasn¢ tyrozin a tyramin pomoci kapalinové chromatografie.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy (BA) jsou bazické dusikaté slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti a
jsou syntetizovany mikrobidlnim, rostlinnym a Zivo¢iSnym metabolismem. Biogenni aminy
v potravinach a napojich jsou tvofeny enzymy a jsou generovany mikrobidlni dekarboxyla-

ci aminokyselin. BA v potravindch jsou indikatory kvality potravin.[1, 2]

Bylo zjisténo, ze n&které z alifatickych amini miizou byt tvofeny in vivo aminaci

z odpovidajicich aldehydu. [1]
Chemicka struktura biogennich aminii:

1. Alifatické (putrescin, kadaverin, spermin a spermidin)
2. Aromatické (tyramin, fenylethylamin)
3. Heterocykly (histamin, tryptamin)

Putrescin, spermidin, spermin, histamin a kadaverin jsou soucasti Zivych bunék, reguluji

funkci nukleovych kyselin a syntézu proteini.

Pro vznik biogennich amini mikroorganismy je dilezitd dostupnost volnych aminokyselin,
pritomnost dekarboxyldz a vytvofeni ptihodnych podminek, které umoziuji rast bakterii,

syntézu dekarboxyldz a aktivitu dekarboxylaz. [1]

Histamin produkovany gram-pozitivnimi mléénymi bakteriemi se vyskytuje ve fermento-
vanych produktech, jako je vino, syr nebo rybi omacka. V syrovém rybim mase je histamin
produkovan gram-negativnimi bakteriemi Morganella morganii, Klebsiella spp. a Entero-

bacter spp. [3]
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1.1 Vznik biogennich amini

Biogenni aminy vznikaji pfedev§im dekarboxylaci aminokyselin nebo aminaci a transami-
naci aldehydt a ketonti. Ve fermentovanych potravinach vznikaji BA dekarboxylaci piiso-
benim dekarboxylaz, které jsou tvoieny napiiklad bakteriemi mlécného kvaseni. Vybrané

bakterie mlééného kvaSeni se pouzivaji jako startovaci kultury.[1, 4]

Obrazek 1 Syntéza histaminu [3]

T) histidin dekarboxylaza
EC4.1.1.22
AN S OH . + HN S
- CO, \
\=N  HN =N H,N
histidin histamin

Histidin se pomoci enzymu histidin dekarboxylazy (EC 4.1.1.22) pfeménuje na histamin.

(Viz. Obrézek 1).

Histamin je tkdnovy hormon, ma vliv na krevni tlak, sekreci Zalude¢nich $tav a ucastni se

pti anafylaktickém Soku a alergickych reakcich.[5]

Putrescin je syntetizovan u gramnegativnich bakterii nékolika metabolickymi draha-
mi. Prvni metabolickd drdha (Obrazek 2) je nejjednodussi. Z ornitinu enzymem ornitin
dekarboxylazou (EC 4.1.1.17) vznikéd putrescin a dochdzi k odstépeni oxidu uhlicitého.
Enzym ornitin dekarboxylaza je kodovana konstitutivnim genem speC nebo biodegrada-
bilnim genem speF. Druhou metabolickou drahou je agmatin produkovan dekarboxylaci
argininu enzymem arginin dekarboxyldzou (EC 4.1.1.19). Tento enzym je kddovan genem
speA. Vznikly agmatin je enzymem agmatinazou (EC 3.5.3.11) pfeveden na putrescin, kde
jako vedlejsi produkt reakce vznikd mocovina. U bakterii je enzym agmatinaza kodovan
genem speB. Putrescin je také syntetizovan pomoci dvou enzymi: agmatin deaminaza (EC
3.5.3.1), kterd je kodovana genem aguAd a agmatiniminohydrolaza (EC 3.5.3.12), které
vytvaii N-karbamoylputrecsin, ktery se enzymem N-karbamoylputrescinimidohydolaza

(EC3.5.1.53) (k6dovan genem aguB) preménuje na putrescin.

Putrescin se vyskytuje v mase, rybach a syrech. V syru se biogenni aminy tvoii ptisobenim
protedz a peptidaz. Dochazi k proteolyze kaseinu a tvorbé aminokyselin a z nich se pak

tvofi piislusné BA.
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Syr obvykle obsahuje jednotky az stovky mg/kg putrescinu. Vyrazné vyssi mnozstvi BA

bylo zjisténo u syri z nepasterovan¢ho mléka.

Putrescin je produkovan gram-negativnimi bakteriemi napi. Enterobacter cloacae. Stabili-
zuje makromolekuly (nukleové kyseliny, subcelularni struktury (ribosomy), stimuluje dife-

renciaci bung¢k a je to rostlinny hormon.[1, 5, 6, 7]

Obrazek 2 Syntéza putrescinu, 1. metabolicka draha [§]

H,N
2 ornitin dekarboxylaza
0o HoN
// EC 4.1.1.17
- 0 &
HoN OH e NH,
ornitin putrescin
Obrazek 3 Syntéza putrescinu, 2. a 3. metabolicka dréha [9, 10]
NH,
HN_< arginin dekarboxylaza HoN
L EC 4.1.1.19 4\_\;
0O — o + N
+ 2
4 H \>—NH2
HoN OH agmatin deiminaza HoN
arginin T — agmatin agmatindza (agmatin ureohydrolaza)
EC 3.5.3.11
agmatin iminohydrolaza
EC3.5.3.12 +H,0
+H,0
HsN o
HoN 2 ‘\ﬂ- ‘/<
HoN
NH NH, NH,
+ :
+ putrescin
NH, N
(0]

N-karbamoylputrescin amidohydrolaza

N-karbamoylputrescin
EC 3.5.1.53

+H,0, +H"

HZN‘\_\;
NH, + co, + NH;

putrescin
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Obrazek 4 Syntéza ornitinu (moc¢ovinovy cyklus) [8, 11]
NH,

0
O'J\_J(/\/\NHJ\N
N

fumarat H,

argininosukcinat lya

: H,0
HsN L-arginin . NH,
arginaza 2 \\O NH3
“ EC 3.5.3.1
Feasal Q karbamoy! fosfat syntaza 2 ATP, CO,, H,0
o = + EC6.3.4.16
o 0 NH,4 , )
H “ + L-ornitin 2 ADP, fosfat, 2H

0
o] NH;
l /j% +O
NH,

o}
NH

O-W ornitin karbamoyltrasferaza
NH; L-argininosukeinat EC2:1.3.3 (HZN
argininosukcinat syntaza fosfat, H

- EC6.3.4.5
difosfat, H’rw ﬁ /ICJ)\

ATP o NH  NH,

OH
O§}|3
o~ “oH

¥ 4 + L-citrulin
L-asparat H3N

V mocovinovém cyklu (Obrazek 4) vznik4 hydrolyzou z L-argininu L-ornitin pomoci en-
zymu arginazy (EC 3.5.3.1), spolu s nim vznika jako vedlejsi produkt mo€ovina. Ornitin je
produkovan gram-negativnimi bakteriemi napt. Enterobacter cloacae, Proteus morga-

nii.[12]

Obrazek 5 Syntéza tyraminu [5]

0 tyrozin dekarboxylaza
/ EC 4.1.1.25
HO o - Co, ¥ HO
HoN HoN
tyrozin tyramin

Tyramin vznika dekarboxylaci tyrozinu (Obrdzek 5) za enzymatické katalyzy enzymem
tyrozin dekarboxyldzou (EC 4.1.1.25). Tento enzym produkuji nékteré kmeny bakterii rodu
Lactococcus (Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lacto-
coccus lactis subsp. lactis var. diacetylactis), Leuconostoc (Leuconostoc mesenteroides sub
sp. cremoris) Lactobacillus (Lactobacillus helveticus, Lactobacillusbuchneri, L. arabinose,
L. casei, L. plantarum, L. acidophilus) a Streptococcus (Streptococcus thermophilus). Ty-
ramin je prekurzorem dopaminu, lokalni tkanovy hormon, zvysSuje krevni tlak a ma vliv na

kontrakce hladkého svalstva.[5, 13, 14]
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Kadaverin vznika enzymatickou dekarboxylaci lyzinu pomoci enzymu lyzin dekarboxyla-
zy (EC 4.1.1.18). Schéma je na obrazku 6. Kadaverin produkuji mikroorganismy vyskytu-
jici se na potravinach rostlinného a Zivoc¢iSného ptivodu.

V rybim mase se vyskytuji miroorganismy Klebsiella pneumonia, Hafnia alvei, Proteus
aerogenes, Vibro alginolytien. V syrech Lactobacillus buchneri, Lactobacillus 30a, Strep-
tococcus faecium, S. mitis, Bacillus macerans, v mase a masnych vyrobcich se jednd o ro-
dy Pediococcus, Enterobacteriaceae, Lactobacillus,Pseudomonas, Streptococcus, Micro-
coccus. Kadaverin umoZznuje stabilizaci nukleovych kyselin, stimuluje diferenciaci bunék a

stabilizuje subcelularni struktury (ribosomy).[5, 14]

Obrazek 6 Syntéza kadaverinu

lyzin dekarboxylaza

?lHa EC4.1.1.18 P N N
HN' NN N0 » HN WHg
0
N
- co,

1.2 Vyznam sledovani biogennich aminu

Sledovani mnozstvi biogennich aminl v potravinach je dilezité z hlediska jejich toxicity

pti vysokém piijmu. [15]

Nadmérné pozivani biogennich aminti obsaZzenych v potravindch mtize zpiisobovat zvrace-
ni, poceni, problémy s dychdnim aj. Histamin zplsobuje hypotenzi, tyramin hypertenzi,

migrény jsou zpusobeny fenylethylaminem a tyraminem. [5]

Malé mnozstvi biogennich aminii v organismu je tolerovano, u¢inny systém detoxikace
existuje ve stfevnim traktu, aby pfeménoval histamin, ktery je pfijman z potravy a hista-
min, ktery tvofi stievni bakterie. Detoxikace histaminu je tvofena dvéma enzymy, diamin
oxidazou (EC 1.4.3.22) a histamin-N-methyltransferazou (EC 2.1.1.8). Tyto enzymy pfie-
ménuji histamin na netoxicky produkt jenom v pfipadé, ze je dodrZzena akceptovatelna
koncentrace pfijmu histaminu. Detoxikace tyraminu je tvofena enzymem monoamin oXi-

dazou (EC1.4.3.4). Na obrazku 7 je zobrazeno schéma detoxikace histaminu.[14]
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Obrazek 7 Detoxikace histaminu [49]

NH,

_

HN\%N

diamin oxidaza histamin-N-methyltransferaza

EC 1.4.3.22

— O
AN AN

imidazol acetaldehyd

kyselina imidazoloctova

Ribéza 2N

ribosid kyseliny
imidazoloctové

H3C/N\%

EC2.1.1.8
NH,

e

N

N-methylhistamin

monoamin oxidaza

EC1.434

\/ b
H3C”

N-methylimidazol
acetaldehyd

OH
/:((0
Hye— NN

kyselina
N-methylimidazoloctova
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Histamin vyvolava toxicky efekt interakci s dvéma typy receptorti (H;a Hy) na bunéénou
membranu lidi a dalSich druhti. Histamin zplsobuje rozSifeni perifernich krevnich cév,
kapilar a tepen, to ma za nasledek hypotenzi, zdvraté¢ a bolest hlavy. Histamin
v intestindlnim hladkém svalstvu, zprosttedkovany H; receptorem, miize odpovidat za kie-
¢e v brichu, priijem a zvraceni. Sekrece zalude¢ni kyseliny je regulovdna histaminem po-

moci Hj receptor nachdzejicich se v parietalnich bunkach.[16]

Histamin je pravé jednim z biogennich amini, ktery zptsobuje intoxikaci. Otravy histami-
nem se objevily po konzumaci syri nebo ryb. Toxikologicky efekt zavisi na koncentraci
histaminu, pfitomnosti jinych amintli, aminooxidazové aktivité a stievni fyziologii jednot-
livce. Nebilkovinné dusikaté slouceniny, jako tfeba aminy a peptidy, se podileji na viini a
chuti masa. Charakteristickd cervend barva masa se vytvaii ptidanim dusitand k syrovému
masu. Obavy tykajici se pouziti dusitani kvili jejich reakci s aminy a aminokyselinami

pfitomnymi v mase byly pfedmétem cetnych vyzkum. [17]

Sekundarni aminy (putrescin a kadaverin) miiZou reagovat s nitrily za vzniku heterocyklic-
kych karcinogennich nitrosamint (mitrosopyrrolidin a nitrosopiperidin). Naptiklad z proli-
nu a ornitinu vznikd N-nitrosoprolin a jeho dekarboxylaci N-nitrosopyrrolidin. Z lyzinu a
k nému pfisluSnému aminu kadaverinu vznika N-nitrosopiperidin. Nitrosaci agmatinu
vznika N-nitrosoagmatin. Karcinogenita uvedenych nitrosloucenin je uvedena v Tabulce 1.

[18]

Tabulka 1 Karcinogenita vybranych nitroslouc¢enin (TDso[mg'kg'l -den] [18]

Nitrosloucenina KrysaTDso[mg-kg'-den™] My3TDso[mg-kg'-den™]
N-nitrosopiperidin 1,31 1,3

N-nitrosopyrrolidin 0,409 0,679

N-nitrosoarmatin 0,0907 netestovano

TDso - Davka, ktera zptisobuje urcité toxické piiznaky u 50% pokusnych zvirat.[19]

Toxikologicka hranice biogennich amini je velmi obtizné zjistitelnd, protoze zavisi na to-
leranci jedince na biogenni aminy, na koncentraci BA a na pfitomnosti jinych amint.
V literatuie se uvadi, ze toxickd davka histaminu v alkoholickych ndpojich se pohybuje

v rozmezi 8-20 mg/l , 25-40 mg/l tyraminu a 3mg/l fenylethylaminu a mize zptsobovat
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negativni fyziologicky efekt. Nepfedpokladd se, Ze konzumace popisovaného mnozstvi
histaminu a jeho potenciatorii v potravindch by mohla v normalnich davkach ptsobit néja-

ké problémy. [20, 21]

Povolené mnozstvi histaminu v produktech rybolovu z druhil ryb spojovanych s vysokym
mnozstvim histidinu a z produkti rybolovu, které byly oSetfeny enzymatickym zranim v
laku, vyrobené z druht ryb spojovanych s vysokym mnozstvim histidinu jsou dany natize-
nim komise (ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych kritériich
pro potraviny. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2. Jednd se o druhy ryb z celedi
Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae.[22]

Tabulka 2 Kritéria bezpec¢nosti potravin [22]

. . Plan od- . . . |Faze, na
Kategorie  po- l\fll.lfroorgams.my béru Limity Analytlskfl niz ’ se
. (jejich  toxiny, o referen¢ni s e
travin . vzorku kritérium
metabolity) metoda .
n c |m M vztahuje
Produkty rybolo- E‘r/(;gleﬂ;gy
vu z druhi Tyb 100|200 na  trh
spojovanych s [Histamin 9 2 HPLC )
vysokym mnoz- mg/kg | mg/kg béhem
stvim histidinu doby
udrznosti
Produkty rybolo-
vu, které byly
oSetfeny enzyma- E\r;(;gleﬂ;gy
tickym zranim v 200|400 na tth
laku, vyrobené z [Histamin 9 2 HPLC <
druhti ryb spojo- mg/kg |mg/kg l;ell;em
, oby
vanych s vyso- 1 .
kym mnozstvim udrznosti
histidinu
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1.3 Skupiny potravin obsahujici biogenni aminy

Vyskytuji se vriznych potravinach a napojich, zejména ve vin¢, pivé, rybach a

v mase.[23]

Celkové mnozstvi rliznych amint silné zavisi na povaze potraviny a mikroorganizmi v ni
pfitomnych. Biogenni aminy jsou pfitomny v potravinaiskych produktech, a to v rybich

vyrobcich, masnych vyrobcich, mléénych vyrobcich, ving, pive, zelenin€ a ovoci.[24]

1.3.1 Nefermentované potraviny

V nefermentovanych potravinach lze ptfitomnost biogennich aminii povazovat orienta¢né
za nezéddouci mikrobialni aktivitu. Proto by obsah biogennich aminti mohl byt vyuzit jako
indikator mikrobialni kazeni. Nicméné ptitomnost biogennich amini v potravinach nemusi
nutn¢ korelovat s ristem organismi ptispivajicich ke kazeni, protoze nejsou vSechny de-

karboxylaza-pozitivni.[25]

Ryby a rybi vyrobky obsahuji velké mnozstvi biogennich aminti. Obsahuji totiZ ¢ervenou
svalovinu, ktera je bohatd na histidin. MnoZstvi histidinu se pohybuje od 1 g*kg've sle-
dich do vice jak 15 g'kg” v tutacich, kde miize byt pfeménén dekarboxylizou na hista-

min.[14]

1.3.2 Fermentované potraviny

Pti pfipravé fermentovanych potravin lze ocekavat pfitomnost mnoha druhil
mikroorganismill, z nichz n¢které jsou schopny produkovat biogenni aminy. Ve vétSiné
fermentovanych produktl se nachdzi bakterie mlé¢ného kvaSeni, které produkuji mnoZstvi

putrescinu, kadaverinu, histamin a tyraminu.[26]

Maso a masné vyrobky obsahuji tyramin, kadaverin, putrescin, spermin, a spermidin.
V nékterych typech klobas se mliZze procesem fermentace tvofit histamin. Béhem procesu
zrani klobasy se zvySi nejméné 10x koncentrace histaminu v pribéhu prvnich 3 dni.
Obecné plati, ze se v klobasach vyskytuje rizné mnozstvi biogennich aminti. To mize byt
zpusobeno rtznou dobou zrani, odliSnostmi dekarboxyldzové aktivity pfirozenou mik-
roflorou, kterd zplsobuje fermentaci, biosyntézu a metabolizmus pfisluSnych biogennich
aminil. DalSim faktorem rtizného mnozstvi biogennich amina je typ a kvalita pouzitého

masa, podil masa a délka zrani. Cerstvé vepfové vzorky obsahuji spermin, spermidin a

stopy dalSich aminil. ZvySeni obsahu biogennich aminli ve vepfovém masa je zavislé na
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teploté. Béhem skladovani dochdzi ke zvySeni koncentrace biogennich aminii, zatimco se
koncentrace sperminu a spermidinu snizuje. Vepirové maso skladované pti 30 © C ma vyssi
obsah biogennich amint nez veptové skladované pti teploté 4 © C. Obsah biogennich ami-
nl ve vepfovém mase, které je skladovano pifi -18 © C, se neméni v pribé¢hu 9 mési¢niho

obdobi.[14]

Syry obvykle neobsahuji biogenni aminy, ale nékdy jsou tvofeny ve vysokych koncentra-
cich. Nejvice diilezit¢é biogenni aminy vyskytujici se v syrech jsou tyramin, histamin,
putrescinu, kadaverin, tryptamin a pB-fenyletylamin. Béhem zrani syrt je kasein pomalu
degradovan proteolytickymi enzymy, coz vede ke zvySeni obsahu volnych aminokyselin,
které se procesem dekarboxylace s pfisluSnymi enzymy pfeméiuji na biogenni aminy za

uvolnéni CO,.[14]

Castou potravinou spojenou s otravami histaminem je syr. Jeden z prvnich opsanych pii-
padt nastal v roce1967 v Nizozemsku. Mnohé studie byly provedeny pro stanoveni obsahu
aminil v syrovych produktech. Rizné aminy, jako je histamin, tyramin, kadaverin, putres-
cin, tryptamin a fenyletylamin byly nalezeny v mnoha druzich syr. Histamin a tyramin se
vyskytuji v riznych Grovnich nejen mezi riznymi druhy syrt, ale v ramci odridy. Velmi
nizké hladiny biogennich aminl byly zjiStény pfi zkoumani asijskych potravin. Nizka aro-

ven tyraminu byla zjiS§téna v obchodnim vzorku japonské nakladané zeleniny.[27]

Lasekan a kol. stanovili mnoZstvi biogennich amini v sedmi alkoholickych népojich vyra-
bénych v Nigérii, jednalo se o fermentované alkoholické ndpoje. Tyto napoje jsou konzu-
movany predevSim pro nutricni, slavnostni a 1é¢ivé ucely. Jednd se o tyto fermentované
alkoholické ndpoje: ,burukutu" pivo (fermentovany ¢irok), ,.sekete” pivo (fermentovana
kukufice), palmové vino, ,,agadagidi" (fermentovany jitrocel), ,,pito* a ,,pinto* napoje (li-

kér z kukuftice) a zazvorové pivo.[47]

Kelly, Blaise a Larroque stanovovali sou¢asné mnoZstvi aminokyselin a biogennich amini
ve vin€, ovoci a medu pomoci kapalinové chromatografie. Pro derivatizaci pouzili o-
ftalaldehyd (OPA), ktery byl rozpustény v N-acetyl-L-cysteinu (NAC). Podafilo se jim
uspesné stanovit souc¢asné 24 aminokyselin a biogennich aminti a tato metoda byla valido-

vana. [28]

Soufleros, Bouloumpasi, Zotou a Loukou stanovovali pomoci vysokou¢inné kapalinové
chromatografie s UV-detekci mnozstvi biogennich amint v feckém ving€. Ve vin€ jsou bio-

genni aminy produkovany v prib&hu fermentace. U Z4dného vzorku nebyla piekrocena
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horni hranice mnozstvi tyraminu a histaminu. Pouze 4 vzorky ze 100 obsahovaly vice nez
3 mg/l 2-fenylethylaminu, tuto hodnotu je potieba hlidat. 90 % vzorkd vina obsahovalo

méné nez 10mg/l biogennich amini a tato hodnota je ptijatelna.[26]

1.4 Metody stanoveni biogennich aminii

BA se stanovuji nejrtiznéjSimi metodami zahrnujici plynovou chromatografii, tenkovrstvou
chromatografii, kapildrni zonovou elektroforézu a také kapalinovou chromatografii. V na-

sledujicich kapitolach jsou jednotlivé metody popsany.

1.4.1 Plynova chromatografie (GC)

Jednou znejvice univerzalnich a Siroce aplikovatelnych technik v analytické chemii
v poslednich 40 letech je plynovéd chromatografie. Popularitu si plynovd chromatografie
ziskala diky jednoduchosti, rychlosti a nizké finan¢ni narocnosti. Jako metoda nasla pouZiti
pro separaci tékavych sloucenin. Plynova chromatografie miZe byt vyuZzita pro mnohé

analyzy v petrochemii, farmacii a také v potravinaistvi.

V plynové chromatografii prochazi analyty skrz kolonu mobilni fazi sloZzenou z inertniho
plynu jako je helium nebo vodik. V zavislosti na analytech, na rozpustnosti ve staciondrni
fazi dochazi k separaci a eluci na kolon€. Po eluci analyty vchazi do detektoru, kde vytvari
elektricky signdl. Tento signal je poslan do datového systému, ktery vytvori obraz nazyva-

ny chromatogram, kde jsou zobrazeny piky analytt.

Stanoveni amini pomoci plynové chromatografie je obtizné. Pouzitim derivatizace pred
samotnym stanovenim vyrazné ovlivni detekci BA. Derivatizace umoziuje, aby se aminy
staly dostaten¢ t€kavymi a zjednodusili tak analyzu. Derivatizace také zvySuje citlivost a
selektivitu, a vylepsuje celkovou separaci. Mezi derivatizacni procesy amintl patii acylace,

silylace a;.

Primarni a sekundarni aminy mtZzou byt derivatizovany acylac¢ni reakci, kde acylova sku-
pina reaguje s aminoskupinou. Toho Ize dosahnout pouzitim acylové skupiny, jako je na-

ptiklad anhydrid kyseliny octové, acylchlorid, acylimidazol nebo acylamid. Viz obréazek 8.
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Obrazek 8 Acylace primarniho aminu pomoci acylchloridu [29]
P \
o CH,
cl R—NH

Vyhoda pouziti acylace jako derivatiza¢ni techniky pro aminy je, ze reakce probiha snadno
za mirnych podminek, a to ne jenom u amint, ale i u dalsi aktivnich substituenti, jako jsou
fenoly, thioly, a hydroxyly. Z dalSich dilezitych acyla¢nich Cinidel je napf. acylimidazol

tzv. N-methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA), jehoz vzorec a reakce jsou na obrazku €. 9.
Obrazek 9 Reakce acylacni ¢inidlaN-methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA) [30]

(|3 'ﬁ . ” F 0 HeC—NH F F
F Fo4+ A -~ Y + H
N A—R /\_ N\ /
F ol FF A—R o F
F o CHy F

A=0,S, NH, NR!

R, R'=Alk, Ar

Pokud pouzivaime MBTFA, neni nutné odstraniovat vedlejSi produkty kyseliny, které mo-
hou znicit kolonu, jako tomu je pii pouziti anhydridu kyseliny octové a acyl chloridu
v acylacni reakci. Kromé toho mize byt MBTFA pouZit ve spojeni s jinym derivatizacnim

procesem, jako je trimethylsilylace na N-selektivné acylované hydroxyamino molekule.

Dalsi ¢inidlo pro derivatizaci amint silylaci je
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid(BSTFA), jehoz vzorec a reakce jsou na obrazku
10.

Obrazek 10 Derivatiza¢ni ¢inidlo N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA) [30]

F 0—TMS F O
+ H—A — e o 3
7 W R R F F N—TMS
™S H

A=0,S, NH, NR', COO
TMS= Si(CH,),
R, R'=Alk, Ar
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Jak je tomu u jinych silyla¢nich ¢inidel, BSTFA derivatizuje hydroxylové a karboxylové
skupiny v bezvodém stavu. Primarni aminy jsou snadnéji derivatizovany nez sekundarni

aminy.

Trimethylchlorsilan (TMCS), jehoz vzorec a reakce miiZete vidét na obrazku 11, je jako
ucinny katalyzator ptidan do silylacni reakce ke zjednoduseni derivatizace aminoskupiny.
Je tteba zduraznit, ze silylac¢ni reakce jsou nejucinn€j$i v bezvodych reakénich podmin-
kach, a proto nejsou vhodné vodné vzorky. Je mozné, ze silylové skupiny mohou reagovat
s jednim nebo s obéma protony primarniho aminu pti derivatizaci tak, Ze se mohou tvofit

mono- nebo di-N-trimethylsilylderivaty.

Obrazek 11 Katalyzator silylace, trimethylchlorsilan (TMCS) [30]

Ha&, HaC,
Si—Cl + H—A - Si—A
/\ \ /NN
HsC CH, R H,C CHzR

A= 0, S, NH, NR'
R,R'= Alk, Ar

Dal§im uziteCnym Cinidlem pro silylaéni reakci saminy je N-methyl-N-(terc-
butyldimethylsilyl)trifluoracetamid (MTBSTFA). Vzorec této slouceniny spolu s reakei je
na obrazku 12. Vyhoda pouziti MTBSTFA je, ze vytvaii derivaty, které jsou vice stabilni
ti terc-butyl skupinou derivatu. Obecné plati, ze t-BDMS derivaty jsou citlivéjsi pro GC
analyzu nez odpovidajici TMS derivaty.[29, 30]

Obrazek 12 N-methyl-N-(terc-butyldimethylsilyl)trifluoracetamid (MTBSTFA) [30]

HsC CHa \/\A< o HsC  CHj
Si\——N\ F e \ —> H4C CHs + H,C—NH F F
HzC CH3CH; CH, Si—A
HsC R o] F

A= 0, S, NH, NR', COO
R,R'= Alk, Ar
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1.4.2 Kapilarni zonova elekroforéza (CZE)

Mezi mnohé moderni postupy pro analyzu zaloZenou na separaci patii metoda, kterd pou-
ziva elektromigraci v kapildfe ztaveného kiemene a nazyva se kapilarni elektroforéza.
Tato metoda je vhodna pro separaci a stanoveni iontli, které se 1i§i svou molekulovou
hmotnosti, tvarem a ndbojem. Touto metodou Ize stanovit oba dva druhy iontti, jak kladné
tak zaporné, molekuly musi nést naboj. Tato metoda neni vhodna pro elektroneutralni mo-
lekuly, protoZe princip CZE spociva v migraci iontl v elektrickém poli k opa¢né nabité
elektrod€ a neutralni molekuly Zadny néboj nenesou. Lze touto metodou stanovit aminy,
polyaminy vcéetn€ aromatickych a heterocyklickych aromatickych aminti v potravinich a

jinych biologickych vzorcich.[17, 31]

Principem kapilarni zonové elektroforézy je, Ze molekuly migruji vlivem elektrického pole

a déli se na zéklad¢ rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti v kapilate.

Oguri pouzil elektromigracni metody pro stanoveni aminokyselin, biogennich amind a

aromatickych amint. [31]

1.4.3 Vysokoucinna kapilarni elektroforéza (HPCE)

Vysokoucina kapilarni elektroforéza je moderni analyticka technika odvozena od tradi¢ni
elektroforézy a je spojend 1 s chromatografii. Spojeni téchto analytickych technik nam po-

skytuje spoustu kombinaci.

Vysokoucinna kapilarni elektroforéza ma Siroké spektrum pouzitelnosti pro nabité a nena-
bité slouceniny s nizkou i1 vysokou molekulovou hmotnosti. MoZnosti této techniky byly
zkoumany az po roce 1981, kdy Jorgenson a Luckas pfedvedli vysokou¢innou separaci

v uzké kapilare (<100 pm).

Ve vysokoucinné kapilarni elektroforéze je naplnénd kapilara pufrem vlozena mezi dvé
nadrze s pufrem a plsobenim elektrického pole ptes kapilaru dochéazi k separaci. Na ob-

razku 13 je schéma HPCE.[32, 33]
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Obrazek 13 Schéma HPCE [17]
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1.4.4 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je jednoduchd, rychld a nendkladna metoda, ktera by
mohla byt alternativou k sofistikovanym instrumentalnim metodam pouzitym pro stanove-
ni biogennich amin® produkovanymi bakteriemi. V tenkovrstvé chromatografii miZeme
stanovit soucasné n€kolik vzorkil v kratké dobé oproti HPLC, kde musi byt analyzovan
jeden vzorek v kazdém kroku. TLC byla pouzita na stanoveni histaminu produkovany mik-
roorganismy. Latorre-Moratalla. a kol., pouZili TLC desti¢ku o velikosti 20x20 cm, ktera
byla potaZena silikagelem G60 o tloustce 0,25 mm. 10ul objemu extraktu ethylacetatu a
dansylovanych aminti bylo aplikovano 2 cm od zacatku desticky v 1 cm rozestupech. Vy-
vijeci komora byla naplnéna 100 ml rozpoustédla. Jakmile doséhlo rozpoustédlo vzdale-

nosti od startovni pozice (10-17 cm, vzdalenost zavisla na druhu vyvijeni) byla desticka
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odebrana z vyvijeci komory, usuSena a jednotlivé skvrny byly separovany a vidény pod
UV lampou s vinovou délkou 366 nm. K identifikaci jednotlivych BA byl stanoven retenc-
ni faktor a srovnan s reten¢nim faktorem standardi, kde byla pouzita fluorescence pro ur-

¢eni amintl na desticce. [16]

1.4.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je analyticka separacni metoda, kde je smés slo-
zek rozdélena na jednotlivé slouc¢eniny prichodem skrz kolonu. To vSe se provadi pricho-
dem mobilni faze, kterd obsahuje smés slozek, pfes staciondrni fazi, kterd se sklada
z pevnych ¢astic pravidelného tvaru a jednotné velikosti. Fyzikalni a chemické sily ptisobi-
ci mezi rozpuSténymi latkami a dvéma fazemi jsou zodpovédné za retenci rozpusténych
latek na chromatografické kolong&. Pratok mobilni fazi skrz kolonu je zajistén vysokym

tlakem.[17, 20]

Kapalinovou chromatografii Ize analyzovat ionty, polarni i nepolarni latky, latky malo té-
kavé nebo tepelné¢ nestabilni. U kapalinové chromatografie lze slozenim mobilni faze
ovlivnit separaci. SloZeni mobilni faze lze ovlivnit zménou pH, sloZenim rozpoustédel,
iontovou silou. Jako stacionarni fdze se pouzivaji ndplnové kolony. Velikost ¢astic v kolo-
n¢ je rizna a pohybuje se bézné od 3do 10 um, ale novéji se pouzivaji 1 kolony s velikosti

¢astic 2 pm a niZsi.
1.5 Derivatizace v kapalinové chromatografii

Pomoci derivatizacnich ¢inidel se méni fyzikdlni a chemické vlastnosti analytd. Hlavni
vyhoda tohoto procesu, ktery se miize zavadét bud’ pred kolonou nebo za kolonou je napf.
zlepSeni stability analyti nebo celkové zlepSeni chromatografickych vlastnosti, napiiklad

zména polarity.[17]

Mezi nejcastéj$i derivatizacni Cinidla pouzivané pro derivatizaci pfed kolonou patii
ninhydrin, Dns-Cl (dansylchlorid),FMOC-C1 (9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid),
PITC (fenylisothiokyanat) a AQC (6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat). Pro
derivatizaci za kolonou se pouZiva napf. ninhydrin. OPA derivatiza¢ni €inidlo lze poZit

pted 1 za kolonou.
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Ninhydrin

Pouziva se jako jedna z metod stanoveni aminokyselin. Ninhydrin je siln¢ oxida¢ni ¢inidlo
a zpusobuje oxidativni deaminaci a-aminoskupin. Produktem reakce s a-aminoskupinou je
aldehyd, amoniak, oxid uhli¢ity a hydrindantin (redukovand forma ninhydrinu). Vznik

hydrindantinu je na Obrazku 14.

Ninhydrin reaguje s primarnimi aminy a tvofi modrofialové slouceniny (diketonhydrindy-
liden-diketonhydrinamin). Jedna se o tzv. Ruhemannovu ¢ervent (Ruhemanntiv purpur),
kterda ma maximum absorbance pii 570 nm. Reakce se sekundarnimi aminy (prolin nebo
hydroxyprolin) je zobrazena na Obrazku 15.Prolin tvofi zluty komplex s maximem absor-

bance pti 440 nm.[34, 35]

Ninhydrin se pouZziva v postkolonové derivatizaci aminoglykosydu (streptomycin a dihyd-
rostreptomycin). Reakce probiha v alkalickém prostiedi s ¢inidlem v mobilni fazi. Reakce
je za laboratorni teploty pomala, proto je smés zahtata na teplotu 100-135°C po dobu 1-2
minut.[9, 25, 36]

Obrazek 14 Reakce ninhydrinu s aminokyselinou a vznik hydrindantinu [9, 48]
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Obrazek 15 Reakce ninhydrinu s R-H (prolin), R-OH (hydroxyprolin) [9]
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Komprda, Neznalova, Standara a Bover-Cid pouzili ninhydrin ke stanoveni biogennich
aminil ve fermentovaném ceském saldmu policanu. Ke stanoveni pouzili spektrofotomet-

rickou detekci o vinové délce 520 nm. [37]

Yemm a Cocking pouZili ninhydrin pro stanoveni aminokyselin, zjistili n€které nevyhody

pouziti tohoto Cinidla, mezi které patii naptiklad slozita kontrola méfeni piesnosti pH. [49]
o-ftalaldehyd OPA

OPA je dobie zndme derivatizacni €inidlo. Toto fluorogenni ¢inidlo reaguje rychle, ale
jenom s primarnimi aminy ve vodném zésaditém prostiedni (pH 9-11) v pfitomnosti thio-
lovéslouceniny(R-SH, napt 2-merkaptoetanol). Viz obrazek 16 .Pravéthiolova sloucenina
spolu s primdrnim aminem vytvari vysoce fluorescentni isoindolové derivaty. (excitace

350 nm, emise 405-450 nm)

Obrazek 16 Reakce OPA s aminokyselinou v prosttedi thiolu [9]
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Derivatiza¢ni reakce se provadi za pokojové teploty 2 minuty ve smési boratového pufru

(pH 6-8 pro aminy a pH 9,7-10 pro aminokyseliny) a metanolu.
Reakce mlize byt provadéna v predkolonové nebo poskolonové derivatizaci.

V ptedkolonovém zplisobu mize byt derivatizace dosaZzeno bud’ manualnim kontrolova-
nim reak¢ni doby a ¢asovém intervalu pfed nasttiknutim, nebo automaticky, kdy umoziuje
vys$i citlivost a reprodukovatelnost analyz. Navic OPA je také pouzivan v postkolonovém

zpusobu kvili kratké reakéni dobég a fluorogennimi vlastnostmi.

OPA reaguje jenom s primarnimi aminy, ale pfidanim octanu sodného umoznuje derivati-
zaci sekundarnich aminli. Derivatizace je vysoce nestabilni a je rychle degradovana

v nefluorescentnich latkach.

Pouziva se pro ptedkolonovou derivatizaci riznych biogennich aminti ve viné (histamin,
methylamin, ethylamin, tyramin, tryptamin, 2-fenylethylamin, putrescin a kadaverin.[9,

25]
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1-dimethylaminonaftalen-5-sulfonyl chlorid (DNS-CI nebo dansylchlorid)

Dansylchlorid je obvykle pouZivan na primarni a sekundarni aminy, které jsou derivatizo-
vany s fluorescentni detekci. Poziva se hlavné k derivatizaci pfed kolonou. Reaguje
s primarnimi 1 sekundarnimi aminy nukleofilni substituci a tvofi fluorescentni dansylderi-

vaty. (Obrazek 17)

Optimalni reak¢ni doba (30-120 minut) zavisi na aminoslou¢eninach. Tato doba je potieb-
né pro zreagovani dansylchloridu s aminoslou¢eninami. Dansylderivaty jsou stabilni. Cini-
dlo je hydrolyzovano béhem derivatizace za ucelem produkce 1-dimethylaminonaftalen-5-
sulfonylové kyseliny, vysoce fluorescentni slouceniny, kterd se pouziva pro piedkolono-

vou derivatizaci.

Pomoci DNS-CI Ize stanovit biogenni aminy jako je naptiklad putrescin, kadaverin, sper-

midin a spermin, derivatizace trva 10 minut pti 70°C.[9, 25]

Obrazek 17 Reakce dansylchloridu s animokyselinou [9]

H,C CH H.C CH
3 \N/ 3 3 \N/ 3
R /O -HCI
T : ; OH
HoN OH
Cl NH o
- - o

R

Benedito de Barber, Prieto a Collar analyzovali zmény aminokyselin béhem fermentace
pSenicného chlebového tésta. Pro derivatizaci aminokyselin pouZzili derivatiza¢ni ¢inidlo

dansylchlorid.[39]
9-fluorenylmethylchloroformat (FMOC-CI)

Toto Cinidlo se pouziva pro pfedkolonovou derivatizaci primarnich a sekundarnich amini.
(Obrazek 18) Reaguje nukleofilni substituci v boratovém pufru (pH 8) po dobu dvou minut
a vytvarii stabilni fluorescentni derivaty. Nadbytek Cinidla je nutny, ale mize byt elimino-
van v pribéhu reakce aminokyselinou. Toto ¢inidlo umoziuje fluorimetrickou (excitace a
emise vlnovych délek byla v intervalu 263-265 nm excitace a 313-340 nm emise) a UV-
VIS detekci aminil. Reakce s timto derivatizaénim ¢inidlem probiha v acetonu nebo aceto-

nitrilu. [25]
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Obrazek 18 Reakce FMOC s aminokyselinou [25]

QD e, = O

>
primarni reakce

o] @)

A Y
0] HN \0

HO
l sekundarni reakce \H/LR
0]
0.0 - HCl  + CO,

HO

Cl

Fluorescence ptedstavuje hlavni nevyhodu FMOC-OH. Jedna se totiz o velmi citlivou me-
todu, ktera je schopna detekovat 1 vznikly FMOC-OH. FMOC-OH mitize byt odstranén
extrakei derivatl organickym rozpoustédlem, jako je naptiklad pentan. Stejné jako DNS-CI
je 1 FMOC reaktivni vici fenolickym hydroxyskupindam. Dale se c¢inidlo spojuje
s imidazolovym kruhem aminoslouc€enin. I této reakci tyrozin a histidin tvofi mono a di-
substituované derivaty. I ptes jeho nevyhody se tato reakce stala zndmou pro svoji jedno-

duchost a automatizaci derivatizace. Citlivost je srovnatelna s OPA metodou.

FMOC-CI se pouziva na riizné€ analyzy jako derivatiza¢ni ¢inidlo pro stanoveni biogennich
aminl. Toto ¢inidlo lze také pouZit pro stanoveni aminoglykosidi jako je gentamycin a

neomycin. [9, 25]

V ¢lanku Molnara-Perla, ktery se zabyval stanovenim biogennich aminil a volnych amino-
kyselin, pouzil rizna derivatiza¢ni ¢inidla, mezi néz patiil také FMOC-CI, stanovil 5 ami-
nokyselin a 8 biogennich aminti v 15 rizovych a 15 bilych vinech. Pro derivatizaci potte-

boval SmMMFMOC-CI, ktery rozpustil v acetonitrilu. [40]
AQC (6-aminoquinoyl-N-hydroxysuccinimidylkarbamat)

Radi se k nejnovej$im derivatiza¢nim ¢inidlim, reaguje jak s primarnimi tak sekundarnimi

aminokyselinami v prosttedi boratového pufru o pH 9,3 pfi teploté 55° C za vzniku deriva-
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ta. (Obrazek 19) Tyto derivaty jsou snadno separovany gradientovou eluci na reverzni fazi.
Vzniklé derivaty jsou stabilni asi tyden pii laboratorni teploté. Nadbytek ¢inidla se odstra-
fluje  hydolyzou samotného ¢inidla za  vzniku  6-aminochinolinu a  N-

hydroxysuccinimidu.[9]

Obrazek 19 Reakce AQC s aminokyselinou [9]
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Busto, Guash a Borrull stanovili biogenni aminy ve vin€ pomoci piedkolono-
vé derivatizace s 6-aminoquinoyl-N-hydroxysuccinimidylkarbaméatem. Toto derivatiza¢ni
¢inidlo se jim osvédcCilo jako dobré alternativa pro stanoveni biogennich aminti ve ving.
V této praci byly biogenni aminy analyzovany pln¢ automaticky a pii pfimém vstiikovani

na kolonu poskytovaly lepsi citlivost nez pti pouziti OPA.[41]

1.6 Moznosti souc¢asného stanoveni biogennich amini a volnych amino-
kyselin

V bézné praxi se stanovuji zvlast’ aminokyseliny a zvIast’ biogenni aminy. Z hlediska Gspo-
ry ¢asu a chemikalii je vhodné vynalézt metodu, ktera by umozZnila stanovit aminokyseliny

a biogenni aminy soucasné.

Soufleros, Bouloumpasi, Zotou a Loukou stanovili mnoZstvi biogennich amint a volnych
aminokyselin v feckém vin¢ pomoci kapalinové chromatografie a UV detekci po dansylaci.
Pouzitim 1,7-diaminoheptanu jako vnitiniho standardu stanovili pomoci HPLC deset bio-
gennich amind: methylamin, ethylamin, 2-fenylamin, isoamylamin, putrescin, kadaverin,

histamin, tyramin, spermidin a spermin.
Podminky separace a detekce pro stanoveni biogennich amini:

e predkolonovou derivatizaci aminu pomoci DNS-CI a dalsi SPE (solid-

phase extraction) derivatti ptes C18 cartrige.
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e Separace dansylamidu byla provedena na Inerstil ODS-3(5 pm, 250-4,6 mm vnitini
prumér) kolong, gradientova eluce 35 minut s binarnim systémem acetonitril/voda
s pratokem 1ml/min a

e detekce byla provedena méfenim pii absorbanci 254nm.

Dale stanovili 21 aminokyselin po ptedkolonové derivatizaci primarnich aminoskupin

s OPA.
Podminky separace a detekce pro stanoveni volnych aminokyselin:

e Excitace a emise vinovych délek byla 340 a 450 nm.

e Binarni gradientovy program byl pouzit pro nésledujici mobilni faze: roztok A byl
ve vodném roztoku 0,68% (w/v) CH3;COONa-H,O a 5% (v/v) tetrahydrofuran,
upraven na pH 5,7 pomoci kyseliny octové a roztok B byl absolutni methanol.

e Aminokyseliny byly kvantifikovdny  pouzitim norvalinu  jako  vnitini-

ho standardu.[26]
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II. PRAKTICKA CAST
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2 CILPRACE
Cilem prace bylo:

e Popsat vyznam ledovani obsahu biogennich aminil v potravinadch
e (Charakterizovat metody stanoveni obsahu biogennich aminli v potravinach se za-

méfenim na metody vyuzivajici kapalinovou chromatografii

V praktické ¢asti je snaha o optimalizaci metody pro stanoveni obsahu biogennich amint
s vyuzitim kapalinové chromatografie a zhodnoceni pouzitelnosti optimalizované metody

na vybrané druhy potravin.
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3 METODIKA PRACE

3.1 Popis experimentu

Pro optimalizaci metody byly pouzity standardy biogennich amini (kadaverin, putrescin,
tyramin, fenylethylamin, histamin a agmatin) a k nim pfislusné aminokyseliny (histidin,

arginin, fenylalanin, ornitin, tyrozin a lyzin).

Standardy biogennich aminti a aminokyselin byly analyzovany na dvou pfistrojich, Systém
HPLC(Agilent Technologies). Binarni pumpa LabAlliance, USA, autosam-
pler LabAlliance, USA, kolona s termostatem; UV/VIS DAD detektor (A = 254 nm);FLD
detektor 1200 Infinity (excitace 263 nm, emise 313nm) a degaser 1260 Infinity (Obrazek
21). HPLC (degasser, pumpa, termostat, autosampler a DAD detek-
tor, PerkinElmer)(Obrazek 20). Bylo pouzito jak fluorescenc¢ni detekce tak UV-VIS detek-
tor. Jednotlivé experimenty jsou popsany nize. Jako derivatizaéni ¢inidlo u vSech analyz

byl pouzit FMOC-CI.
Ptistrojové vybaveni laboratotfe pro chromatografické stanovent:

1. Analytické vahy A&D GH-200 EC, Japonsko

2. Laboratorni tiepacka LT2

3. Odstfedivka EBA 21, Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko, Tuttlingen

4. Odsttedivka MIKRO 200R, MIKRO 200 R, Hettich ZENTRIFUGEN, Némecko,
Tuttlingen

Obrazek 20 Kapalinovy chromatograf (HPLC)
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Kolona

e Supercosil LC18 DB 150x4,6mm; 3 pm (Sigma-Aldrich)

Obrazek 21 Kapalinovy chromatograf (HPLC)

Kolona

e Supercosil LC18 DB 150x4,6mm; 3 pm (Sigma-Aldrich)

Vsechny standardy (viz tabulka 3) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

Tabulka 3 Standardy a jejich zkratky pouzité v diplomové praci

Aminokyselina Zkratka Biogenni amin Zkratka
Histidin HIS Histamin HIM
Tyrozin TYR Tyramin TYM
Lyzin LYZ Kadaverin CAD
Arginin ARG Putrescin PUT
Fenylalanin PHE Fenylethylamin PEA
Ornitin ORN
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V tabulce 4 je seznam chemikalii, které byly pouzity pro stanoveni BA a AMK a je u nich

uveden dodavatel, od kterého byly dané chemikalie zakoupeny.

Tabulka 4 Chemikalie a dodavatel

Chemikalie Dodavatel
Acetonitril Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova dymava | Merck
Triethylamin Merck
2-butanol Sigma-Aldrich
Amoniak Merck
Kyselina octova ledova Merck

FMOC-C1 Sigma-Aldrich
Hydroxid sodny Merck
Kyselina borita Merck
Prolin Merck
Tetrahydrofuran Merck
Glycin Merck
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3.2 Experiment 1

V experimentu 1 se postupovalo podle ¢lanku Bauza et al. [42]

Koncentrace smési standarda byla 200 mg/l. V experimentu 1 bylo snahou stanovit jednot-
livé 1 ve smési pét BA (kadaverin, putrescin, tyramin, fenylethylamin a histamin) a Sest

volnych aminokyselin (histidin, arginin, fenylalanin, ornitin, tyrozin a lyzin).
Pfiprava vzorku na analyzu:

Odebralo se 50 pl standardu, ktery se smichal se 125 pl boratového pufru, ktery byl pfipra-

ven rozpusténim kyseliny borité ve vod¢ a upraven na pH 8,5 pomoci 0,5 M NaOH.
Derivatizace:

Do smési standardi a boratového pufru bylo pfidano 250 pl derivatiza¢niho c¢inidla,
v nasem piipad¢ se jednalo o FMOC-CI v koncentraci 10mM. Reakce se po tfech minutach
zastavila 125 pul amoniaku (0,5M). Do takto pfipravené smési bylo pifidano jeste
750 pl smési o slozeni (ACN:CH3;COOH:H,0O, 80:8:12). Vyslednd smés byla ziedéna
v poméru 1:1 mobilni fazi A, prefiltrovana ptes nylonovy filtr (0,22pm).

SloZeni mobilni faze:

A (ACN : HCI: triethylamin : H,O, 15:1:1:83)

B (ACN : 2-butanol, 98:2)

V dalSich fazich experimentu 1 se ménilo sloZeni mobilnich fazi, jako mobilni faze A byl

pouzit 5% ACN, jako mobilni faze B byl pouzit 100% ACN.
Analyza:

Na kolonu bylo nastfiknuto mnozstvi vzorku 5ul, gradientova eluce je uvedena v Tabulce
5, priittok byl 1ml/min, teplota kolony 30 °C. Pro detekci byl pouzit UV-VIS detektor
s vlnovou délkou 263 nm. Po provedeni analyzy byl vyhodnocen chromatogram a postup-

n¢ se meénila gradientova eluce, pro lepsi separovatelnost jednotlivych BA a AMK.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Tabulka 5 Gradientova eluce

Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%)]

0 85 15
12 85 15
12.20 62 38
16 60 40
19 60 40
42 58 42
63 15 85
68 15 85
69 0 100
75 0 100
76 85 15
82 85 15

3.3 Experiment 2

Experiment 1 nebyl UspéSny, proto v experimentu 2 byl vyuzit vyzkum Kirschbauma a
Luckase. Jako derivatiza¢ni ¢inidlo pouzili FMOC-CI a reakci zastavovali pfidanim hepty-

laminu. [43]

Koncentrace smési standardi byla 200 mg/l. V nasi praci se derivatizani reakce
v experimentu 2 nezastavovala, v dalSich experimentech se zastavovala nejprve prolinem,
pozdé&ji glycinem.

Priprava vzorku na analyzu:

Odebralo se 100 ul smési, kterd byla fedéna acetonitrilem v poméru 1:49. Poté byla smi-
chéana se 100ul boratového pufru, ktery byl ptipraven rozpusSténim kyseliny borité ve vodé

a upraven na pH 8,5 pomoci 0,5 M NaOH. Pot¢ bylo ptidano 200 pl acetonitrilu.
Derivatizace:

Do smési standardl, boratového pufru a acetonitrilu bylo pfiddno 100 pul FMOC-CI
v koncentraci 3 mM. FMOC-CI reagoval se smési 15 minut. Vyslednd smés byla prefiltro-

vana pres nylonovy filtr (0,22um).
SloZeni mobilni faze:

A:0,IM octan sodny (upraven na pH 4,4 pomoci ledové kyseliny octové) : acetonitril

(78:22)

B: acetonitril
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Analyza:

Na kolonu bylo nastiiknuto mnozstvi vzorku 10ul, gradientova eluce je uvedena v Tabulce
6, pritok byl 1,2 ml/min, teplota kolony 30 °C. Pro detekci byl pouzit fluorescenéni detek-

tor s vlnovou délkou pro excitaci 265 nm a pro emisi 315 nm.

Tabulka 6 Gradientova eluce

Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%)]

0 100 0
1 100 0
17 80 20
20 77 23
27 77 23
30 64 36
37 64 36
42 58 42
57 45 55
63 45 55
70 7 93
73 0 100
82 0 100
83 100 0
93 100 0

3.4 Experiment 3

V Ptedchozich dvou experimentech se nepodatilo uspé$né optimalizovat metodu pro sta-
noveni BA a AMK, proto byl vybran novy postup. Experiment 3 ¢astecné koreluje s ¢lan-

kem Carrattiat al. [44]

Jako derivatizacni ¢inidlo pouzili FMOC-CI a reakci zastavovali pfidanim roztoku 1-
aminoamantadinu rozpuSténé¢ho v methanolu. V nasem experimentu se reakce zastavovala
piidanim 30 mM prolinu. Koncentrace smési standardii byla 200 mg/l. V experimentu 3
bylo zkoumano, zda koncentrace FMOC-CI ovliviiuje separaci a také bylo zjistovano, jest-

li separaci ovliviiuje reak¢ni ¢as pouZitého derivatiza¢niho ¢inidla.
Priprava vzorku na analyzu:

Odebralo se 250l standardu o koncentraci 200 mg/1
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Derivatizace:

Do smési standardu bylo ptidano 300ul FMOC-CI v koncentraci 30mM. FMOC-CI reago-
val se smési 10 minut. Po uplynuti 10 minut byla reakce s FMOC-CI zastavena prolinem o

koncentraci 30mM Vysledna smés byla prefiltrovana ptes nylonovy filtr (0,22um).
SloZeni mobilni faze:
A:acetonitril : isopropylalkohol (90:10)

B: 0,05M octan sodny (upraven na pH 4,03 pomoci ledové kyseliny octove) obsahujici 4%
tetrahydrofuranu.

Analyza:

Na kolonu bylo nastiiknuto mnozstvi vzorku 10ul, gradientova eluce je uvedena v Tabulce
7, prutok byl 1,2 ml/min, teplota kolony 30 °C. Pro detekci byl pouzit fluorescencni detek-

tor s vlnovou délkou 265 nm excitace a 315 nm emise.
Koncentrace FMOC-CI1

Pro ovéfeni, jestli koncentrace FMOC-CI ovliviiuje separaci, byly zvoleny nasledujici pti-
davky mnoZstvi derivatiza¢niho ¢inidla: 300 pl, 200 pL 150 pl, 100 pl,50pL40ul,20ul a
10ul

Reakénti Cas

Mnozstvi FMOC-CI bylo zastavovano pomoci prolinu v ¢asovych intervalech 0,5; 1; 1,5;

2;3;4 a 5 minut.

Tabulka 7 Gradientova eluce

Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni fize B [%)]

0 20 80
15 20 80
40 25 75
50 30 70
60 40 60
70 50 50
85 80 20
90 100 0
98 100 0

929 20 80
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3.5 Experiment 4

V tomto experimentu byly vyuzity dosavadni vysledky piedchozich experimentii. Byla

zmeénéna koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla.

Briickner at al.stanovovali BA v ¢aji. Postup v naSem experimentu je stejny jako v ¢lanku.

Pouzili derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CL[45]
Pro tento experiment byly pouzity standardy HIS, HIM, TYR, TYM, AGR, ORN a PUT.
Priprava vzorku na analyzu:

Koncentrace standardu byla 10mM. Pro HIM byla koncentrace ¢tyfnasobna (40mM). Jed-
notlivé standardy byly rozpustény v 0,1M HCI v mnozZstvi 20 pl.

Derivatizace:

Do smési standardu bylo ptidano 100 pl0,5M boratového pufru o pH 7, poté bylo mixovaci
metodou piidano 100 ul FMOC-CI o koncentraci 3 mM. Cela reakce byla zastavena pfi-
danim 25 plglycinu. Tato smés byla zmixovana reakéni smési (0,1 M octan sodny

s acetonitrilem v poméru 1:1)

SloZeni mobilni faze:

A: 0,1M octan sodny (upraven na pH 7 pomoci ledové kyseliny octoveé)
B: acetonitril

Analyza:

Na kolonu bylo nastiiknuto mnozstvi vzorku 10ul, gradientova eluce je uvedena v Tabulce
8, pritok byl 1,2 ml/min, teplota kolony 30 °C. Pro detekci byl pouzit fluorescenéni detek-

tor s vlnovou délkou 263 nm excitace a 313nm emise. Gradientova eluce je v Tabulce 8

Tabulka 8 Gradientova eluce

Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%)]

0 66 34
1 66 34
80 11 &9
81 0 100
90 0 100
91 66 34

95 66 34
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3.6 Experiment S

Po ptedchozich experimentech, ve kterych byl postup prace provadén podle odbornych
¢lankl, vychazi experiment 5 z doktorandské prace Dott. C. Corzani, kterd se zabyvala
souCasnym stanovenim aminokyselin a biogennich aminti pomoci HPLC s ptfedkolono-

vou derivatizaci pomoci FMOC-CI a pouzitim UV detekce. [46]

Experiment 5 se zabyval podminkami derivatizace. Bylo zapottebi zjistit, jestli je mnoZzstvi
glycinu dostacujici pro zastaveni derivatizacni reakce. Proto bylo nejprve ptidano 25

pl glycinu a stejné mnozstvi FMOC-CI a pak ¢tyfnasobné mnozstviFMOC-CI tj. 100 pl.
Priprava vzorku na analyzu:

Koncentrace standardu aminokyselin byla 40 mM. Jednotlivé navazky standardf byly roz-

pustény v 0,01MHCI v mnoZstvi 2 ml.
Derivatizace:

Aminokyseliny 1 biogenni aminy byly derivatizovany za pokojové teploty predkolonovou-
derivatizaci. Do smési standardu bylo ptidano 100 ul 0,5 M boratového pufru o pH 4,2;
poté bylo mixovaci metodou ptfiddno 100 ul FMOC-CI o koncentraci 0,015mM. Po tfech
minutach byla cela reakce zastavena pfidanim 25 pl glycinu. Tato smés byla po dalSich
tfech minutach zmixovéana se 160 plreakéni smési (0,1 M octan sodny s acetonitrilem

v poméru 1:1)

SloZeni mobilni faze:

A: 0,05M octan sodny (upraven na pH 4,2 pomoci ledové kyseliny octove)
B: acetonitril

Analyza:

Na kolonu bylo nastiiknuto mnozstvi vzorku 10ul, gradientova eluce je uvedena v Tabulce
9, pritok byl 0,7 ml/min, teplota kolony 30 °C. Pro detekci byl pouzit fluorescenéni detek-

tor s vilnovou délkou 263 nm excitace a 313nm emise.
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Tabulka 9 Gradientova eluce

Cas [min] Mobilni fize A [%] Mobilni faze B [%)]

0 68 32
3 68 32
14 59 31
40 42 58
45 35 65
90 0 100
100 0 100
105 68 32
110 68 32

3.7 Experiment 6

Experiment 6 navazuje na experiment 5, postupuje se piesné podle publikace Dott. Claudia
Corzani, ktera je uvedena v predchozi kapitole. V experimentu 6 se zaCala metoda pouzivat
na redlné vzorky. Po pfedchozich pokusech byl pro analyzu vybran tyrozin a tyramin. Dale

bylo zkoumano, zda zbylé aminokyseliny neovliviiuji analyzu tyrozinu a tyraminu.

U realnych vzorkl byla provedena extrakce, jejiz postup je popsan nize. Pro analyzu se
pouzily Cerstvé vzorky syru eidamského typu: Cerstvého (do 24 hodin pied solenim), uzra-
Iého (8 tydnl) a extra uzradlého (12 mésici), vzorky piva (Svijansky maz 11°, Pils-
ner Urquell 12°) a dva Cerstvé fermentované trvanlivé masné vyrobky, salamy PoliCan.

Cislovani redlnych vzorkii je uvedeno v tabulce 10.

Tabulka 10 Cislovani realnych vzork®

Vzorek Cislo
Cerstvy syr 1
Uzraly syr 2
Extra uzraly syr 3

Svijansky maz 11° 4

Pilsner Urquell 12°) |5

Salam Poli¢an 6

Salam Poli¢an 7
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Extrakce

Na analytickych vahach se odvazi lgvzorku s ptfesnosti na 0,001 a ptidda se 10 ml
0,IMHCI. VSe se necha 30 minut tfepat na tfepacce nastavené na nejvyssi stupen. Po 30
minutach se vzorek vlozi na 5 minut do odstfedivky pti 6000 ot./min. Po odstfedéni se ob-
sah vylije do 25 ml odmérné banky a ke zbylému pevnému podilu se ptidad 7 ml 0,1MHCI.

Cely postup se 2x opakuje az do ziskani 24 ml extrahovaného vzorku.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V nasledujicich podkapitolach jsou rozdeleny vysledky podle jednotlivych experimenti,

chronologicky uspotadany.

4.1 Experiment 1

Jednim z prvnich pokusi stanovit souasné biogenni aminy a volné aminokyseliny mtize-
me videét na obrdzku €. 22. Na chromatogramu je separace lyzinu, kadaverinu a histaminu
ve smesi o koncentraci 200mg/l. Z tohoto chromatogramu nelze pfesné urcit, zda se jedna
o dané aminokyseliny a biogenni aminy, jelikoz se jednotlivé piky vyskytovaly 1 ve vode¢.
Vzhledem k vysoké citlivosti fluorescencniho detektoru a sloZitym slozenim mobilnich
fazi a jejich reakci s jednotlivymi biogennimi animy a aminokyselinami, nelze urcit o jaké
BA nebo AMK se jedna. I pies zménu slozeni mobilnich fazi 1 gradientu se ndm nepodatilo
uspésné stanovit BA ani AMK. Z ¢lanku, podle kterého se postupovalo, se ndm nepodaftilo

separovat ani AMK ani BA.

Obrazek 22 Chromatogram separace lyzinu, kadaverinu a histaminu

Py T

__ C\BA kadaverin- FLD: Detector
_— C\BA,_histamin- ALD : Detector 1
__ C:\AMK_lyzin - FLD : Detector 1

Fluorescence
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4.2 Experiment 2

V experimentu 2 se postupovalo podle jiného ¢lanku, zjednodusSilo se slozeni mobilnich
fazi na zéklad¢ predchozich netuspésnych vysledkl. V prvnim chromatogramu je zobrazena
smés volnych aminokyselin a biogennich amint nefedénd, v druhém chromatogramu pak
s fedénim 1:49. Cilem experimentu bylo redukovat a nasledné rozd¢lit pik, ktery zacind ve
dvacaté minuté a snizit jeho koncentraci. Tento pik pravdépodobné vznikl velkou koncent-
raci jednotlivych AMK a BA nebo vysokou koncentraci reakéni smési. Koncentrace smési
BA a AMK byla 200mg/l v obrazku A, na obrazku B byla koncentrace zfedéna v poméru
1:49. Srovnanim chromatogramii A a B mizeme na zaklad¢ patrnych rozdilt ve velikosti
pika fici, ze zfedénim koncentrace se podatilo ziskat prezentovatelné piky, se kterymi se

da dale pracovat. Chromatogramy jsou na obrazku 23

V dalSich krocich experimentu 2 byla snaha o separaci jednotlivych biogennich amind a
aminokyselin. Pro ¢asovou naro¢nost analyzy z divodu dlouhotrvajici gradientové eluce a
neuspéchy, které tuto metodu doprovazely, nebylo mozné v tomto experimentu pokraco-

vat, a proto byly hledany jiné moznosti separace v jinych odbornych ¢lancich.
Obrazek 23 Chromatogram A nefedény, chromatogram B fedéni 1:49

Fu) 16

__ Ciismes_BA_AMK- FLD : Detector 1

107

80

Fluorescence
sjusuodwon
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Fluorescence

[FU]
__C\smes_BA_AMK_redena_1_49- FLD: Detector 1
. B
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4.3 Experiment 3

Experimentem 3 se otvira nova kapitola vyzkumu, jelikoz dosavadni vysledky nebylo
mozné pouzit. V experimentu 3 se derivatizacni reakce zastavovala ptidanim prolinu. Smés

BA a AMK byly opét v koncentraci 200mg/1.

Pro ziskéani uspéSnych vysledkd, bylo potieba zjistit, jestli reakéni ¢as nebo mnozstvi
FMOC-CI jako derivatiza¢niho €inidla ovliviiuje separaci. V ¢lanku ptidali 200 ul FMOC-
Cl. Jelikoz nebylo mozné vyhodnotit vysledné chromatogramy, postupovalo se podle na-
sledujiciho postupu. Postupné se zvySovalo pfidané mnozstvi derivatizacniho ¢inidla, nej-
prve bylo ptidano 50 pl, pak 100 ul, 150ul a nakonec 200ul. Na obrazku 24 se vyrazné
méni piky v chromatogramu, z toho plyne, Ze mnoZstvi pfidaného derivatizacniho ¢inidla
ovliviiuje separaci. Na zdklad¢ ziskanych vysledka se v dalSich experimentech pouzivala

niz81 koncentrace derivatizaéniho ¢inidla.

Obrazek 24 Chromatogram zmény koncentrace ptidaného derivatizacniho

¢inidla
IF
H __ C\smes_100_FMOG-Q - FLD: Detector 1
__ Csmes_150_FMOGC-Q - ALD: Detector
Smés 150 ul EMOC-CI _ C\smes _200_FMOGC-Q - FLD; Detector 1
10 x
Smés 200 pl FMOC-CI |
\ ﬁ| 80
| |
8
60
g
$ & :
z @
40
4 Smés 100 yl FMOC-CI
20
3

[min.]
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Na obrazku 25 je chromatogram zmény reak¢éniho Casu. I v tomto pfipadé zména reakéniho
Casu, tj. doba, po kterou reaguje derivatiza¢ni ¢inidlo, nez se reakce zastavi pomoci proli-
nu, nepatrné ovliviluje separaci. Reakéni €as je uveden v minutéch a byl stopovan po 0,5
min, 1 min, 1,5 min, 2 min, 3, min, 4 min a 5 minutach. V ¢lanku reakci zastavovali po 10

minutach. Timto pokusem bylo zjisténo, Ze reak¢ni ¢as vyrazn€ neovliviiuje separaci.

Obrazek 25 Chromatogram zmény reakéniho ¢asu

Py il

__ C\smes_0,5min - ALD: Detector 1

— Csmes_1,5min - ALD: Detector 1

— C\smes_3min - ALD: Detector 1
___ C\smes_4min - ALD: Detector 1

__ Cismes_3min - AD : Detector 1

Fluorescence
o

Tato metoda se pouzila 1 na smés pouze tyrozinu a tyraminu. Vzhledem k tomu, Ze chro-
matogram vypadal stejné jako chromatogram vody nebo smési, musela byt tato metoda

ukoncena. Nebylo mozné detekovat BA a AMK.
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4.4 Experiment 4

V experimentu 4 mizeme podle chromatogramu z obrazku 26 ptiblizn¢ odvodit separova-
né BA. Koncentrace HIS, TYR, TYM, AGR, ORN a PUT byla 10 mM, koncentrace HIM
byla ¢tyfndsobna (40 mM). Pokud porovname smés s jednotlivymi biogennimi aminy, mti-
zeme konstatovat, zda se jedna o biogenni amin, ktery se podatilo odseparovat. Naptiklad
pik v 60 minuté by mohl odpovidat putrescinu, jelikoZ se nachazi i ve smési. Touto vylu-
covaci metodou mizeme pravdépodobné urCit nékteré biogenni aminy i aminokyseliny.
Podafilo se separovat jednotlivé biogenni aminy ve smési, ale piky pro jednotlivé BA nebo
AMK se nachdzeli na riznych mistech v chromatogramu a nebylo mozn¢ urcit, kde se jaky
BA nebo AMK piesné¢ nachazi, proto se experimentem 4 v dal$i praci nebudeme zabyvat. I
pi1 dodrzeni vSech podminek separace se nam nepodatilo optimalizovat tuto metodu pro
dané BA a AMK. Autorim ¢lanku, podle kterého experiment 4 vychazel, se podatilo se-
parovat BA 1 AMK, které se v jejich chromatogramu ukazali az po 60 minutach. I tohle je

jeden z dalSich faktord, pro¢ se experimentem 4 nebudeme zabyvat.

Obrazek 26 Chromatogram smési BA, histaminu, putrescinu a tyraminu

IFig il

__ Csmes BA - ALD: Detector 1

— CAPUT- AD: Detector 1
— CATYM - ALD : Detector 1
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4.5 Experiment S

V experimentu 5 se pouzil zcela novy postup, ktery byl popsan v odborné praci Dott.
Claudia Corzani. Na obrazku 27 je chromatogram smési volnych aminokyselin ozna¢enych
modrou barvou a 3 jednotlivé aminokyseliny, ornitin, arginin a histidin. Z chromatogramu
jde vycist, kde se jednotlivé aminokyseliny pravdépodobné nachdzeji, a to opét vyluovaci
metodou, kdy smés s jednotlivymi aminokyselinami prolozime vodou a vyselektujeme

piky, které se nachdzi i ve vod¢ a ve smési a urcime tak jejich ptibliznou polohu.
Obrazek 27 Chromatogram smési AMK, ornitinu, argininu a histidinu

i3 il

— C:\SMES FAA- FLD: Detector 1
C:AORMN - FLD : Detector 1

___ C\ARG- AD: Detector 1
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Time

Po prostudovani dalSich ¢lankl a prohloubeni znalosti o této problematice se vyskytl dalsi
problém, ktery bylo nutné eliminovat. Derivatizacni ¢inidlo se davd v nadbytku, tko-
lem experimentu 5 bylo dokazat, jestli zbylé derivatizacni €inidlo, které nezreagovalo
s glycinem, neovliviluje separaci. Na obrazku 28 je zobrazen chromatogram, ve kterém je
¢ernou barvou oznacena reakce 25ul glycinu s 25u1 FMOC-CI1 a modie oznacena reakce,
kdy je FMOC-CI v nadbytku, tzn. 100ul FMOC-CI a 25ul glycinu. Podle vysledka, které
nam poskytl chromatograf, bude lepsi postupovat se stejnou koncentraci glycinu 1 derivati-
zacniho €inidla, protoze nezreagovany FMOC-CI1 s glycinem reagoval s ostatnimi slozkami

a neptiznive tak ovlivnil pribeh separace.
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Obrazek 28 Chromatogram reakce FMOC-CI s glycinem ve stejném poméru
a v nadbytku FMOC-C1

Fi3

__Cilsmes_0.4_FMOC-CI_25_Gly_25 - FLD : Detector 1
__ Crlsmes_04_FMOC-CI_100_Gy_25_ - FLD: Detector 1
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VétSina BA a AMK je separovana na zacatku analyzy, proto se gradientova eluce zkratila
na 20 minut. Bylo tak mozné hledat optimalni metodu pro dan¢ AMK a BA. Pro dalsi ana-
Iyzy se upravoval gradient, ménily se koncentrace, bylo mozné zkouSet zmény ve slozeni
mobilnich fazi. Pfes vSechny dosavadni netuspéchy se podafilo v experimentu 5 separovat
TYR a TYM, optimalizovat podminky separace a zkusit metodu na redlné vzorky. To vSe

se d¢lalo v experimentu 6.
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4.6 Experiment 6

Experimentem 6 zapocala findlni ¢ast mé diplomové prace, vSechny dosavadni vysledky
byly zuZitkovany a pouzity v tomto experimentu. Na Obrazku 29 je vyobrazena smés tyro-
zinu a tyraminu s vodou. Piky v 5-6 minuté odpovidaji tyrozinu a tyraminu, dal$i kroky
v experimentu 6 vedly k potvrzeni této domnénky, Ze se opravdu jedna o tyrozin a tyramin.
Pro lepS8i interpretaci vysledku poslouzi obrazek 30, kde jasné¢ vidime, ktery

z pikl odpovida tyrozinu a ktery tyraminu.

Obrazek 29 Chromatogram smeési tyrozinu, tyraminu a vody

[FU}
— Chsmas- ALD: Detecior 1

C:\ voda - FLD ; Detector 1
10 T M

Fluorescence
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Obrazek 30 Chromatogram smési (TYR+TYM) a samostat-

née TYRaTYM
[FU]
__ Cismes- FLD: Detector 1
® [ ]‘ ‘r|‘| __ C\TYM-FLD: Detedor -.
|
TYR \ | TYMm
| l l ®
8 \ F(
.
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| | Smés
|
| | )
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Dals$im ditkazem toho, Ze se opravdu jedna o tyrozin a tyramin, je obrazek 31, kde je smés
hydrolyzatu slozen¢ho z asparaginu, glutaminu, serinu, glycinu, alaninu, methioninu, vali-
nu, cystein, leucinu, izoleucinu, tyrozinu, fenylalaninu, argininu, lyzinu, histidinu a prolinu
o koncentraci 0,05mM a hydrolyzatu s ptidavkem tyrozinu a tyraminu. Ve 4-6 minuté vi-

dime jasny posun v koncentraci obou zminénych sloucenin.
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Obrazek 31 Chromatogram smési hydrolyzatu a hydrolyzétu s ptidavkem

TYRaTYM
[FU] kbd
__ Chsmes_hydrolyzatu - FLD: Detector 1
6 __ GCismes_hydrolyzatu_s_pridavkem TYR_TYM - FLD : Detector 1
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Ponévadz se ndm podatilo uspéSné separovat jeden biogenni amin a jednu aminokyselinu,
bylo snahou zjistit nejmensi moZnou detekovatelnou koncentraci. Proto byla vytvofena
koncentracni fada, kterd je na obrazku 32. Koncentrace smési byly 0,075 mmol/l; 0,05
mmol/l; 0,025 mmol/I; 0,01 mmol/l a 0,0075 mmol/l. Na chromatogramu je jasné vidét, jak

se se sniZzujici koncentraci zmenSuje plocha piku.
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Obrazek 32 Chromatogram koncentra¢ni fady
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Nejnizsi detekovatelnd koncentrace byla experimentdlné zjisténa a ¢ini 0,0005 mmol/l.
Chromatogram je na obrazku 33. Diky této koncentraci miizeme stanovit mnozstvi piislus-

ného BA a AMK 1 ve velmi malych koncentracich.
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Obrazek 33 Chromatogram nejnizsi mozné detekovatelné koncentrace
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V dalSim kroku se provedla opakovatelnost analyzy smési tyraminu a tyrozinu o koncent-
raci 0,0025mmol/l. Tj, sm&s byla 10x podrobena stejné analyze. Cilem bylo zjistit, jestli
metoda funguje. Z chromatogramu jednozna¢né vidime, Ze po celou dobu analyzy se
chromatogram neménil, tudiz mizeme s urcitosti fict, Ze metoda funguje. Chromatogram je

na obrazku 34
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Obrazek 34 Chromatogram, opakovatelnost na smési tyrozinu a ty-

raminu o koncentraci 0,0025 mmol/I.

[mFU] )
e hovalelnost 00926 (1) - LD Detecter 1
__ Chlopakcovatelnost_0,0025 (3} - ALD: Detedior 1
220 _ Clepsovateinost 00025 (4) - FLD: Deteat

i __ Clopakovateinost_0.0025 (8} - ALD: Detedtor 1

__ Clopakovatelnast_0,0025 {7) - A.D: Detector 1

i . Copakovatelnost_0.0025 {8) - ALD: Detedor 1
__ Chopaxovatainost_0.0025 {9) - ALD: Detagar
— Clopacovateinost_0.0025 (10) - FLD : Detector 1
200
§ [=]
=]
3
2 3
5 o
74 a
z W
180

25 30 35 40 45 50 55

[min.}

Na zéklad¢ vSech dosavadnich vysledkt, se metoda pouzila na redlné vzorky. Na obrazku
35 je vyobrazen chromatogram vzorku extra uzralého syru eidamského typu, ktery byl ex-

trahovan a poté 10x zfedén.
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Obrazek 35 Chromatogram vzorku extra uzralého syru
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Pro Uplnost a ptresnost vysledki byla dale provedena opakovatelnost 1 na vzorku extra
uzralého syru eidamského typu, ktery miizete vidét na chromatogramu na obrazku 36. Jak
vidime v chromatogramu, jednotlivé vzorky byly analyzovany hned po sob¢ a vloZeny do
jednoho chromatogramu. Velikosti pikli se malinko 1i$i. To mize byt zpiisobeno zanese-

nim kolony, kolisanim tlaku v kolong, stafim kolony nebo chybou pfti chystani jednotlivych

vzorku.
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Obrazek 36 Opakovatelnost na vzorku extra uzralého syru
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Dalsi metodou pro komplexnost a pfesnost vysledki je vytvofeni grafu linearity pro tyro-

zin a tyramin. Linearita byla provadéna 2x a v textu je oznacena jako linearita I a linearita

II. V tabulce 11jsou uvedeny pouzité koncentrace, které byly u obou linearit stejné a k da-

nym koncentracim jsou uvedeny plochy piki pro obé¢ linearity oznaceny jako plocha I. a

plocha II. pro tyrozin, v tabulce 13 pak hodnoty pro tyramin. Je v ni uvedena koncentrace

piislusné AMK nebo BA. VSechny tyto hodnoty jsou zobrazeny v grafu 1.

Tabulka 11Hodnoty pro tyrozin

¢ [mmol/l] |plocha I. [mFU/s] |plocha II. [mFU/s]
0,0750 3941,0200 3975,5440

0,0500 2666,6400 2817,1180

0,0250 1440,5630 1486,6570

0,0100 608,5510 601,4200

0,0075 500,1030 479,5750

0,0050 354,9340

0,0025 161,9390

0,0010 74,4110

0,0001 70,0030 358,4450




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

62

plocha [mFU/s]

4500

Graf 1 Linearita I. a II. pro tyrozin
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Tabulka 12 Hodnoty tyrozinu v redlnych vzorcich

plocha piku plocha piku plocha piku smérodatna
vzorek | [mFU/s] vzorek | [mFU/s] vzorek | [mFU/s] prumér |odchylka
1A 0,000 2A 0,000 3A 0,000 0,000 10,000
2A 0,000 2B 150,724 2C 109,843 86,856 |77,947
3A 35,290 3B 68,542 3C 77,047 60,293 22,067
4A 210,783 4B 217,488 4C 203,542 210,604 | 6,975
S5A 385,551 5B 300,655 5C 297,751 327,986 49,874
6A 192,172 6B 151,013 6C 173,280 172,15520,603
7A 153,500 7B 183,187 7C 171,663 169,450 | 14,967

Vypocet mnozstvi tyrozinu v realném vzorku:

Z rovnice linearni regrese pro linearitu I, hodnoty vzorki dosazenych do vypoctu jsou

zpramerovany. VSechny vzorky byly fedény 10x, proto vysledek bude vynasoben 10x.
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y=51870x+75,99
86,856=51870x+ 75,99
10,866=51870x
x=0,0002mmol/1
x=0,002mmol/l

Ptepocet jednotek:

n

V

c =
0,002="2
1

n=0,002mmol

m="
n

181,19 =
0,002

m=0,362mg

Tabulka 13 Mnozstvi tyrozinu

v realnych vzorcich

vzorek |koncentrace [mmol/I]

koncentrace [mg/1]

2 0,002 0,362
3 pod detekénim limitem

4 0,026 4,711
5 0,049 8,878
6 0,019 3,443
7 0,018 3,261

U linearity II. chybi n€které hodnoty ploch piku u dané koncentrace. To je pravdépodobné

zpusobeno chybou fedéni. U vzorku 3, tj. extra uzraly syr je mnozstvi tyrozinu mimo de-

tekéni limit
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Tabulka 14 Hodnoty pro tyramin

¢ [mmol/l] |plocha I. [mFU/s] |plocha II. [mFU/s]
0,0750 2998,7330 3053,6280

0,0500 1982,9580 2234,2510

0,0250 1122,5970 1178,6640

0,0100 480,5590 483,6440

0,0075 349,0430

0,0050 243,2640 400,1600

0,0025 100,3130 330,6140

0,0010 74,7890 216,5680

0,0001 61,9330 192,6170

Graf 2 Linearita 1. a II. pro tyramin
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Tabulka 15 Hodnoty tyraminu v realnych vzorcich
plocha piku plocha piku plocha piku smérodatna

vzorek | [mFU/s] vzorek |[mFU/s] vzorek | [mFU/s] pramér |odchylka

1A 10,000 2A 10,000 3A 10,000 0,000 {0,000

2A 10,000 2B 82,343 2C 89,809 57,384 49,836

3A 174,818 3B 141,944 3C 142,184 152,982 18,911

4A 101,870 4B 75,393 4C 101,792 93,018 | 15,264

SA 139,085 SB 46,453 5C |57,883 47,807 |9,472

6A 58,843 6B 53,898 6C |76,319 63,020 | 11,780

7A 166,416 7B 75,089 7C 87,338 76,281]10,512

Vypocet mnozstvi tyraminu v realném vzorku:

Z rovnice linearni regrese pro linearitu I, hodnoty vzorki dosazenych do vypoctu jsou

zpramerovany. VSechny vzorky byly fedény 10x, proto vysledek bude vynasoben 10x.

y=39327x+54,99

57,384=39327x+ 54,99

2,394=39327x

x=0,00006mmol/l

x=0,0006mmol/l

Ptepocet jednotek:

)
V
0,0006 = %

n=0,0006mmol

m="
n

m
0,0006
m = 0,082mg

137,179 =
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Tabulka 16 Mnozstvi tyraminu

v realnych vzorcich

vzorek |koncentrace [mmol/I] koncentrace [mg/1]
2 0,0006 0,082

3 0,0249 3,416

4 0,0097 1,331

5 pod detekénim limitem

6 0,002 0,274

7 0,0054 0,741

Na zaklad¢ vSech moznych analyz bylo zji§téno mnozstvi tyrozinu a tyraminu v realnych
vzorcich. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 13 a 16. Nejvice tyraminu je ve vzorku
extra uzralého syru, nejvice tyrozinu je ve vzorku €. 5, tj. pivo znacky Pilsner Urquel. Tou-
to metodou lze stanovit mnoZstvi tyrozinu i tyraminu. Lze se touto metodou déle zabyvat a

pokusit se stanovit 1 zbyvajici AMK nebo BA.
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ZAVER

Tato prace byla zaméfena na sou€asné stanoveni vybranych volnych aminokyselin a bio-
gennich amind pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Pro tuto praci bylo vy-
brano ke stanoveni 6 biogennich amind (kadaverin, putrescin, tyramin, fenylethylamin,
histamin a agmatin) a k nim 6 pfisluSnych aminokyselin (histidin, arginin, fenylalanin,
ornitin, tyrozin a lyzin). Pfes spoustu nevydatfenych pokust se v této praci podafil stanovit
soucasn¢ pouze tyrozin a tyramin. Byla provedena opakovatelnost na vzorcich 1 na ptes-
nych koncentracich, a to z ditvodu presnosti vysledka. Podatilo se stanovit mnozstvi tyro-
zinu a tyraminu v realnych vzorcich. Realnymi vzorky byly: ¢erstvy syr (do 24 hodin pied
solenim), uzraly (8 tydnil) a extra uzraly (12 mésicl), vzorky piva (Svijansky maz 11°,
Pilsner Urquell 12°) a dva cCerstvé fermentované trvanlivé masné vyrobky - salamy Poli-
can.

Nejveétsi koncentrace tyraminu byla v extra uzradlém syru a nejvétsi koncentrace tyrozinu
byla v pivu zna€ky Pilsner Urquell.

Zavérem lze fici, ze se podafilo stanovit jeden biogenni amin a jednu aminokyselinu a do-
kazat, ze metoda, kterd je popsana v této diplomové préci, funguje a je potieba s ni dale

pracovat, aby bylo mozné stanovit 1 dal$i biogenni aminy a aminokyseliny.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BA Biogenni amin
AMK Aminokyselina
GC Plynové chromatografie

MBTFA N-methyl-bis(trifluoracetamid)
BSTFA N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
TMSC Trimethylchlorsilan

MTBSTFA N-methyl-N-(terc-butyldimethylsilyl)trifluoracetamid

CZE Kapilarni zonova elektroforéza

HPCE Vysokoucinna kapilarni elektroforéza
TLC Tenkovrstva chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
OPA o-ftalaldehyd

DNS-C1 I-dimethylaminonaftalen-5-sulfonyl chlorid, dansylchlorid

FMOC-Cl  9-fluorenylmethylchloroformat

AQC 6-aminoquinoyl-N-hydroxysuccinimidylkarbamat
HIS Histidin

TYR Tyrozin

LYZ Tyramin

ARG Arginin

PHE Fenylalanin

ORN Ornitin

HIM Histamin

TYM Tyramin

CAD Kadaverin
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PUT Putrescin
PEA Fenylethylamin

ACN Acetonitril



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 75

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Syntéza histaminu [3]......cceeeeiiiiiiiiiiiiee e e e eeee e 12
Obrazek 2 Syntéza putrescinu, 1. metabolicka draha [8]..........ccooveiiiiiiiiieiieniieeeee, 13
Obrazek 3 Syntéza putrescinu, 2. a 3. metabolicka draha [9, 10].......ccccceveeeiiiiiiiiiiiennnnn. 13
Obrazek 4 Syntéza ornitinu (mo€ovinovy cyklus) [8, 11]....cciiieeiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeen 14
Obrazek 5 Syntéza tyraminu [S] .....ceeeeeeeiiiiiiiiiieee e e e e e e e e e arraeaeee e 14
Obrazek 6 Syntéza KadaverinU............coeeeiiiiiiiiiieeeeeeeiiiiieee e e eeerie e e e e e e e e sarreeaeeeeeeas 15
Obrazek 7 Detoxikace hisStaminu [49]..........uvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieereieeeeeeeeeeeeeeeeaesaeerearaaa—————— 16
Obrazek 8 Acylace primarniho aminu pomoci acylchloridu [29].........cccooiiiiiiniiinnnne 22
Obrazek 9 Reakce acylacni ¢inidlaN-methyl-bis(trifluoracetamid) (MBTFA) [30] .......... 22
Obrazek 10 Derivatizacni €inidlo N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)

L300 ettt ettt e e h e e a bt e e n bt e e et e e enbeeeenneeeenneeas 22
Obrazek 11 Katalyzator silylace, trimethylchlorsilan (TMCS) [30].....ccvveeeeeiiiiiiiiiiieeenn. 23
Obrazek 12 N-methyl-N-(ferc-butyldimethylsilyl)trifluoracetamid (MTBSTFA) [30] ..... 23
Obrazek 13 SChéma HPCE [17]....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeiieieeeteeeaeeeeaesaveaaaesaaaasasasssasssssssassssnnes 25
Obrazek 14 Reakce ninhydrinu s aminokyselinou a vznik hydrindantinu [9, 48].............. 27
Obrazek 15 Reakce ninhydrinu s R-H (prolin), R-OH (hydroxyprolin) [9].........ccccceee.... 27
Obrazek 16 Reakce OPA s aminokyselinou v prosttedi thiolu [9] .........ccovveeviiiiiiiinnnnnn. 28
Obrazek 17 Reakce dansylchloridu s animokyselinou [9] .......coovveiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeee, 29
Obrazek 18 Reakce FMOC s aminokyselinou [25] .......cuvvvvveeeeeeiiiiiiiiiiieeee e 30
Obrazek 19 Reakce AQC s aminokyselinou [9] ......cooeeeiiiiiiiiiieeiiiieeee e 31
Obrazek 20 Kapalinovy chromatograf (HPLC) ........ccccviiiiiiiiiieiieee e 35
Obrazek 21 Kapalinovy chromatograf (HPLC) ........ccooviiiiiiiiiieiieeeee e 36
Obrazek 22 Chromatogram separace lyzinu, kadaverinu a histaminu.............cc..cccceene. 46
Obrazek 23 Chromatogram A nefedény, chromatogram B fedéni 1:49............ccccvvveeeeee. 47
Obrazek 24 Chromatogram zmény koncentrace pfidané¢ho derivatiza¢niho ¢inidla .......... 49
Obrazek 25 Chromatogram zmény reakeéniho €asu .......cccvvvveeieeiiiiiiiiiiiieeee e, 50
Obrazek 26 Chromatogram smési BA, histaminu, putrescinu a tyraminu......................... 51
Obrazek 27 Chromatogram smési AMK, ornitinu, argininu a histidinu.................c.......... 52

Obrazek 28 Chromatogram reakce FMOC-CI s glycinem ve stejném poméru a v
NAADYLKU FIMOC-ClL ...ttt 53
Obrazek 29 Chromatogram smeési tyrozinu, tyraminu a vody........ccccvvvveeeeeeeeriiiinieeeeeeennn. 54

Obrazek 30 Chromatogram smési (TYR+TYM) a samostatné TYR a TYM .................... 55



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 76

Obrazek 31 Chromatogram smési hydrolyzatu a hydrolyzatu s pfidavkem TYR a

TY M ettt ettt 56
Obrazek 32 Chromatogram koncentrani fady .........cccccvviiiiieeieeiiiiiiiiiieee e 57
Obrazek 33 Chromatogram nejnizsi mozné detekovatelné koncentrace.............cc.ceenneee. 58

Obrazek 34 Chromatogram, opakovatelnost na smési tyrozinu a tyraminu o
koncentraci 0,0025 MMOI/L. .....o.uuniiiiieiiee e 59
Obrazek 35 Chromatogram vzorku extra uzrdl€ho SYru........ccccoeevviiiiiiiiieeeeeiiiiiiiieeeeeeen, 60

Obrazek 36 Opakovatelnost na vzorku extra uzrdlého syru..........cccccvvvvveeeeeenniiciiiiieeeennn. 61



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 77

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1 Karcinogenita vybranych nitroslouc¢enin (TDso[mg'kg'] «den™] [18]eeeeeerereenn. 17
Tabulka 2 Kritéria bezpecnosti potravin [22] ......ceeeeeeeeieiuiiiiieeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeeesinreeaeeee e 18
Tabulka 3 Standardy a jejich zkratky pouZzité v diplomoveé praci.........cccceeeeeevvccnrinnnennnnnn. 36
Tabulka 4 Chemikalie a dodavatel.............cooiiiiiiiiiiiiiii e 37
Tabulka 5 Gradientova €IUCE ..........eeiiiiiiiiiiiiii e 39
Tabulka 6 Gradientova €IUCE ...........coiiiiiiiiiiiiiiii e 40
Tabulka 7 Gradientova €IUCE ...........eeiiiiiiiiiiiiii e 41
Tabulka 8 Gradientova €IUCE ...........eeiiiiiiiiiiii e 42
Tabulka 9 Gradientova €IUCE ..........eeeiiiiiiiiiiii e 44
Tabulka 10 Cislovani reAInYch VZOrKEL..........coovovoveveeeeieeeeeeee e 44
Tabulka 1THOANOLY PrO tYTOZIN ......ceiiiiieieiiiiiiiiiieee et e e e e ee e e e e e e e raaeaeeeee e 61
Tabulka 12 Hodnoty tyrozinu v redlnych vzorcich.........cccoeviviieiiniiiiiiiiieeeeeeeeeee 62
Tabulka 13 Mnozstvi tyrozinu v redlnych vzorcich..........ccccccveeeiniiiiiiiiiieeeeeeeeee 63
Tabulka 14 HOANOtY Pro tyTaAmMIN......cieeieeeiiiiiiiiieeeeeeeeciiiieeee e e e e e eiieeee e e e e e e e eanaaeaeeeeeees 64
Tabulka 15 Hodnoty tyraminu v redlnych vzorcich..........ccccccvveiiniiiiiiiiiieeeeeeeeee, 65

Tabulka 16 Mnozstvi tyraminu v realnych vzorcich...........cccccoveeviiiiiiiiiiiieeeeiieeeee, 66



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78
SEZNAM GRAFU

Graf 1 Linearita I. a II. Pro tyrOZin........ccooouiiiiiiiieeeeeeiieeeeee e vreee e e 62
Graf 2 Linearita I. a II. pro tyramin...........cccuvviiiieeeeeiiiiiiiieeee e e rreeee e e 64



