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ABSTRAKT 

Tato diplomová práce se zabývá výběrem a optimalizací analytické metody vhodné 

pro stanovení vybraných biogenních aminů (putrescinu, histaminu, tyraminu a tryptaminu). 

V rámci optimalizace a validace metody byla prováděna měření, jak čistých standardů, tak 

standardů derivatizovaných dansylchloridem. Výsledkem těchto měření bylo zjištění, že 

derivatizovaná forma biogenních aminů je vhodnější pro stanovení metodou ultraúčinné 

kapalinové chromatografie (UPLC) ve spojení s hmotnostním spektrometrem (MS) jako 

detektorem.  

Následně byla metoda kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostně-

spektrometrickou detekcí využita ke stanovení sledovaných biologicky aktivních látek 

ve vzorcích sýru, který byl podroben skladovacímu experimentu. Získané výsledky byly 

zpracovány a interpretovány v rámci této diplomové práce. 

 

Klíčová slova: biogenní aminy, ultraúčinná kapalinová chromatografie, tandemová 

hmotnostní spektrometrie, derivatizace, dansylchlorid   

 

ABSTRACT 

 The aim of this thesis was selection and optimization of suitable analytical method 

for analysis of biogenic amines (putrescine, histamine, tyramine and tryptamine). 

The optimization and validation of this method were made by measurements of pure 

standards and derivatized standards with dansyl chloride. The result of these measurements 

was that the derivatized form of biogenic amines is more suitable for the analysis by ultra 

high performance liquid chromatography method (UPLC) in connection with tandem mass 

spectrometry (MS/MS). 

 Subsequently, the metod UPLC-MS/MS was used to determine monitored 

biologically active compound in sample of cheese which has been subjected to the storage 

experiment. The results were processed and interpreted in this thesis. 
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ÚVOD 

Poslední dobou je v souvislosti s životním prostředím kladen důraz 

na monitorování znečišťujících látek i ve velmi malých koncentracích. Mezi takové látky, 

které se mohou v životním prostředí běžně vyskytovat a jejich koncentrace je nízká, ale 

současně tyto látky mohou mít toxické účinky na člověka, patří některé biogenní aminy. 

Biogenní aminy vznikají činností různých mikroorganismů, které jsou schopny 

dekarboxylovat volné aminokyseliny na biogenní aminy. S tímto procesem se setkáváme 

často u potravin, avšak z potravin i jiných zdrojů biogenní aminy mohou přecházet 

do životního prostředí, kde by mohly narušovat funkci přírodních ekosystémů. Proto 

je důležité věnovat pozornost analytickým metodám, které jsou schopné detekovat 

biogenní aminy již ve velmi malých koncentracích, aby bylo možno přechod biogenních 

aminů do životního prostředí monitorovat. 

Biogenní aminy se mohou podílet na metabolických procesech a vykazují různé 

biologické účinky. Pro člověka jsou některé biogenní aminy nepostradatelné, avšak 

ve zvýšených koncentracích se mohou stát jedem. V lidském těle jsou biogenní aminy 

metabolizovány, ale u některých biogenních aminů (polyaminy) může metabolizací 

docházet ke vzniku karcinogenních N-nitrosaminů. 

Pro stanovení biogenních aminů v různých matricích jsou vhodné různé analytické 

metody. Jednou z nejpoužívanějších je vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s fluorescenční detekcí. Dále je možno využít infračervenou spektroskopii nebo 

elektromigrační metody jako izotachoforéza a kapilární zónová elektroforéza. Lze však 

také využít také vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii ve spojení s hmotnostním 

spektrometrem jako detektorem (HPLC-MS/MS). Jedná se o univerzální a vysoce citlivou 

metodu. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 BIOGENNÍ AMINY 

Biogenní aminy lze definovat jako nízkomolekulární dusíkaté látky, bazické povahy, 

odvozené od amoniaku, ve kterém mohou být vodíky nahrazeny jinou funkční skupinou 

(alkylovou, arylovou) [1, 2]. 

Podle chemické struktury dělíme biogenní aminy do několika skupin [1, 2, 3]. První 

skupinou jsou alifatické biogenní aminy. K zástupcům této skupiny se řadí putrescin, 

kadaverin, spermin a spermidin.  

 

Obr. 1: Strukturní vzorec putrescinu 

Další skupinou jsou aromatické biogenní aminy, do níž lze zařadit zástupce jako 

tyramin a 2-fenylethylamin. 

 

Obr. 2: Strukturní vzorec tyraminu 

Třetí skupina nese označení heterocyklické biogenní aminy a mezi zástupce této 

skupiny patří histamin, tryptamin a serotonin.  

 

Obr. 3: Strukturní vzorec histaminu 

 

A poslední skupina polyaminy je zastupována biogenními aminy jako spermidin, 

spermin a putrescin. 

 

Obr. 4: Strukturní vzorec spermidinu 
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1.1 Vznik biogenních aminů 

Biogenní aminy vznikají dekarboxylací aminokyselin, ke které dochází dvěma 

různými způsoby. Tím prvním je aktivita enzymů (dekarboxylas), které se vyskytují 

přirozeně v potravinách. Druhým a zároveň významnějším způsobem dekarboxylace je 

působení exogenních dekarboxylačních enzymů, které jsou produkovány některými 

mikroorganismy [4, 9, 11]. 

Dekarboxylace probíhá tak, že se z aminokyseliny odbourá pomocí enzymu 

(dekarboxylasy) α- karboxylová skupina za vzniku příslušného aminu a oxidu uhličitého.  

Obecnou reakci dekarboxylace aminokyseliny je možno vidět na obrázku 5. Tímto  

mechanismem vzniká například histamin z aminokyseliny histidinu, tyramin z tyrosinu 

nebo kadaverin z lysinu [4].  

 

Obr. 5: Dekarboxylace aminokyseliny na biogenní amin 

Dalším, ale méně významným způsobem vzniku biogenních aminů je transaminace 

aldehydů a ketonů [4]. 

 Pro vznik biogenních aminů je důležité, aby byly splněny následující 

podmínky[1,2]: 

a) dostupnost volných aminokyseliny v substrátu  

b) přítomnost mikroorganismů schopných aminokyseliny v substrátu dekarboxylovat  

c) optimální podmínky pro růst bakterií a aktivitu enzymů. 

1.1.1 Vznik biogenních aminů aktivitou mikroorganismů 

 Ke vzniku biogenních aminů dekarboxylací aminokyselin dochází za určitých 

podmínek u široké škály mikroorganismů. Jsou to například rody Bacillus, Citrobacter, 

Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseumonas, Shigella a Photobacterium a 
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také bakterie mléčného kvašení, například Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus a 

Streptococcus. Tyto mikroorganismy mohou dekarboxylovat jednu nebo více aminokyselin 

na příslušný biogenní amin. Mezi významné producenty biogenního aminu histaminu 

řadíme mikroorganismy jako Morganella morgana, některé kmeny Klebsiella pneumoniae 

a několik kmenů Hafnia alvei [2]. 

1.2 Význam biogenních aminů 

I přesto, že se biogenní aminy vyskytují přirozeně v rostlinných pletivech a 

živočišných tkání, kde jsou potřebné pro celou řadu funkcí, ve vyšších koncentracích 

mohou být toxické [4]. 

Biogenní aminy mohou být využívány jako zdroj dusíku, ale své uplatnění nachází 

zejména jako prekurzory pro syntézu hormonů, alkaloidů, nukleových kyselin a bílkovin. 

Například vznik hormonu serotoninu z biogenního aminu tryptaminu [4].  

Biogenní aminy mají velký význam i ve funkci lidského těla. Například histamin 

slouží jako lokální tkáňový hormon, který má vliv na krevní tlak. Také se může podílet 

na anafylaktickém šoku a alergických reakcích. Putrescin má za úkol stabilizaci 

nukleových kyselin, stabilizaci subcelulárních struktur (ribosomů). Mimo lidské tělo 

působí jako rostlinný hormon. Z funkcí tyraminu v lidském těle je možno zmínit jeho 

využití jako prekurzoru pro syntézu dopaminu, adrenalinu a nonadrenalinu a slouží také 

jako lokální tkáňový hormon. Dále má vliv na krevní tlak a na kontrakce hladkého 

svalstva. Biologickým významem biogenního aminu tryptaminu je vliv na krevní tlak, 

peristaltiku střev a psychiku člověka [4]. 

1.3 Toxikologie biogenních aminů 

Za biogenní aminy, které mohou působit toxicky, můžeme považovat putrescin, 

kadaverin, tyramin, spermin, 2-fenylethylamin a histamin. K těm nejvíce toxickým patří 

aromatické biogenní aminy histamin a tyramin [2, 9]. Výskyt nadměrného množství 

biogenních aminů v organismu se může projevit například nevolností, dýchacími problémy, 

bušením srdce, nepravidelností tepu, zarudnutím kůže, otoky a bolestmi hlavy [4, 11]. 

Toxické účinky histaminu pro člověka spočívají v interakci s receptory na buněčné 

membráně. Tím histamin způsobí rozšíření periferních krevních cév, kapilár a tepen. 
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Dochází tak ke snížení krevního tlaku, které způsobuje závratě a bolest hlavy. Dále 

histamin vyskytující se ve střevním hladkém svalstvu způsobuje křeče v oblasti břišní 

dutiny, zvracení a průjem [3]. Histamin v lidském těle bývá také příčinou alergické a 

zánětlivé reakce. U alergických reakcí histamin zastává funkci antigenu, který síťuje 

molekuly protilátek. Po uvolnění histaminu do kůže dochází k jejímu rudnutí a tvorbě 

podlitin [1,10]. 

Jedním ze závažnějších důsledků toxického působení biogenních aminů je 

tzv. scombroid syndrom. K syndromu dochází po vstřebání histaminu z potravy 

v gastrointestinálním traktu. Nejčastěji spojované potraviny s tímto syndromem jsou ryby 

jako tuňák, makrela, treska a další z čeledi Scombridae a Scomberesocidae. Ve 100g rybího 

masa se nachází obvykle méně než 0,1 mg histaminu. Hranice koncentrace histaminu 

pro vyvolání scombroid syndromu se pohybuje okolo 20-100 mg histaminu ve 100g rybího 

masa. Mezi příznaky syndromu patří otok rtů nebo celého obličeje, průjem, bolesti hlavy, 

úzkost, poruchy zraku a mezi vážnější příznaky patří zvýšená tepová frekvence, vysoký 

nebo častěji nízký krevní tlak. Scombroid syndrom je možno léčit podáním antihistaminik 

a aktivního uhlí [1, 10]. 

1.3.1 Detoxikace biogenních aminů 

Po požití biogenních aminů v potravě dochází v lidském organismu k jejich 

detoxikaci. Prvním krokem toxikokinetiky je absorpce biogenních aminů ve střevech. Dále 

se pomocí vrátnicové žíly dostávají biogenní aminy do jater, kde jsou metabolizovány buď 

konjugací, nebo pomocí enzymů aminooxidas. V enzymatických reakcích se uplatňují 

zejména enzymy jako monoaminoxidasa, diaminooxidasa a též enzym 

histamin-N-methyltransferasa. Tyto enzymy působí katalyticky a způsobují deaminaci 

biogenních aminů za vzniku aldehydů, kyselin, amoniaku nebo peroxidu vodíku. V krvi 

se pak vyskytují jen tyto rozkladné produkty [1, 4]. 

Pokud je však příjem biogenních aminů v potravinách vysoký nebo člověk užívá 

léčiva inhibující detoxikační enzymy, může se stát, že tyto aminy nejsou kompletně 

detoxikovány, jejich koncentrace v krvi stoupá, a mohou se projevit jejich negativní 

účinky [4]. 

Negativní účinky biogenních aminů v organismu jsou ovlivňovány mnoha faktory. 

Významnou roli hraje snížená aktivita enzymů monoaminooxidasy a diaminooxidasy. 
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Snížení aktivity enzymů bývá způsobeno genetickou dispozicí jedince, některými léčivy 

(antidepresiva) nebo alkoholem [4].  

Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) jsou řazeny mezi méně toxické 

biogenní aminy. Podléhají však stejným metabolickým procesům jako toxičtější biogenní 

aminy, to může vést ke změně metabolismu toxičtějších biogenních aminů. Další hrozbou 

u polyaminů se sekundární aminoskupinou (spermin, spermidin) je možný vznik 

N-nitrosaminů reakcí s kyselinou dusitou, který je naznačen na obrázku 6. K této reakci 

dochází při metabolických procesech v lidském těle [4, 10]. 

 

Obr. 6: Reakce biogenního aminu s kyselinou dusičnou za vzniku N-nitrosaminů 

N-nitrosaminy jsou považovány za nebezpečné látky s karcinogenním účinkem 

[4, 6, 43]. 

Toxická účinnost biogenních aminů je stanovitelná velmi těžce. Závisí 

na individuálních parametrech každého organismu a na přítomnosti jiných výše zmíněných 

látek. Navrženy byly limitní hodnoty 100 mg·kg-1 a 2 mg·l-1 u alkoholických nápojů. 

Prokázané toxické dávky u tyraminu byly 100-800 mg·kg-1 a u fenylethylaminu  

30 mg·l-1 [1].  

1.4 Výskyt biogenních aminů 

Biogenní aminy se mohou vyskytovat všude tam, kde se vyskytují bílkoviny a jejich 

rozkladné produkty aminokyseliny rostlinného i živočišného původu. Z těchto 

aminokyselin pak zejména mikrobiální přeměnou vznikají biogenní aminy [4]. 

Výskyt biogenních aminů je sledován zejména v potravinách, které obsahují velké 

množství bílkovin, jako maso a mastné výrobky. V masu se přirozeně vyskytují polyaminy 

spermin a spermidin. Ostatní biogenní aminy mohou v masu vznikat během jeho 

skladování. V takových případech se objevují biogenní aminy jako tyramin, kadaverin, 
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putescin a histamin. Koncentrace těchto biogenních aminů může ve zkaženém masu 

dosahovat hodnot až 60 mg·kg-1 [4, 51, 52]. 

U čerstvého rybího masa se vyskytují biogenní aminy jako histamin v koncentraci 

0-10 mg·kg-1 a tyramin v koncentraci 0-2 mg·kg-1. Díky tomu, že rybí svalovina obsahuje 

velké množství aminokyseliny histidinu, je předpokládáno, že za přítomnosti 

mikroorganismů bude v rybí svalovině narůstat koncentrace biogenního aminu histaminu 

[4, 10, 42, 51]. 

Biogenní aminy se vyskytují také v mléce a mléčných výrobcích. Avšak u čerstvého 

mléka se koncentrace biogenních aminů pohybuje na velmi malé hodnotě okolo 1 mg·kg-1. 

Kdežto u mléčných výrobků, u kterých proběhlo mléčné kvašení, se koncentrace 

biogenních aminů pohybuje na výrazně vyšších hodnotách. U jogurtů tyto hodnoty dosahují 

koncentrace 13 mg·kg-1 a u zrajících sýrů 1000-2500 mg·kg-1 (koncentrace biogenních 

aminů jsou závislé na typu sýrů). V sýrech se stejně jako v rybím mase vyskytují nejvíce 

biogenní aminy histamin a tyramin [4, 47, 51]. 

Biogenní aminy se v nižších koncentracích vyskytují taky v ovoci a zelenině. Zde se 

vyskytují biogenní aminy jako tryptamin, tyramin a nonardenalin [4]. 

Ve výrobcích, u kterých bylo při výrobním procesu využito alkoholového kvašení, 

se někdy vyskytují zvýšené koncentrace některých biogenních aminů. Ke zvýšené produkci 

biogenních aminů dochází tehdy, když se při procesu alkoholového kvašení pomnoží 

nežádoucí mikroflóra produkující příslušné dekarboxylasy. U piva se objevují biogenní 

aminy jako např. tyramin, histamin a kadaverin, u vína pak histamin, tyramin a nejčastěji 

detekovaný putrescin. U vína červeného byly detekovány vyšší koncentrace biogenních 

aminů než u vína bílého [4, 39, 48, 49, 51]. 

Díky snadnému vzniku pomocí relativně běžných mikroorganismů ze substrátů 

živočišných a rostlinných původů a dále díky toxickým účinkům biogenní aminy 

představují zátěž pro životní prostředí. Proto se nabízí tyto látky monitorovat nejen 

v potravinách, ale i v celém životním prostředí, zejména v oblastech, které mohou mít 

dopad na lidské zdraví. 

Jedním z cílů práce bylo také zhodnotit možnosti výskytu biogenních aminů 

ve vodách. V rámci zpracovávání literární rešerše byl ale zjištěn nedostatek odborných 

prací na toto téma. Biogenní aminy se mohou ve vodách vyskytovat, pokud 
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by mikroorganismy, mající dekarboxylasovou aktivitu, měly vhodné podmínky pro jejich 

tvorbu. Ve vodním prostřední povrchových vod působí mnoho faktorů, díky nimž je výskyt 

těchto biologicky aktivních látek minimalizován. Výskyt biogenních aminů v pitné vodě je 

vyloučen díky úpravám pitných vod, které neumožňují vytvoření podmínek pro růst 

patřičných mikroorganismů. Z tohoto důvodu není v České republice legislativa, která by 

stanovovala limitní hodnoty pro vybrané biogenní aminy. 

V biologickém stupni čištění odpadních vod se mohou vyskytovat rody bakterií 

schopné produkovat biogenní aminy. Je však nutné brát v úvahu, že voda v biologickém 

stupni čištění obsahuje velké množství různých dusíkatých látek a metabolických produktů, 

které mohou mezi sebou navzájem interagovat. Proto nedochází k ovlivnění kvality 

vyčištěných vod, které jsou následně vypouštěny zpět do recipientu.  Z tohoto důvodu 

nebylo dané téma více rozvíjeno. 

1.5 Limity biogenních aminů 

O limitní koncentraci biogenních aminů hovoří vyhláška 305/2004 Sb., která 

označuje druhy kontaminujících a toxikologicky významných látek a jejich přípustné limity 

v potravinách vydaná Ministerstvem zdravotnictví. V příloze této vyhlášky je pak 

stanovena limitní hodnota pouze pro histamin v rybách a rybích výrobcích na hodnotu PM 

(přípustné množství) 100 mg·kg-1. U tohoto limitu je povoleno překročení o 100% u dvou 

vzorků z devíti [7]. 

 Dále o limitních koncentracích biogenních aminů hovoří Nařízení komise (ES) 

č. 2073/2005 o mikrobiologických kritériích pro potraviny. Nařízení komise (ES) se stejně 

jako vyhláška 305/2004 Sb. zabývá pouze biogenním aminem histaminem v produktech 

z rybolovu. Ve směrnici jsou uvedeny limity, plán odběru vzorků a analytické metody 

pro stanovení histaminu u dvou kategorií potravin [8].   

U první kategorie „Produkty rybolovu z druhů ryb spojovaných s vysokým 

množstvím histidinu“, do které patří druhy ryb čeledí Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, 

Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae, je uveden plán vzorkování, ve kterém má být 

odebráno devět vzorků. Dva z těchto vzorků podle směrnice nesmí převyšovat limit 100 

mg·kg-1 histaminu nebo nesmí ležet mezi hodnotami 100 – 200 mg·kg-1 histaminu. 

Součastně žádný z těchto vzorků nesmí obsahovat více jak 200 mg·kg-1 histaminu. 
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Směrnice dále určuje jako referenční analytickou metodu pro stanovení biogenních aminů 

vysokoúčinnou kapalinou chromatografii (HPLC) s UV-VIS nebo FLD detekcí [8]. 

U druhé kategorie zmíněné ve směrnici s názvem „Produkty rybolovu, které byly 

ošetřeny enzymatickým zráním v láku, vyrobené z druhů ryb, spojovaných s vysokým 

množstvím histidinu“ je uveden stejný plán vzorkování jako u předchozí skupiny. Limity 

koncentrace histaminu se však u této skupiny liší. Dva z devíti vzorků nesmí převyšovat 

limit 200 mg·kg-1 histaminu a nesmí ležet mezi 200 mg·kg-1  a 400 mg·kg-1 a žádný 

ze vzorků nesmí převyšovat koncentraci 400 mg·kg-1 histaminu. Jako referenční analytická 

metoda pro stanovení histaminu je jako v předchozím případě uvedena vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC) [8]. 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  19 

 

2 ANALÝZA BIOGENNÍCH AMINŮ 

Biogenní aminy lze stanovit širokou škálou analytických metod jako například 

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografií s hmotnostně-spektrometrickým detektorem, 

infračervenou spektroskopií, plynovou chromatografií, tenkovrstvou chromatografií, 

kapilární zónovou elektroforézou, izotachoforézou a ninhydrinovou detekcí (AAA 400, 

Ingos, Praha). Následující kapitoly se zabývají prvními dvěma zmíněnými metodami [2, 3, 

10, 11, 14-17, 32, 37, 52, 54, 55]. 

2.1 Úprava vzorků před analýzou 

Biogenní aminy jsou sledovány zejména v různých typech potravin, popř. nápojů. 

Povaha matrice tedy určuje způsob odběru, úpravy a skladování vzorku před konečnou 

analýzou. Obecně lze říci, že při analýzách biogenních aminů v potravinách je nutné 

reprezentativně odebraný vzorek nejprve homogenizovat a potom provést následují kroky, 

jako je lyofilizace, vícenásobná extrakce, zakoncentrování a popř. derivatizace. 

Jednou z potravin, ve které se sledují koncentrace biogenních aminů, jsou čerstvé ryby. 

Aby byla analýza důvěryhodná, je třeba dbát zejména na čerstvost vybraných ryb.  

Odebrané vzorky ryb se musejí uchovávat v ledu a během 1 až 6 hodin transportovat 

do laboratoře k analýze. Rybí svalovina musí být vyříznuta sterilním nožem, aby nedošlo 

k její kontaminaci. Reprezentativní rybí tkáň je následně rozřezána na malé kousky a 

homogenizována. K takto připravené suspenzi je přidáno extrakční činidlo (kyselina 

trichloroctová, kyselina chlorovodíková) a směs homogenizována mícháním nebo 

ultrazvukem. Následuje centrifugace, po které je supernatant dekantován. Zbytek 

sedimentu po centrifugaci je podroben vícenásobné extrakci s daným extrakčním činidlem. 

Spojené extrakty obsahující biogenní aminy jsou derivatizovány. Tím se rozumí převedení 

analyzované látky pomocí chemické reakce na látku s lepšími vlastnostmi pro stanovení. 

Tato úprava extraktu obsahující biogenní aminy se provádí pro zvýšení citlivosti metody 

nebo pro stanovení sledovaného analytu vybraným detektorem. Derivatizace může taktéž 

zvýšit rozlišení při separaci, popřípadě ji lze využít pro potlačení nežádoucí sorpce 

na analytické koloně [10, 13, 42, 43, 44]. 

Příkladem derivatizačního činidla pro biogenní aminy je dansylchlorid, který reaguje 

s primárními aminoskupinami biogenních aminů. Extrakt s extrakčním činidlem je 
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derivatizován přidáním hydrogenuhličinatu sodného, hydroxidu sodného a dansylchloridu 

(roztok dansylchloridu v acetonu). Roztok je míchán 45 minut při 45 °C ve tmě. Po té se 

nechá vychladnout na pokojovou teplotu a je přidán hydroxid amonný pro neutralizaci 

přebytečného dansylchloridu. Na závěr se do roztoku přidá aceton. Dalším derivatizačním 

činidlem biogenních aminů je benzoylchlorid, který je využíván zejména při stanovení 

polyaminů. Prvním krokem při derivatizaci benzoylchloridem je alkalizace extraktu 

přidáním roztoku hydroxidu sodného, poté je přidán benzoylchlorid (roztok 

benzoylchloridu v acetonitrilu) a vzorek je upraven sonikací. Přebytečný benzoylchlorid je 

odstraněn přídavkem roztoku chloridu sodného. Derivatizované polyaminy jsou dále 

extrahovány do diethyletheru, odpařeny v dusíkové atmosféře a zbytek po odpaření je 

rozpuštěn v methanolu. Následuje analýza vzorku pomocí kapalinové chromatografie 

s hmotnostním detektorem. Při stanovení biogenních aminů fluescenčním detektorem se 

jako derivatizačního činidla využívá 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl karbamátu 

(AQC).  [10, 13, 42, 43, 44].  

   Při sledování biogenních aminů v sýrech jsou vzorky homogenizovány a 

lyofilizovány s následnou extrakcí. V tomto případě bývá využíván roztok kyseliny 

chloristé (extrakční činidlo). Derivatizace může být provedena například dansylchloridem 

postupem zmíněným výše [9, 47]. 

U nápojů, které byly vyrobeny alkoholovým kvašením, jako například víno nebo pivo, 

postačí vzorky pro analýzu upravit pouze filtrací přes nylonový filtr (0,45 μm). Popřípadě 

u červeného vína, kde se vyskytují vyšší koncentrace biogenních aminů, je vzorek naředěn. 

Vzorky je možné i derivatizovat například dansylchloridem nebo pomocí CNBF (4-Chloro-

3,5-dinitrobenzotrifluorid). První krok derivatizace pomocí CNBF spočívá v přidání 

H3BO3–Na2B4O7 pufru (pH 9.5) k přefiltrovanému vzorku nápoje obsahující biogenní 

aminy. Dále je ke směsi přidán roztok CNBF v methanolu. Takto připravený roztok se 

nechá reagovat 30 minut při teplotě 60 °C . Poté se k roztoku přidá kyselina 

chlorovodíková, která zastaví derivatizační reakci. Na závěr se roztok přefiltruje.[41, 48, 

49].  

Biogenní aminy je možno stanovovat také v moči. Odebraný vzorek je nutno 

analyzovat do 24 hodin po odběru. Před analýzou se dané vzorky uchovávají při teplotě 

od –70 °C do –80 °C. Zde je třeba zabránit oxidaci katecholových skupin přidáním 

kyseliny trichloroctové. Poté je ke vzorku přidán 1-aminoheptan, který slouží jako vnitřní 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  21 

 

standard. Vzorek moči se zcentrifuguje a supernatant je přefiltrován přes PTFE filtr 

(0,2 μm). Na závěr se vzorek ředí roztokem octanu amonného pro úpravu na vhodné pH 

(pH 4,0) [33, 53]. 

Biogenní aminy lze stanovovat i v majonézách a tatarských omáčkách. U takovýchto 

produktů je vzorek pro analýzu připraven následujícím způsobem. Ke vzorku se přidá 

kyselina trichloroctová a směs je ponechána den při 4 °C, aby došlo k oddělení fází. 

Následně se fáze obsahující kyselinu trichloroctovou a rozpuštěné biogenní aminy 

centrifuguje. Tento krok je vhodné opakovat 2x. K odstředěné fázi (s kyselinou 

trichloroctovou) je přidán  nasycený vodný roztok Na2CO3, acetonitril a dansylchlorid 

rozpuštěný v acetonu. Upravovaný vzorek se umístí do vodní lázně o teplotě 40 °C 

na jednu hodinu. Přebytečný dansylchlorid je odstraněn roztokem glutamátu sodného. 

Směs se opět ponechá po dobu jedné hodiny v temperované vodní lázni (40 °C). Následuje 

ochlazení (20 °C), přidá se ethylester kyseliny octové a sledované analyty jsou extrahovány 

do organické fáze. Po extrakci je koncentrace upravena methanolem. Během celé úpravy 

vzorku je velmi důležité jeho důkladné promíchávání, a to ve všech krocích úpravy [45]. 

2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC – High Preformance Liquid 

Chromatography) patří mezi separační analytické metody. K rozdělení složek dochází 

tehdy, když je vzorek unášen mobilní fází analytickou kolonou. Podstatou separace je 

distribuce složek směsi mezi mobilní a stacionární fázi. U kapalinové chromatografie je 

mobilní fází kapalina, která protéká kolonou obsahující stacionární nepohyblivou fázi. 

Za distribuci složek mezi mobilní a stacionární fázi jsou zodpovědné fyzikální a chemické 

pochody (například adsorpce, iontová výměna a chemická afinina), které působí mezi 

rozpuštěnými látkami a oběma fázemi. Výsledkem působení těchto pochodů je rozdělení 

jednotlivých složek vzorku při průchodu kolonou. Vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie je využívána na stanovení netěkavých nebo málo těkavých látek. Dále 

nachází využití pro analýzu termicky méně stabilních látek a může být využita ke stanovení 

jak polárních, tak i nepolárních látek. Tuto analytickou metodu lze využít ke stanovení 

biogenních aminů [12, 13, 21, 46]. 

Při vysokoúčinné kapalinové chromatografii jsou zaznamenávány retenční 

charakteristiky jako retenční čas tR. Retenční čas tR je doba od nástřiku vzorku 
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do zaznamenání eluční křivky detektorem. tR vypovídá a kvalitativním charakteru látky a 

lze jej vyjádřit podle vztahu (1) [13, 21]. 

iRMR ttt ,'+=  [min] (1) 

Kde je tm mrtvý retenční čas a t’R redukovaný retenční čas. 

Míru separace dvou různých látek lze v chromatografickém systému vyjádřit 

rozlišením R1,2. Rozlišení lze vyjádřit vztahem (2) [13, 21]. 
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 Cílem separace je rozdělit dvě látky co nejlépe v přijatelné době trvání analýzy. 

Není tedy nutné dosáhnout co největšího rozlišení, ale v mnoha případech postačí rozlišení 

R1,2 = 1,5, kdy dochází k překrytí dvou sousedních peaků z 0,1%.  

 Rozlišení lze zvětšit zvýšením selektivity, kapacity nebo účinnosti kolony. Účinnost 

je ovlivněna délkou kolony, rychlostí mobilní fáze, velikostí sorbetu nebo změnou teploty. 

Faktor selektivity je možno ovlivnit změnou stacionární a mobilní fáze nebo změnou 

rychlosti průtoku mobilní fáze. Množství stacionární fáze v koloně, změna stacionární nebo 

mobilní fáze, gradientová eluce popř. změna teploty ovlivňuje kapacitní faktor [13, 21]. 

Kapalinový chromatograf je složen ze zásobníků mobilní fáze, směšovacím 

zařízením, degaserem, čerpadlem, dávkovacím zařízením, kolonou a detektorem (viz  

obrázek 7). Mobilní fáze je při stanovení biogenních aminů nejčastěji kyselina mravenčí, 

kyselina octová methanol, acetonitril a voda. Mobilní fáze je čerpána do směšovacího 

zařízení, které umožňuje měnit poměr rozpouštědel v průběhu analýzy, pak mluvíme 

o gradientové eluci, a pokud poměr rozpouštědel zůstává stejný po celou dobu analýzy, 

jedná se o eluci isokratickou. Výhodou gradientové eluce je lepší rozlišení peaků. 

Konstantní průtok mobilní fáze je zajištěn čerpadlem mobilní fáze. Toto čerpadlo pracuje 

při tlacích až 40 MPa a musí být z  inertního materiálu. Nejčastěji používaná čerpadla jsou 

pístová nebo membránová [10, 12, 13, 21, 22, 33]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  23 

 

 

Obr. 7: Schéma kapalinového chromatografu [22] 

Dávkování vzorku do kapalinového chromatografu probíhá v injektoru. Vzorek je 

možno dávkovat pomocí šesticestného kohoutu (viz obrázek 8) nebo pomocí 

automatických dávkovačů [12, 22]. 

 

Obr. 8: Šesticestný dávkovací kohout [22] 

 

Vzorek společně s mobilní fází pak prochází analytickou kolonou, jíž může 

předcházet předkolona. Tato obsahuje stejnou stacionární fázi jako kolona a zabraňuje 

vnikání mechanických nečistot a látek, které se ireverzibilně vážou na danou stacionární 

fázi. Předkolona prodlužuje životnost kolony. Kolony používané v HPLC (UPLC) se liší 

délkou, průměrem a velikostí částic. Tělo kolony musí být z inertního materiálu (nerez, 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  24 

 

sklo nebo kompozit). Kolony by měly být odolné velkým tlakům a vnitřní povrch pláště 

kolony musí být dostatečně hladký. Stacionární fází jsou polární sorbenty (silikagel, 

alumina, stacionární fáze chemicky zakotvené na inertním nosiči) či nepolární sorbety 

(chemicky vázané fáze). Velikost částic se pohybuje nejčastěji od 1,0 μm až po 5,0 μm a 

vnitřní průměr kolon se pohybuje v rozmezí od 2,1 mm po 5,0 mm. Pro stanovení 

biogenních aminů se používají nejčastěji kolony obsahující hydrofobní oktadecylové (C18) 

řetězce, případně modifikované oktadecylové (C18) řetězce o velikosti částic 1,7 μm 

až 5 μm. Mezi analytické kolony, na kterých mohou být vybrané biogenní aminy 

separovány, patří například: Synergi Hydro (250 × 4,0 mm, 5μm), Phenomenex; Acclaim 

Mixed Mode WCX (150 × 2,1 mm, 3μm) Dionex, kolona ACQUITY UPLC BEH Shield 

RP18 (2,1 ×150 mm, 1,7μm) Waters a další. Schématické znázornění analytické kolony je 

zobrazeno na obrázku 9 [10, 11, 13, 21, 22, 33-36, 46, 50, 51]. 

 

Obr. 9: Schématické znázornění kolony pro HPLC [23] 

Základní typy chromatografických systémů dělíme na systémy s použitím normální 

fáze a systémy s použitím reverzní fáze.  

Chromatografie na normálních fázích je založena na adsorpci a desorpci analytů 

na polárnějších stacionárních fázích s použitím méně polární mobilní fáze. Stacionární fází 

u chromatografie na normální fázi bývá silikagel chemicky modifikovaný polárními 

skupinami. Jako modifikátory jsou zde použity například propinaminové, kyanpropylové, 

diolové, hydroxylové nebo silanové skupiny. Dále se jako stacionární fáze využívá 

samotný silikagel nebo oxid hlinitý (alumina), který se uplatňuje v separaci nenasycených, 

nasycených a polyaromatických uhlovodíků. Chromatografie na normálních fázích se 

využívá k separaci polárních látek. Jako mobilní fáze se zde využívá organických 

rozpouštědel jako hexan, propanol a ethylether  Dnes je využívána spíše výjimečně [21, 

24]. 
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Běžně využívaným způsobem je chromatografie na reverzních neboli obrácených 

fázích, kde mobilní fáze je polárnější než stacionární fáze. Stacionární fáze bývá tvořena 

chemicky upravenými nosiči vyrobenými z oxidu křemičitého nebo porézního grafitu. 

Nejčastěji se ale používá chemicky upravený silikagel, na který jsou navázány hydrofobní 

oktadecylové (C18) a oktanové (C8) řetězce. Jako mobilní fáze se využívá směs vody a 

organických rozpouštědel, jako například acetonitril, methanol nebo tetrahydrofuran. Tímto 

způsobem je možno separovat silně nepolární, středně polární a polární látky [18, 21, 24, 

40, 46]. 

K detekci separovaných analytů, unášených mobilní fází, se používají různé druhy 

detektorů, například hmotnostní detektor, fotometrický detektor, fluorescenční detektor, 

refraktometrický detektor, vodivostní detektor a elektrochemický detektor [21, 24]. 

Biogenní aminy stanovované pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie se 

nejčastěji detekují pomocí: hmotnostně-spektrometrického detektoru, dále 

spektrofotometrického detektoru v oblasti UV-VIS nebo je možné pro analýzu biogenních 

aminů využít fluorimetrický detektor [15, 25, 26, 40]. 

Mezi nejpoužívanější detektory ve spojení s vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií patří spektrofotometrický detektor v oblasti UV-VIS. Princip tohoto 

detektoru je založen na interpretaci změn, které nastávají v molekulách při absorpci záření 

v rozmezí vlnových délek od 190 do 800 nm. K vyhodnocení velikosti absorpce slouží 

fotonásobič nebo detektor diodového pole [12, 21, 24, 32, 41]. 

 Fluorimetrický detektor patří mezi velmi selektivní a citlivé detektory. Poskytuje 

odezvu pouze pro látky vykazující fluorescenci. Při analýze biogenních aminů je třeba 

pro tuto metodu derivatizace. Detekovaná látka v cele detektoru absorbuje ultrafialové 

budící (excitační) záření, jehož pohlcená energie se zčásti vyzáří (emituje) ve formě 

fluorescenčního záření o nižší energii (vyšší vlnové délce) než má excitační záření. 

Emitované záření dopadá na fotoelektrický násobič, který poskytuje proud úměrný toku 

emitovaného fluorescenčnícho záření a koncentraci detekované látky v cele detektoru [10, 

24, 26, 42, 44]. 
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2.2.1 Hmotnostní spektrometrie  

Jedná se o analytickou metodu, ve které dochází k separaci molekulových iontů a 

fragmentů analyzované látky, které vznikly ionizací molekul. K separaci dochází vlivem 

rozdílné efektivní hmotnosti ionizovaných částic, kterou značíme m/z, kde m je hmotnost a 

z náboj fragmentu. Hmotnostní spektrometry pracují ve čtyřech základních krocích. 

Nejprve je třeba převést vzorek do plynného stavu. Dalším krokem je ionizace molekul 

vzorku v plynné fázi. Dále hmotnostní spektrometr rozdělí ionty podle efektivní hmotnosti 

m/z. Na závěr jsou jednotlivé ionty detekovány [27]. 

První dva kroky v hmotnostním spektrometru zajišťuje iontový zdroj. Jeho úkolem 

je převést analyt do plynné fáze a ionizovat, případně fragmentovat molekuly analytu. 

Metod ionizace vzorku existuje celá řada a volba konkrétní metody se odvíjí od vlastností 

látky jako je její těkavost, tepelná stabilita nebo molekulová hmotnost. Mezi metody 

ionizace, které se používají ve spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie a 

hmotnostního spektrometru, jsou ionizace elektrosprejem, chemická ionizace 

za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického tlaku. Pro analýzu biogenních 

aminů je možno použít všechny tři výše zmíněné ionizační techniky, avšak nejvíce se 

používá ionizace elektrosprejem pro její šetrnost a cenovou dostupnost [11, 27, 28]. 

Ionizace elektrosprejem je velmi šetrná ionizační technika. K fragmentaci iontů 

při tomto typu ionizace dochází jen málo. Metoda je také vhodná pro peptidy, proteiny, 

sacharidy a nukleové kyseliny. Princip metody spočívá ve vedení rozpuštěného analytu 

kovovou kapilárou, na kterou je vloženo napětí až 5 kV. U ústí kapiláry vznikají pomocí 

zmlžujícího plynu rozprášené kapky analytu, které nesou na svém povrchu velké množství 

nábojů. Po odpaření rozpouštědla dochází k zvětšení hustoty povrchového náboje 

na analytu. Při dosažení kritické hodnoty dochází k rozpadu na ještě menší kapičky. 

Při rozpadu dochází i k rozdělení původních nábojů. Tento jev se nazývá  Coulombická 

exploze. Tento proces se opakuje a vede až k uvolnění iontů analytu. Poté dochází 

k transportu vzniklých iontů analytu z oblasti atmosférického tlaku, kde dochází k ionizaci, 

do oblasti vakua a hmotnostního analyzátoru. Schéma ionizace elektrosprejem je 

zobrazeno na obrázku 10 [28]. 
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Obr. 10: Ionizace elektrosprejem [28] 

Další ionizační technikou, kterou lze využít ve spojení s vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografií a hmotnostním spektrometrem, je chemická ionizace 

za atmosférického tlaku. Jedná se o mírně tvrdší ionizační techniku ve srovnání s ionizací 

elektrosprejem.  Proces chemické ionizace za atmosférického tlaku probíhá tak, že eluát je 

na konci kapiláry zmlžen do vyhřívané zóny. Na výbojovou jehlu je vloženo vysoké napětí 

(3-4 kV), čímž vzniká koronový výboj. Tento výboj ionizuje molekuly mobilní fáze, které 

jsou ve velkém přebytku. Ionizované molekuly mobilní fáze následně ion-molekulárními 

reakcemi ionizují molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou následně usměrněny elektrodami 

do analyzátoru. Protiproud sušícího plynu (dusík) slouží k rozbití případných 

nekovalentních klastrů. Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku je znázorněno 

na obrázku 11 [28, 38]. 

 

Obr. 11: Chemická ionizace za atmosférického tlaku [28] 

Třetí ionizační technikou, kterou lze využít ve spojení vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie a hmotnostního detektoru, je fotoionizace za atmosférického tlaku. Jako 

zdroj UV záření pro ionizaci se zde využívá kryptonová výbojka s energií fotonů 10 eV. 
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Tato energie postačí k ionizaci nepolárních organických molekul analytu, ale není dost 

velká, aby došlo k ionizaci mobilní fáze (metanol, acetonitril, voda) nebo vzdušného 

kyslíku. Dochází tak k selektivní ionizaci analytu a mobilní fáze ionizována není. 

Fotoionizace za atmosférického tlaku lze využít pro ionizaci velmi nepolárních nebo 

labilních sloučenin a její schéma je zobrazeno na obrázku 12 [28]. 

 

Obr. 12: Fotoionizace za atmosférického tlaku [28] 

Dalším krokem analýzy je rozdělení iontů podle efektivních hmotností (poměr m/z) 

v hmotnostním analyzátoru. Hmotnostní analyzátor pracuje vždy za vysokého vakua. 

K separaci iontů dochází na základě různých fyzikálních principů. Často používané 

hmotnostní analyzátory při stanovování biogenních aminů ve spojení s vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografií jsou kvadrupóly, iontové pasti a analyzátory doby letu (TOF – 

Time Of Flight) [29]. 

Kvadrupólový hmotnostní analyzátor je oblíbený pro svou jednoduchost a nízké 

pořizovací náklady. Dá se využít jak ve spojení s plynovou, tak i kapalinovou 

chromatografií. Kvadrupólový hmotnostní analyzátor pracuje tak, že na čtyři stejné kovové 

tyče je vloženo vysokofrekvenční napětí. Na dvě protilehlé tyče je vloženo kladné 

stejnosměrné napětí a na zbývající dvě je vloženo záporné stejnosměrné napětí. 

Analyzovaný ion je přiveden do středu osy kvadrupólu a začne oscilovat. V daný časový 

okamžik pro určitý poměr amplitudy V a napětí U jsou oscilace stabilní pouze pro ion 

s určitou hodnotou m/z, který proletí kvadrupólem a dostane se na detektor, všechny ostatní 

ionty jsou zachyceny na tyčích kvadrupólu. Plynulou změnou hodnot stejnosměrného 
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napění U a amplitudy V jsou postupně propouštěny na detektor všechny ionty. 

Kvadrupólový hmotnostní analyzátor je tedy možno považovat za hmotnostní filtr. Princip 

funkce kvadrupólu je znázorněn na obrázku 13 [29, 30].  

 

Obr. 13: Kvadrupólový hmotnostní analyzátor [30] 

Při kvantitativní analýze se dá využít trojitého kvadrupólu. Jedná se tandemovou 

MS/MS analýzu, při které jsou spojené tři kvadrupóly za sebou. Střední kvadrupól Q2 

slouží jako kolizní cela se zavedeným kolizním plynem, který způsobuje kolizní excitaci 

vybraných iontů kvadrupólovým analyzátorem Q1 a jejich následnou fragmentaci. Vzniklé 

fragmenty jsou analyzovány pomocí Q3. Znázornění funkce trojitého kvadrupólu je 

zobrazeno na obrázku 14 [29]. 

 

Obr. 14:  Názorné schéma funkce trojitého kvadrupólu 

 Dále kvadrupólový analyzátor nachází uplatnění jako součást hybridních 

hmotnostních spektrometrů, kde má funkci filtru pro výběr požadovaného iontu [29, 53]. 

3D Iontová past se skládá se z prstencové elektrody a dvou koncových elektrod. 

Na tyto elektrody je vloženo napětí, jedná se tedy o trojrozměrnou verzi kvadrupólu. 

Do iontové pasti jsou krátkým napěťovým pulzem přivedeny analyzované ionty. Vhodnými 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  30 

 

poměry napětí vloženého na kruhovou a dvě koncové elektrody jsou ionty zadrženy uvnitř 

pasti. Při změně napětí jsou ionty podle m/z z iontové pasti vypuzovány výstupním 

otvorem na detektor. Schéma 3D iontové pasti je zobrazeno na obrázku 15 [29]. 

 

Obr. 15:  Schéma 3D iontové pasti [29] 

Analyzátor doby letu měří dobu letu iontů potřebnou pro překonání určité dráhy. 

Analyzované ionty jsou urychleny napěťovým pulsem do letové trubice. Ionty pak letí 

takovou rychlostí, která odpovídá jejích poměru m/z. Ionty poté dopadají na detektor 

v různém čase. Ionty, které mají menší hodnotu m/z, se o stejné kinetické energii pohybují 

rychleji, dostanou se tedy dříve na detektor. Čas od urychlení iontu pulsem po dopadu 

na detektor se pohybuje řádově v ns až μs. Princip funkce hmotnostního analyzátoru doby 

letu je znázorněn na obrázku 16 [29, 43, 50]. 

 

Obr. 16:  Hmotnostní analyzátor doby letu (TOF) [29] 
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Tab. 1: Srovnání hmotnostních analyzátorů: kvadrupólu (Q), iontové pasti (IT) a 

analyzátoru doby letu (TOF) [29] 

 

Pro analýzu biogenních aminů se nabízí použít tandemový hmotnostní analyzátor 

(MS/MS) s trojitým kvadrupólem (QqQ), na kterém je možno analyzovat biogenní aminy 

jako kadaverin, histamin, fenylethylamin, putrescin, spermin, spermidin, tyramin a 

tryptamin [10]. 

Poslední součástí hmotnostního spektrometru je detektor, který poskytuje 

analogový signál úměrný počtu dopadajících iontů. Detektory dělíme do dvou základních 

skupin. Do první skupiny patří detektory pro přímá měření jako Faradayova klec nebo 

fotografická deska. Tyto detektory se v současné době nevyužívají. Do druhé skupiny patří 

detektory násobičové, které jsou velmi často využívány. Násobičové detektory využívají 

efekt násobení elektronů uvolněných z první konverzní dynody po dopadu iontů. Jejich 

citlivost je velmi vysoká, jsou schopny poskytnout signál i pro jednotlivé ionty. Mezi 

násobičové detektory patří elektronový násobič, elektronový násobič s polem a fotonásobič 

[31].  

Pokud bychom chtěli srovnat jednotlivé hmotnostní analyzátory, vhodným 

ukazatelem pro srovnání může být mez detekce (LOD – limit of detection) a mez 

stanovitelnosti (LOQ -  limit of quantification). Mez detekce odpovídá koncentraci, 

pro kterou je analytický signál statisticky významě odlišný od šumu. Podle uzance se mez 

detekce vyjadřuje jako trojnásobek šumu základní linie. Zatímco mez stanovitelnosti 

odpovídá koncentraci, při které je přesnost stanovení taková, že dovoluje kvantitativní 

vyhodnocení a je vyjádřena jako desetinásobek šumu základní linie. Následující tabulka 

(tab. 2) zobrazuje srovnání LOD a LOQ u třech typů hmotnostních analyzátorů pro vybrané 

analyty [11, 33, 43]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  32 

 

Tab. 2: Srovnání hmotnostních analyzátorů podle meze detekce a stanovitelnosti. 

Autor Typ hmotnostního analyzázoru LOD LOQ 

Ran Liu 

[43] 

Hybridní analyzátor 

 kvadrupól – analyzátor doby 

letu 

0,02 ng·l-1-PUT 

 

0,07 ng·l-1-PUT 

 

 

Yong Li 

[11] 

Trojitý kvadrupól 0,24 μg·l-1-TRYP 

0,15 μg·l-1-PUT 

0,64 μg·l-1-HIM 

0,08 μg·l-1-TYR 

0,94 μg·l-1-TRYP 

0,61 μg·l-1-PUT 

1,51 μg·l-1-HIM 

0,33 μg·l-1-TYR 

Fabio 

Gosetti  

[33] 

Hybridní analyzátor 

QTrap (kvadrupól- iontová 

past) 

0,30 μg·l-1-TRYP 

0,8 μg·l-1-PUT 

1,40 μg·l-1-HIM 

0,80 μg·l-1-TYR 

1,00 μg·l-1-TRYP 

2,8 μg·l-1-PUT 

4,80 μg·l-1-HIM 

2,50 μg·l-1-TYR 
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II. PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem práce bylo: 

• Zpracování literární rešerše výskytu a analýzy biogenních aminů  

• Optimalizace a validace metody UPLC-MS/MS pro biogenní aminy histamin 

(HIM), putrescin (PUT), tyramin (TYR) a tryptamin (TRYP). 

• Analýza reálných vzorků a jejich vyhodnocení 

• Zhodnocení výsledků a přínosu práce 
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4 POUŽITÉ PŘÍSTROJE A CHEMIKÁLIE 

4.1 UPLC/MS/MS systém pro analýzu 

Hmotnostní spektrometr API 2000 od firmy AB Sciex, USA 

Kapalinový chromatograf Dionex ultimate 3000, Německo 

Analytická kolona s předkolonou ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (3 × 50 mm, 1,8 μm), 

Agilent Technologies, USA 

4.2 Software použitý pro zpracování a prezentaci dat 

Analyst® Software - AB Sciex, USA 

Microsoft Office 2010 (Word, Excel) 

4.3 Chemikálie 

Kyselina chloristá 70-72% pro analýzu ACS,ISO,Reag. Ph Eur – Merck 

Dansyl chloride BioReagent, suitable for amino acid labeling, powder and chunks, ≥99% 

(HPLC) - Sigma-Aldrich 

Acetonitril CHROMASOLV® Plus, for HPLC, ≥99.9% - Sigma-Aldrich 

Kyselina mravenčí CHROMASOLV®  pro LC-MS, ≥98% - Sigma-Aldrich 

4.4 Standardy 

Histamin approx. 97% – Sigma-Aldrich 

Tyramin 99% – Sigma-Aldrich 

Putrescin ≥98% – Sigma-Aldrich 

Tryptamin 98% – Sigma-Aldrich 

1,7-diaminoheptan 99% – Sigma-Aldrich 
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4.5 Reálné vzorky 

Derivatizace a úpravy reálných vzorků pro stanovení vybraných biogenních aminů 

před analýzou byly prováděny na ústavu Technologie Potravin. 

 Jako reálný vzorek byl použit sýr holandského typu. Jednalo se o sýr 

s nízkodohřívanou sýřeninou, ve kterém se obsah sušiny rovnal 50 %. Vzorkování bylo 

provedeno z celé hmoty sýra.  Vzorky byly odebírány v různých časových intervalech, 

jednalo se o 3–měsíční skladovací experiment. První odběr proběhl 1. den po výrobě 

(po prokysání sýrů) označen 1A1S. Další odběr byl proveden 28. den značen 1A2S 

(po měsíci zrání). Třetí odběr proběhl 56. den značen 1A3S (po 2 měsících zrání) a 

poslední vzorek byl odebrán 84. den značen 1A4S (po třech měsících zrání). 

 Sýry zrály ve zrací komoře při 12±2 °C, zabaleny byly do komerční smrštitelné 

folie. 

Derivatizace putrescinu, histaminu, tryptaminu a tyraminu a úprava vzorku byla 

prováděna následujícím způsobem. 1 g rozmělněného vzorku po lyofilizaci byl 

několikastupňově extrahován 0,6 M HClO4. Z přefiltrovaného extraktu byl odpipetován 

1 ml do derivatizační nádobky spolu se 100 μl vnitřního standardu (1,7-heptandiamin, 

o koncentraci 500 mg·l-1). Dále byl přidán 1,5 ml karbamátového pufru (pH 11,0-11,1), 

2 ml čerstvě připraveného roztoku  dansylchloridu o koncentraci 5 g·l-1 v acetonu. 

Následovalo třepání v temnu po dobu 20 hodin. Po té se ke směsi přidalo 200 μl roztoku 

prolinu a po protřepání (1 hodinu) byly přidány 3 ml heptanu. Směs byla ručně 

protřepávána (3 minuty). 1 ml heptanové vrstvy byl odpipetován do vialky a odpařen 

při teplotě 60 °C do sucha pod proudem dusíku. Suchý odparek byl rozpuštěn v 1,5 ml 

acetonitrilu. Takto upravené vzorky byly skladovány při -8 °C až do jejich analýzy. 

Před vlastní analýzou byly vzorky 25-krát naředěny.  
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Optimalizace hmotnostní detekce pro vybrané biogenní 

aminy  

Před analýzou reálných vzorků, bylo nutné parametry hmotnostního spektrometru 

vhodně nastavit – optimalizovat. Vybrané biogenní aminy lze analyzovat v derivatizované 

či nederivatizované podobě. V následujícím experimentu byly vyzkoušeny a porovnány obě 

varianty. 

 Standardy derivatizovaných biogenních aminů byly připraveny v acetonitrilu a 0,1% 

kyselině mravenčí v poměru 1:1. Vzorky 1-12 byly derivatizovány dansylchloridem. Takto 

upravené standardy biogenních aminů (tryptaminu, tyraminu, histaminu, putrescinu) byly 

aplikovány do hmotnostního spektrometru. Při optimalizaci základního nastavení 

hmotnostního spektrometru byl využit pouze jeden ze tří kvadrupólů. Vzorky se dávkovaly 

přímo do hmotnostního spektrometru. Průtok byl u všech vzorků stejný a to 3 μl·min-1. 

V tabulce 3 jsou zaznamenány podmínky, při kterých byla analýza jednotlivých biogenních 

aminů prováděna. 

Tab. 3: Optimalizace nastavení hmotnostního detektoru pro analýzu jednotlivých 

biogenních aminů derivatizovaných dansylchloridem 

číslo 
vzorku 

biogenní 
amin Zkratka 

koncentra-
ce [mg·l-1] 

Curtain 
gas 

Ion 
Spay 

Voltage 

Decluste-
ring Poten-

cial 
Polarita 
ionizace 

1 Tryptamin TRYP 5 12 4500 75 + 
2 Tryptamin TRYP 5 12 -4500 -75 - 
3 Tryptamin TRYP 1 12 -4500 -75 - 
4 Histamin HIM 5 10 4500 75 + 
5 Histamin HIM 5 10 -4500 -75 - 
6 Histamin HIM 1 10 4500 75 + 
7 Tyramin TYM 5 12 4500 75 + 
8 Tyramin TYM 5 12 -4500 -75 - 
9 Tyramin TYM 1 12 4500 75 + 

10 Putrescin PUT 5 10 4500 75 + 
11 Putrescin PUT 5 10 -4500 -75 - 
12 Putrescin PUT 1 10 4500 75 + 
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Tab. 4: Molekulové hmotnosti analyzovaných biogenních aminu a derivatizovaných 

biogenních aminů 

Látka zkratka 

molekulová 
hmotnost 
[g·mol-1] 

HIM 111,15 

HIM + dns1 344,44 

Histamin 
  
  

HIM + dns2 577,73 
PUT 88,15 

PUT + dns1 321,44 

Putrescin 
  
  

PUT + dns2 554,74 
TYM 137,18 

TYM + dns1 370,47 

Tyramin 
  
  

TYM + dns2 603,77 
TRYP 160,22 

TRYP + dns1 393,51 

Tryptamin 
  
  

TRYP + dns2 626,8 

V tabulce 4 je zobrazen přehled molekulových hmotností jednotlivých biogenních aminů a 

biogenních aminů po derivatizaci. K vybraným biogenním aminům se při derivatizaci může 

připojit jeden (dns1) či dva (dns2) dansylchloridy a tomu také odpovídá molekulová 

hmotnost. 

 

Obr. 17:  Hmotnostní spektrum tryptaminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, pozitivní ionizace) 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  39 

 

Na obrázku 17. je zobrazeno hmotnostní spektrum vzorku derivatizovaného tryptaminu 

(vzorek č.1). Při této detekci bylo využito pozitivní ionizace. Ve spektru je patrný 

molekulový iont při 394,2 m/z. Tento iont má však malou intenzitu. Větší intenzita byla 

zaznamenána pro hmotu 144,1 m/z, která pravděpodobně patří dceřinému iontu, jehož 

struktura je znázorněna taktéž na obrázku 19. 

 

Obr. 18:  Hmotnostní spektrum tryptaminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, negativní ionizace) 

Hmotnostní spektrum na obrázku 18 je také spektrum derivatizovaného tryptaminu. 

Podmínky této analýzy se liší od předchozího případu v polaritě ionizace, která byla 

změněna na negativní. Molekulový iont 392,0 m/z odpovídá derivatizovanému tryptaminu. 

Tento iont má přibližně stejnou intenzitu jak při pozitivní, tak při negativní ionizaci. Další 

významnou hmotou ve spektru je hmota 248,9 m/z, která může odpovídat fragmentu. 
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Obr. 19:  Hmotnostní spektrum histaminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, pozitivní ionizace) 

 Při analýze vzorku č. 4 největší intenzity, při pozitivní ionizaci, dosahoval 

molekulový iont 578,0 m/z – derivatizovaný histamin s dvěmi navázanými dansylchloridy. 

Dále je ve spektru patrný molekulový iont 345,4 m/z, což je také derivatizovaný histamin, 

ale pouze s jedním navázaným dansylchloridem. Hmota 170,2 m/z patří dceřinému iontu – 

fragment dansylchloridu. Hmotnostní spektrum je zobrazeno na obrázku 19. 
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Obr. 20:  Hmotnostní spektrum histaminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, negativní ionizace) 

 Po změně polarity ionizace u vzorku histaminu na negativní se hmotnostní 

spektrum výrazně změnilo. Molekulové ionty charakteristické pro derivatizovaný histamin 

(343,0 m/z a 576,5 m/z) měly výrazně sníženou intenzitu. Zároveň jsou v tomto spektru 

patrné dceřiné ionty 234,3 m/z a 250,0 m/z. Jejich struktura je vyznačena na obrázku 20. 

 U vzorku 7 se na hmotnostním spektrum, jak můžeme vidět na obrázku 21, objevily 

tři významné hmoty. Nevětší intenzitu dosahoval molekulový iont při 504,4 m/z, který 

odpovídal tyraminu s dvěmi navázanými dansylchloridy. O poznání menší intenzitu 

vykazovala hmota 370,2 m/z odpovídající tyraminu s navázaným pouze jedním 

dansylchloridem. Při 170,3 m/z je vidět signál dceřiného iontu.  
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Obr. 21:  Hmotnostní spektrum tyraminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, pozitivní ionizace) 

 

Obr. 22:  Hmotnostní spektrum tyraminu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, negativní ionizace) 

 Analýza vzorku 8 (derivatizovaný tyramin) se lišila od předchozí analýzy změnou 

polarity ionizace na negativní. Na spektru (viz obrázek 22) se objevil jeden významný 

molekulový iont 501,9 m/z, což odpovídá sledovanému standardu. Avšak i přes to, že tento 

molekulový iont měl v rámci spektra velkou intenzitu, tak při pozitivní ionizaci byla jeho 

intenzita vyšší. Hmota 249,0 m/z odpovídá dceřinému iontu derivatizovaného tyraminu. 
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Obr. 23:  Hmotnostní spektrum putrescinu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, pozitivní ionizace) 

 U vzorku 10 (obrázek 23), patří nejintenzivnější signál molekulovému iontu 

555,3 m/z, což je dvojitě derivatizovaný putrescin. Spektrum dále obsahuje i molekulový 

iont putrescinu s jedním navázaným dansylchloridem – 353,5 m/z a dceřiné ionty.  
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Obr. 24:  Hmotnostní spektrum putrescinu derivatizovaného dansylchloridem  

(koncentrace 5 mg·l-1, negativní ionizace) 

 Při negativní ionizaci derivatizovaného putrescinu (č. 11) obsahovalo spektrum 

(obrázek 24) více hmot než u pozitivní ionizace. Molekulový iont s největší intenzitou 

(553,0 m/z) patří sledovanému derivatizovanému putrescinu. Ovšem také tento analyt zde 

vykazoval nižší intenzitu než při pozitivní ionizaci. 

 Obecně lze tvrdit, že se pro analýzu sledovaných biogenních aminů hodí spíše 

pozitivní ionizace. Při pozitivní ionizaci dosahovaly intenzity molekulových iontů vyšších 

intenzit a docházelo méně k fragmentaci těchto molekul. 

Tab. 5: Srovnání intenzit odezvy (csp) při analýze derivatizovaných biogenních aminů o 

dvou různých koncentracích  

   
Intenzita csp           

(counts per second) 

Látka zkratka m/z 
c1  

1 mg·l-1 
c2   

5 mg·l-1 
Histamin HIM 578,0 4,0.104 6,0.105 
Tyramin TYM 604,4 1,3.105 8,5.105 

Tryptamin TRYP 392,0 1,5.104 7,8.104 
Putrescin PUT 555,3 6,0.104 3,5.105 
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 V tabulce 5 můžeme vidět rozdíl intenzity při různých koncentracích u čtyř 

derivatizovaných biogenních aminů. Byly testovány dvě koncentrace – 1 mg·l-1 a 5 mg·l-1. 

Na základě výsledků této zkoušky můžeme tvrdit, že koncentrace je tedy přímo úměrná 

intenzitě a peaku. 

 Pro srovnání byly hmotnostním spektrometrem analyzovány i vzorky obsahující 

nederivatizované biogenní aminy. Nastavení podmínek analýzy u každého biogenního 

aminu bylo optimalizováno a je zaznamenáno v tabulce 6.  

Tab. 6: Optimalizace nastavení hmotnostního detektoru pro analýzu jednotlivých 

biogenních aminů, které nebyly derivatizovány 

číslo 
vzorku 

biogenní 
amin Zkratka 

koncentrace 
[mg·l-1] 

Curtain 
gas 

Ion 
Spay 

Voltage 
Declustering 

Potencial 
Polarita 
ionizace 

13 Histamin HIM 5 10 4500 75 + 
14 Histamin HIM 5 10 -4500 -75 - 
15 Putrescin PUT 5 10 4500 75 + 
16 Putrescin PUT 5 10 -4500 -75 - 
17 Tryptamin TRYP 5 12 4500 75 + 
18 Tryptamin TRYP 5 12 -4500 -75 - 
19 Tyramin TYM 5 12 4500 75 + 
20 Tyramin TYM 5 12 -4500 -75 - 

 

Obr. 25:  Hmotnostní spektrum nederivatizovaného  histaminu 

(koncentrace 5 mg·l-1, pozitivní ionizace) 
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 Na obrázku 25 vidíme hmotnostní spektrum vzorku, který obsahoval histamin. 

Při této analýze bylo použito pozitivní ionizace. Molekulový iont histaminu (111,1 m/z) 

dosahuje velmi malé intenzity oproti ostatním hmotám ve spektru.  

 

Obr. 26:  Hmotnostní spektrum nederivatizovaného  histaminu 

(koncentrace 5 mg·l-1, negativní ionizace) 

 Obdobný výsledek byl u nederivatizovaného histaminu dosažen i při negativní 

ionizaci. Na spektru histaminu (obrázek 26), je vidět nižší intenzita molekulového iontu –

109,1 m/z než v předchozím případě. 

 Po proměření ostatních nederivatizovaných biogenních aminů bylo zjištěno, 

že intenzity sledovaných molekulových iontů ve spektrech nejsou příliš významné jak 

pro pozitivní, tak pro negativní ionizaci, viz přílohy.  

 Srovnáním derivatizovaných a nederivatizovaných spekter daných biogenních 

aminů je zřejmé, že derivatizované molekulové ionty mají vyšší intenzitu. Můžeme tedy 

tvrdit, že derivatizace vybraných biogenních aminů výrazně zvyšuje citlivost metody a 

výsledky analýzy jsou více reprezentativní. 

 Dalším krokem byla optimalizace hmotnostního spektrometru MS/MS módu. 

U každého z vybraných biogenních aminů byla stanovena pomoci MS analýzy hmota 

matečného iontu pomocí software Analyst, který pro MS/MS analýzu vybral 

reprezentativní hmoty dceřiných iontu (fragmentů), nastavil optimální napětí ionizace a 

dekrlasterační potenciál. S těmito hodnotami jsou vybrané biogenní aminy následně 
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analyzovány pomoci MS/MS. Hmoty matečných a dceřiných iontů vybraných analytů jsou 

zobrazeny v tabulce 7. 

Tab. 7: Hmoty matečných a dceřiných iontu vybraných biogenních aminů pro MS/MS 

analýzu  

Vybraný analyt 
Matečný Iont  

[Da] 
Dceřiný iont 

[Da] 
170,2 
169,7 Putrescin 

 
555,288 

 168,3 
170,1 
169,2 Histamin 

 
578,241 

 154,2 
170,1 
171,1 Tyramin 

 
604,247 

 155,2 
144,2 
130,1 Tryptamin 

 
394,205 

 170,2 

5.2 Optimalizace kapalinové chromatografie s tandemovou 

hmotnostní detekcí 

Při spojení kapalinového chromatografu s hmotnostním detektorem je nutné 

optimalizovat parametry jako teplota iontového zdroje, teplota analytické kolony, vhodný 

výběr mobilní fáze a průběh gradientové eluce. Tyto parametry mohou mít významný vliv 

na intenzitu a tvar peaku výsledného záznamu. Proto je třeba najít takové hodnoty těchto 

parametrů, aby záznam analýzy vybraných biogenních aminu byl co nejreprezentativnější. 

5.2.1 Optimalizace teploty iontového zdroje  

  Teplota iontového zdroje může mít na záznam MS/MS analýzy velký vliv. Bylo 

vyzkoušeno několik nastavení pro každý vybraný biogenní amin. Intenzity peaků 

pro vybrané biogenní aminy v závislosti na teplotě jsou zobrazeny v tabulce 8. V případě 

nevhodně zvolené teploty může docházet k nedostatečné ionizaci či k tepelnému rozkladu 

sledovaných látek již ve zdroji. 
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Tab. 8: Porovnání intenzity signálu odezvy LC-MS/MS při různých teplotách ionizace pro 

vybrané biogenní aminy 

Vybraný biogenní 
amin 

Intenzita signálu při 
450 ºC 

csp 

Intenzita signálu při 
470 ºC 

csp 

Intenzita signálu při 
480 ºC 

csp 
Putrescin 1330 1433 1940 

Histamin 2080 4000 3560 

Tyramin 1050 2000 1690 

Tryptamin 1500 3260 3180 

 

 Z tabulky 8 je patrné, že zvýšení teploty iontového zdroje prospívá intenzitě signálu 

při MS/MS analýze vybraných biogenních aminu (LC-MS/MS chromatogramy jsou 

uvedeny v příloze). U histaminu, tyraminu a tryptaminu byla optimální teplota iontového 

zdroje 470 ºC. U putrescinu se optimální teplota iontového zdroje rovnala až 480 ºC. 

Jelikož všechny čtyři vybrané analyty byly analyzovány součastně, bylo třeba zvolit 

optimální teplotu na základě kompromisu. Proto byla zvolena pro součastné stanovení 

470 ºC.  

5.2.2 Optimalizace teploty analytické kolony 

Chromatografickou analýzu významně ovlivňuje teplota kolony, velký vliv má jak 

na separaci látek, tak na celkový charakter chromatografického záznamu. Je tedy důležité 

najít optimální teplotu kolony, při které by byla směs vybraných biogenních aminů 

dostatečně rozdělena na jednotlivé frakce, a současně docílit co největší intenzitu odezvy 

pro každou frakci. U vybraných biogenních aminu byly testovány čtyři různé teploty 

analytické kolony. Retenční časy a intenzity peaků jsou zaznamenány v tabulce 9. 
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Tab. 9: Intenzita a retenční čas chromatografického záznamu u vybraných biogenních 

aminů v závislosti na změně teploty 

Analyt 

Koncent-
race 

c 
 [mg·l-1] 

Teplota 
kolony 

[°C] 

Retenční 
čas 

[min] 

Intenzi-
ta pea-

ku [csp] 
Putrescin 1 20 2,89 2360 
Putrescin 1 25 2,84 2306 
Putrescin 1 30 2,77 2193 
Putrescin 1 35 2,64 2413 
Histamin 1 20 3,28 7413 
Histamin 1 25 3,24 9220 
Histamin 1 30 3,12 9427 
Histamin 1 35 3,08 7873 
Tyramin 1 20 4,45 3387 
Tyramin 1 25 4,39 3320 
Tyramin 1 30 4,29 2974 
Tyramin 1 35 4,18 2506 

Tryptamin 1 20 2,16 2713 
Tryptamin 1 25 2,15 2800 
Tryptamin 1 30 2,06 2967 
Tryptamin 1 35 1,99 3080 

 

Nejreprezentativnější chromatografický záznam byl dosažen u putrescinu a 

tryptaminu při 35 °C. U histaminu bylo teplotní optimum o 5 °C menší než u předchozích 

dvou. Oproti tomu tyramin měl teplotní optimum při 20 °C. Pokud bychom stanovovali 

vybrané biogenní aminy současně, je třeba navrhnout takovou teplotu kolony, která bude 

kompromisem mezi vedenými optimy. V našem případě by teplota kolony pro stanovení 

všech vybraných biogenních aminu byla 30 °C. 

5.2.3 Optimalizace elučního gradientu 

Stejně jako předchozí parametry má i gradient eluce vliv na chromatograficky 

záznam. Průběh elučního gradientu může ovlivnit jak retenční čas, tak i tvar a intenzitu 

peaku. V našem případě byla jako mobilní fáze pro analýzu vybraných biogenních aminů 

použita voda (A žlutá) ve směsi s acetonitrilem (B zelená). Poměr těchto látek a průběh 

gradientu je zobrazen v následujících tabulkách a grafech.  
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5.2.3.1 Gradinent A 

 

Obr. 27:  Průběh elučního gradientu A 

Tab. 10: Průběh elučního gradientu varianta A 

Čas 
[min] 

Průtok 
[ml·min-1] 

Acenotintril 
B 

[%] 

Voda pro HPLC 
A 

[%] 
0,00 0,45 60 40 
0,10 0,45 60 40 
0,14 0,45 70 30 
3,00 0,45 80 20 
4,00 0,45 100 0 
9,00 0,45 100 0 

11,00 0,45 60 40 
15,00 0,45 60 40 

 

5.2.3.2 Gradinent B 

 

Obr. 28:  Průběh elučního gradientu B 
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Tab. 11: Průběh elučního gradientu  B 

Čas 
[min] 

Průtok 
[ml·min-1] 

Acenotintril 
B 

[%] 

Voda pro HPLC 
A 

[%] 
0,00 0,45 60 40 
0,10 0,45 60 40 
3,00 0,45 70 30 
5,00 0,45 80 20 
9,00 0,45 100 0 

10,00 0,45 100 0 
11,00 0,45 60 40 
15,00 0,45 60 40 

 

5.2.3.3 Gradinent C 

 

Obr. 29:  Průběh elučního gradientu C 

 

Tab. 12: Průběh elučního gradientu varianta C 

Čas 
[min] 

Průtok 
[ml·min-1] 

Acenotintril 
B 

[%] 

Voda pro HPLC 
A 

[%] 
0,00 0,45 60 40 
0,10 0,45 60 40 
1,00 0,45 70 30 
2,00 0,45 80 20 
5,00 0,45 100 0 

10,00 0,45 100 0 
11,00 0,45 60 40 
15,00 0,45 60 40 
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Tab. 13: Závislost retenčního času a intenzity peaku na typu gradientu 

Biogenní amin o 
koncentraci 1 mg·l-1 

Typ gradientu Retenční čas 
[min] 

Intenzita peaku 
csp 

Putrescin A 2,64 1580 
Putrescin B 3,02 1120 
Putrescin C 2,46 1833 
Histamin A 3,14 8053 
Histamin B 3,74 5433 
Histamin C 2,86 5853 
Tyramin A 4,45 3747 
Tyramin B 5,93 2253 
Tyramin C 3,89 3400 
Tryptamin A 2,02 3246 
Tryptamin B 2,05 3067 
Tryptamin C 1,90 3486 

 

 V tabulce 13 vidíme porovnání třech typů elučních gradientů. Z tabulky je patrné, 

že u biogenních aminů putrescinu, tyraminu a tryptaminu je nejvýhodnější pro analýzu 

použít eluční gradient C, při kterém mají peaky největší intenzitu (viz příloha). 

U Histaminu se ukázalo, že pro jeho analýzu je výhodnější použít gradient typu A, 

při kterém dosahovala intenzita peaku 8053 csp. Jako nejméně vhodný typ gradientu se 

jevil typ B, peaky u všech čtyř biogenních aminů jsou velmi nereprezentativní a jejich 

intenzita slabá (viz přílohy). Pro současné stanovení vybraných biogenních aminů se nabízí 

použít eluční gradient C. I když histamin při gradientu C nevykazoval tak dobré vlastnosti 

jako při gradientu A, eluční gradient typu C se jeví jako reprezentativní i pro histamin.  

5.2.4 Volba vhodné mobilní fáze 

 Zvolení vhodné mobilní fáze ve spojení LC-MS popř. LC-MS/MS je velmi důležité 

vzhledem k ionizaci sledovaných analytů. V našem případě byly vyzkoušeny dvě mobilní 

fáze. První z nich byla acenotintril a voda a jako druhá byla použita mobilní fáze acetonitril 

a 0,1 % kyselina mravenčí. Přídavek kyseliny mravenčí do mobilní fáze by mohl zlepšit 

ionizační vlastnosti u hmotnostní detekce. 
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Tab. 14: Srovnaní retenčního času a intenzity peaku dvou mobilních fází u vybraných 

analytů 

Mobilní fáze: acetonitril a voda acetonitril a 0,1 % kyselina 
mravenčí 

Vybraný analyt Retenční čas 
[min] 

Intenzita peaku 
csp 

Retenční čas 
[min] 

Intenzita peaku 
csp 

Putrescin 2,46 1833 2,37 2173 
Histamin 3,14 8053 3,02 4540 
Tyramin 3,89 3400 3,83 8740 

Tryptamin 1,90 3486 1,86 6453 

Z tabulky 14 je patrné, že došlo změnou mobilní fáze z acenotitrilu a vody na 

acetonitril a 0,1 % kyselinu mravenčí k výraznému zlepšení intenzity peaku u putrescinu, 

tyraminu a tryptaminu. Oproti tomu u histaminu došlo změnou mobilní fáze o výrazné 

zhoršení intenzity peaku. Avšak jak u histaminu, tak i u putrescinu, tryptaminu a tyraminu 

s použitou mobilní fází acetonitril a 0,1 % kyselina mravenčí byly všechny peaky 

dostatečně intenzivní (viz příloha). Proto byla pro analýzu směsi těchto vybraných 

biogenních aminů jako mobilní fáze zvolena varianta acetonitril a 0,1 % kyselina mravenčí.  

5.3 Optimalizace podmínek stanovení směsi vybraných 

biogenních aminů 

Pro stanovení všech čtyř biogenních aminů současně bylo třeba nastavit v softwaru 

Analyst hmoty matečných iontů a jejich fragmentů pro všechny analyty. Od každého 

matečného iontu byl vybrán pouze jeden nejvýraznější fragment. V tabulce 15 jsou 

zaznamenány vybrané přechody matečných a dceřiných iontů od patřičných analytů. 

Tab. 15: Hmoty matečných a dceřiných iontů sledovaných při  UPLC–MS/MS 

Vybraný analyt 
 

Matečný Iont 
[Da] 

Dceřiný iont 
[Da] 

Putrescin 555,288 170,2 

Histamin 578,241 170,1 

Tyramin 604,247 170,1 
Tryptamin 394,205 144,2 
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Obr. 30:  Chromatogram směsi vybraných biogenních aminů (Koncentrace 

standardu 2 mg·l-1) 

Na obrázku 30 je zobrazen LC-MS/MS chromatogram směsi biogenních aminů 

putrescinu (Tr = 2,44 min), histaminu (Tr = 2,78 min), tyraminu (Tr = 3,65 min), a 

tryptaminu (Tr = 1,88 min). Pod souhrnným zobrazením všech peaků je zobrazen každý 

peak zvlášť. Z obrázku je patrné, že při použití MS/MS detekce, není nutné separovat látky 

do různých retenčních časů, jelikož detektor analyzuje ionty o různých hmotnostech zvlášť.  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  55 

 

5.4 Analýza reálných vzorků 

Pro stanovení reálných vzorků, v nichž byl sledován výskyt histaminu, putrescinu, 

tyraminu a tryptaminu, bylo nutné nejprve provést kalibraci pro každý z vybraných analytů.  

Na jejich základě se vyhodnotily koncentrace biogenních aminu v daných reálných 

vzorcích 

5.4.1 Kalibrace 

Pro kalibraci byla použita směs standardů vybraných biogenních aminů. Pro vysoký 

rozptyl koncentrací vybraných biogenních aminů v reálných vzorcích byly vytvořeny 

kalibrace dvě. První kalibrace – Kalibrace A obsahovala směsné standardy v rozmezí 

koncentrací 0,025 až 0,5 mg·l-1 (viz obrázek 31). Druhá kalibrace – Kalibrace B byla 

zaměřena na vyšší koncentrace a kalibrační roztoky byly v rozmezí 1 až 4 mg·l-1 

(viz obrázek 32.). Kalibrace byla měřena metodou UPLC–MS/MS, stejně jako reálné 

vzorky. 
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Obr. 31:  Kalibrační přímky A (koncentrace vybraných biogenních aminů: 0,025 

mg·l-1; 0,05 mg·l-1; 0,1 mg·l-1; 0,25 mg·l-1 a 0,5 mg·l-1) 
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Obr. 32:  Kalibrační přímky B (koncentrace vybraných biogenních aminů: 

1 mg·l-1; 2 mg·l-1; 3 mg·l-1 a 4 mg·l-1) 

Obsah sledovaných analytů byl stanoven pomocí rovnic lineárních regresí 

kalibračních křivek.  

Důležitými parametry při validaci metody je určení meze detekce (LOD) a 

stanovitelnosti (LOQ). 

Mez detekce a stanovitelnosti byla určena z linie šumu, kde mez detekce je třikrát 

větší než úroveň šumu a mez stanovitelnosti převyšuje linii šumu desetkrát. Linie šumu 

byla odečtena ze spektra směsi vybraných biogenních aminů o koncentraci 0,05 mg·l-1 a 

byla určena na 6,7 csp. Hodnoty LOD a LOQ byly vypočteny ze vztahů (3) a (4).  

 3
/

⋅=
sH

c
LOD   (3) 

 10
/

⋅=
sH

c
LOQ   (4) 

Kde c je koncentrace analytu, s je úroveň šumu a H je úroveň signálu analytu. 
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Tab. 16: Mez detekce a stanovitelnosti u vybraných biogenních aminů  

Vybraný 
biogenní amin 

LOD 
[µg·l-1] 

LOQ 
[µg·l-1] 

Putrescin 27,53 91,78 
Histamin 5,289 17,63 
Tyramin 3,107 10,36 

Tryptamin 8,855 29,52 
 

5.4.2 Analýza reálného vzorku 

 Odběry vzorků byly prováděny v různých intervalech, přičemž byla sledována 

koncentrace biogenních aminů v závislosti na stáří sýru. Ve čtyřech různých časech 1 den 

po prokysání sýru, 28. den, 56 den a 84 den. Každý ze vzorků byl dvakrát extrahován 

(extrakce A a B) a dvakrát derivatizován (derivatizace X a Y). Od každého odběru byly 

analyzovány čtyři vzorky. 

Tab. 16: Analýza putrescinu ve vzorku sýru 

Označení 
vzorku 

 
 

Plocha Peaku 
 A1 

 
(nástřik 1) 

Plocha Peaku  
A2 

 

(nástřik 2) 

Plocha Peaku 
 A3 

 

(nástřik 3) 

Průměr 
ploch peaků 

A prům 

 

Koncentrace 
vypočtená z 
rovnice lin. 

regrese 
c lin 

[mg·l-1] 
1 A X 285 256 224 255 0,073 
1 A Y 99 120 141 120 0,038 
1 B X 304 409 253 322 0,090 
1 B Y 74 103 107 95 0,031 

28 A X 54 91 70 72 0,025 
28 A Y 99 54 41 65 0,024 
28 B X 132 99 128 120 0,038 
28 B Y 66 25 33 41 0,018 
56 A X 87 249 277 204 0,060 
56 A Y 318 372 364 351 0,098 
56 B X 277 185 273 245 0,070 
56 B Y 236 198 265 233 0,067 
84 A X 62 58 46 55 0,021 
84 A Y 219 223 275 239 0,069 
84 B X 58 54 41 51 0,020 
84 B Y 37 66 46 50 0,020 
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Koncentrace putrescinu byla vyhodnocena z kalibrace A. Z výsledků, které lze vidět 

v tabulce 16 je patrné, že putrescin se ve vzorcích vyskytoval ve velmi malém množství. 

Jeho koncentrace se pohybuje nad limitem detekce, ale nedosahuje limitu kvantifikace. 

Můžeme tedy tvrdit, že putrescin se ve vzorcích objevuje v množství, které nelze použitou 

metodou přesně stanovit. 

Tab. 17: Analýza histaminu ve vzorku sýru 

Označení 
vzorku 

 
 

Plocha Peaku 
 A1 

 
(nástřik 1) 

Plocha Peaku  
A2 

 

(nástřik 2) 

Plocha Peaku 
 A3 

 

(nástřik 3) 

Průměr 
ploch 
peaků 
A prům 

 

Koncentrace 
vypočtená z 
rovnice lin. 

regrese 
c lin 

[mg·l-1] 
1 A X 260 169 184 204 0,024 
1 A Y 87 116 41 81 0,019 
1 B X 70 124 105 100 0,019 
1 B Y 58 41 17 39 0,017 

28 A X 12 70 74 52 0,017 
28 A Y 87 37 79 68 0,018 
28 B X 74 83 31 63 0,018 
28 B Y 70 62 29 54 0,017 
56 A X 17 8 8 11 0,015 
56 A Y 46 58 12 39 0,017 
56 B X 37 46 66 50 0,017 
56 B Y 50 66 74 63 0,018 
84 A X 41 58 12 37 0,016 
84 A Y 50 83 74 69 0,018 
84 B X 25 58 46 43 0,017 
84 B Y 29 41 8 26 0,016 

U biogenního aminu histaminu byla koncentrace stejně jako u putrescinu 

vyhodnocena z kalibrace A o menších koncentracích. Limit kvantifikace u histaminu je 

roven 17,63 mg·l-1. A jak se můžeme přesvědčit v tabulce 17, hladina koncentrace 

histaminu drží na stejné úrovni, a to zhruba okolo limitu kvantifikace. 
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Tab. 18: Analýza tyraminu ve vzorku sýru 

Označení 
vzorku 

 
 
 

Plocha 
Peaku 

 A1 

 
(nástřik 1) 

Plocha 
 Peaku  

A2 

 
(nástřik 2) 

Plocha 
 Peaku 

 A3 

 
(nástřik 3) 

Průměr 
ploch 
peaků 
A prům 

 

Koncentrace 
vypočtená z 
rovnice lin. 

regrese 
c lin 

[mg·l-1] 

 
Skutečná 

Koncentrace 
vzorku  

c real 
[mg·l-1] 

1 A X 149000 250000 236000 211667 5,42 135,43 
1 A Y 25300 22700 26200 24733 1,09 27,15 
1 B X 23500 21300 22800 22533 0,99 24,74 
1 B Y 13200 12500 13600 13100 0,58 14,38 

28 A X 15900 29400 32700 26000 1,14 28,55 
28 A Y 19900 21700 23400 21667 0,95 23,79 
28 B X 191000 195000 203000 196333 4,98 124,52 
28 B Y 44000 37200 38900 40033 1,76 43,95 
56 A X 32600 93400 81900 69300 1,36 34,06 
56 A Y 95000 112000 105000 104000 2,35 58,77 
56 B X 79500 65300 112000 85600 1,83 45,67 
56 B Y 142000 154000 186000 160667 3,97 99,12 
84 A X 45100 46300 50300 47233 2,07 51,86 
84 A Y 63000 66500 61200 63567 2,79 29,79 
84 B X 47900 49400 51600 49633 2,18 54,49 
84 B Y 40500 48900 48400 45933 2,02 50,43 
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Obr. 33: Změna koncentrace tyraminu v čase u vzorků sýru  
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U tyraminu bylo pro vyhodnocení koncentrace použito kalibrace B. Z tabulky 18 

můžeme vyčíst, že až na několik anomálií (1 A X, 28 B X, 56 B Y a 84 A Y) koncentrace 

tyraminu v čase rostla a ustálila se zhruba na koncentraci 50 mg·l-1. Zvýšené koncentrace 

u třech uvedených vzorků mohly být způsobeny vnější kontaminací zanesenou do vzorku 

během úpravy. Proto bylo vhodné tyto hodnoty vyloučit pomocí Grubsova testu pro 

vyloučení odlehlých hodnot. Grafické srovnání změny koncentrací tyraminu v čase je 

zobrazeno na obrázku 33. Pro vyloučení odlehlých odnot byl použit Grubsův test. 

Testovací krytérium T bylo vypočteno podle vztahu (5).  

 
s

xx
T

i −

=   (5) 

Kde T je testovací kritérium pro Grubsův test, s směrodatná odchylka, x  průměr a 

xi naměřená hodnota. 

Tab. 19: Vyloučení odlehlých odnot pomocí Grubsova testu 

Délka 
zrání sýru 

Koncentrace 
Vzorku c 
[mg·l-1] 

průměr 
koncentrací 

c prum 

[mg·l-1] 

směrodatná 
odchylka 

 s 
Kritérium 

T 
135,4 1,725 
27,2 0,472 
24,7 0,521 1. den 

 14,4 

50,4 
 
 

49,3 
 
 0,731 

28,5 0,655 
23,8 0,772 

124,5 1,703 28. den 
 43,9 

55,2 
 
 

40,7 
 
 0,276 

34,1 1,034 
58,8 0,026 
45,7 0,560 56. den 

 99,1 

59,4 
 
 

24,5 
 
 1,690 

51,9 0,536 
29,8 1,716 
54,5 0,805 84. den 

 50,4 

46,6 
 
 

9,8 
 
 0,391 

 Pokud porovnáme vypočtené kritérium T u všech vzorků v tabulce 19. s kritickou 

hodnotou Tα0,05= 1,689 (kritická hodnota s hladinou významnosti 0,05% pro 4 měřené 

hodnoty), je patrné, že čtyři vyznačené hodnoty (vzorky 1AX, 28BX, 56BY a 84AY) tuto 

kritickou hodnotu přesahují. Tyto hodnoty byly vyloučeny a grubsův test byl opakován. 
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Tab. 20: Ověření vyloučení odlehlých odnot pomocí Grubsova testu 

Délka 
zrání 
sýru 

Koncentrace  
Vzorku  

c 
[mg·l-1] 

průměr 
koncentrací 

c prům 

[mg·l-1] 

směrodatná 
odchylka 

s 
 

Kritérium 
T 
 

27,15 0,919 
24,74 0,480 1. den 

14,38 
22,1 5,5 

1,403 

28,55 0,413 

23,79 0,967 28. den 
 43,95 

 

32,1 

 

8,6 
1,378 

34,06 1,202 

58,77 1,245 56. den 
 45,67 

 

46,2 

 

10,1 
0,053 

51,86 0,262 
54,49 1,288 84. den 

 50,43 

52,3 1,7 

1,102 

 Pokud opět porovnáme vypočtené kritérium T u všech vzorků i v tabulce 20. 

s kritickou hodnotou Tα0,05= 1,412 (kritická hodnota s hladinou významnosti 0,05 % pro 3 

měřené hodnoty), zjistíme, že žádná hodnota toto kritérium nepřevyšuje. Můžeme tedy 

tvrdit, že v souboru po vyloučení vzorků 1 A X, 28 B X, 56 B Y a 84 A Y není žádná 

odlehlá hodnota. Grafické znázornění měření po vyloučení odlehlých hodnot je zobrazeno 

na obrázku 34. 
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Obr. 34: Změna koncentrace tyraminu v čase u vzorků sýru po vyloučení 

odlehlých hodnot 

Z obrázků 36. je také patrno, že koncentrace tyraminu v čase rostla. První den se jeho 

koncentrace pohybovala od 14,38 mg·l-1 do 27,15 mg·l-1. 28. den koncentrace tyraminu 

mírně vzrostla a pohybovala se v rozmezí od 23,79 mg·l-1 do  43,95 mg·l-1 a později 56. 

vzrostla až na rozsah od 34,06 mg·l-1 až po 58,77 mg·l-1. Při posledním odběru 84. den se 

koncentrace opět mírně zvýšila a pohybovala se v intervalu od 50,43 mg·l-1 

do 54,49 mg·l-1. Úprava a odběry vzorku byly prováděny několikrát vedle sebe, bylo zde 

několik kroků, u kterých mohlo dojít k odchylkám, což je patrně důvod mírného kolísání 

naměřených hodnot koncentrace tyraminu. 
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Tab. 20: Analýza tryptaminu ve vzorku sýru 

Označení 
vzorku 

 
 

Plocha Peaku 
 A1 

 
(nástřik 1) 

Plocha Peaku  
A2 

 

(nástřik 2) 

Plocha Peaku 
 A3 

 

(nástřik 3) 

Průměr 
ploch 
peaků 
A prům 

 

Koncentrace 
vypočtená z 
rovnice lin. 

regrese 
c lin 

[mg·l-1] 
1 A X 41 37 17 32 0,017 
1 A Y 17 12 12 14 0,015 
1 B X 37 12 26 25 0,016 
1 B Y 12 4 4 7 0,015 

28 A X 4 29 21 18 0,016 
28 A Y 33 21 21 25 0,016 
28 B X 17 25 25 22 0,016 
28 B Y 37 4 0 14 0,015 
56 A X 4 17 12 11 0,015 
56 A Y 4 21 37 21 0,016 
56 B X 25 17 37 26 0,017 
56 B Y 17 66 33 39 0,018 
84 A X 12 17 21 17 0,016 
84 A Y 12 21 8 14 0,015 
84 B X 8 17 4 10 0,015 
84 B Y 8 12 4 8 0,015 

U biogenního aminu tryptaminu byla pro vyhodnocení koncentrace opět použita 

kalibrace A. Stanovená koncentrace tryptaminu byla nízká – nepřevyšovala limit 

kvantifikace (0,030 mg·l-1). Přítomnost tryptaminu byla potvrzena (tabulka 19), avšak jeho 

koncentrace nebylo možné přesně stanovit. 
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ZÁVĚR 

 Cílem této práce bylo optimalizovat metodu UPLC-MS/MS pro analýzu biogenních 

aminů putrescinu, histaminu, tyraminu a tryptaminu. Pro analýzu byl použit hmotnostní 

spektrometr API 2000 od firmy AB sciex (USA), separace se prováděla pomocí 

kapalinového chromatografu Dionex ultimate 3000 (Německo) na analytické koloně 

ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 ( 3 x 50; 1,8 µm) s předkolonou Agilent technologies 

(USA). 

 Optimálním nastavením LC-MS/MS pro současnou analýzu vybraných biogenních 

aminů bylo: 

• Teplota iontového zdroje (elektrospej) 470 ºC 

• Teplota analytické kolony 30 ºC 

• Eluční gradient typu C (rychlý nástup acetonitrilu) 

• Mobilní fáze acetonitril a 0,1 % kyselina mravenčí v poměru určeným elučním 

gradientem 

• Optimalizace ostatních parametrů hmotnostního detektoru (napětí iontového spreje 

a deklasterační potenciál) využito nastavení doporučené výrobcem 

(software Analyst) 

 Za těchto podmínek byl retenční čas u putrescinu roven 2,44 min, u histaminu 2,78 

min, u tyraminu 3,65 min a u tryptaminu 1,88 min. 

 Ve vzorcích sýru s nízkodohřívanou sýřeninou (holandského typu) byla stanovena 

po 1 dni zrání koncentrace tyraminu v rozmezí 14,38 mg·l-1 až 27,15 mg·l-1, po 28 dnech 

zrání byla koncentrace tyraminu v rozmezí 23,79 mg·l-1 až 43,95 mg·l-1, po 56 dnech zrání 

se koncentrace tyraminu pohybovala od 34,06 mg·l-1 do 58,77 mg·l-1 a u posledního odběru 

po 84 denním zrání sýru se koncentrace tyraminu pohybovala od 50,43 mg·l-1 

do 54,49 mg·l-1. Můžeme tedy tvrdit, že koncentrace tyraminu vykazovala v čase 

vzrůstající charakter. Odběry a úpravy jednotlivých vzorků, které byly prováděny nezávisle 

na sobě, způsobily mírný rozptyl koncentrací. Avšak limitní koncentrace tyraminu není 

legislativou stanovena. U biogenních aminů putrescinu, histaminu a tryptaminu se jejich 

koncentrace pohybovala nad hranicí detekce, ale pod úrovní kvantifikace. Můžeme tedy 

tvrdit, že putrescin, histamin a tryptamin se ve vzorcích vyskytoval ve velmi malém 

množství, které nesouvisí se zráním sýru.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

BA  Biogenní aminy 

PM  Přípustné množství 

ES  Evropská směrnice 

HPLC  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

UPLC  Ultraúčinná kapalinová chromatografie 

tR  Retenční čas 

tm  Mrtvý retenční čas 

t‘R  Redukovaný retenční čas 

n  Počet teoretických pater v analytické koloně 

w  Šířka peaku 

H  Výškový ekvivalent jednoho teoretického patra v analytické koloně 

L  Délka analytické kolony 

R1,2  Rozlišení separace 

C18  Oktadecilový řetězec 

C8  Oktanový řetězec 

UV  Ultrafialová oblast světla 

VIS  Viditelná oblast světla 

MS  Hmotnostní spektrometrie 

m/z  Poměr hmotnosti ku náboji molekulového iontu 

TOF  Analyzátor doby letu 

Q  Kvadrupól 

IT  Iontová past 

QqQ  Trojitý kvadrupól 

LOD  Limit detekce 
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LOQ  Limit kvantifikace 

UPLC-MS/MS  Ultraúčinná kapalinová chromatografie ve spojení s tandemovou 

hmotnostní detekcí 

LC-MS/MS  Kapalinová chromatografie ve spojení s tandemovou hmotnostní detekcí 

HIM  Histamin 

PUT  Putrescin 

TYR  Tyramin 

TRYP  Tryptamin 

dns  Dansylchlorid 

ACN  Acetonitril 

csp  Count per second 

c  koncentrace 

mg  miligram 

g  gram 

kg  kilogram 

l  litr 

ºC  Stupně celsia 

PTFE  Polytetrafluorethen (teflon) 

mm  milimetr 

µm  mikrometr 

kV  kilovolt 

eV  elektronvolt 

U  Napětí 

V  volt 

FLD  Fluorescenční detektor 
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PŘÍLOHA P I: HMOTNOSTNÍ SPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO  PUTRESCINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, POZITIVNÍ IONIZACE) 
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PŘÍLOHA P II: HMOTNOSTNÍ PSPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO  PUTRESCINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, NEGATIVNÍ IONIZACE) 
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PŘÍLOHA P III: HMOTNOSTNÍ SPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO TRYPTAMINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, POZITIVNÍ IONIZACE
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PŘÍLOHA P IV: HMOTNOSTNÍ SPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO TRYPTAMINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, NEGATIVNÍ IONIZACE) 
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PŘÍLOHA P V: HMOTNOSTNÍ SPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO TYRAMINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, POZITIVNÍ IONIZACE) 
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PŘÍLOHA P VI: HMOTNOSTNÍ SPEKTRUM 

NEDERIVATIZOVANÉHO TYRAMINU 

(KONCENTRACE 5 MG·L-1, - NEGATIVNÍ IONIZACE 
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PŘÍLOHA P VII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU  

VE SPOJENÍ S UPLC  

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 450 °C) 
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PŘÍLOHA P VIII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 480 °C) 
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PŘÍLOHA P IX: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU 

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 450 °C 
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PŘÍLOHA P X: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 470 °C) 
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PŘÍLOHA P XI: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 450 °C)) 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  90 

 

PŘÍLOHA P XII: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 470 °C) 
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PŘÍLOHA P XIII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 450 °C) 
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PŘÍLOHA P XIV: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, TEPLOTA IONTOVÉHO ZDROJE 470 °C) 
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PŘÍLOHA P XV: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT A) 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  94 

 

PŘÍLOHA P XVI: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT A) 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  95 

 

PŘÍLOHA P XVII: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT A) 
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PŘÍLOHA P XVIII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT A) 
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PŘÍLOHA P XIX: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT B)) 
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PŘÍLOHA P XX: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT B) 
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PŘÍLOHA P XXI: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT B) 
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PŘÍLOHA P XXII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT B) 
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PŘÍLOHA P XXIII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU VE SPOJENÍ 

S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT C) 
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PŘÍLOHA P XXIV: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT C) 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická  103 

 

PŘÍLOHA P XXV: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT C) 
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PŘÍLOHA P XXVI: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, ELUČNÍ GRADIENT C) 
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PŘÍLOHA P XXVII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, MOBILNÍ FÁZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA 

MRAVENČÍ) 
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PŘÍLOHA P XXVIII MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, MOBILNÍ FÁZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA 

MRAVENČÍ) 
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PŘÍLOHA P XXIX: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, MOBILNÍ FÁZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA 

MRAVENČÍ) 
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PŘÍLOHA P XXX: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU  

VE SPOJENÍ S UPLC 

(1 MG·L-1, MOBILNÍ FÁZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA 

MRAVENČÍ) 

 


