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ABSTRAKT

Tato diplomova price se zabyvd vybérem a optimalizaci analytické metody vhodné
pro stanoveni vybranych biogennich amint (putrescinu, histaminu, tyraminu a tryptaminu).
V ramci optimalizace a validace metody byla provddéna méteni, jak Cistych standardt, tak
standardli derivatizovanych dansylchloridem. Vysledkem téchto méteni bylo zjisténi, Ze
derivatizovand forma biogennich aminl je vhodnéjs$i pro stanoveni metodou ultraic¢inné
kapalinové chromatografie (UPLC) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (MS) jako

detektorem.

Nésledné byla metoda kapalinové chromatografie standemovou hmotnostné-
spektrometrickou detekci vyuzita ke stanoveni sledovanych biologicky aktivnich latek
ve vzorcich syru, ktery byl podroben skladovacimu experimentu. Ziskané vysledky byly

zpracovany a interpretovany v ramci této diplomové préce.

KliCova slova: biogenni aminy, ultrai¢innd kapalinovd chromatografie, tandemova

hmotnostni 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.

Keywords: Biogenic amines, Ultra High Performance Liquid Chromatography, tandem

mass spectrometry, derivatization, dansyl chloride
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UvVOD

Posledni dobou je vsouvislosti s Zivotnim prostiedim kladen dlraz
na monitorovani znecistujicich latek i ve velmi malych koncentracich. Mezi takové latky,
které se mohou v Zivotnim prostfedi béZné vyskytovat a jejich koncentrace je nizk4, ale
soucasn¢ tyto latky mohou mit toxické ucinky na Clovéka, patii nékteré biogenni aminy.
Biogenni aminy vznikaji c¢innosti rGznych mikroorganismti, které jsou schopny
dekarboxylovat volné aminokyseliny na biogenni aminy. S timto procesem se setkdvdme
¢asto u potravin, avSak z potravin i jinych zdroji biogenni aminy mohou piechizet
do Zivotniho prostiedi, kde by mohly naruSovat funkci pfirodnich ekosystémil. Proto
je dulezité vénovat pozornost analytickym metoddam, které jsou schopné detekovat
biogenni aminy jiz ve velmi malych koncentracich, aby bylo moZno ptrechod biogennich

aminta do zivotniho prostfedi monitorovat.

Biogenni aminy se mohou podilet na metabolickych procesech a vykazuji riizné
biologické tucCinky. Pro clovéka jsou nékteré biogenni aminy nepostradatelné, avSak
ve zvySenych koncentracich se mohou stit jedem. V lidském téle jsou biogenni aminy
metabolizovdny, ale u nékterych biogennich aminii (polyaminy) miiZe metabolizaci

dochdzet ke vzniku karcinogennich N-nitrosamin.

Pro stanoveni biogennich aminti v riznych matricich jsou vhodné rtizné analytické
metody. Jednou z nejpouzivanéjSich je vysokoucinnd kapalinovd chromatografie
s fluorescencni detekci. Dadle je moZzno vyuzit infracervenou spektroskopii nebo
elektromigracni metody jako izotachoforéza a kapildarni zonova elektroforéza. Lze vSak
také vyuzit také vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem jako detektorem (HPLC-MS/MS). Jedn4 se o univerzdlni a vysoce citlivou

metodu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOGENNI AMINY

Biogenni aminy Ize definovat jako nizkomolekularni dusikaté latky, bazické povahy,
odvozené od amoniaku, ve kterém mohou byt vodiky nahrazeny jinou funkéni skupinou

(alkylovou, arylovou) [1, 2].

Podle chemické struktury délime biogenni aminy do nékolika skupin [1, 2, 3]. Prvni
skupinou jsou alifatické biogenni aminy. K zdstupcim této skupiny se fadi putrescin,

kada\/ CI‘il’l, Spermil’l a Spermidil’l.

Obr. 1: Strukturni vzorec putrescinu

Dalsi skupinou jsou aromatické biogenni aminy, do niz lze zaradit zdstupce jako

tyramin a 2-fenylethylamin.

NH»

HO

Obr. 2: Strukturni vzorec tyraminu

Tteti skupina nese oznaceni heterocyklické biogenni aminy a mezi zastupce této

skupiny patii histamin, tryptamin a serotonin.
N
<]
HN NH,

Obr. 3: Strukturni vzorec histaminu

A posledni skupina polyaminy je zastupovdna biogennimi aminy jako spermidin,

spermin a putrescin.

H
N NH
HZN/\/\/ ~ > 'VM2

Obr. 4: Strukturni vzorec spermidinu
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1.1 Vznik biogennich amint

Biogenni aminy vznikaji dekarboxylaci aminokyselin, ke které dochdzi dvéma
riznymi zpusoby. Tim prvnim je aktivita enzymi (dekarboxylas), které se vyskytuji
pfirozen¢ v potravindch. Druhym a zdroven vyznamnéjsim zplsobem dekarboxylace je
pusobeni exogennich dekarboxylacnich enzymt, které jsou produkovany nékterymi

mikroorganismy [4, 9, 11].

Dekarboxylace probihd tak, Ze se =z aminokyseliny odbourd pomoci enzymu
(dekarboxylasy) a- karboxylova skupina za vzniku pfisluSného aminu a oxidu uhlicitého.
Obecnou reakci dekarboxylace aminokyseliny je moZno vidét na obrdzku 5. Timto
mechanismem vznikd napiiklad histamin z aminokyseliny histidinu, tyramin z tyrosinu

nebo kadaverin z lysinu [4].

bakterialni
dekarboxvlasa

R-CH -COOH — R-CH; -NH, + CO;
I
NH- biogenni amin

aminokyselina

Obr. 5: Dekarboxylace aminokyseliny na biogenni amin

Dalsim, ale mén¢ vyznamnym zpiisobem vzniku biogennich aminti je transaminace

aldehydt a ketonil [4].

Pro vznik biogennich amini je dulezité, aby byly splnény ndasledujici

podminky[1,2]:
a) dostupnost volnych aminokyseliny v substratu
b) pfitomnost mikroorganismi schopnych aminokyseliny v substritu dekarboxylovat

¢) optimalni podminky pro riist bakterii a aktivitu enzym?.

1.1.1 Vznik biogennich amini aktivitou mikroorganismu

Ke vzniku biogennich amini dekarboxylaci aminokyselin dochdzi za urcitych
podminek u Siroké Skaly mikroorganismi. Jsou to napiiklad rody Bacillus, Citrobacter,

Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseumonas, Shigella a Photobacterium a
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také bakterie mlécného kvaSeni, naptiklad Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus a
Streptococcus. Tyto mikroorganismy mohou dekarboxylovat jednu nebo vice aminokyselin
na piisluSny biogenni amin. Mezi vyznamné producenty biogenniho aminu histaminu
fadime mikroorganismy jako Morganella morgana, nékteré kmeny Klebsiella pneumoniae

a n¢kolik kment Hafnia alvei [2].

1.2 Vyznam biogennich amini

I pfesto, Ze se biogenni aminy vyskytuji pfirozené v rostlinnych pletivech a
zivoc¢iSnych tkéni, kde jsou potfebné pro celou tadu funkci, ve vysSich koncentracich

mohou byt toxické [4].

Biogenni aminy mohou byt vyuzivany jako zdroj dusiku, ale své uplatnéni nachdzi
zejména jako prekurzory pro syntézu hormont, alkaloidl, nukleovych kyselin a bilkovin.

Napiiklad vznik hormonu serotoninu z biogenniho aminu tryptaminu [4].

Biogenni aminy maji velky vyznam i1 ve funkci lidského t€la. Napiiklad histamin
slouzi jako lokdlni tkanovy hormon, ktery ma vliv na krevni tlak. Také se mtze podilet
na anafylaktickém Soku a alergickych reakcich. Putrescin méd za tkol stabilizaci
nukleovych kyselin, stabilizaci subceluldarnich struktur (ribosomt). Mimo lidské télo
pusobi jako rostlinny hormon. Z funkci tyraminu v lidském téle je moZno zminit jeho
vyuziti jako prekurzoru pro syntézu dopaminu, adrenalinu a nonadrenalinu a slouZi také
jako lokélni tkdnovy hormon. Ddle ma vliv na krevni tlak a na kontrakce hladkého
svalstva. Biologickym vyznamem biogenniho aminu tryptaminu je vliv na krevni tlak,

peristaltiku stfev a psychiku ¢lovéka [4].

1.3 Toxikologie biogennich amint

Za biogenni aminy, které mohou pusobit toxicky, mliZzeme povazovat putrescin,
kadaverin, tyramin, spermin, 2-fenylethylamin a histamin. K tém nejvice toxickym patii
aromatické biogenni aminy histamin a tyramin [2, 9]. Vyskyt nadmérného mnoZstvi
biogennich aminl v organismu se miiZe projevit napiiklad nevolnosti, dychacimi problémy,
busenim srdce, nepravidelnosti tepu, zarudnutim kiiZe, otoky a bolestmi hlavy [4, 11].

Toxické ucinky histaminu pro Clovéka spocivaji v interakci s receptory na bunécné

NP

membrané. Tim histamin zpisobi rozsifeni perifernich krevnich cév, kapilar a tepen.
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Dochédzi tak ke sniZeni krevniho tlaku, které zpiisobuje zdvraté a bolest hlavy. Dile
histamin vyskytujici se ve stievnim hladkém svalstvu zpiisobuje kiece v oblasti bfiSni
dutiny, zvraceni a prijem [3]. Histamin v lidském téle byva také pfiCinou alergické a
zénétlivé reakce. U alergickych reakci histamin zastdvd funkci antigenu, ktery situje
molekuly protilatek. Po uvolnéni histaminu do kiiZze dochdzi k jejimu rudnuti a tvorbé

podlitin [1,10].

Vev s

tzv. scombroid syndrom. K syndromu dochdzi po vstfebani histaminu z potravy
v gastrointestindlnim traktu. Nejcastéji spojované potraviny s timto syndromem jsou ryby
jako tunidk, makrela, treska a dalsi z ¢eledi Scombridae a Scomberesocidae. Ve 100g rybiho
masa se nachdzi obvykle méné nez 0,1 mg histaminu. Hranice koncentrace histaminu
pro vyvolani scombroid syndromu se pohybuje okolo 20-100 mg histaminu ve 100g rybiho
masa. Mezi pfiznaky syndromu patii otok rti nebo celého obliceje, prijem, bolesti hlavy,
nebo Castéji nizky krevni tlak. Scombroid syndrom je moZzno 1é¢it podanim antihistaminik

a aktivniho uhli [1, 10].

1.3.1 Detoxikace biogennich amini

Po poziti biogennich amint v potravé dochdzi v lidském organismu k jejich
detoxikaci. Prvnim krokem toxikokinetiky je absorpce biogennich aminti ve stievech. Déle
se pomoci vratnicové Zily dostdvaji biogenni aminy do jater, kde jsou metabolizovany bud’
konjugaci, nebo pomoci enzymli aminooxidas. V enzymatickych reakcich se uplatiuji
zejména enzymy jako monoaminoxidasa, diaminooxidasa a téZ enzym
histamin-N-methyltransferasa. Tyto enzymy pusobi katalyticky a zpiisobuji deaminaci
biogennich amint za vzniku aldehydu, kyselin, amoniaku nebo peroxidu vodiku. V krvi

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

Pokud je vSak piijem biogennich aminl v potravindch vysoky nebo Cloveék uziva
IéCiva inhibujici detoxikacni enzymy, mizZe se stit, Ze tyto aminy nejsou kompletné
detoxikovany, jejich koncentrace v krvi stoupd, a mohou se projevit jejich negativni

ucinky [4].

Negativni Gc¢inky biogennich aminil v organismu jsou ovliviiovdny mnoha faktory.

Vyznamnou roli hraje sniZzend aktivita enzymi monoaminooxidasy a diaminooxidasy.
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SniZeni aktivity enzymil byvad zptusobeno genetickou dispozici jedince, nékterymi 1€Civy

(antidepresiva) nebo alkoholem [4].

Polyaminy (putrescin, spermidin a spermin) jsou fazeny mezi méné toxické
biogenni aminy. Podléhaji vSak stejnym metabolickym procestim jako toxi¢téjsi biogenni
aminy, to mize vést ke zmén¢ metabolismu toxictéjsich biogennich amint. Dalsi hrozbou
u polyamini se sekunddrni aminoskupinou (spermin, spermidin) je moZny vznik
N-nitrosaminil reakci s kyselinou dusitou, ktery je naznacen na obrdzku 6. K této reakci

dochdzi pti metabolickych procesech v lidském téle [4, 10].

R R
— Hy0 \
NH + HNO; —m— /N—N=O
R R
amin se sekundarni N-nitrosamin

aminoskupinou

Obr. 6: Reakce biogenniho aminu s kyselinou dusi¢nou za vzniku N-nitrosamint

N-nitrosaminy jsou povazovany za nebezpecné latky s karcinogennim ucinkem

[4, 6, 43].

Toxickd ucinnost biogennich amini je stanovitelnd velmi tézce. Zavisi
na individudlnich parametrech kazdého organismu a na pfitomnosti jinych vySe zminénych
latek. Navrzeny byly limitni hodnoty 100 mg-kg"' a 2 mg1" u alkoholickych ndpoji.
Prokdzané toxické davky u tyraminu byly 100-800 mg-kg' a u fenylethylaminu
30 mg-1"' [1].

1.4 Vyskyt biogennich aminu

Biogenni aminy se mohou vyskytovat vSude tam, kde se vyskytuji bilkoviny a jejich
rozkladné produkty aminokyseliny rostlinného 1 ZivocisSného pivodu. Z téchto

aminokyselin pak zejména mikrobidlni pfeménou vznikaji biogenni aminy [4].

Vyskyt biogennich amint je sledovdn zejména v potravindch, které obsahuji velké
mnoZzstvi bilkovin, jako maso a mastné vyrobky. V masu se pfirozen¢ vyskytuji polyaminy
spermin a spermidin. Ostatni biogenni aminy mohou v masu vznikat béhem jeho

skladovani. V takovych piipadech se objevuji biogenni aminy jako tyramin, kadaverin,
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putescin a histamin. Koncentrace téchto biogennich amini mlze ve zkaZzeném masu

dosahovat hodnot az 60 mg-kg'1 [4, 51, 52].

U cCerstvého rybitho masa se vyskytuji biogenni aminy jako histamin v koncentraci
0-10 mg-kg" a tyramin v koncentraci 0-2 mg-kg™”. Diky tomu, Ze rybi svalovina obsahuje
velké mnoZstvi aminokyseliny histidinu, je predpokldddano, Ze za piitomnosti
mikroorganismt bude v rybi svaloviné nartistat koncentrace biogenniho aminu histaminu

[4, 10, 42, 51].

Biogenni aminy se vyskytuji také v mléce a mlé¢nych vyrobcich. Avsak u Cerstvého
mléka se koncentrace biogennich aminti pohybuje na velmi malé hodnot¢ okolo 1 mg-kg'l.
Kdezto u mlécnych vyrobki, u kterych probéhlo mlécné kvasSeni, se koncentrace
biogennich amind pohybuje na vyrazn¢ vyssich hodnotach. U jogurtii tyto hodnoty dosahuji
koncentrace 13 mg-kg' a u zrajicich syri 1000-2500 mg-kg™ (koncentrace biogennich
aminl jsou zdvislé na typu syri). V syrech se stejné jako v rybim mase vyskytuji nejvice

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

Biogenni aminy se v niZ$ich koncentracich vyskytuji taky v ovoci a zelening. Zde se

vyskytuji biogenni aminy jako tryptamin, tyramin a nonardenalin [4].

Ve vyrobcich, u kterych bylo ptfi vyrobnim procesu vyuZzito alkoholového kvaseni,
se nékdy vyskytuji zvySené koncentrace nékterych biogennich aminti. Ke zvySené produkci
biogennich aminli dochdzi tehdy, kdyZz se pfi procesu alkoholového kvaseni pomnoZzi
nezadouci mikrofléra produkujici ptislusné dekarboxylasy. U piva se objevuji biogenni
aminy jako napf. tyramin, histamin a kadaverin, u vina pak histamin, tyramin a nejcast&ji

detekovany putrescin. U vina Cerveného byly detekovany vysSsi koncentrace biogennich

amind neZ u vina bilého [4, 39, 48, 49, 51].

Diky snadnému vzniku pomoci relativné béZnych mikroorganisml ze substrath
zivociSnych a rostlinnych pivodi a ddle diky toxickym uc¢inkiim biogenni aminy
predstavuji zatéz pro Zzivotni prostiedi. Proto se nabizi tyto latky monitorovat nejen
v potravindch, ale i v celém Zivotnim prostfedi, zejména v oblastech, které mohou mit

dopad na lidské zdravi.

Jednim zcili price bylo také zhodnotit moZnosti vyskytu biogennich amint
ve vodach. V rdmci zpracovavani literarni reSerSe byl ale zjiStén nedostatek odbornych

praci na toto téma. Biogenni aminy se mohou ve vodich vyskytovat, pokud
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by mikroorganismy, majici dekarboxylasovou aktivitu, mély vhodné podminky pro jejich
tvorbu. Ve vodnim prostiedni povrchovych vod piisobi mnoho faktorti, diky nimz je vyskyt
téchto biologicky aktivnich latek minimalizovan. Vyskyt biogennich amint v pitné vod¢ je
vylou¢en diky tdpravam pitnych vod, které neumoZnuji vytvoreni podminek pro rist
patfi¢nych mikroorganismil. Z tohoto ditvodu neni v Ceské republice legislativa, kterd by

stanovovala limitni hodnoty pro vybrané biogenni aminy.

V biologickém stupni €iSténi odpadnich vod se mohou vyskytovat rody bakterii
schopné produkovat biogenni aminy. Je vSak nutné brit v dvahu, Ze voda v biologickém
stupni Cisténi obsahuje velké mnoZstvi riznych dusikatych latek a metabolickych produkti,
které mohou mezi sebou navzdjem interagovat. Proto nedochazi k ovlivnéni kvality
vycisténych vod, které jsou ndsledné vypoustény zpét do recipientu. Z tohoto divodu

nebylo dané téma vice rozvijeno.

1.5 Limity biogennich amini

O limitni koncentraci biogennich aminti hovoii vyhlaSka 305/2004 Sb., ktera
oznacuje druhy kontaminujicich a toxikologicky vyznamnych ltek a jejich ptipustné limity
v potravindch vydand Ministerstvem zdravotnictvi. V ptiloze této vyhldsky je pak
stanovena limitni hodnota pouze pro histamin v rybach a rybich vyrobcich na hodnotu PM
(piipustné mnoZstvi) 100 mg-kg'. U tohoto limitu je povoleno piekrodeni o 100% u dvou

vzorku z deviti [7].

Déle o limitnich koncentracich biogennich aminii hovoii Natizeni komise (ES)
¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny. Nafizeni komise (ES) se stejné
jako vyhlaska 305/2004 Sb. zabyva pouze biogennim aminem histaminem v produktech
z rybolovu. Ve smérnici jsou uvedeny limity, pldn odbéru vzorkli a analytické metody

pro stanoveni histaminu u dvou kategorii potravin [8].

U prvni kategorie ,Produkty rybolovu zdruhG ryb spojovanych s vysokym
mnoZzstvim histidinu®, do které patii druhy ryb ¢eledi Scombridae, Clupeidae, Engraulidae,
Coryfenidae, Pomatomidae, Scombresosidae, je uveden plan vzorkovani, ve kterém m4 byt
odebrano devét vzorkl. Dva z téchto vzorkil podle smérnice nesmi pievySovat limit 100
mg-kg" histaminu nebo nesmi leZet mezi hodnotami 100 — 200 mg-kg" histaminu.

Soutastné 74dny z téchto vzorkd nesmi obsahovat vice jak 200 mg-kg' histaminu.
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Smérnice ddle urcuje jako referencni analytickou metodu pro stanoveni biogennich amint

vysokoucinnou kapalinou chromatografii (HPLC) s UV-VIS nebo FLD detekei [8].

U druhé kategorie zminéné ve smérnici s ndzvem ,,Produkty rybolovu, které byly
oSetfeny enzymatickym zrdnim v ldku, vyrobené z druht ryb, spojovanych s vysokym
mnoZstvim histidinu je uveden stejny pldn vzorkovéni jako u ptedchozi skupiny. Limity
koncentrace histaminu se vSak u této skupiny liSi. Dva z deviti vzork nesmi pievySovat
limit 200 mg-kg" histaminu a nesmi leZet mezi 200 mg-kg' a 400 mg-kg' a Zadny
ze vzorki nesmi pfevySovat koncentraci 400 mg-kg™ histaminu. Jako referenéni analytickd
metoda pro stanoveni histaminu je jako v pfedchozim piipadé¢ uvedena vysokoucinna

kapalinova chromatografie (HPLC) [8].
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2 ANALYZA BIOGENNICH AMINU

Biogenni aminy lze stanovit Sirokou Skdlou analytickych metod jako napiiklad
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s hmotnostné-spektrometrickym detektorem,
infraCervenou spektroskopii, plynovou chromatografii, tenkovrstvou chromatografii,
kapildrni zénovou elektroforézou, izotachoforézou a ninhydrinovou detekci (AAA 400,
Ingos, Praha). Nasledujici kapitoly se zabyvaji prvnimi dvéma zminénymi metodami [2, 3,

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

2.1 Uprava vzorki p¥ed analjzou

Biogenni aminy jsou sledovdny zejména v rtiznych typech potravin, popt. ndpojl.
Povaha matrice tedy urCuje zptisob odbéru, Upravy a skladovani vzorku pfed konecnou
analyzou. Obecné lze fici, Ze pfi analyzdch biogennich aminii v potravinich je nutné
reprezentativn¢ odebrany vzorek nejprve homogenizovat a potom provést nasleduji kroky,

jako je lyofilizace, vicendsobnd extrakce, zakoncentrovani a popft. derivatizace.

Jednou z potravin, ve které se sleduji koncentrace biogennich amint, jsou Cerstvé ryby.
Aby byla analyza divéryhodnd, je tfeba dbat zejména na cerstvost vybranych ryb.
Odebrané vzorky ryb se museji uchovavat vledu a béhem 1 az 6 hodin transportovat
do laboratofe k analyze. Rybi svalovina musi byt vyfiznuta sterilnim noZem, aby nedoslo
k jeji kontaminaci. Reprezentativni rybi tkan je nasledné¢ rozfezdna na malé kousky a
homogenizovdna. K takto pfipravené suspenzi je piiddano extrak¢éni cinidlo (kyselina
trichloroctovd, kyselina chlorovodikovd) a smés homogenizovdna michdnim nebo
ultrazvukem. Nasleduje centrifugace, po které je supernatant dekantovan. Zbytek
sedimentu po centrifugaci je podroben vicendsobné extrakci s danym extrakénim Cinidlem.
Spojené extrakty obsahujici biogenni aminy jsou derivatizovdny. Tim se rozumi prevedeni
analyzované latky pomoci chemické reakce na latku s lepSimi vlastnostmi pro stanoveni.
Tato Uprava extraktu obsahujici biogenni aminy se provadi pro zvySeni citlivosti metody
nebo pro stanoveni sledovaného analytu vybranym detektorem. Derivatizace muze taktéz
zvysit rozliSeni pfi separaci, popiipad€ ji lze vyuZzit pro potlaeni nezadouci sorpce

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

Ptikladem derivatiza¢niho Cinidla pro biogenni aminy je dansylchlorid, ktery reaguje

s primarnimi aminoskupinami biogennich amint. Extrakt s extrakénim Ccinidlem je
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derivatizovan pfiddnim hydrogenuhli¢inatu sodného, hydroxidu sodného a dansylchloridu
(roztok dansylchloridu v acetonu). Roztok je michdn 45 minut pii 45 °C ve tmé&. Po té se
nechd vychladnout na pokojovou teplotu a je pfidan hydroxid amonny pro neutralizaci
piebytecného dansylchloridu. Na zavér se do roztoku ptida aceton. DalSim derivatizatnim
¢inidlem biogennich aminii je benzoylchlorid, ktery je vyuZivan zejména pii stanoveni
polyamint. Prvnim krokem pii derivatizaci benzoylchloridem je alkalizace extraktu
pfiddnim roztoku hydroxidu sodného, poté je pfiddn benzoylchlorid (roztok
benzoylchloridu v acetonitrilu) a vzorek je upraven sonikaci. Pfebyte¢ny benzoylchlorid je
odstranén piidavkem roztoku chloridu sodného. Derivatizované polyaminy jsou dale
extrahovany do diethyletheru, odpafeny v dusikové atmosféie a zbytek po odpafeni je
rozpu$tén v methanolu. Nésleduje analyza vzorku pomoci kapalinové chromatografie
s hmotnostnim detektorem. Pfi stanoveni biogennich amint fluescencnim detektorem se
jako derivatiza¢niho Cinidla vyuziva 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl karbaméatu

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

Pfi sledovani biogennich amini v syrech jsou vzorky homogenizoviny a
lyofilizovany s néslednou extrakci. V tomto ptipad¢ byvd vyuZivan roztok kyseliny
chloristé (extrakéni €inidlo). Derivatizace mliZe byt provedena napiiklad dansylchloridem

postupem zminénym vyse [9, 47].

U ndpojt, které byly vyrobeny alkoholovym kvasenim, jako naptiklad vino nebo pivo,
postaci vzorky pro analyzu upravit pouze filtraci ptfes nylonovy filtr (0,45 um). Poptipade
u ¢erveného vina, kde se vyskytuji vyssi koncentrace biogennich amind, je vzorek nafedén.
Vzorky je mozné i derivatizovat napiiklad dansylchloridem nebo pomoci CNBF (4-Chloro-
3,5-dinitrobenzotrifluorid). Prvni krok derivatizace pomoci CNBF spocivd v pfidani
H3;BO3;—Na,B407; pufru (pH 9.5) k prefiltrovanému vzorku ndpoje obsahujici biogenni
aminy. Dale je ke smési pfidan roztok CNBF v methanolu. Takto pfipraveny roztok se
nechd reagovat 30 minut pii teplot¢ 60 °C . Poté se kroztoku piidd kyselina

chlorovodikova, kterd zastavi derivatizacni reakci. Na zavér se roztok pfefiltruje.[41, 48,

49].

Biogenni aminy je moZno stanovovat také v moci. Odebrany vzorek je nutno
analyzovat do 24 hodin po odbéru. Pfed analyzou se dané vzorky uchovavaji pfi teploté
od-70 °C do -80 °C. Zde je tfeba zabranit oxidaci katecholovych skupin pfidanim

kyseliny trichloroctové. Poté je ke vzorku pfiddn 1-aminoheptan, ktery slouzi jako vnitini
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standard. Vzorek moci se zcentrifuguje a supernatant je piefiltrovan pies PTFE filtr
(0,2 um). Na zavér se vzorek fedi roztokem octanu amonného pro dpravu na vhodné pH

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

Biogenni aminy Ize stanovovat i v majonézach a tatarskych omackach. U takovychto
produktli je vzorek pro analyzu pfipraven ndsledujicim zptsobem. Ke vzorku se pfida
kyselina trichloroctovd a smés je ponechdna den pii 4 °C, aby doSlo k oddéleni fazi.
Nasledné se fdze obsahujici kyselinu trichloroctovou a rozpu$téné biogenni aminy
centrifuguje. Tento krok je vhodné opakovat 2x. K odstiedéné fazi (s kyselinou
trichloroctovou) je pfiddn nasyceny vodny roztok Na,COs;, acetonitril a dansylchlorid
rozpustény v acetonu. Upravovany vzorek se umisti do vodni 14zné¢ o teploté 40 °C
na jednu hodinu. Piebytecny dansylchlorid je odstranén roztokem glutamdtu sodného.
Sm¢és se opét ponechd po dobu jedné hodiny v temperované vodni 1azni (40 °C). Néasleduje
ochlazeni (20 °C), pfida se ethylester kyseliny octové a sledované analyty jsou extrahovéany
do organické faze. Po extrakci je koncentrace upravena methanolem. Béhem celé upravy

vzorku je velmi dileZité jeho dikladné promichdvéni, a to ve vSech krocich tdpravy [45].

2.2 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC — High Preformance Liquid
Chromatography) patii mezi separacni analytické metody. K rozdéleni slozek dochdzi
tehdy, kdyZ je vzorek unaSen mobilni fazi analytickou kolonou. Podstatou separace je
distribuce slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. U kapalinové chromatografie je
mobilni fazi kapalina, kterd protékd kolonou obsahujici staciondrni nepohyblivou fézi.
Za distribuci slozek mezi mobilni a staciondrni fazi jsou zodpovédné fyzikalni a chemické
pochody (naptiklad adsorpce, iontovd vyména a chemickd afinina), které plisobi mezi
rozpusténymi latkami a obéma fazemi. Vysledkem ptisobeni téchto pochodu je rozdéleni
jednotlivych  slozek vzorku pfi prachodu kolonou. Vysokod¢innd kapalinova
chromatografie je vyuzivdna na stanoveni netékavych nebo madlo tékavych latek. Déle
nachdzi vyuziti pro analyzu termicky méné¢ stabilnich ltek a mtliZe byt vyuzita ke stanoveni
jak poléarnich, tak i nepolarnich latek. Tuto analytickou metodu lze vyuZit ke stanoveni

biogennich amini [12, 13, 21, 46].

Pfi vysokouc¢inné kapalinové chromatografii jsou zaznamendvany retencni

charakteristiky jako retencni Cas tg. Reten¢ni Cas tg je doba od néstiiku vzorku
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do zaznamendani elucni kfivky detektorem. tgr vypovida a kvalitativnim charakteru latky a

1ze jej vyjadtit podle vztahu (1) [13, 21].
tp =t +1t', [min] (1)
Kde je t, mrtvy retencni Cas a t’g redukovany reten¢ni cas.

Miru separace dvou ruznych latek lze v chromatografickém systému vyjadfit
rozliSenim R ;. Rozliseni Ize vyjadfit vztahem (2) [13, 21].
to, —t
R,=2- ZR2RL )
’ W =W,
Cilem separace je rozdélit dvé latky co nejlépe v pfijatelné dobé trvani analyzy.
Neni tedy nutné dosahnout co nejvétsiho rozliSeni, ale v mnoha piipadech postaci rozliSeni

Ri2= 1,5, kdy dochazi k prekryti dvou sousednich peakti z 0,1%.

Rozlifeni Ize zvétsit zvysenim selektivity, kapacity nebo téinnosti kolony. Uginnost
je ovlivnéna délkou kolony, rychlosti mobilni faze, velikosti sorbetu nebo zménou teploty.
Faktor selektivity je moZno ovlivnit zménou staciondrni a mobilni faze nebo zménou
rychlosti pratoku mobilni faze. MnoZstvi staciondrni faze v kolon¢€, zména stacionarni nebo

mobilni faze, gradientova eluce popt. zména teploty ovliviiuje kapacitni faktor [13, 21].

Kapalinovy chromatograf je sloZen ze zdsobnikii mobilni faze, sméSovacim
zafizenim, degaserem, Cerpadlem, ddvkovacim zafizenim, kolonou a detektorem (viz
obrdzek 7). Mobilni faze je pii stanoveni biogennich aminti nejcastéji kyselina mravenci,
kyselina octovd methanol, acetonitril a voda. Mobilni fize je Cerpdna do sméSovaciho
zafizeni, které umoZziiuje ménit pomér rozpoustédel v pribé¢hu analyzy, pak mluvime
o gradientové eluci, a pokud pomér rozpoustédel zistava stejny po celou dobu analyzy,
jednd se o eluci isokratickou. Vyhodou gradientové eluce je lepsi rozliSeni peakd.
Konstantni pritok mobilni faze je zajistén cerpadlem mobilni faze. Toto Cerpadlo pracuje
pii tlacich az 40 MPa a musi byt z inertniho materidlu. Nejcastéji pouZivand Cerpadla jsou

pistova nebo membranova [10, 12, 13, 21, 22, 33].
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Obr. 7: Schéma kapalinového chromatografu [22]

Dévkovani vzorku do kapalinového chromatografu probihd v injektoru. Vzorek je
mozno ddavkovat pomoci Sesticestného kohoutu (viz obrizek 8) nebo pomoci

automatickych déavkovacu [12, 22].

PLNENI SMYCKY NASTRIK

KOLONA PUMPA KOLONA

VIOREK ODPAD VZOREK ODPAD

Obr. &: gesticestn)’/ davkovaci kohout [22]

Vzorek spole¢né s mobilni fazi pak prochdzi analytickou kolonou, jiZz miZe
predchdzet predkolona. Tato obsahuje stejnou staciondrni fazi jako kolona a zabraiuje
vnikdni mechanickych necistot a latek, které se ireverzibilné¢ vdZou na danou stacionarni
fazi. Pfedkolona prodluzuje Zivotnost kolony. Kolony pouzivané v HPLC (UPLC) se lis{

s w2z

délkou, primérem a velikosti ¢dstic. T€lo kolony musi byt z inertntho materidlu (nerez,
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sklo nebo kompozit). Kolony by mély byt odolné velkym tlakiim a vnitini povrch plasté
kolony musi byt dostatecné hladky. Staciondrni fazi jsou poldrni sorbenty (silikagel,
alumina, stacionarni fize chemicky zakotvené na inertnim nosici) €i nepolarni sorbety
(chemicky vazané faze). Velikost ¢astic se pohybuje nejcastéji od 1,0 pm az po 5,0 um a
vnitini pramér kolon se pohybuje v rozmezi od 2,1 mm po 5,0 mm. Pro stanoveni
biogennich aminti se pouzivaji nejcastéji kolony obsahujici hydrofobni oktadecylové (C18)
fetézce, piipadné¢ modifikované oktadecylové (C18) tetézce o velikosti Castic 1,7 um
az 5 um. Mezi analytické kolony, na kterych mohou byt vybrané biogenni aminy
separovany, patii naptiklad: Synergi Hydro (250 x 4,0 mm, Sum), Phenomenex; Acclaim
Mixed Mode WCX (150 x 2,1 mm, 3um) Dionex, kolona ACQUITY UPLC BEH Shield
RP18 (2,1 x150 mm, 1,7um) Waters a dalsi. Schématické zndzornéni analytické kolony je

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

koncova hlavice  porézni kovowa frita

l kovowy plast’
s ; e
T stacionarnd faze 4
ochranny krouZek wstup pro kapilaru

-
se droubem

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

Zékladni typy chromatografickych systémii délime na systémy s pouzitim normalni

faze a systémy s pouZzitim reverzni faze.

Chromatografie na normdlnich fazich je zaloZena na adsorpci a desorpci analyth
na polédrnéjsich staciondrnich fazich s pouZitim méné polarni mobilni faze. Stacionérni fazi
u chromatografie na normadlni fazi byva silikagel chemicky modifikovany polarnimi
skupinami. Jako modifikatory jsou zde pouzity napiiklad propinaminové, kyanpropylové,
diolové, hydroxylové nebo silanové skupiny. Déle se jako staciondrni faze vyuziva
samotny silikagel nebo oxid hlinity (alumina), ktery se uplatiiuje v separaci nenasycenych,
nasycenych a polyaromatickych uhlovodikti. Chromatografie na normadlnich fazich se
vyuzivd k separaci poldrnich latek. Jako mobilni faze se zde vyuZivd organickych
rozpoustédel jako hexan, propanol a ethylether Dnes je vyuzivdna spiSe vyjimecné [21,

24].
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Bé&Zn¢ vyuzivanym zpisobem je chromatografie na reverznich neboli obricenych
fazich, kde mobilni faze je polarnéjsi nez staciondrni faze. Staciondrni faze byva tvorena
chemicky upravenymi nosi¢i vyrobenymi z oxidu kfemicitého nebo porézniho grafitu.
Nejcastéji se ale pouziva chemicky upraveny silikagel, na ktery jsou navazany hydrofobni
oktadecylové (C18) a oktanové (C8) fetézce. Jako mobilni faze se vyuzivd smés vody a
organickych rozpoustédel, jako naptiklad acetonitril, methanol nebo tetrahydrofuran. Timto
zpusobem je mozno separovat siln¢ nepoldrni, stfedné poldrni a polarni latky [18, 21, 24,

40, 46].

K detekci separovanych analytl, undSenych mobilni fazi, se pouZivaji rizné druhy
detektorti, napiiklad hmotnostni detektor, fotometricky detektor, fluorescenc¢ni detektor,

refraktometricky detektor, vodivostni detektor a elektrochemicky detektor [21, 24].

Biogenni aminy stanovované pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se
nejcastéji  detekuji  pomoci:  hmotnostné-spektrometrického  detektoru,  déle
spektrofotometrického detektoru v oblasti UV-VIS nebo je moZzné pro analyzu biogennich

aminl vyuZzit fluorimetricky detektor [15, 25, 26, 40].

Mezi nejpouzivanéjsi detektory ve spojeni s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii patii spektrofotometricky detektor v oblasti UV-VIS. Princip tohoto
detektoru je zaloZen na interpretaci zmén, které nastavaji v molekuldch pii absorpci zafeni
v rozmezi vinovych délek od 190 do 800 nm. K vyhodnoceni velikosti absorpce slouZzi

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

Fluorimetricky detektor patii mezi velmi selektivni a citlivé detektory. Poskytuje
odezvu pouze pro latky vykazujici fluorescenci. Pii analyze biogennich amint je tfeba
pro tuto metodu derivatizace. Detekovana latka v cele detektoru absorbuje ultrafialové
budici (excitacni) zéfeni, jehoZ pohlcend energie se zCasti vyzaii (emituje) ve formé
fluorescencniho zafeni o niz$i energii (vySSi vlnové délce) neZ md excitani zafeni.
Emitované zafeni dopadd na fotoelektricky nédsobi¢, ktery poskytuje proud imérny toku
emitovaného fluorescen¢nicho zafeni a koncentraci detekované latky v cele detektoru [10,

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

Jedna se o analytickou metodu, ve které dochdzi k separaci molekulovych iontl a
fragmentll analyzované latky, které vznikly ionizaci molekul. K separaci dochazi vlivem
rozdilné efektivni hmotnosti ionizovanych ¢astic, kterou znac¢ime m/z, kde m je hmotnost a
zndboj fragmentu. Hmotnostni spektrometry pracuji ve ctyfech zdkladnich krocich.
Nejprve je tfeba prevést vzorek do plynného stavu. DalSim krokem je ionizace molekul
vzorku v plynné fazi. Dale hmotnostni spektrometr rozd€li ionty podle efektivni hmotnosti

m/z. Na zavér jsou jednotlivé ionty detekovany [27].

Prvni dva kroky v hmotnostnim spektrometru zajist'uje iontovy zdroj. Jeho tikolem
je prevést analyt do plynné fiaze a ionizovat, piipadné fragmentovat molekuly analytu.
Metod ionizace vzorku existuje celd fada a volba konkrétni metody se odviji od vlastnosti
latky jako je jeji tékavost, tepelnd stabilita nebo molekulovd hmotnost. Mezi metody
ionizace, které se pouzivaji ve spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie a
hmotnostniho  spektrometru, jsou ionizace -elektrosprejem, chemickd ionizace
za atmosférického tlaku a fotoionizace za atmosférického tlaku. Pro analyzu biogennich
aminl je mozno pouZzit vSechny tfi vySe zminéné ionizacni techniky, avSak nejvice se

pouZzivé ionizace elektrosprejem pro jeji Setrnost a cenovou dostupnost [11, 27, 28].

Ionizace elektrosprejem je velmi Setrnd ionizacni technika. K fragmentaci ionta
pfi tomto typu ionizace dochdzi jen mdlo. Metoda je také vhodnd pro peptidy, proteiny,
sacharidy a nukleové kyseliny. Princip metody spo¢ivd ve vedeni rozpusSténého analytu
kovovou kapildrou, na kterou je vloZeno napéti az 5 kV. U usti kapildry vznikaji pomoci
zmlZujiciho plynu rozpraSené kapky analytu, které nesou na svém povrchu velké mnoZstvi
naboji. Po odpafeni rozpoustédla dochdzi k zvétSeni hustoty povrchového ndboje
na analytu. Pii dosaZeni kritické hodnoty dochdzi k rozpadu na jest€¢ mensi kapicky.
Pti rozpadu dochazi i k rozdéleni pivodnich naboji. Tento jev se nazyvd Coulombicka
exploze. Tento proces se opakuje a vede az kuvolnéni iontl analytu. Poté dochdzi
k transportu vzniklych iontd analytu z oblasti atmosférického tlaku, kde dochazi k ionizaci,
do oblasti vakua a hmotnostniho analyzatoru. Schéma ionizace elektrosprejem je

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

Dalsi ionizacni technikou, kterou lze vyuZit ve spojeni s vysokouc¢innou
kapalinovou chromatografii a hmotnostnim spektrometrem, je chemicka ionizace
za atmosférického tlaku. Jednd se o mirn¢ tvrdsi ioniza¢ni techniku ve srovnani s ionizaci
elektrosprejem. Proces chemické ionizace za atmosférického tlaku probiha tak, Ze eluat je
na konci kapildry zmlZen do vyhtivané zony. Na vybojovou jehlu je vloZzeno vysoké napéti
(3-4 kV), ¢imZ vznika koronovy vyboj. Tento vyboj ionizuje molekuly mobilni faze, které
jsou ve velkém prebytku. Ionizované molekuly mobilni fdze ndsledné ion-molekuldrnimi
reakcemi ionizuji molekuly analytu. Vzniklé ionty jsou ndsledné¢ usmérnény elektrodami
do analyzdtoru. Protiproud suSictho plynu (dusik) slouzi krozbiti piipadnych
nekovalentnich klastri. Schéma chemické ionizace za atmosférického tlaku je zndzornéno

na obrazku 11 [28, 38].
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Obr. 11: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku [28]

Tieti ionizacni technikou, kterou lze vyuzit ve spojeni vysokoucinné kapalinové
chromatografie a hmotnostniho detektoru, je fotoionizace za atmosférického tlaku. Jako

zdroj UV zafeni pro ionizaci se zde vyuziva kryptonova vybojka s energii fotona 10 eV.
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Tato energie postaci k ionizaci nepolarnich organickych molekul analytu, ale neni dost
velkd, aby doSlo kionizaci mobilni faze (metanol, acetonitril, voda) nebo vzdusného
kysliku. Dochazi tak k selektivni ionizaci analytu a mobilni faze ionizovdna neni.
Fotoionizace za atmosférického tlaku lze vyuzit pro ionizaci velmi nepolarnich nebo

labilnich slouc€enin a jeji schéma je zobrazeno na obriazku 12 [28].

Wstup eluatu
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Obr. 12: Fotoionizace za atmosférického tlaku [28]

Dalsim krokem analyzy je rozdéleni iontii podle efektivnich hmotnosti (pomér m/z)
v hmotnostnim analyzdtoru. Hmotnostni analyzitor pracuje vZdy za vysokého vakua.
K separaci ionti dochdzi na zdkladé rdznych fyzikdlnich principi. Casto pouZivané
hmotnostni analyzdtory pfi stanovovani biogennich aminii ve spojeni s vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii jsou kvadrupdly, iontové pasti a analyzatory doby letu (TOF —

Time Of Flight) [29].

Kvadrupdlovy hmotnostni analyzétor je oblibeny pro svou jednoduchost a nizké
pofizovaci ndklady. Da se vyuzit jak ve spojeni s plynovou, tak 1 kapalinovou
chromatografii. Kvadrupélovy hmotnostni analyzator pracuje tak, Ze na Ctyfi stejné kovové
tyCe je vloZeno vysokofrekvencni napéti. Na dvé protilehlé tyCe je vloZzeno kladné
stejnosmérné napéti a na zbyvajici dvé je vloZeno zdporné stejnosmérné napéti.
Analyzovany ion je pfiveden do stfedu osy kvadrupdlu a zacne oscilovat. V dany Casovy
okamzik pro urcity pomér amplitudy V a napéti U jsou oscilace stabilni pouze pro ion
s ur¢itou hodnotou m/z, ktery proleti kvadrupélem a dostane se na detektor, vSechny ostatni

ionty jsou zachyceny na ty¢ich kvadrupdlu. Plynulou zménou hodnot stejnosmérného
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napéni U a amplitudy V jsou postupné propoustény na detektor vSechny ionty.
Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator je tedy mozno povazovat za hmotnostni filtr. Princip

funkce kvadrupdlu je zndzornén na obrazku 13 [29, 30].

Deteltor

Ton se stabilni oscilaci Z'

I Zdroj stiidaveého a

@ stejnosmérného napéti

Obr. 13: Kvadrupdélovy hmotnostni analyzétor [30]

Pfi kvantitativni analyze se da vyuZit trojit¢ho kvadrupdlu. Jednd se tandemovou
MS/MS analyzu, pfi které jsou spojené tfi kvadrupdly za sebou. Stiedni kvadrupdl Q2
slouZi jako kolizni cela se zavedenym koliznim plynem, ktery zplisobuje kolizni excitaci
vybranych iontii kvadrupdlovym analyzitorem Q1 a jejich naslednou fragmentaci. Vzniklé
fragmenty jsou analyzovdny pomoci Q3. Znédzornéni funkce trojit¢ho kvadrupdlu je

zobrazeno na obrazku 14 [29].
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Obr. 14: Nazorné schéma funkce trojitého kvadrup6lu

Déle kvadrupdlovy analyzdtor nachazi wuplatnéni jako soucdst hybridnich

hmotnostnich spektrometri, kde ma funkci filtru pro vybér pozadovaného iontu [29, 53].

3D Iontova past se skladd se z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod.
Na tyto elektrody je vloZeno napéti, jednd se tedy o trojrozmérnou verzi kvadrupdlu.

Do iontové pasti jsou kratkym napétovym pulzem pfivedeny analyzované ionty. Vhodnymi
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poméry napéti vloZeného na kruhovou a dvé koncové elektrody jsou ionty zadrZeny uvnitt

pasti. Pfi zméné napéti jsou ionty podle m/z ziontové pasti vypuzovany vystupnim

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

Prstencova
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elektroda

otvor

\ It
- ot

!
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_——" otvor

Uzeméni / .
- Pomocne
1 napéti
Primarni
napéti

Obr. 15: Schéma 3D iontové pasti [29]

v

Analyzéator doby letu méfi dobu letu ionti potfebnou pro prekondni urcité drahy.

Analyzované ionty jsou urychleny napétovym pulsem do letové trubice. lonty pak leti

takovou rychlosti, kterd odpovida jejich poméru m/z. Ionty poté dopadaji na detektor

v rizném case. lonty, které maji mensi hodnotu m/z, se o stejné kinetické energii pohybuji

rychleji, dostanou se tedy difve na detektor. Cas od urychleni iontu pulsem po dopadu

na detektor se pohybuje fddové v ns az ps. Princip funkce hmotnostniho analyzatoru doby

letu je znazornén na obrazku 16 [29, 43, 50].

Zdroj
pulsi

/
T = Letova trubice Detektor

:f' | Zdroj Ionti

Obr. 16: Hmotnostni analyzator doby letu (TOF) [29]
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Tab. 1: Srovndni hmotnostnich analyzdtorii: kvadrupolu (Q), iontové pasti (IT) a

analyzdtoru doby letu (TOF) [29]

. | RozliSovaci Spravnost m/z rozsah Linearni
Hmotnostnl | schopnost | P (horni limit) | RYEMIOSt | gunamicky |  Cena
analyzator [ppm] [Hz]
[*10%] [*107] rozsah
Q 3-5 nizka 2-3 2-10 105 - 10° nizka
IT 4-20 nizka 4-6 2-10 10 - 1098 stfedni
TOF 10 -60 1-5 10-20 10-50 104-10° stfedni

Pro analyzu biogennich amina se nabizi pouzit tandemovy hmotnostni analyzator
(MS/MS) s trojitym kvadrupdlem (QgQ), na kterém je moZno analyzovat biogenni aminy
jako kadaverin, histamin, fenylethylamin, putrescin, spermin, spermidin, tyramin a

tryptamin [10].

Posledni soucdsti hmotnostniho spektrometru je detektor, ktery poskytuje
analogovy signdl imérny poctu dopadajicich iontl. Detektory délime do dvou zdkladnich
skupin. Do prvni skupiny patii detektory pro piima méfeni jako Faradayova klec nebo
fotograficka deska. Tyto detektory se v souCasné dob€ nevyuzivaji. Do druhé skupiny patii
detektory nasobicové, které jsou velmi Casto vyuzivany. Nasobicové detektory vyuzivaji
efekt ndsobeni elektront uvolnénych z prvni konverzni dynody po dopadu iontl. Jejich
citlivost je velmi vysokd, jsou schopny poskytnout signdl i pro jednotlivé ionty. Mezi
nasobicové detektory patii elektronovy nédsobic, elektronovy ndsobic€ s polem a fotondsobic

[31].

Pokud bychom chtéli srovnat jednotlivé hmotnostni analyzdtory, vhodnym
ukazatelem pro srovndni miiZze byt mez detekce (LOD - limit of detection) a mez
stanovitelnosti (LOQ - limit of quantification). Mez detekce odpovidd koncentraci,
pro kterou je analyticky signdl statisticky vyznamé odlisny od Sumu. Podle uzance se mez
detekce vyjadiuje jako trojndsobek Sumu zdkladni linie. Zatimco mez stanovitelnosti
odpovidd koncentraci, pfi které je piesnost stanoveni takovd, Ze dovoluje kvantitativni
vyhodnoceni a je vyjadfena jako desetindsobek Sumu zakladni linie. Nasledujici tabulka

(tab. 2) zobrazuje srovnani LOD a LOQ u tfech typti hmotnostnich analyzétort pro vybrané

analyty [11, 33, 43].
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Tab. 2: Srovndni hmotnostnich analyzdtorii podle meze detekce a stanovitelnosti.

Autor | Typ hmotnostniho analyzazoru LOD LOQ
Ran Liu Hybridni analyzétor 0,02 ng-l'l—PUT 0,07 ng1"-PUT
[43] kvadrupdl — analyzator doby
letu
Yong Li Trojity kvadrupdl 0,24 pg'1"-TRYP | 0,94 pug:I"-TRYP
[11] 0,15 ug'I"-PUT | 0,61 ug-l"-PUT
0,64 pg'I''-HIM | 1,51 pgI'-HIM
0,08 ug'1"-TYR | 0,33 ug:I'-TYR
Fabio Hybridni analyztor 0,30 pg'I'-“TRYP | 1,00 pgI'-TRYP
Gosetti QTrap (kvadrupdl- iontova 0,8 pug:1"'-PUT 2,8 pg-l'l—PUT
[33] past) 1,40 ug-I'-HIM | 4,80 pg-I"'-HIM
0,80 pg'1"-TYR | 2,50 pug:I"-TYR
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE
Cilem prace bylo:
e Zpracovani literarni reSerSe vyskytu a analyzy biogennich amint

e Optimalizace a validace metody UPLC-MS/MS pro biogenni aminy histamin
(HIM), putrescin (PUT), tyramin (TYR) a tryptamin (TRYP).

¢ Analyza redlnych vzorkt a jejich vyhodnoceni

e Zhodnoceni vysledki a pfinosu prace



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

4 POUZITE PRISTROJE A CHEMIKALIE

4.1 UPLC/MS/MS systém pro analyzu
Hmotnostni spektrometr API 2000 od firmy AB Sciex, USA
Kapalinovy chromatograf Dionex ultimate 3000, Némecko

Analytickd kolona s pfedkolonou ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 (3 x 50 mm, 1,8 pm),
Agilent Technologies, USA

4.2 Software pouzity pro zpracovani a prezentaci dat
Analyst® Software - AB Sciex, USA

Microsoft Office 2010 (Word, Excel)

4.3 Chemikalie
Kyselina chlorista 70-72% pro analyzu 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 mravenéi 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 Realné vzorky

Derivatizace a upravy redlnych vzorkl pro stanoveni vybranych biogennich amint

pfed analyzou byly provadény na ustavu Technologie Potravin.

Jako redlny vzorek byl pouzit syr holandského typu. Jednalo se o syr
s nizkodohtivanou syfeninou, ve kterém se obsah suSiny rovnal 50 %. Vzorkovani bylo
provedeno z celé hmoty syra. Vzorky byly odebirdny v rtiznych Casovych intervalech,
jednalo se o 3-—mé&sicni skladovaci experiment. Prvni odbér probéhl 1. den po vyrobé
(po prokysani syrti) oznaCen 1AI1S. Dalsi odbér byl proveden 28. den znacen 1A2S
(po mésici zrani). Treti odbér probéhl 56. den znafen 1A3S (po 2 mésicich zréni) a

posledni vzorek byl odebran 84. den znacen 1A4S (po tiech mésicich zrani).

Syry zrdly ve zraci komote pii 1212 °C, zabaleny byly do komercni smrstitelné

folie.

Derivatizace putrescinu, histaminu, tryptaminu a tyraminu a uprava vzorku byla
provddéna nésledujicim zpisobem. 1 g rozmélnéného vzorku po lyofilizaci byl
nckolikastupniové extrahovan 0,6 M HCIO,. Z pfefiltrovaného extraktu byl odpipetovan
1 ml do derivatiza¢ni nadobky spolu se 100 ul vnitintho standardu (1,7-heptandiamin,
o koncentraci 500 mg-1"). Déle byl pfidan 1,5 ml karbamdtového pufru (pH 11,0-11,1),
2ml &erstvé piipraveného roztoku dansylchloridu o koncentraci 5 g1 v acetonu.
Nasledovalo tfepani v temnu po dobu 20 hodin. Po té€ se ke smési pfidalo 200 pl roztoku
prolinu a po protiepani (1 hodinu) byly pifiddiny 3 ml heptanu. Smés byla rucné
protiepavdna (3 minuty). 1 ml heptanové vrstvy byl odpipetovdan do vialky a odpafen
pii teploté 60 °C do sucha pod proudem dusiku. Suchy odparek byl rozpustén v 1,5 ml
acetonitrilu. Takto upravené vzorky byly skladovany pii -8 °C aZz do jejich analyzy.

Pted vlastni analyzou byly vzorky 25-krat natedény.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Optimalizace hmotnostni detekce pro vybrané biogenni
aminy

Pfed analyzou redlnych vzorkl, bylo nutné parametry hmotnostniho spektrometru
vhodné nastavit — optimalizovat. Vybrané biogenni aminy lze analyzovat v derivatizované
¢i nederivatizované podobé¢. V nasledujicim experimentu byly vyzkouseny a porovnany ob¢

varianty.

Standardy derivatizovanych biogennich amint byly pfipraveny v acetonitrilu a 0,1%
kyseliné mravenci v poméru 1:1. Vzorky 1-12 byly derivatizovany dansylchloridem. Takto
upravené standardy biogennich amint (tryptaminu, tyraminu, histaminu, putrescinu) byly
aplikovany do hmotnostniho spektrometru. Pfi optimalizaci zdkladniho nastaveni
hmotnostniho spektrometru byl vyuzit pouze jeden ze tii kvadrupdlii. Vzorky se davkovaly
pifimo do hmotnostniho spektrometru. Pritok byl u vSech vzorki stejny a to 3 ul-min'l.

V tabulce 3 jsou zaznamendny podminky, pfi kterych byla analyza jednotlivych biogennich

aminQ provadéna.

Tab. 3: Optimalizace nastaveni hmotnostniho detektoru pro analyzu jednotlivych

biogennich aminu derivatizovanych dansylchloridem

Ion Decluste-

¢islo | biogenni koncentra- | Curtain | Spay | ring Poten- | Polarita
vzorku amin Zkratka | ce [mg-1"'] gas Voltage cial 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 analyzovanych biogennich aminu a derivatizovanych

biogennich aminii

molekulova

hmotnost

Latka zkratka [g mol'l]
Histamin HIM 111,15
HIM + dnsl 344,44
HIM + dns2 577,73
Putrescin PUT 88,15
PUT + dnsl1 321,44
PUT + dns2 554,74
Tyramin TYM 137,18
TYM + dnsl 370,47
TYM + dns2 603,77
Tryptamin TRYP 160,22
TRYP + dnsl 393,51
TRYP + dns2 626,8

V tabulce 4 je zobrazen piehled molekulovych hmotnosti jednotlivych biogennich amini a

biogennich amint po derivatizaci. K vybranym biogennim aminiim se pii derivatizaci mtize

pfipojit jeden (dnsl) ¢i dva (dns2) dansylchloridy a tomu také odpovidda molekulova

hmotnost.
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Obr. 17: Hmotnostni spektrum tryptaminu derivatizovaného dansylchloridem

-1 e e .
(koncentrace 5 mg-1", pozitivni ionizace)
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Na obrazku 17. je zobrazeno hmotnostni spektrum vzorku derivatizovaného tryptaminu
(vzorek ¢.1). Pii této detekci bylo vyuZito pozitivni ionizace. Ve spektru je patrny
molekulovy iont pii 394,2 m/z. Tento iont ma vSak malou intenzitu. Vétsi intenzita byla
zaznamendna pro hmotu 144,1 m/z, kterd pravdépodobné patii dcefinému iontu, jehoz

struktura je zndzornéna taktéz na obrazku 19.
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Obr. 18: Hmotnostni spektrum tryptaminu derivatizovaného dansylchloridem

(koncentrace 5 mg-1"', negativni ionizace)

Hmotnostni spektrum na obrdazku 18 je také spektrum derivatizovaného tryptaminu.
Podminky této analyzy se liSi od predchoziho ptfipadu v polarit€¢ ionizace, kterd byla
zménéna na negativni. Molekulovy iont 392,0 m/z odpovidé derivatizovanému tryptaminu.
Tento iont ma priblizn€ stejnou intenzitu jak pfi pozitivni, tak pfi negativni ionizaci. Dalsi

vyznamnou hmotou ve spektru je hmota 248,9 m/z, kterd mliZze odpovidat fragmentu.
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LGH.

intensity, cps

Obr. 19: Hmotnostni spektrum histaminu derivatizovaného dansylchloridem
(koncentrace 5 mg'l'l, pozitivni ionizace)

Pii analyze vzorku €. 4 nejvétSi intenzity, pii pozitivni ionizaci, dosahoval
molekulovy iont 578,0 m/z — derivatizovany histamin s dvémi navdzanymi dansylchloridy.
Diéle je ve spektru patrny molekulovy iont 345,4 m/z, coz je také derivatizovany histamin,
ale pouze s jednim navdzanym dansylchloridem. Hmota 170,2 m/z patii dcefinému iontu —

fragment dansylchloridu. Hmotnostni spektrum je zobrazeno na obrazku 19.
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Obr. 20: Hmotnostni spektrum histaminu derivatizovaného dansylchloridem

(koncentrace 5 mg-1"', negativni ionizace)

Po zméné polarity ionizace u vzorku histaminu na negativni se hmotnostni
spektrum vyrazné zménilo. Molekulové ionty charakteristické pro derivatizovany histamin
(343,0 m/z a 576,5 m/z) m¢ly vyrazné sniZzenou intenzitu. Zaroven jsou v tomto spektru

patrné dcefiné ionty 234,3 m/z a 250,0 m/z. Jejich struktura je vyznacena na obrazku 20.

U vzorku 7 se na hmotnostnim spektrum, jak mizeme vidét na obrazku 21, objevily
tii vyznamné hmoty. Nevétsi intenzitu dosahoval molekulovy iont pii 504,4 m/z, ktery
odpovidal tyraminu s dvémi navdzanymi dansylchloridy. O poznidni mens$i intenzitu
vykazovala hmota 370,2 m/z odpovidajici tyraminu s navdzanym pouze jednim

dansylchloridem. Pii 170,3 m/z je vidét signdl dcefiného iontu.
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Obr. 21: Hmotnostni spektrum tyraminu derivatizovaného dansylchloridem

(koncentrace 5 mg-1"", pozitivni ionizace)
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Obr. 22: Hmotnostni spektrum tyraminu derivatizovaného dansylchloridem

(koncentrace 5 mg-1"', negativni ionizace)

Analyza vzorku 8 (derivatizovany tyramin) se liSila od pfedchozi analyzy zménou

polarity ionizace na negativni. Na spektru (viz obrazek 22) se objevil jeden vyznamny

molekulovy iont 501,9 m/z, coz odpovida sledovanému standardu. Avsak i pies to, Ze tento

molekulovy iont mé¢l v rdmci spektra velkou intenzitu, tak pfi pozitivni ionizaci byla jeho

Vv,

intenzita vyssi.

Hmota 249,0 m/z odpovida dcefinému iontu derivatizovaného tyraminu.
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Obr. 23: Hmotnostni spektrum putrescinu derivatizovaného dansylchloridem

(koncentrace 5 mg-1"", pozitivni ionizace)

U vzorku 10 (obrazek 23), patii nejintenzivnéjsi signdl molekulovému iontu
555,3 m/z, coz je dvojité derivatizovany putrescin. Spektrum déle obsahuje i molekulovy

iont putrescinu s jednim navdzanym dansylchloridem — 353,5 m/z a dcefiné ionty.
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Obr. 24: Hmotnostni spektrum putrescinu derivatizovaného dansylchloridem
(koncentrace 5 mg-1"', negativni ionizace)

Pfi negativni ionizaci derivatizovaného putrescinu (¢. 11) obsahovalo spektrum

(obrazek 24) vice hmot neZ u pozitivni ionizace. Molekulovy iont s nejvétsi intenzitou

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

vykazoval niZs{ intenzitu nez pfi pozitivni ionizaci.

Obecné lze tvrdit, Ze se pro analyzu sledovanych biogennich aminti hodi spiSe
pozitivni ionizace. Pfi pozitivni ionizaci dosahovaly intenzity molekulovych iontll vyssich

intenzit a dochazelo mén¢ k fragmentaci téchto molekul.

Tab. 5: Srovnadni intenzit odezvy (csp) pri analyze derivatizovanych biogennich aminit o

dvou riiznych koncentracich

Intenzita csp
(counts per second)

C1 Co
Litka | zkratka | m/z | 1mgl' | 5mgl’
Histamin | HIM | 578,0 | 4,0.10* | 6,0.10°
Tyramin | TYM | 6044 | 13.10° | 8,5.10°
Tryptamin| TRYP | 392,0 | 1,5.10* | 7,8.10
Putrescin | PUT | 555,3 | 6,0.10* | 3,5.10°
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V tabulce 5 miZeme vidét rozdil intenzity pfi ruznych koncentracich u ctyf
derivatizovanych biogennich amint. Byly testovany dvé koncentrace — 1 mg-1" a 5 mg-1"".
Na zdklad¢ vysledki této zkousky muzeme tvrdit, Ze koncentrace je tedy piimo Umérna

intenzité a peaku.

Pro srovndni byly hmotnostnim spektrometrem analyzovadny i vzorky obsahujici
nederivatizované biogenni aminy. Nastaveni podminek analyzy u kaZzdého biogenniho

aminu bylo optimalizovano a je zaznamendno v tabulce 6.

Tab. 6: Optimalizace nastaveni hmotnostniho detektoru pro analyzu jednotlivych

biogennich aminu, které nebyly derivatizovdny

Ion
¢islo | biogenni koncentrace | Curtain | Spay |Declustering | Polarita
vzorku amin Zkratka | [mg-1"] gas Voltage | Potencial |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 -
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Obr. 25: Hmotnostni spektrum nederivatizovaného histaminu

-1 e e .
(koncentrace 5 mg:1", pozitivni ionizace)
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Na obrazku 25 vidime hmotnostni spektrum vzorku, ktery obsahoval histamin.
Pfi této analyze bylo pouZito pozitivni ionizace. Molekulovy iont histaminu (111,1 m/z)

dosahuje velmi malé intenzity oproti ostatnim hmotam ve spektru.
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Obr. 26: Hmotnostni spektrum nederivatizovaného histaminu

-1 e e
(koncentrace 5 mg-1", negativni ionizace)

Obdobny vysledek byl u nederivatizovaného histaminu dosazen i pfi negativni

ionizaci. Na spektru histaminu (obrazek 26), je vidét niZsi intenzita molekulového iontu —

109,1 m/z nez v piedchozim ptipadé.

Po proméfeni ostatnich nederivatizovanych biogennich aminid bylo zjiSténo,
Ze intenzity sledovanych molekulovych iontli ve spektrech nejsou pfili§ vyznamné jak

pro pozitivni, tak pro negativni ionizaci, viz ptilohy.

Srovndnim derivatizovanych a nederivatizovanych spekter danych biogennich
amind je ziejmé, Ze derivatizované molekulové ionty maji vyssi intenzitu. Mazeme tedy
tvrdit, Ze derivatizace vybranych biogennich aminl vyrazné zvySuje citlivost metody a

vysledky analyzy jsou vice reprezentativni.

Dal$sim krokem byla optimalizace hmotnostniho spektrometru MS/MS moédu.
U kazdého z vybranych biogennich aminli byla stanovena pomoci MS analyzy hmota
matecného iontu pomoci software Analyst, ktery pro MS/MS analyzu vybral
reprezentativni hmoty dcefinych iontu (fragmentl), nastavil optimdlni napéti ionizace a

dekrlasteracni potencidl. S t€émito hodnotami jsou vybrané biogenni aminy ndsledné
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analyzovany pomoci MS/MS. Hmoty mate¢nych a dcefinych iontii vybranych analytii jsou

zobrazeny v tabulce 7.

Tab. 7: Hmoty matecnych a dcerinych iontu vybranych biogennich aminut pro MS/MS

analyzu

Vybrany analyt

Matec¢ny lont
[Da]

Dcefiny iont
[Da]

Putrescin

555,288

170,2

169,7

168,3

Histamin

578,241

170,1

169,2

154,2

Tyramin

604,247

170,1

171,1

155,2

Tryptamin

394,205

144,2

130,1

170,2

5.2 Optimalizace kapalinové chromatografie s tandemovou

hmotnostni detekci

Pfi spojeni kapalinového chromatografu

s hmotnostnim detektorem je nutné

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

vybér mobilni fize a prib¢h gradientové eluce. Tyto parametry mohou mit vyznamny vliv

na intenzitu a tvar peaku vysledného zaznamu. Proto je tieba najit takové hodnoty téchto

parametrd, aby zdznam analyzy vybranych biogennich aminu byl co nejreprezentativnéjsi.

5.2.1 Optimalizace teploty iontového zdroje

Teplota iontového zdroje miiZe mit na zdznam MS/MS analyzy velky vliv. Bylo

vyzkouseno nékolik nastaveni pro kazdy vybrany biogenni amin. Intenzity peakl

pro vybrané biogenni aminy v zdvislosti na teploté jsou zobrazeny v tabulce 8. V piipad¢

nevhodné¢ zvolené teploty miiZze dochazet k nedostatecné ionizaci ¢i k tepelnému rozkladu

sledovanych latek jiz ve zdroji.
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Tab. 8: Porovnani intenzity signdlu odezvy LC-MS/MS p¥i ruznych teplotdch ionizace pro

vybrané biogenni aminy

Vybrany biogenni | Intenzita signalu pfi | Intenzita signélu pii | Intenzita signdlu pfi
amin 450 °C 470 °C 480 °C
csp csp csp
Putrescin 1330 1433 1940
Histamin 2080 4000 3560
Tyramin 1050 2000 1690
Tryptamin 1500 3260 3180

Z tabulky 8 je patrné, Ze zvySeni teploty iontového zdroje prospiva intenzité signilu
pii MS/MS analyze vybranych biogennich aminu (LC-MS/MS chromatogramy jsou
uvedeny v pfiloze). U histaminu, tyraminu a tryptaminu byla optimdlni teplota iontového
zdroje 470 °C. U putrescinu se optimdlni teplota iontového zdroje rovnala az 480 °C.
Jelikoz vSechny Ctyfi vybrané analyty byly analyzovany soucastné, bylo tieba zvolit
optimdlni teplotu na zdkladé¢ kompromisu. Proto byla zvolena pro soucastné stanoveni

470 °C.

5.2.2 Optimalizace teploty analytické kolony

Chromatografickou analyzu vyznamné ovliviiuje teplota kolony, velky vliv ma jak
na separaci latek, tak na celkovy charakter chromatografického zdznamu. Je tedy diilezité
najit optimélni teplotu kolony, pii které by byla smés vybranych biogennich amint
dostatecné rozdélena na jednotlivé frakce, a soucasné docilit co nejvéEtsi intenzitu odezvy
pro kazdou frakci. U vybranych biogennich aminu byly testovany Ctyfi riizné teploty

analytické kolony. Retencni Casy a intenzity peakil jsou zaznamendny v tabulce 9.
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Tab. 9: Intenzita a retencni ¢as chromatografického zdznamu u vybranych biogennich

aminit v zdvislosti na zmené teploty

Koncent-

race Teplota | Reten¢ni | Intenzi-

c kolony cas ta pea-

Analyt [mg- 1'1] [°C] [min] | 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

Nejreprezentativngj$i chromatograficky zdznam byl dosazen u putrescinu a
tryptaminu pii 35 °C. U histaminu bylo teplotni optimum o 5 °C menSi neZ u ptedchozich
dvou. Oproti tomu tyramin mél teplotni optimum pti 20 °C. Pokud bychom stanovovali
vybrané biogenni aminy soucasné, je tfeba navrhnout takovou teplotu kolony, kterd bude
kompromisem mezi vedenymi optimy. V naSem piipad¢ by teplota kolony pro stanoveni

vSech vybranych biogennich aminu byla 30 °C.

5.2.3 Optimalizace elu¢niho gradientu

Stejné jako pfedchozi parametry md i gradient eluce vliv na chromatograficky
zédznam. Pribéh elu¢niho gradientu mize ovlivnit jak reten¢ni Cas, tak i tvar a intenzitu
peaku. V naSem piipadé byla jako mobilni faze pro analyzu vybranych biogennich amint
pouzita voda (A Zlutd) ve smeési s acetonitrilem (B zelend). Pomér téchto latek a prubéh

gradientu je zobrazen v nésledujicich tabulkdch a grafech.
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5.2.3.1 Gradinent A

100+

T T T T 1
a0 20 Lo 60 a0 100 120 153

Obr. 27: Pribéh eluéniho gradientu A

Tab. 10: Pribeh elucniho gradientu varianta A

Cas Pratok Acenotintril Voda pro HPLC
[min] [ml- min'l] B 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

T T T
oo 20 o &0 a0 100 120 153

Obr. 28: Pribéh elucniho gradientu B



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

51

Tab. 11: Pribéh elucniho gradientu B

Cas Pratok Acenotintril | Voda pro HPLC
[min] | [ml-min"] B 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
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Obr. 29: Pribéh elucniho gradientu C

Tab. 12: Priibéh elucniho gradientu varianta C

Cas Pritok Acenotintril | Voda pro HPLC
[min] | [ml-min"] B 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: Zavislost retencniho casu a intenzity peaku na typu gradientu

Biogenni amin o Typ gradientu Retenéni ¢as Intenzita peaku
koncentraci 1 mg-l'1 [min] 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 vidime porovnéni tfech typt elucnich gradientl. Z tabulky je patrné,
Ze u biogennich aminil putrescinu, tyraminu a tryptaminu je nejvyhodnéjsi pro analyzu
pouzit elu¢ni gradient C, pii kterém maji peaky nejvetSi intenzitu (viz pfiloha).
U Histaminu se ukdzalo, Ze pro jeho analyzu je vyhodné&j$i pouZzit gradient typu A,
pfi kterém dosahovala intenzita peaku 8053 csp. Jako nejméné vhodny typ gradientu se
jevil typ B, peaky u vSech Ctyf biogennich amina jsou velmi nereprezentativni a jejich
intenzita slabd (viz ptilohy). Pro soucasné stanoveni vybranych biogennich amint se nabizi
pouzit elu¢ni gradient C. I kdyZ histamin pfi gradientu C nevykazoval tak dobré vlastnosti

jako pfi gradientu A, elucni gradient typu C se jevi jako reprezentativni i pro histamin.

5.2.4 Volba vhodné mobilni faze

Zvoleni vhodné mobilni faze ve spojeni LC-MS popt. LC-MS/MS je velmi dulezité
vzhledem k ionizaci sledovanych analytii. V nasem piipad¢ byly vyzkouSeny dvé mobilni
faze. Prvni z nich byla acenotintril a voda a jako druhd byla pouZita mobilni faze acetonitril
a 0,1 % kyselina mravenci. Piidavek kyseliny mravenc¢i do mobilni faze by mohl zlepsit

ionizacni vlastnosti u hmotnostni detekce.
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Tab. 14: Srovnani retencniho casu a intenzity peaku dvou mobilnich fdzi u vybranych

analytit
Mobilni faze: acetonitril a voda acetonitril a 0,1 % kyselina
mravenci
Vybrany analyt | Retencni ¢as | Intenzita peaku | Retencni ¢as | Intenzita peaku
[min] csp [min] 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, Ze doSlo zménou mobilni faze z acenotitrilu a vody na
acetonitril a 0,1 % kyselinu mravenci k vyraznému zlepSeni intenzity peaku u putrescinu,
tyraminu a tryptaminu. Oproti tomu u histaminu doSlo zménou mobilni faze o vyrazné
zhorSeni intenzity peaku. Avsak jak u histaminu, tak i u putrescinu, tryptaminu a tyraminu
s pouzitou mobilni fazi acetonitril a 0,1 % kyselina mraven¢i byly vSechny peaky
dostate¢né intenzivni (viz piiloha). Proto byla pro analyzu smési téchto vybranych

biogennich aminil jako mobilni fize zvolena varianta acetonitril a 0,1 % kyselina mravenci.

5.3 Optimalizace podminek stanoveni smési vybranych

biogennich amint

Pro stanoveni vSech Ctyf biogennich amint soucasn¢ bylo tfeba nastavit v softwaru
Analyst hmoty mate¢nych iontll a jejich fragmentl pro vSechny analyty. Od kaZzdého

matec¢ného iontu byl vybrdn pouze jeden nejvyraznéjsi fragment. V tabulce 15 jsou

zaznamendny vybrané prechody matecnych a dcefinych iontli od patiicnych analyta.

Tab. 15: Hmoty matecnych a dcerinych iontit sledovanych pri UPLC-MS/MS

Vybrany analyt | Matecny lont Dcefiny iont
[Da] [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 smé&si vybranych biogennich aminti (Koncentrace

standardu 2 mg-1"")

Na obrazku 30 je zobrazen LC-MS/MS chromatogram sme¢si biogennich amin
putrescinu (T, = 2,44 min), histaminu (T, = 2,78 min), tyraminu (T, = 3,65 min), a
tryptaminu (T; = 1,88 min). Pod souhrnnym zobrazenim vSech peaktli je zobrazen kazdy
peak zvlast. Z obrazku je patrné, Ze pti pouZziti MS/MS detekce, neni nutné separovat latky

do ruznych reten¢nich casi, jelikoz detektor analyzuje ionty o riznych hmotnostech zvlast.
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5.4 Analyza realnych vzorki

Pro stanoveni redlnych vzorkl, v nichz byl sledovan vyskyt histaminu, putrescinu,
tyraminu a tryptaminu, bylo nutné nejprve provést kalibraci pro kazdy z vybranych analyti.
Na jejich zdkladé¢ se vyhodnotily koncentrace biogennich aminu v danych redlnych

vzorcich

5.4.1 Kalibrace

Pro kalibraci byla pouZita smés standardi vybranych biogennich aminti. Pro vysoky
rozptyl koncentraci vybranych biogennich amini v redlnych vzorcich byly vytvoieny
kalibrace dvé€. Prvni kalibrace — Kalibrace A obsahovala smésné standardy v rozmezi
koncentraci 0,025 az 0,5 mg-l'1 (viz obrazek 31). Druhd kalibrace — Kalibrace B byla
zaméfena na vy$$i koncentrace a kalibraéni roztoky byly v rozmezi 1 az 4 mgl’
(viz obrazek 32.). Kalibrace byla méfena metodou UPLC-MS/MS, stejné¢ jako redlné

vzorky.

12000 -

10000 - y =22773x- 1,9908

R® =0,9936

:

y =21743x - 321,16
R’ = 0,9998

Plocha peaku A
(o))

:

y = 9487x + 38,187
R =0,9844

2000
y = 3874,7x- 27,031
R’ = 09874
0
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500

Koncentrace [mg-1 1]

—l— Putrescin —@— Histamin & Tyramin Tryptamin

Obr. 31: Kalibra¢ni pfimky A (koncentrace vybranych biogennich amini: 0,025
mg1"; 0,05 mg1"; 0,1 mg1™; 0,25 mg1" a 0,5 mg1™")
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Koncentrace [mg: l’l]
‘ —l— Putrescin —@— Histamin ¢ Tyramin Tryptamin ‘
Obr. 32: Kalibra¢ni pfimky B (koncentrace vybranych biogennich amint:
-1 -1 -1 -1
I mgl;2mgl ;3mgl a4 mgl)
Obsah sledovanych analyti byl stanoven pomoci rovnic linedrnich regresi
kalibracnich kitivek.

Dilezitymi parametry pii validaci metody je ureni meze detekce (LOD) a

stanovitelnosti (LOQ).

Mez detekce a stanovitelnosti byla ur¢ena z linie Sumu, kde mez detekce je tiikrat

vetsi neZ uroven Sumu a mez stanovitelnosti pfevysSuje linii Sumu desetkrit. Linie Sumu
v v . ., . . . o . -1

byla odetena ze spektra smési vybranych biogennich amint o koncentraci 0,05 mg-1" a

byla urcena na 6,7 csp. Hodnoty LOD a LOQ byly vypocteny ze vztaht (3) a (4).

LoD=—"23 3)
H/s

LO0=—5"110 4)
Hl/s

Kde c je koncentrace analytu, s je drovenl Sumu a H je troven signdlu analytu.
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Tab. 16: Mez detekce a stanovitelnosti u vybranych biogennich aminii

Vybrany LOD LOQ
biogenni amin [pgl'] (ngl™]
Putrescin 27,53 91,78
Histamin 5,289 17,63
Tyramin 3,107 10,36
Tryptamin 8,855 29,52

5.4.2 Analyza reilného vzorku

Odbéry vzork byly provadény v raznych intervalech, pfi¢emZ byla sledovana

koncentrace biogennich aminl v zdvislosti na stdif syru. Ve Ctyfech riznych ¢asech 1 den

po prokysani syru, 28. den, 56 den a 84 den. Kazdy ze vzorka byl dvakrit extrahovan

(extrakce A a B) a dvakrét derivatizovan (derivatizace X a Y). Od kazdého odbéru byly

analyzovany Ctyfi vzorky.

Tab. 16: Analyza putrescinu ve vzorku syru

Koncentrace
vypoctend z
Oznaceni | Plocha Peaku | Plocha Peaku | Plocha Peaku Primér rovnice lin.
vzorku Ay A; Aj ploch peakt regrese
A prim C lin
(nastiik 1) (nastiik 2) (nastiik 3) [mgol'l]
1AX 285 256 224 255 0,073
1AY 99 120 141 120 0,038
1BX 304 409 253 322 0,090
1BY 74 103 107 95 0,031
28 A X 54 91 70 72 0,025
28AY 99 54 41 65 0,024
28 B X 132 99 128 120 0,038
28BY 66 25 33 41 0,018
56 AX 87 249 277 204 0,060
56 AY 318 372 364 351 0,098
56 BX 277 185 273 245 0,070
56BY 236 198 265 233 0,067
84 AX 62 58 46 55 0,021
84AY 219 223 275 239 0,069
84 B X 58 54 41 51 0,020
84BY 37 66 46 50 0,020
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Koncentrace putrescinu byla vyhodnocena z kalibrace A. Z vysledkd, které 1ze vidét
v tabulce 16 je patrné, Ze putrescin se ve vzorcich vyskytoval ve velmi malém mnoZstvi.
Jeho koncentrace se pohybuje nad limitem detekce, ale nedosahuje limitu kvantifikace.

MiZeme tedy tvrdit, Ze putrescin se ve vzorcich objevuje v mnozstvi, které nelze pouZzitou

metodou presné stanovit.

Tab. 17: Analyza histaminu ve vzorku syru

Koncentrace

Primér | vypoctend z

Oznaceni | Plocha Peaku | Plocha Peaku | Plocha Peaku ploch rovnice lin.

vzorku Ay A, As peakl regrese
A pram C lin
(ndstiik 1) (ndstiik 2) (ndstiik 3) [mg-1"]

1AX 260 169 184 204 0,024
1AY 87 116 41 81 0,019
1BX 70 124 105 100 0,019
IBY 58 41 17 39 0,017
28A X 12 70 74 52 0,017
28AY 87 37 79 68 0,018
28BX 74 83 31 63 0,018
28BY 70 62 29 54 0,017
56 AX 17 8 8 11 0,015
S6 AY 46 58 12 39 0,017
56 BX 37 46 66 50 0,017
S6BY 50 66 74 63 0,018
84 AX 41 58 12 37 0,016
84AY 50 83 74 69 0,018
84 B X 25 58 46 43 0,017
84BY 29 41 8 26 0,016

U biogenniho aminu histaminu byla koncentrace stejné¢ jako u putrescinu

vyhodnocena z kalibrace A o menSich koncentracich. Limit kvantifikace u histaminu je

roven 17,63 mg-1'. A jak se miZeme presvédéit v tabulce 17, hladina koncentrace

histaminu drzi na stejné trovni, a to zhruba okolo limitu kvantifikace.
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Tab. 18: Analyza tyraminu ve vzorku syru

Koncentrace
Oznaceni Plocha Plocha Plocha Primér | vypoctend z Skute¢na
vzorku Peaku Peaku Peaku ploch rovnice lin. | Koncentrace
A, A, Aj peaki regrese vzorku
A pram C lin C real

(ndstiik 1) | (ndsttik 2) (ndstiik 3) [mg-1"'] [mg-1"']

1AX 149000 250000 236000 211667 5,42 135,43
1AY 25300 22700 26200 24733 1,09 27,15
28A X 15900 29400 32700 26000 1,14 28,55
28AY 19900 21700 23400 21667 0,95 23,79
56 AX 32600 93400 81900 69300 1,36 34,06
S6 AY 95000 112000 105000 104000 2,35 58,77

84 AX

45100

46300

50300

47233

2,07

51,86

84AY

63000

66500

61200

63567

2,79

29,79

koncetrace [mg.l'l]

140

120

g

80 1

20

|l

den 1.

den 84.

den 28. den 56.

Obr. 33: Zména koncentrace tyraminu v ¢ase u vzorkl syru
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U tyraminu bylo pro vyhodnoceni koncentrace pouZito kalibrace B. Z tabulky 18
muzeme vycist, Ze aZ na n¢kolik anomadlii (1 A X, 28 B X, 56 B Y a 84 A Y) koncentrace
tyraminu v ¢ase rostla a ustélila se zhruba na koncentraci 50 mg-1". ZvySené koncentrace
u tfech uvedenych vzork mohly byt zptisobeny vnéjsi kontaminaci zanesenou do vzorku
béhem dupravy. Proto bylo vhodné tyto hodnoty vyloucit pomoci Grubsova testu pro
vylouceni odlehlych hodnot. Grafické srovnani zmény koncentraci tyraminu v Case je
zobrazeno na obrazku 33. Pro vylouceni odlehlych odnot byl pouZit Grubslv test.

Testovaci krytérium T bylo vypocteno podle vztahu (5).

=
T =

®)

s
Kde T je testovaci kritérium pro Grubsiv test, s smérodatnd odchylka, x pramér a

X; nameérena hodnota.

Tab. 19: Vylouceni odlehlych odnot pomoci Grubsova testu

prameér
Koncentrace | koncentraci | smérodatna
Délka Vzorku ¢ C prum odchylka | Kritérium
zrani syru [mg-l'l] [mg-l'l] S T

1354 1,725

27,2 50,4 493 0,472

1. den 24,7 0,521
14,4 0,731

28,5 0,655

23,8 55,2 40,7 0,772

28. den 124,5 1,703
43,9 0,276

34,1 1,034

58,8 59.4 245 0,026

56. den 45,7 0,560
99,1 1,690

51,9 0,536

29,8 46,6 9.8 1,716

84. den 54,5 0,805
50,4 0,391

Pokud porovndme vypoctené kritérium T u vSech vzorkl v tabulce 19. s kritickou
hodnotou Ta0,05= 1,689 (kritickd hodnota s hladinou vyznamnosti 0,05% pro 4 métené
hodnoty), je patrné, Ze Ctyfi vyznacené hodnoty (vzorky 1AX, 28BX, 56BY a 84AY) tuto

kritickou hodnotu ptesahuji. Tyto hodnoty byly vylouceny a grubstv test byl opakovan.
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Tab. 20: Overeni vylouceni odlehlych odnot pomoci Grubsova testu

Koncentrace | pramér smerodatna
Délka Vzorku | koncentraci odchylka Kritérium
zrani C C pram S T
syru [mg-1"] [mg-1"]
27,15 0,919
1. den 24,74 22.1 5.5 0,480
14,38 1,403
28,55 0,413
28. den 23,79 32,1 8.6 0,967
43,95 1,378
34,06 1,202
56. den 58,77 46,2 10.1 1,245
45,67 0,053
51,86 53 17 0,262
84. den 54,49 ’ ’ 1,288
50,43 1,102

Pokud opét porovndme vypoctené kritérium T u vSech vzorkd i v tabulce 20.

s kritickou hodnotou Toyggs= 1,412 (kritickd hodnota s hladinou vyznamnosti 0,05 % pro 3

meéfené hodnoty), zjistime, Ze Zadnd hodnota toto kritérium nepfevySuje. MiiZzeme tedy

tvrdit, Ze v souboru po vylouceni vzorkii 1 A X, 28 B X, 56 B'Y a 84 A Y neni zddna

odlehla hodnota. Grafické znazornéni méteni po vylouceni odlehlych hodnot je zobrazeno

na obrazku 34.
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Obr. 34: Zména koncentrace tyraminu v ¢ase u vzorki syru po vylouceni

odlehlych hodnot

Z obrazku 36. je také patrno, Ze koncentrace tyraminu v ¢ase rostla. Prvni den se jeho

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

mirné vzrostla a pohybovala se v rozmezi od 23,79 mg-l'1 do 43,95 mg-1" a pozdgji 56.

vzrostla a7 na rozsah od 34,06 mg-1" aZ po 58,77 mg-1"". P¥i poslednim odb&ru 84. den se

koncentrace opét mim& zvysila a pohybovala se v intervalu od 50,43 mgl"’

do 54,49 mg-1"". Uprava a odbéry vzorku byly provadény nékolikrit vedle sebe, bylo zde

nékolik krokd, u kterych mohlo dojit k odchylkdm, coZ je patrné diivod mirného kolisdni

naméfenych hodnot koncentrace tyraminu.
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Tab. 20: Analyza tryptaminu ve vzorku syru

Koncentrace

Primér | vypoctend z

Oznaceni | Plocha Peaku | Plocha Peaku | Plocha Peaku ploch rovnice lin.

vzorku A As Az peaku regrese
A prim C lin
(néstiik 1) (néstiik 2) (nésttik 3) [mg-1"]

1AX 41 37 17 32 0,017
1AY 17 12 12 14 0,015
1BX 37 12 26 25 0,016
IBY 12 4 4 7 0,015
28 A X 4 29 21 18 0,016
28AY 33 21 21 25 0,016
28 B X 17 25 25 22 0,016
28BY 37 4 0 14 0,015
56 AX 4 17 12 11 0,015
S6 AY 4 21 37 21 0,016
56 B X 25 17 37 26 0,017
56 BY 17 66 33 39 0,018
84 AX 12 17 21 17 0,016
84AY 12 21 8 14 0,015
84 B X 8 17 4 10 0,015
84BY 8 12 4 8 0,015

U biogenniho aminu tryptaminu byla pro vyhodnoceni koncentrace opét pouZita

kalibrace A. Stanovend koncentrace tryptaminu byla nizkd — nepfevySovala limit

kvantifikace (0,030 mg-1"). Piitomnost tryptaminu byla potvrzena (tabulka 19), avsak jeho

koncentrace nebylo mozné presné stanovit.
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ZAVER

Cilem této prace bylo optimalizovat metodu UPLC-MS/MS pro analyzu biogennich
aminll putrescinu, histaminu, tyraminu a tryptaminu. Pro analyzu byl pouZit hmotnostni
spektrometr API 2000 od firmy AB sciex (USA), separace se provadéla pomoci
kapalinového chromatografu Dionex ultimate 3000 (Némecko) na analytické koloné

ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18 ( 3 x 50; 1,8 um) s ptedkolonou Agilent technologies
(USA).

Optimalnim nastavenim LC-MS/MS pro soucasnou analyzu vybranych biogennich

amint bylo:

e Teplota iontového zdroje (elektrospej) 470 °C

® Teplota analytické kolony 30 °C

¢ Elucni gradient typu C (rychly nastup acetonitrilu)

® Mobilni faze acetonitril a 0,1 % kyselina mraven¢i v poméru uréenym elu¢nim
gradientem

e Optimalizace ostatnich parametrii hmotnostniho detektoru (napéti iontového spreje
a deklasteratni  potencidl) vyuZito nastaveni doporuené  vyrobcem
(software Analyst)
Za téchto podminek byl retencni Cas u putrescinu roven 2,44 min, u histaminu 2,78

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

Ve vzorcich syru s nizkodohiivanou syfeninou (holandského typu) byla stanovena
po 1 dni zréni koncentrace tyraminu v rozmezi 14,38 mg-1" az 27,15 mg-l'l, po 28 dnech
zrani byla koncentrace tyraminu v rozmezi 23,79 mg-1" a7 43,95 mg-1", po 56 dnech zréni
se koncentrace tyraminu pohybovala od 34,06 mg-1"' do 58,77 mg-1"" a u posledniho odbéru
po 84 dennim zrdni syru se koncentrace tyraminu pohybovala od 50,43 mg-1’
do 54,49 mg-l'l. Muzeme tedy tvrdit, Ze koncentrace tyraminu vykazovala v case
vzruastajici charakter. Odbéry a Upravy jednotlivych vzorki, které byly provadény nezavisle
na sob¢, zpusobily mirny rozptyl koncentraci. AvSak limitni koncentrace tyraminu neni
legislativou stanovena. U biogennich aminil putrescinu, histaminu a tryptaminu se jejich
koncentrace pohybovala nad hranici detekce, ale pod trovni kvantifikace. MiiZeme tedy
tvrdit, Ze putrescin, histamin a tryptamin se ve vzorcich vyskytoval ve velmi malém

mnoZstvi, které nesouvisi se zranim syru.
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BA
PM
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HPLC
UPLC
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t'r

C18
C8

(MY
VIS

MS

TOF

IT

QqQ

LOD

Biogenni aminy

Piipustné mnoZstvi

Evropska smérnice

Vysokotcinnd kapalinovd chromatografie
Ultrai¢innd kapalinova chromatografie
Retencni Cas

Mrtvy retencni Cas

Redukovany retencni Cas

Pocet teoretickych pater v analytické koloné
Sitka peaku

Vyskovy ekvivalent jednoho teoretického patra v analytické kolon¢
Délka analytické kolony

RozliSeni separace

Oktadecilovy fetézec

Oktanovy fetézec

Ultrafialova oblast svétla

Viditelnd oblast svétla

Hmotnostni spektrometrie

Pomér hmotnosti ku naboji molekulového iontu
Analyzator doby letu

Kvadrupdl

Iontové past

Trojity kvadrupol

Limit detekce
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kV

eV
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Limit kvantifikace
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Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni detekci
Histamin
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Tyramin
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Dansylchlorid
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Count per second
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PRILOHA P I: HMOTNOSTNI SPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO PUTRESCINU
(KONCENTRACE 5 MG-L™, POZITIVNI IONIZACE)
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PRILOHA P II: HMOTNOSTNI PSPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO PUTRESCINU
(KONCENTRACE 5 MG-L!, NEGATIVNI IONIZACE)
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PRILOHA P III: HMOTNOSTNI SPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO TRYPTAMINU
(KONCENTRACE 5 MG-L™, POZITIVNI IONIZACE
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PRILOHA P IV: HMOTNOSTNI SPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO TRYPTAMINU
(KONCENTRACE 5 MG-L!, NEGATIVNI IONIZACE)
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PRILOHA P V: HMOTNOSTNI SPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO TYRAMINU
(KONCENTRACE 5 MG-L-1, POZITIVNI IONIZACE)

Intensity, cps
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PRILOHA P VI: HMOTNOSTNI SPEKTRUM
NEDERIVATIZOVANEHO TYRAMINU
(KONCENTRACE 5 MG-L™, - NEGATIVNI IONIZACE

Intensity, cps
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PRILOHA P VII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 450 °C)

Intensity, cps

Time min
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PRILOHA P VIII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 480 °C)
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PRILOHA P IX: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 450 °C

Intensity, cps
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PRILOHA P X: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 470 °C)
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PRILOHA P XI: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 450 °C))

Imtensity, cps
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PRILOHA P XII: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 470 °C)
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PRILOHA P XIII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 450 °C)
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PRILOHA P XIV: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, TEPLOTA IONTOVEHO ZDROJE 470 °C)
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PRILOHA P XV: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT A)

Intensity, cps
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PRILOHA P XVI: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT A)
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PRILOHA P XVII: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT A)

Intensity, cps

Tima min
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PRILOHA P XVIII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT A)

4700

1800

mmmmmmm



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

97

PRILOHA P XIX: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT B))
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PRILOHA P XX: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT B)
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PRILOHA P XXI: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT B)
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PRILOHA P XXII: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT B)

Intensity, chs

‘‘‘‘‘‘‘



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 101

PRILOHA P XXIII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU VE SPOJENI

S UPLC
(1 MG-L", ELUCNI GRADIENT C)

Intensity, cps
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PRILOHA P XXIV: MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT C)
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PRILOHA P XXV: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT C)

2900

Intensity, cps




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 104

PRILOHA P XXVI: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU
VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L, ELUCNI GRADIENT C)

Intensity, cas
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PRILOHA P XXVII: MS/MS SPEKTRUM PUTRESCINU

VE SPOJENI S UPLC

(1 MG-L', MOBILNI FAZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA
MRAVENCI)
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PRILOHA P XXVIII MS/MS SPEKTRUM HISTAMINU

VE SPOJENI S UPLC

(1 MG-L', MOBILNI FAZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA
MRAVENCI)
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PRILOHA P XXIX: MS/MS SPEKTRUM TYRAMINU

VE SPOJENI S UPLC

(1 MG-L', MOBILNI FAZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA
MRAVENCI)
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PRILOHA P XXX: MS/MS SPEKTRUM TRYPTAMINU

VE SPOJENI S UPLC
(1 MG-L', MOBILNI FAZE ACETONITRIL A 0,1 % KYSELINA

MRAVENCT)
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