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Seznam pouzitych zkratek
AA — a-hoiké kyseliny

ACN - acetonitril

BA — biogenni aminy

COMT - katecholamin-O-methyltransferasa
dADMT — dekarboxylovany adenosylmethylthionin
DAO — diaminooxidasa

DC — dekarboxylaza

DLLME - disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina
ECF — ethylchlorformiat

GC — plynovéa chromatografie

HA — histamin

HNMT — histamin-N-methyltransferasa

KA — katecholaminy

LAB — bakterie mlé¢ného kvaseni

LC — kapalinovéa chromatografie

LTP — Lipid transfer protein

MAO — monoaminooxidasa

MAOI — inhibitory monoaminooxidasy
MCF — methylchlorformiat

MO — mikroorganismy

MS — hmotnostni spektrometrie

NSY — Non-Saccharomyces kvasinky

SB — sourbeer

SFC — superkriticka fluidni chromatografie
TA — tyramin

TLC — chromatografie na tenké vrstve



1 Uvod

Pivo je jeden z nejkonzumovanéjsich alkoholickych napoji na svété s ro¢ni produkei pies
1,82 mld hl. Pii takto velkém mnozstvi je tieba dusledné dbat na technologické postupy
a hygienu vyroby, skladovani a servirovani. Pfi jejich nedodrZzeni mlize pivo obsahovat
kromé& chténych prospéSnych latek jako alkohol, polyfenoly a minerdly i fadu dalSich
kontaminujicich  latek, vzniklych jako produkty degradace pifi metabolismu
mikroorganismil. Pravidelnd konzumace téchto latek miize mit pro ¢lovéka vazné zdravotni
dasledky a je tedy nezbytné hladinu téchto latek sledovat. Mezi takové nezadouct latky patii
1 biogenni aminy. Kromé endogennich, které maji v téle urcité funkce, jsou piijimany
I exogenné potravou. Jelikoz biogenni aminy maji zna¢né 0U¢inky na kardiovaskularni
anervovy systém, je tfeba jejich mnozstvi sledovat, a to obzvlasté, je-li pacient lécen

inhibitory monoaminooxidasy.

Tato prace v teoretické ¢asti shrnuje postup vyroby piva a v ném obsazenych latek,
informace o biogennich aminech a jejich vyskytu v potravindch a podéva informace
o vyuziti disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina a chromatografickych metodéch,
vyuzivanych Vv analyze potravin. Cilem této prace je optimalizovat metodu stanoveni
biogennich amint tyraminu a histaminu ve vybranych vzorcich piva GC-MS po in situ
derivatizaci. Déle si klade za cil aplikovat tuto metodu na dalsi alkoholicky a nealkoholicky
napoj za ucelem ovéfeni robustnosti a vSestrannosti optimalizovaného postupu pii
stanovovani biogennich aminti v napojich. Zavedeni metody pii rutinni analyze potravin

muze zrychlit a zjednodusit proces kontroly kvality a nezavadnosti potravin.



2 Soucasny stav FeSené problematiky
2.1 Pivo

Pivo je kvaSeny alkoholicky napoj, vyrabény ze sladovaného obili, vody a pivovarskych
kvasnic s moznosti pfidani dalsich komponent podilejicich se na celkové chuti, jako jsou
chmel a dalsi aromatické byliny. Historicky se pfedpokladé, ze objev a zvladnuti procesu
vyroby piva byl jednou z pii¢in neolitické revoluce (Cabras a Higgins, 2016). Je jednim
Z nejrozsifengjSich a nejvice konzumovanych alkoholickych napoji (Colen a Swinnen,
2010). Celosvétova produkce piva Cinila vroce 2020 1,82 mid. hl (Statista, 2022).
Nejvétsimi konzumenty per capita byly v roce 2020 Cesko (181,9 1), Rakousko (96,8 1),
Polsko (96,1 I) a Rumunsko (95,2 1) (Kirin, 2022).

2.2 Vyroba piva

2.2.1 Suroviny

2.2.1.1 Slad
Slad je nakli¢ené obilné zrno, které bylo vysuseno procesem hvozdéni. Obilnin vyuzivanych

pro vyrobu sladu je cela fada, pro vyrobu piva jsou nejcastéji vyuzivany jecné (Hordeum

sp.), pSeni¢né (Triticum sp.) zitné (Secale sp.) nebo ¢irok (Sorghum sp.)

Sladovani se sklada ze tii fazi: maceni, kliCeni a hvozdéni. Maceni zahrnuje
namaceni zrn, aby se zvysil obsah vlhkosti a tim se zahgjilo klieni. To dale zahrnuje
enzymaticky zprostfedkovanou degradaci endospermu, kdy jsou bunééné stény
depolymerizovany a zasobni proteiny jsou katabolizovany, ¢imZ dochazi k uvolnéni
Skrobovych granul z matrice. Rist embryi je béhem kli¢eni udrzovan na minimu, aby se
snizila ztrata biomasy dychanim a odstranovanim klickt a kofinkti z kone¢ného produktu.
Posledni faze, hvozdéni, vyuZiva tepla, aby doslo k zastaveni dalSiho kliceni a konzervaci
enzym, stejn¢ jako k vytvofeni aroma, chuti a barevnych sloucenin, které pomahaji

definovat kone¢ny charakter piva (Kok a kol., 2018).

2.2.1.2 Voda
I kdyz se pii péstovani plodin (je€mene, pSenice a chmele) a pii sladaiském procesu

spotfebuje mnohem vice vody nez v pivovarnictvi, je i piesto samotné vareni vnimano jako
proces naro¢ny na vodu. Voda vstupujici do pivovaru se obecné zpracovava tak, aby byla
zbavena necistot a aby se zajistilo, ze sloZeni odpovida pozadavkiim danym pivovarem. Toto
je dulezité zejména u pivovarl,, majicich vice provozi v odlisnych oblastech. Je zddouci

snizit tvrdost vody, a také vodu odvzdusnit (Filaudeau a kol., 2006).
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2.2.1.3 Chmel
Chmel otacivy (Humulus lupulus L.) je vytrvalda dvoudoma pravotodiva liana z Celedi

konopovitych (Cannabaceae) Kvétenstvi samicich rostlin (oznacované jako ,,chmelové
Sistice™) se pridavaji do piva, pro zlepSeni aroma a vzniku typicky hoiké chuti
(Morcol a kol., 2020). Chmel lze pfidavat v riznych fazich procesu vyroby piva. Téméf
vSechna piva jsou chmelena v kotli, a tim dochdzi ke chmeleni je$té nezkvaSené mladiny

pted jejim varenim.

Susené chmelové Sistice pouzivané v pivovarnictvi obsahuji znacné mnozstvi
polyketidli, zejména humulontl, neboli a-kyselin (AA), které mohou ptedstavovat 2—-15 %
z celkové hmotnosti chmele. Hlavni homology AA jsou ko-, n- a ad-humulony, které
spole¢né tvoii vice nez 98 % obsahu AA (Hyeronimus, 2012). Béhem procesu vaieni jsou

v

AA izomerizovany na ve vodé rozpustnéjsi isohumulony nebo iso-a-kyseliny (Barth, 2013).

Mezi dalsi hoiké latky v chmelu patii lupulony, neboli B-kyseliny. Ty na rozdil od
AA nejsou izomerizovany a tudiz jsou méné rozpustné. Diky tomu jsou lupulony dilezité
pro kontrolu ristu Lactobacillus spp. béhem fermentace. Jsou také ¢aste¢né transformovany
oxidaci a protony katalyzovanou cyklizaci na rozpustné&jsi a senzoricky aktivni slou¢eniny

béhem varu mladiny (Haseelu a kol., 2010).

CH,4 OH O CHs
HsC ~ CH;
HO @]
/ HsC._ _~ % CHs
[A] [B] CHs CHa

Obrazek 1 - Humulon [A] a lupulon [B]

Chmel obsahuje také znaéné mnozstvi aromatickych silic. Jsou to zejména
monoterpeny myrcen a- a B-pinen, limonen a seskviterpeny B-farnesen, a-humulen a p-
karyofylen jejichz vzajemny pomér dotvaii aroma specifické pro jednotlivé odridy chmele

(Basatova a Cepicka, 1985).
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2.2.1.4 Mikroorganismy
Pivovarské kvasinky jsou podle European Brewery Convention definovany jako kulturni

kvasinky, vyuzivané k produkci svrchné nebo spodné kvasenych piv. Lze sem zahrnout
i nékteré dalsi kvasinky a mikroorganismy (MO), které jsou pouzivany k vyrobé specialnich

piv jako Lambic, Krieg nebo sour (Basafova, 2010).

Po vétSinu historie vyroby piva byly vyuZivany kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Piesto
byl prvnim izolatem c¢isté kultury pivovarskych kvasnic S. carlsbergensis (pozdéji

pfejmenovan na S. pastorianus (Olesen a kol., 2002).

Kvasinky se podle sedimentace rozd€luji na svrchni a spodni a stejné je tomu tak
u dvou zékladnich typi piv. Hlavnim druhem svrchné kvasicich MO je S. cerevisiae, které
se pouzivaji k produkci piv typu Ale a dalsich, jejichz kvasna teplota je 18 — 25 °C. Tyto
MO jsou vynaSeny na hladinu a tvoii tzv. kvasni¢nou deku. U spodné kvasicich MO je
kvasna teplota 7 — 15 °C a hlavnimi zastupci jsou S. pastorianus a S. uvarum. Tyto MO

sedimentuji na dno nadoby a vyuzivaji se k vyrobé piv lezackého typu (Basafova, 2010).

V souCasnosti je vyuzivana celd tfada dalSich MO, a to jak kvasinkovych,
tak i bakterialnich. Non-Saccharomyces kvasinky (NSY), jako je Brettanomyces sp.
produkuji t€kavé fenoly, které maji vyznamnou pozitivni roli v kofenitych a koufovych
chutich piv, jako jsou Lambic a Gueuze. Jiné kvasinky NSY, jako jsou Candida a Pichia,
jsou znamé pii vyrobé€ sherry pro svou roli pii oxidaci ethanolu na acetaldehyd (poskytujici
oxidovanou pachut’) a byly také popsany pii fermentaci kyselych piv ve smiSenych kulturach

(Vanderhagen a kol., 2003).

NSY Williopsis saturnus je schopna produkovat vyssi koncentraci estert Kyseliny
octové a lépe zachovat obsah plivodnich terpenoidi. Fermentace s témito NSY muze byt
vyuZzita pro zvyseni Zadouci ovocné a kvétinové chuti piva pifi zachovani charakteristického
chmelového aroma mladiny (Liu a Quek, 2016). Dalsi NSY jako naptiklad Hanseniaspora
vineae, Torulaspora delbrueckii nebo Wickerhamomyces anomalus izolované z vinné révy
(Vitis vinifera L.) mohou byt vyuzity u spontanné kvasenych piv nebo pii kofermentaci

se Sacharomyces sp. ke zvyseni ovocité chuti (Postigo a kol., 2022).

Cela fada MO, které jsou povazovany v produkci klasickych piv za kontaminujici,
je vyuzivana k produkci kyselych piv (sour beer, SB). Krom¢ klasickych kvasinek

Sacharomyces sp. se zde uplatiuji také NSY a dale bakterie mlééného (LAB) a octového
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(AAC) kvaSeni (Dysvik a kol., 2020a). U tradi¢nich SB kvaSenych spontanné jako je
belgické pivo Lambic dochazi k fermentaci za pomoci riiznorodé Skaly pfirozené se
vyskytujicich MO. Prvni fazi dominuji druhy Enterobacteriaceae jako Enterobacter spp.,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli a Hafnia alvei spolu s NSY (Martens a kol., 1992).
Nasledné se uplatiuji Saccharomyces spp. a LAB (primarné Pediococcus damnosus).
Na zavér NSY Brettanomyces (hlavné B. bruxellensis) nahrazuji Saccharomyces spp.

A dominuji ve zbytku fermentace (Spaepen a kol., 1978).

V soucasné dobé hojné¢ vyuzivany postup tzv. Kettle souring, je proces rychlého
kyséni piva ptimou inokulaci konkrétnim MO. Pfi této metodé se vaii mladina s malym nebo
zadnym chmelem, ochlazena na teplotu 40 — 50 °C a poté smichédna s LAB (Casto
Lactobacillus spp. a/nebo Pediococcus spp.), kdyz je mladina stidle ve varném Kkotli.
Nasledné je mladina fermentovana LAB, dokud neni dosazeno pozadované trovné kyselosti,
coz obvykle trvda 24 — 48 hodin. Nasledné je okyselend mladina dofermentovana
Sacharomyces sp. (Bosaert a kol., 2020). Casto vyuzivanymi druhy LAB jsou L. acidophilus,
L. delbrueckii, L. brevis, L. buchneri, L. plantarum a L. sakei (Dysvik a kol., 2020b).

2.2.1.5 Dalsi prisady
Némecky zékon o Cistoté piva Reinheitsgebot definuje pivo jako napoj vyrobeny pouze

ze sladu, chmele, pivovarskych kvasnic a vody (Bundesgesetzblatt, 1993). V jinych ¢astech
sveéta jsou vSak piva vyrdbéna s celou fadou dalSich pfisad, zejména ovoce a kofeni.
Ve Skandinavii se produkuji piva ochucend jalovcem, myrtou, andélikou nebo olsi, které
se piidavaji misto chmele. Tmava piva typu stout jsou ¢asto ochucovana kavou nebo
cokoladou. Nékterd belgicka piva jsou ochucena napt. tfteSnémi, koriandrem, nebo 1ékofici
(Macinkovéa, 2017). V soucasné dobé jsou velmi populdrni SB ochucena ovocem, ale také

kotfenim, nebo sladkym pecivem (Beer&Brewing, 2022).
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2.2.1.6 Druhy piva
Podle pouzitych surovin a postupu vyroby lze piva rozdélit do nékolika zékladnich typti pod

které nasledné spada velké mnozstvi konkrétnich druhti piv. Jejich ptehled je vyobrazen

v Tab. 1.

Tabulka 1 — piehled vybranych pivnich typt a jim podfazenych druht. Pievzato a upraveno
z Olsovska, 2017.

plzensky

némecky

evropska dortmundsky

vidensky

spodné kvasena -
p rauchbier

mnichovsky bock

parni

americky americky

belgické

Seniény " p
p y némecké

anglicky

. orter B
specialni P baltsky

slady dry

oat

stout - -
. imperial
pivo

milk

svrchné kva$ena bltbier

belgicky

evropsky saison

trapistické

ale bitter

mild

britsky barley wine

IPA

APA

nefedény

mars

spontann¢ kvasena lambic
gueuze faro

kriek
hybridni ochucena, zitna, nealkoholicka, sour
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2.2.2 Proces

2.2.2.1 Srotovani
Timto mechanickym procesem se Skrob z endospermu stava snadnéji pristupnym pro

enzymy a tim se zlep§i proces extrakce sladu. Srotovani by mélo byt provadéno
za podminek, které zachovavaji strukturu plev, které jsou vyuzivany jako filtrani vrstva pfi
scezovani. Pokud Srotovani probiha za vlhka, plevy si zachovaji elasticitu a jsou méné

poniceny (De Brackeleire a kol., 2000).

2.2.2.2 Rmutovani
Je proces postupného zvySovani a udrzovani teploty, kdy jsou za pomoci enzymi

obsazenych ve sladu, extrahovany do vody a $tépeny slozité sacharidy na jednodussi.
Nejprve jsou pfi teploté 45 — 50 °C $tépeny proteiny pomoci proteas na produkty o niz$im
MW a B-glukan v bunééné sténé¢ pomoci endo-p-glukanas, B-glukansolubilas, a endo-
xylanas. Pii teploté 62 — 65 °C dojde k aktivaci -amylasy ktera ptisobi z neredukujiciho
konce, katalyzuje hydrolyzu druhé a-1,4 glykosidické vazby, pfi¢emz soucasné odstépuje
maltosu. Dal§im zvySenim teploty na 70 — 75 °C je aktivovéna a-amylasa, jeZ plsobi
na ndhodnych mistech podél Skrobového fetézce, Sté€pi sacharidy s dlouhym fetézcem
a produktem je bud’ maltotriosa a maltosa z amylosy, nebo maltosa, glukosa a dextrin
z amylopektinu. Pfi kone¢ném zvyseni teploty na 78 °C jsou vSechny enzymy inaktivovany

(tzv. odrmutovani) (Willaert, 2007).

2.2.2.3 Scezovani
Po odrmutovani nasleduje proces scezovani. To je zpusob filtrace, pii kterém se oddéli

roztok obsahujici extraktivni latky sladu od zbytkt tzv. mlata. Nasleduje vyluhovani extraktu
zachyceného v mlaté horkou vodou, tzv. vyslazovéani. Tyto vyluhy se nasledné spoji
v celkovy objem sladiny (roztoku obsahujiciho do vody extrahované latky ze sladu). Cilem
scezovani je ziskat ¢irou sladinu s maximélni vytéznosti. Cirost se odviji od podilu

nevyfiltrovanych lipidi (Dufour a kol., 1986).

2.2.2.4 Chmelovar
Je proces, pii kterém je vatena sladina s chmelem, ¢imz vznikne mladina. Jeho cilem

je odpatit ptebyte¢nou vodu, odpafit t€kavé latky, inaktivovat enzymy z piedchozich kroka
a tim mladinu stabilizovat a zarovenl mladinu sterilizovat od zbytkové mikrofléry. Béhem
vateni také dochazi ke koagulaci dusikatych latek o vy$§im MW a také k rozpousténi
a izomeraci hotkych latek z chmele. Dochazi k tvorbé produktl Maillardovy reakce, které

se dale podileji na dotvafeni celkové chuti. Probihé zde také mnozZstvi oxida¢né redukénich
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reakci a dochdzi ke snizovani pH. Po dokonceni chmelovaru je opét nutné vyfiltrovat
chmelové mlato (Basatova a kol. 2010).

2.2.2.5 Fermentace

Jedna se o proces, pii némz jsou latky, zejména jednoduché sacharidy, z mladiny anaerobné
metabolizovany pomoci mikroorganismli piedevSim na ethanol a oxid uhli¢ity a dalsi
minoritni a aromatické latky (Obr. 2) Hlavnim cilem fermentace tedy je prokvaseni mladiny
na pozadovanou hustotu (stupen prokvaSeni) v pozadovaném casovém useku. To je do

zna¢né miry ovlivnéno teplotou (Lewis a Young, 2002).

Mnoho pivovara v soucasnosti vyuziva proces znamy jako ,,dry-hopping®, pii kterém
se chmel pridavd do piva béhem fermentace nebo zrani, coz vyrazn€ zvySuje aroma

vysledného napoje (Vollmer, Algazzali, & Shellhammer, 2017).

Zkvasitelné cukry

Maltosa Glukosa Fruktosa
Sacharosa

Invertasa
VRN

Aminokyseliny

Sulfidy

Glukosa  Fruktosa

Ketokyselina Sulfdy AR Sirany

-« Sificitany

Glukosa Fruktosa

Maltotriosa *

\ Aminokyselina

Mitochondrie

Y‘; TCA cyklus
2
3 /

Acetyl-CoA

- a-glukosidasa

Maltosa

a-acetolaktat Sirné slouéeniny

2,3-butendiol

Acetaldehyd | <€——— Acetaldehyd
a-acetolaktat
l Mastny acyl-CoA Vy&&i alkoholy ~ Diacetyl /
Ethanol Mastna kyselina T
Estery Diacetyl

Ethanol

Mastna kyselina ey Vy$si alkoholy

Obriazek 2 Metabolické procesy probihajici béhem fermentace (pfevzato a upraveno z He a

kol., 2014).
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2.3 Obsahové latky v pivu

2.3.1 Sacharidy
Jsou jednou z hlavnich komponent piva a tvoii ho z 3,3 — 4,4 %. Z toho 75 — 80 % dextrinu,

20 — 30 % monosacharidii a oligosacharidi a 5 — 8 % neSkrobovych polysacharidli
(Cortecero-Ramirez a kol., 2003). Mono- a oligosacharidy tvoii zkvasitelné cukry
(tj. fruktosa, glukosa, maltosa a maltotriosa) a také glukosové oligosacharidy (Brandolini
akol., 1995). Zkvasitelné cukry ptimo pfispivaji ke sladkosti piva a jsou nezbytné pro
prabéh fermentace, zatimco sacharidy s vice nez Ctyfmi glykosylovymi jednotkami
pfispivaji k hutnosti a textufe (Nogueira a kol., 2005).

2.3.2 Proteiny

Sirokd Skala vyznamnych vlastnosti piva, vcetné chuti, pevnosti a retence pény, tvorby
zakalu a koloidni stability zavisi na ptispévku pivnich proteind a peptidi (Imure a Sato,
2013). Proteiny o rizném MW maji riizny vliv. Nizkomolekularni proteiny a aminokyseliny
jako zakladni slozka piva ovliviiuji fermentaci kvasinek a chut’ piva, zatimco proteiny s vyssi
molekulovou hmotnosti zlep$uji stabilitu pény. Dostavaji se do piva piedevsim ze sladu (Hu

a kol., 2018).

Nejzastoupengj$im proteinem je protein Z, ktery ma nejvyssi povrchovou viskozitu
a elasticitu ze znamych pivnich proteinli, a proto se predpoklada, Ze jeho obsah ma

vyznamny vliv na kvalitu a stabilitu pény (Kone¢na a kol., 2012).

Lipid transfer protein 1 (LTP1) je dalSim hojn& zastoupenym pivnim proteinem.
LTP1 pochazi z aleuronu jeCmene a tvoii aZ 1 % pivnich bilkovin. V pivu byla také
identifikovana izoforma LTP1, LTP2. Vateni je klicovym faktorem, ktery ovliviiuje
vlastnosti LTP1 z hlediska pénivosti. LTP1 z jeémene nema zadny pénivy potencial, avsak
pokud byl LTP1 nevratné denaturovany varem, poskytuje vynikajici pénivost (Serensen

a kol., 1993).

Lepek je komplexni smés zasobnich proteinti ze zrn, ktera se nachdzi v pSenici,
jecmeni, zitu a ovsu. U pSenice se monomerni prolaminova frakce a polymerni glutelinova
frakce lepku nazyvaji gliadiny (prolaminy) a gluteniny (gluteliny), v je¢meni hordeiny,
v zitu sekaliny a v ovsu aveniny (Wieser a kol., 2014). Pfi pouziti sladu z vySe uvedenych
obilnin mize konzumace piva u jedincu trpicich celiakii vyvolat zavazné reakce (Cela a kol.,

2022).
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2.3.3 Lipidy
Obsah lipidi v mladiné muze ovlivnit koncentraci esteri v konecném produktu.

Bylo prokazano, ze zvySené hladiny nenasycenych mastnych kyselin, zejména kyseliny
olejové, linolové a linolenové, vedou ke snizeni syntézy esterti (Peddie, 1990). Vyssi hladiny
nenasycenych mastnych kyselin mély za nasledek pokles tvorby esterti kyseliny octové

a ethylestert (Saerens a kol., 2008).

2.3.4 Alkoholy
Hlavnim alkoholem v pivu je ethanol, ktery je tvoien jako hlavni produkt anaerobniho

metabolismu kvasinek. V typickych lezackych pivech ethanol vyrazné zvysuje retenci
aldehydi a diky tomu vede K slabsimu vnimani mladinového charakteru. V nealkoholickych

pivech nepfitomnost ethanolu zintenziviiuje tuto pachut’ (Perpete a Collin, 2000).

Dalsimi alkoholy v pivu jsou vyssi alkoholy, jejichz produkce je pfimo spojena
s metabolismem aminokyselin. Aminokyseliny, které jsou asimilovany Ehrlichovou cestou,
jsou pomalu piijimany béhem fermentace. Biosyntéza vys$Sich alkoholii zahrnuje
dekarboxylaci a-ketokyselin za vzniku aldehydt, nasledovanou redukci aldehyda za vzniku
odpovidajicich alkoholti (Procopio a kol., 2011).

Amylalkohol je nejcastéji se vyskytujicim vyS$im alkoholem, ktery se zaroven podili
vys$$im alkoholem, ktery ovliviiuje kvalitu piva, je isobutylalkohol a jeho nezadouci vliv 1ze
vnimat, kdyz jeho koncentrace v pivu prekro¢i 20 % celkové koncentrace tii dalSich

alkoholu, jako je n-propanol, isobutyl a amyl (Kobayashi a kol., 2006).

2.3.5 Karbonylové slouceniny
Ptestoze karbonylové slouceniny vznikaji jak béhem vateni mladiny Maillardovou reakci

aoxidaci lipidl, tak behem fermentace jako soucast anabolickych drah, jsou jejich

koncentrace v pivu pomérné nizké (Lodolo a kol., 2008).

Mezi nejvyznamnéjsi patii acetaldehyd, ktery vnikd jako meziprodukt pii tvorbé
ethanolu a kyseliny octové. Jeho prahova koncentrace je 10-20 mg-L™* a projevuje se
travnatou pachuti (Lodolo a kol., 2008). Dalsi vyznamnym aldehydem je diacetyl (2,3-
butandion), V lezackych pivech je tvofen oxidativni dekarboxylaci a-acetolaktatu a jeho

chut pfipomina mléény karamel (Branyik a kol., 2008).
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2.3.6 Estery
Béhem alkoholového kvaSeni muze v dusledku metabolismu kvasinek vzniknout znacéné

mnozstvi ester (Campo a kol., 2007). Jejich vznik je spjat s metabolismem lipidd, bud’
se jedna se o reakce mezi alkoholem (jako je ethanol) nebo vyssimi alkoholy s delSim acyl-
CoA esterem a esterazami (Lodolo a kol., 2008). Ty patii mezi t€kavejsi slouceniny v pivu,
a proto vyrazn¢ ovliviiuji jeho aroma. V malém mnozstvi dokazou viini piva dodat piijemny,
plny charakter. Jsou-li vak pfitomny ve velké mife, davaji pivu pfili§ ovocny charakter, coz

vétsina spotiebitelll povazuje za nezadouci (Gee a Ramirez, 1994).

V pivu se nachazi dvé hlavni skupiny esterti. Prvni skupinou jsou estery kyseliny
octové a ethanolu nebo vyssich alkoholdi, jako je ethyl-acetait (aroma podobné
rozpou§tédliim) ktery predstavuje piiblizné tfetinu vSech esterG v pivu (Jespersen
a Jakobsen, 1996), isoamylacetat (bananové aroma) a fenylethyl-acetat (rize, med). Druhou
skupinou jsou estery ethanolu s mastnou kyselinou se stfedné dlouhym fetézcem. Sem patii
zejména ethyl-hexanoat (aroma anyzu), ethyl-oktanoat (aroma kyselého jablka) a ethyl-

dekanoat (Saerens a kol., 2008).

2.3.7 Fenolické latky
Pivo je bohatym zdrojem fenolickych latek, které pochéazeji predevsim ze sladu a chmele,

pficemz u pravidelnych konzumentl, bude pivo jednim z hlavnich zdroji antioxidanti
(Callemien a kol., 2005). Mezi hlavni fenolické latky patii pfedev§im kyselina ferulova
a dale pak sinapova, vanilova a kavova, kter¢ jsou pfitomny pievazné ve vazané forme a p-
kumarova a 4-hydroxyfenyloctova kyselina pfitomna pfevazné ve volné formé (Piazzon

a kol., 2010).

2.4 Biogenni aminy

2.4.1 Vznik
Biogenni aminy (BA) jsou pfirozené se vyskytujici organické slouceniny, které vznikaji

a odbouravaji se be¢hem fyziologického metabolismu mikroorganismt, rostlin a zvifat
a které maji biologickou aktivitu. Jejich molekulova hmotnost je pfiblizné 200 Da nebo
mensi. BA jsou zakladni dusikaté termostabilni slouceniny, vznikajici primarné
dekarboxylaci aminokyselin (Obr. 3) nebo aminaci a transaminaci aldehydu a ketonti. VSem
BA jsou vkladany nékteré specifické fyziologické role v zivych organismech, ale jejich

nadmérna produkce nebo piijem mize vyvolat neZadouci reakce (Nufiez a Calzada, 2016).
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Obrazek 3 Vznik BA tyraminu pomoci tyrosindekarboxylasy

2.4.2 U¢inky na organismus

2.4.2.1 Histamin
Histamin (2-(1H-Imidazol-4-yl)ethanamin, HA) je esencidlni biogenni amin pfitomny

Vv prokaryotach a tkanich zvifat a rostlin (Niraj a Padney, 2012). Uplatiiuje své ucinky
vazbou na své 4 receptory histaminovy receptor 1 (H1R), H2R, H3R a H4R] na cilové bunky
Vv riznych tkanich. Zpasobuje kontrakci bun€k hladkého svalstva, vazodilataci, zvySenou
vaskularni permeabilitu a sekreci hlenu, tachykardii, zmény krevniho tlaku a arytmie,
stimuluje sekreci Zaludecni kyseliny a nociceptivni nervova vladkna. Kromé toho je znamo,
Ze histamin hraje rizné role v neurotransmisi, imunomodulaci, hematopoéze, hojeni ran,
rytmu dne a noci a regulaci proliferace bunék a angiogeneze vyvolané histaminem

a polyaminy v nddorovych modelech (Raitel a kol., 1998; Krusche a kol., 1980).

a
NH NH

Obrazek 4 Histamin

2

Histamin muze byt metabolizovan extracelularni oxidativni deaminaci primarni
aminoskupiny diaminoxidasou (DAO), nebo intracelularni methylaci imidazolového kruhu
histamin-N-methyltransferasou (HNMT). Nedostate¢na aktivita enzymu zpusobena
nedostatkem nebo inhibici enzymu proto miize vést k akumulaci histaminu. N-
methylhistamin ~ je  oxidativné deaminovan na  N-methyl-imidazolacetaldehyd
monoaminooxidazou B (MAO B) nebo DAO (Tsujikawa a kol., 1999).

Histaminova intolerance se muize vyvinout jak zvySenou dostupnosti histaminu,

tak zhorSenou degradaci histaminu. Zakladnimi dtvody zvySené dostupnosti muze byt
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endogenni nadprodukce histaminu zplUsobena alergiemi, mastocytézou, bakteriemi,
gastrointestinalnim krvacenim nebo zvySenym exogennim pozitim histidinu nebo histaminu
V potravé nebo alkoholu. Jiné BA, jako je putrescin, se mohou také podilet na vytésnovani
histaminu z jeho slizni¢ni mucinové vazby, coz vede ke zvySeni volného absorbovatelného
histaminu v ob&hu. Hlavni pfi¢inou histaminové intolerance je vSak narusena enzymaticka
degradace histaminu zplsobena genetickym nebo ziskanym poskozenim enzymatické

funkce DAO nebo HNMT (Rathiel a kol., 1999).

Jako tzv. Scromboid syndrom se oznacuje pseudoalergicka otrava zpusobena
konzumaci $patné skladovanych nebo kontaminovanych ryb z ¢eledi Scombridae. Jde o
nejcastéjsi otravu rybami v Evropé a ve svété (Tortorella a kol., 2014). Nejéasté&jsimi
klinickymi projevy jsou bolesti bficha, priijem, nauzea a zvraceni, oblicejové nebo celkové
zrudnuti, nekdy s kopfivkou a/nebo edémem, bolest hlavy nebo zavraté, sucho v ustech
spojené prilezitostné s kovovou, pepfovou nebo hotkou chuti a busenim srdce (Smolinska a
kol., 2014). Pii konzumaci 840 mg histaminu dochazi ke slabé otrave, pii 40-100 mg k
otravé stfedni a nad 100 mg k otravé silné (Anli akol., 2004). Projevy otravy ptichazeji
rychle, do 10-30 minut po poziti ryb. Klinickd manifestace odezni do 24 hodin. Malokdy
vydrzi déle, nez par dni (Ridolo a kol., 2016).
2.4.2.2 Tyramin
Tyramin (4-hydroxyfenethylamin; para-tyramin, mydrial, uteramin, TA) je pfirozené
se vyskytujici monoaminova slou¢enina a stopovy amin odvozeny od tyrosinu. TA indukuje
uvoliiovani katecholamini. Neni schopen projit pfes hematoencefalickou bariéru,
coz omezuje jeho vedlejsi U€inky pouze na nepsychoaktivni periferni sympatomimetické
ucinky (Drug Bank, 2022). TA vznikd dekarboxylaci tyrosinu plsobenim enzymu
tyrosindekarboxylasy. TA muze byt dile pfeménén na methylované derivaty alkaloid N-

methyltyramin, N,N-dimethyltyramin (hordenin) a N,N,N-trimethyltyramin (kandicin)

(KEGG, 2022).
NH
Hom 2

Obrazek 5 Tyramin
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TA je pfitomny v celé fadé zejména fermentovanych potravin. Vysoké koncentrace
se nachazeji napt. v pivu (Ktizek a Hlavata, 1995), fermentovanych klobasach (Latore-
Moratalla a kol., 2017), zralych syrech (Rao a Yerangi, 2009) a vinu (Anli, 2009). Vzhledem
k pusobeni TA a dal$ich BA na kardiovaskularni systém se u pacientti uzivajicich inhibitory
MAO (MAOI), doporucuji dietarni opatfeni. MAOI inhibuji enzym, zodpovédny
za metabolizaci BA. Tim se zna¢n¢ snizi mnozstvi TA, které je schopno vyvolat systémovou
reakci (Gillman, 2020). U téchto pacientii se Casto vyskytuje tzv. cheese effect. Po
konzumaci zralych syru (ptfipadné jinych fermentovanych potravin) dochazi v kratké dobée
Kk vyraznému zvyseni tlaku (Anderson a kol., 1993). TA je také podeziely, Ze u senzitivnich
lidi spousti a zesiluje migrénu. Pfi poziti TA v koncentraci vyssi nez 100 mg mize dojit
K silné migréné v disledku uvolnéni znaéného mnozstvi neurotransmiterd, které vedou

k selektivni cerebralni vazokonstrikci nasledované dilataci kranidlnich cév (Anli a kol.,

2004; Headaches, 2022).

2.4.2.3 Katecholaminy
Katecholaminy (KA), zejména dopamin, noradrenalin (norepinefrin) a adrenalin (epinefrin),

jsou skupinou biogennich amind, které maji 3,4-dihydroxy-substituovany fenylovy kruh.
Jsou rozsitené u zvitat a jsou dobie znamé jako neurotransmitery u savct kde ptisobi na a-
a B-adrenergni receptory (Kulma a Szopa, 2007). Jsou biosyntetizovany z prekurzoru L-
fenylalaninu (Obr. 6) a degradovany pomoci MAO a katecholamin-O-methyltransferasy
(COMT) na homovanilovou kyselinu v piipadé¢ dopaminu, nebo na vanilylmandlovou

kyselinu v ptipadé adrenalinu a noradrenalinu (Finkielstein a kol., 2021).
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Obrazek 6 Biosyntéza katecholaminti. AAAH (aromatickd aminokyselinova hydroxylasa).
DBH (dopamin B-hydroxylasa), PNMT (fenylethanolamin N-methyltransferasa), DOPA

(dihydroxyfenilalanin). Pfevzato a u praveno z Finkielstein a kol., 2021.

Dopamin (4-(2-aminoethyl)benzen-1,2-diol) je pfirozené se vyskytujici katecholamin
tvofeny dekarboxylaci dihydroxyfenylalaninu a prekurzoru noradrenalinu a adrenalinu (Obr.
6) Vazbou na P: adrenergni receptory myokardu zvysuje srde¢ni frekvenci a silu, ¢imz
zvySuje srde¢ni vydej. Stimulace a1 adrenergniho receptoru cév vede k vazokonstrikci
azvySeni systémové vaskularni rezistence. ZvySuje rychlost glomerularni filtrace,

vylucovani sodiku a vydeje moci (PubChem, 2022).

Adrenalin je katabolicky hormon, ovlivituje prakticky vSechny druhy metabolismu,
zpisobuje zvySeni hladiny glukozy v krvi, zrychluje metabolismus tkéani, St€peni tuki,
ma stimulacni u¢inek na centralni nervovy systém (zvySuje uroven bd¢€losti, psychické
energie a aktivity, je zodpoveédny za pocit uzkosti a stresu). Jako 1ék se pouziva k 1é¢bé fady
onemocnéni, véetné anafylaxe a srdecni zastavy. Miize byt také pouzit k 1écb¢ astmatu

(Gorbunova a kol., 2018).
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Noradrenalin funguje jako hormon a neurotransmiter, podili se na regulaci
arteridlniho tlaku a periferniho vaskuldrniho odporu, ma silnéjsi vazokonstrikéni ucinek nez
vzruseni a bdélost, zaméfuje pozornost, mize také zvySovat uzkost. ZvySuje srdecni
frekvenci a krevni tlak, pritok krve do kosterniho svalstva, snizuje pritok krve do

gastrointestinalniho traktu (Gorbunova a kol., 2018).

2.4.2.4. Ostatni biogenni aminy
Mezi dalsi BA patii monoaminy fenyl-ethylamin, tryptamin a diaminy putrescin a kadaverin

a polyaminy spermin a spermidin (Obr. 7)

Tryptamin (2-(1H-Indol-3-yl)ethan-1-amin). Struktura tryptaminu je spolecnym
rysem nékterych aminergnich neuromodulator véetné melatoninu, serotoninu, bufoteninu
a psychedelickych derivati, jako je dimethyltryptamin, psilocybin, psilocin a dalsi
(Tittarelly a kol., 2015). Miize pasobit jako neurotransmiter nebo modulator a ptisobi jako

latka uvoliujici serotonin a je zesilovacem serotonergni aktivity (Corkery a kol., 2012).

Fenyl-ethylamin u savct vznika dekarboxylaci L-fenylalaninu Vyskytuje se také
v mnoha dal$ich organismech a potravinach, jako je cokoldda nebo kava. Je také obsazen
v produktech mikrobialni fermentace (Berry, 2004). U lidi pisobi jako stimulant centralniho
nervového systému. V mozku fenethylamin reguluje neurotransmisi monoamini vazbou na
receptor spojeny se stopovymi aminy (TAART1) a inhibici vezikuldrniho monoaminového

transportéru 2 (VMAT2) a sam pusobi jako neurtrasmiter (Miller, 2011).

(Al [B]

7L O

I e NN N [F]

Obrazek 7 Biogenni aminy tryptamin [A], fenyl-ethylamin [B], putrescin [C], kadaverin
[D], spermin [E] a spermidin [F]
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Putrescin (butan-1,4-diamin) je BA, vyskytujici se ve v§ech zivych organismech, kde
vznikéd dekarboxylaci L-ornitinu. Toxicita putrescinu spociva prevazné v zesilovani €inku
dalsich BA, zejména TA a HA. U clovéka existuji 3 zdroje putrescinu. Endogenni
biosyntéza, ptijem v potravé a produkce putrescinu bakteriemi stfevni mikroflory. Nejvetsi
mnozstvi putrescinu se u lidi pfijimad z potravy (Wunderlichova kol., 2014). Kadaverin
(pentan-1,5-diamin) je tvofen dekarboxylaci lysinu. Oba tyto BA jsou tvofeny jak celou

fadou MO (Pircher a kol., 2006), tak jako mrtvolné jedy pfi rozkladu organismu.

Spermidin a spermin maji v sav€ich buiikéach roli v syntéze proteint a nukleovych
kyselin, ochranou ptfed oxida¢nim poSkozenim, aktivitou iontovych kandlt, bunétné
proliferaci, diferenciaci a apoptoéze. Spermidin je nezbytny pro Zivotaschopnost a plisobi
jako prekurzor postranslacniho modifikatoru hypusinu. Spermidin je tvofen z putrescinu
a dekarboxylovaného adenosylmethylthioninu (dADMT) pomoci spermidinsyntasy.
Spermin vznika ze spermidinu a dADMT sperminsyntasou (Pegg, 2016). Akutni toxické
ucinky pfi nadmérném piijmu zahrnuji hypotenzi, neurotoxicitu, diurézu a potencialné

letalni nefrotoxicitu (Pegg, 2013).

2.4.3 Biogenni aminy jako produkty mikrobialni degradace
Celad fada MO je schopna produkovat dekarboxylasy (DC) tim dochéazi k tvorbé BA.

Tuto schopnost maji jak nckteré kulturni MO, tak predev§im ty, které zplsobuji kazeni
potravin. K tomu muze dochazet v pribéhu zpracovani, pokud je vyuzivan MO s DC,
nekvalitni vstupni surovinou nebo $patnou hygienou a manipulaci s produktem (Doeun

a kol., 2017).

Mlécné vyrobky, zejména syry, mohou kumulovat BA. Koncentrace se pohybuji od
stopového mnozstvi po vice nez 1000 mg-kg* (Linares a kol., 2011). V surovém mléce jsou
nejvice zastoupeny polyaminy. V konecném produktu jsou vSak detekovany tyramin,
histamin, putrescin, kadaverin a v niz§ich koncentracich i fenylethylamin a tryptamin.
Hodnoty se mohou liSit i v ramci stejného typu syra a dokonce 1 mezi riznymi ¢astmi
stejného syra (Novella-Rodriguez a kol., 2003). Hlavnimi producenty BA v syru jsou
grampozitivni bakterie, pficemz LAB jsou hlavni producenti histaminu a tyraminu. Rody
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc a Streptococcus maji vSechny DC aktivitu
(Komprda a kol., 2008). Produkce histaminu, pustrescinu a tryptaminu v syru je také
spojovana s Yarrowia lipolytica a Pichia jadinii (Wyder akol., 1999). V¢tSina

kontaminujicich gramnegativnich bakterii je schopna produkovat histamin, napiiklad
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Hafnia alvei, E. coli, K. pneumoniae a Serratia spp. Produkce putrescinu a kadaverinu
souvisi hlavné s gramnegativnimi bakteriemi, zejména Enterobacteriaceae (Pircher et al.,
2007). Moganella morganii v syru raclett je schopna produkovat kadaverin, putrescin a HA
(Rysek a kol., 2022).

Suse fermentované maso a klobasy jsou dalsi potravinou, kde ¢innosti MO dochazi
K vyznamné tvorbé BA. Ve Spanélskych salamech Chorizo, Fuet, Sobrasada a Salsichon byl
TA v koncentracich piesahujicich 600 mg-kg™ a putrescin do 450 mg-kg™*. 2-fenylethylamin
a tryptamin byly detekovany pouze u nékolika klobas v koncentraci vyssi nez 50 mg/kg. HA
dosahoval hodnot zdravotnich rizik (300 mg-kg™?) zejména v Chorizu a Fuetu (Suzzi
a Gardini, 2003). Na fermentaci se podileji Enterobacteriaceae, LAB, Micrococcaceae,

nebo napi. Debaryomyces a Candida (Montel a kol., 1999).

Vino, stejn¢ jako ostatni fermentované potraviny, je idedlnim substrdtem pro
produkci amini, protoZe jeho vyrobni proces zahrnuje nejen dostupné volné aminokyseliny,
ale také podminky pro pfitomnost DC-pozitivnich MO. Kvasinky odpovédné
za alkoholovou fermentaci produkuji nékteré BA jako putrescin, kadaverin a fenyletylamin
(Marcobal a kol., 2006), ale v mnohem nizSich mnozstvich ve srovnani s malolaktickou
fermentaci. Tento fermentacni krok je katalyzovan LAB, ve vétsin€ piipadi Oenococcus
oenispecies a vznika béhem né&j nejvice BA (Ancin-Azpilicueta a kol., 2008). V zavislosti
na odrid¢ a zpiisobu zpracovani se ve viné nalézaji vSechny vysSe zminéné BA. Kéntor a kol.
2015 uvadi jako nejzastoupendjsi tryptamin s koncentracemi az 170 mg-L™, ostatni BA
v koncentracich do 10 mg-L™. Celkové vyssi obsah BA se nachédzi v ¢ervenych vinech nez

v bilych (Eposito a kol., 2019).

Pivo je jeden z nejkonzumovangjsich fermentovanych napoju, a proto je nezbytné
brat ohled na dietarni pfijem BA v tomto napoji. Je tieba brat v potaz, Ze alkohol zesiluje
toxické ptisobeni BA. V bé&Znych potravinich je 100 mg-L? povazovano za bezpe&nou
koncentraci. U alkoholickych napoju jsou obvykle deklarovany nizsi limity BA, z divodu
interference detoxifika¢nich mechanismi. Ten Brink a kol., 1996 uvadi jako toxické davky
8 —-20mg-Ltpro HA; 25-40 mg-L* pro TA; a2—3 mg-L* pro PHE. Zakon &. 110 / 1997
Sb. povoluje maximalni koncentraci histaminu v pivu 20 mg-L™?. Nejvétsi mnozstvi BA
v pivu vznika béhem fermentace (Kala¢ a Kiizek, 2003). DalSim zdrojem BA jsou
kontaminujici MO b&hem procesu vyroby. Hlavnimi kontaminujicimi MO jsou LAB

Lactobacilus sp (Garofalo a kol., 2015) a Peptidococcus sp (Zqulerdo-Pulido a kol., 1997).
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V ptipad¢ nedodrzeni hygieny skladovani a servirovani, zejména u cepovanych piv,
se zvétsuje spektrum MO produkujici BA o aerobni bakterie (Acetobacter, Gluconobacter)
a kvasinky (Brettanomyces Pichia, Candida) (Malett a kol., 2018). VVzhledem k technologii
vyroby se Castéji vyskytuji vys$si mnozstvi BA v pivech z malych a femeslnych pivovart

(Yu akol., 2021; Garofalo a kol., 2015).

2.5 Potravinarska analyza

2.5.1 Metody ziskavani a extrakce vzorku

2.5.1.1 DLLME
Disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) spociva ve vytvoieni zakaleného

roztoku vzniklého rychlym pfiddnim smési extrakénich a disperznich rozpoustédel
do vodného vzorku (Obr. 8). Drobné kapi¢ky znacné zvySuji extrakéni plochu ¢imz
se znatn¢ zvysSuje vytézek a rychlost extrakce (Almeida a kol., 2011). Extrakéni
rozpoustédlo musi byt schopno extrahovat analyty, musi byt rozpustné v disperznim
rozpoustédle, nerozpustné ve vodnych vzorcich a musi mit hustotu vy$si, nez ma voda (napf.
tetrachlorethylen). Dispergacni rozpoustédlo musi byt rozpustné ve vod¢ i extrakénim
rozpoustédle (napt. aceton, ACN) (Rezaee a kol., 2006). Po centrifugaci dojde opét
Kk oddé€leni fazi a odbéru té, do které se extrahuje analyt. U vysoce hydrofilnich sloucenin,
které se té¢Zko extrahuji rozpoustédly nemisitelnymi s vodou pouzivanymi v DLLME, je ke
zvySeni vytézkli nutnd derivatizace in situ (Almeida a kol., 2011). Existuje mnoho
modifikaci DLLME, které se 1isi hustotou rozpoustédla [vyssi (Obr. 8A) /nizsi nez vodna
faze), mechanickym zpisobem vytvotfeni disperze (vortexovani (Obr. 8B), ultrazvuk,
protfepani rucné, vstfiknuti) nebo nacinim, ve kterém DLLME probih4d (Sroubovaci
zkumavka, uzkohrdld zkumavka, polyethylenova Pasteurova pipeta (Obr. 8C), injek¢ni

sttikacka (Leong a kol., 2014).
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s

Disperze Centrifugace
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DiSperze Vortexem asistovana Centrifugace
emulzifikace

Obrazek 8 Typy a modifikace DLLME. Rozpoustédlo o vyssi hustoté [A], vortexem
asistovana DLLME (VALLME) [B], DLLME v polyethylenové Pasteurové pipeté [C].

Pievzato a upraveno z Leong a kol., 2014.

2.5.2 Metody méreni a pristupy
V soucasnosti, pii stale se zvySujicich ndrocich na kvalitu potravin, je nutné mit levnou,

rychlou a spolehlivou metodu, ktera se da vyuzit k analyze obsahovych, a zejména toxickych
latek.

2.5.2.1 Tenkovrstva (TLC), kapalinova (LC) a superkriticka (SFC) chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé (TLC) je Siroce pouZivdna v laboratofich v oblastech

kontroly slozeni potravin, zamérnych pfisad, pfimési, kontaminantii a rozkladu. Umoziiuje
stanovit aminokyseliny (kvalita bilkovin), lipidy a mastné kyseliny (kvalita a falSovani tuki),
cukry (kvalita napoje), BA (stabilita pti skladovani), vitaminy (pfidavané jako Ziviny,
barviva a antioxidanty) a organické kyseliny (konzervacni latky). Kvantitativni
vysokoucinnd TLC (HPTLC) vyuzivajici denzitometricky skener, mtze pii optimalnim
provedeni poskytnout vysledky, které jsou srovnatelné s plynovou chromatografii (GC)

a kapalinovou chromatografii (LC) (Sherma, 2000).
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Kapalinova chromatografie je v soucasnosti hojné¢ vyuzivanou metodou k analyze
potravin. Umoziuje stanovovat kvalitativné 1 kvantitativné velice Siroké spektrum latek, a
to jak pfimo z matrice, tak po derivatizaci. Lze ji vyuzit pro stanoveni stopovych mnozstvi
toxickych latek (BA, aflatoxiny, antibiotika a jiné kontaminujici latky), stejné tak jako pro
sledovani antioxidantli, vitamini a Zzadoucich a prospésnych latek. LC ve spojeni
S hmotnostni spektrometrii, je mozné vyuzit také k urceni autenticity potravin. VyuZzitim
unikatnich metabolickych profili a markerti potravin z dané oblasti a jejich porovnanim
se zajmovym vzorkem, 1ze snadno zjistit, zda dana potravina je z deklarované oblasti nebo

zda se jedna o klamani spotiebitele. (Di Stefano a kol., 2012)

Superkritickd fluidni chromatografie (SFC) je dynamicky se rozvijejici separacni
metoda, ktera vyuzivd CO2 Vv superkritickém stavu. Diky tomu je moZné velmi snadno
a rychle separovat latky prevazné nepolarniho charakteru a po vhodné upravé i polarni latky.
V analyze potravin nachazi uplatnéni pifi stanovovani lipidd (mastnych kyselin,
triacylglyceroltl, fosfolipidii, karotenoidl), terpenoidnich slou€enin, polyfenolii, sacharidi

a nezddoucich latek (syntetickd barviva, glukosinolaty) (Bernal, Martin a Toribio, 2013)

2.5.3 GC v analyze potravin
Plynova chromatografie se Siroce pouziva v aplikacich zahrnujicich analyzu potravin.

Typické analyzy se tykaji kvantitativni a/nebo kvalitativni analyzy sloZeni potravin,
ptirodnich produktl, potravinaiskych ptidatnych latek, chutovych a aromatickych slozek,
ruznych transformacénich produktii a kontaminantt, jako jsou pesticidy, fumiganty, latky
zneCiSt'ujici Zivotni prostfedi, pfirodni toxiny, veterinarni léCiva, a slozky obalovych

materiali (Lehotay a Hajslova, 2002).

Plynovéa chromatografie nachazi velké vyuziti v analyze tékavych aromatickych
slou¢enin. Kromé detekce riznymi detektory (hmotnostni spektrometrie (MS), plamenoveé-
ioniza¢ni detektor) je mozné mit sestavu GC-olfaktometrie (GC-0O). Diky GC je mozné
separovat jednotlivé vonné latky, které jsou nasledné predkladany lidem, a ti mohou hodnotit
konkrétni vini, jeji (ne)piijemnost, ale 1 intenzitu. Postupnym fedénim lze zjistit 1 meze

detekce vnimani jednotlivych aromat (van Ruth, 2004).

Potraviny jsou slozitou matrici a nékteré latky se od sebe téméf nelisi. Piesto mohou
mit zasadni vliv na senzorické charakteristiky dané potraviny a bézny GC-MS systém
nemusi byt schopen tyto latky separovat (napf. kvuli stejné teploté varu). Diky vyuziti

multidimenzionalniho systému (GCxGC-MS) a vice charakteristik (chiralita, polarita nebo
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t€kavost) je ale mozné, tyto latky uc¢inné separovat a identifikovat. (Dymerky, 2018). Vyuziti
je napiiklad pro identifikaci enantiomer esencidlnich olejii (Shelille a Mariott, 2002),
rozdily v produkci aromatickych latek ve viné riaznymi kmeny kvasinek (Robinson a kol.,

2011), nebo pii kontrole Cerstvosti, autenticity a zrani syrit (Gogus a kol., 2006)
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3 Material a metody
3.1 Material

Pivo: Petrov 11 lahvovy a vyCepni (Moravia, Brno), Kamenicka 10 (Kamenice, Kamenice
nad Lipou), Lezak, Rezna Bara (oboji Chomout, Olomouc), Temné hoikd 12 (Radegast,
Nosovice), Pilsner Urquell (Plzenisky prazdroj, Plzen), Souron (Stern, Brno), London Porter,
Argus 11 (Konrad, Liberec), APA 12 (Tvarg, Velka Bystfice), Polotmavy 13 (Maxmilian,
Kroméfiz), Sauf Service, Rheinderby NR.1 (Vohrman-Brauerei, Hagen Dahl), London

Porter, domaci pivo

Ostatni: espresso (Brazilie, Peru, Kolumbie, El Salvador), bezkofeinové espresso
(Kolumbie), ptekapavana kava (EI Salvador), ¢ervené vino (Dornfelder), bilé vino (Pét-Nat

Ryzlink Vlassky/Chardonay)

3.2 Chemikalie

Toluen, Acetonitril, methylchlorformiat, mthylchlorformiat, histamin dihydrochlorid,
tyramin hydrochlorid (vSe SigmaAldrich, Darmstadt, Némecko), MeOH, HCI,
NasPOs - 12 H,O (Lach:ner, Neratovice, Ceska republika), dusik a helium 4,8 (SIAD,

Bergamo, Italie)

3.3 Pristroje a vybaveni

Plastové zkumavky se Sroubovacim uzavé€rem 15 mL, dusikovéa odparka, analytické vahy
(Mettler Toledo, Colubus, USA), plynovy chromatograf Aglient 7890A s hmotnostnim
spektrometrem 5975C inert a kapilarni kolonou HP-5ms 30 m x 0,25 mm x 0,25 um (vSe
Aglient Technologies, Palo Alto, USA), centrifuga 5702 (Eppendorf, Hamburk, Némecko),
digitalni pH metr, ultrazvukova lazen, dusikova odparka, plastové mikrozkumavky 1,5 mL,

vialky 1 mL, automatické pipety a Spicky

3.4 Optimalizace metody
Navrh metody vychazi z Almeida a kol., 2011. Jednotlivé rozdily v postupu jsou popsany

V nasledujicich ¢astech.

Stanoveni probihalo metodou standardniho ptidavku. Vzorky byly odplynény
Vv ultrazvukové 1azni. Do dvou 15 mL plastovych Sroubovacich zkumavek bylo pieneseno 5
mL, které byly alkalizovany NasPOs - 12 H,0 na pH 12. Do jedné zkumavky byly ptidany

standardy TA a HA. Do obou zkumavek bylo ptidano derivatizacni ¢inidlo. Do obou vzorkt
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byla prudce vstfiknuta smés disperzniho a extrakéniho ¢inidla. Obé zkumavky byly ru¢né
vytfepavany a nasledné centrifugovany. Byla odebrana vrchni vrstva extrakéniho cinidla,
ktera byla pienesena do 1 mL vialky. Analyza probihala na GC-MS systému a data byla

nasledn¢ ru¢né vyhodnocena.

3.4.1 Derivatizace
Byla testovana derivatiza¢ni ¢inidla. Do dvou 15 mL plastovych Sroubovacich zkumavek

bylo pfeneseno 5 mL vzorku. Do obou vzorkii bylo pfidano a rozpusténo 300 mg
NasPOjs - 12 H20. Do jedné zkumavky bylo pfidano 20 pL standardu TA a HA (2 mg-mL"
). Do obou zkumavek bylo piidano 25 pL methylchlorformiatu (MCF) nebo
ethylchlorformiatu (ECF). Do obou vzorkd byly prudce vstiiknuty 3 mL smési ACN:toluen
(2:1). Obé zkumavky byly ru¢né vytiepavany po dobu 10 min a nésledné centrifugovany pii
4400 rpm po dobu 5 minut. Nasledné zkumavky 10 s ruéné prottepany a opét centrifugovany
pii 4400 rpm po dobu 5 minut. Do 1 mL vialky bylo ptfeneseno 400 pL z vrchni faze
anasledn¢ odpafeno dosucha pod N2. Odparek byl rozpustén v 1 mL toluenu. Analyza

probihala na GC-MS systému a data byla nasledné ruéné€ vyhodnocena.

3.4.2 Objem extrakéniho a disperzniho ¢inidla
Byl testovan objem smési ACN:toluen. Do dvou 15 mL plastovych Sroubovacich zkumavek

bylo pfeneseno 5 mL vzorku. Do obou vzorkii bylo pfidano a rozpusténo 300 mg
NasPOs - 12 H20. Do jedné zkumavky bylo pfidano 20 pL standardu TA a HA (2 mg-mL"
1. Do obou zkumavek bylo ptidano 25 pL ECF. Do obou vzorki bylo prudce vstiiknuto 1,5
mL nebo 3 mL smési ACN:toluen (2:1). Ob¢ zkumavky byly ru¢né vyttepavany po dobu 10
min a nasledné centrifugovany pii 4400 rpm po dobu 5 minut. Nésledné byly zkumavky
10 s ruéné prottepany a zkumavky opét centrifugovany pii 4400 rpm po dobu 5 minut.
Do 1 mL vialky bylo pfeneseno 400 pL z vrchni faze a nasledné odpateno dosucha pod Na.
Odparek byl rozpustén v 1 mL toluenu. Analyza probihala na GC-MS systému a data byla

nasledné ru¢né vyhodnocena.

3.4.3 Odparovani
Byl testovan vliv odpatfovéani. Do dvou 15 mL plastovych Sroubovacich zkumavek bylo

pfeneseno 5 mL vzorku. Do obou vzorkii bylo pifidano a rozpusténo 300 mg
NasPOjs - 12 H20. Do jedné zkumavky bylo pfidano 20 pL standardu TA a HA (2 mg-mL"
1). Do obou zkumavek bylo ptidano 25 uL ECF. Do obou vzorkl byly prudce vstiiknuty
3 mL smési ACN:toluen (2:1). Obé zkumavky byly ruéné vyttepavany po dobu 10 min
anasledné centrifugovany pii 4400 rpm po dobu 5 minut. Nasledn¢ byly zkumavky
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10 s ru¢né protfepany a zkumavky opét centrifugovany pii 4400 rpm po dobu 5 minut.
Do 1 mL vialky bylo pteneseno 400 pL z vrchni faze a nasledné odpateno dosucha pod No.
Odparek byl rozpustéen v 1 mL toluenu, nebo byl odebran 1 mL vrchni vrstvy, ktery
se neodpafoval. Analyza probihala na GC-MS systému a data byla nasledné rucné

vyhodnocena.

3.4.4 Standardni pridavek
Byl testovan objem a koncentrace standardniho pifidavku. Do dvou 15 mL plastovych

Sroubovacich zkumavek bylo pfeneseno 5 mL vzorku. Do obu vzorkl bylo ptfidéno
a rozpusténo 300 mg NazPOs. Do jedné zkumavky bylo pfidano 20 pL standardu TA a HA
(2 mg-mL™?) nebo 50 uL (10 mg-mL™). Do obou zkumavek bylo ptidano 25 pL ECF. Do
obou vzorkd byly prudce vstiiknuty 3 mL smési ACN:toluen (2:1). Obé zkumavky byly
ru¢né vytiepavany po dobu 10 min a nasledné centrifugovany pii 4400 rpm po dobu 5 minut.
Nasledné byly zkumavky 10 s ruéné protiepany a zkumavky opét centrifugovany pii 4400
rpm po dobu 5 minut. Do 1 mL vialky bylo pfeneseno 400 uL z vrchni faze a nasledné
odpareno dosucha pod N». Odparek byl rozpustén v 1 mL toluenu. Analyza probihala na

GC-MS systému a data byla nasledné ru¢né vyhodnocena.

3.5 Nastaveni GC-MS systému

Pro analyzy byl davkovan 1 pL vzorku s ddvkovacim pulsem 200 kPa, 0,3 min pfi teploté
280 °C. Pocatecni teplota kolony byla nastavena na 50 °C, ktera byla udrzovana 2 min
a nasledné zvysSovana o 10 °C/min do kone¢né teploty 300 °C, pfi které byla udrZzovana
kolona 15 min. Jako nosny plyn bylo pouzito helium pfti pritoku 0,9 mL/min. VSechny
vzorky byly analyzovany v rezimu celkového iontového proudu v rozsahu 29 — 520 m/z pro
kvalitativni ucely V jednom opakovani. Pro kvantitativni analyzu byl vyuzit reZim
monitorovani selektivnich iontt 120, 166, 255 a 281 m/z ve tfech opakovanich. Pro v§echna

méteni byla vyuZzita elektronova ionizace s energii 70 eV.

3.6 Vyhodnoceni analyzy
Pro vyhodnoceni byl vyuzit program MSD Productivity ChemStation (Aglient
Technologies, Palo Alto, USA). Chromatogramy byly manualné integrovany. Ze ziskanych

ploch byla zjisténa koncentrace pomoci vzorce:
Aj-c
Ajs — Aj

C =

kde Ai je plocha vzorku, Ais je plocha vzorku s ptidavkem a cs je koncentrace standardu.
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4 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni TA a HA v népojich

a stanovit jejich obsah ve vybranych vzorcich piva a dalsich napojich.

4.1 Optimalizace

Pted samotnym stanovenim bylo nutné provést in situ derivatizaci TA a HA, aby je bylo
mozno stanovit pomoci GC-MS. Jako derivatiza¢ni Cinidla byly testovany MCF a ECF.
Schéma derivatizace TA s ocekavanymi produkty reakce je zobrazeno na Obr. 9 a HA na

Obr. 10.
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Obrazek 9 Derivatizace TA pomoci MCF a ECF. MW produkta: 195,21 [A], 253,25 [B],
209,24 [C] a281,3 [D]
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Obrazek 10 Derivatizace HA pomoci MCF a ECF. MW produktt: 169,18 [A], 227,22 [B],
183,20 [C] a 255,27 [D]
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Jako vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo byl vybran ECF, jelikoz MCF poskytovalo slaby signél,
ktery byl Casto prekryt matrici. Mnozstvi extrakéniho a disperzniho rozpoustédla byly 3 mL,
z divodu snadné€jsi manipulace se vzorky (mensSi pénivost a odbér organické faze po
extrakci). Vzorky nebyly odpatfovany, jelikoz nebyl zjevny rozdil mezi odpafenym
a neodpafenym vzorkem, a tedy neodpafeni vzorku zna¢né zrychli jeho ptipravu. Jako
vhodna koncentrace standardu bylo zvoleno mnozstvi 20 pL (2 mg-mL™). Vyssi koncentrace
jsou zbytecné, jelikoz ve vzorcich nejsou takové koncentrace BA a signal vzoru s ptidavkem

znacn¢ pievysuje signal vzorku bez pridavku.
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4.2 Stanoveni BA

Stanoveni BA probéhlo v 15 vzorcich piv. 13 lahvovych a 2 vycepnich. Ve vétsiné byl obsah
obou stanovovanych BA relativné nizky, az na jeden vzorek. Petrov 11° obsahoval jak
Vv lahvové, tak ¢epované forme¢ pomérné znaéné mnozstvi tyraminu, v piipadé lahvového
dokonce nadlimitni koncentraci. Koncentrace TA a HA v jednotlivych pivech jsou

zobrazeny v Tab. 2

SN Tyramin

Histamin

111
%/

L

T T T T T T T T T T T T T T
600 =|OO 1000 1200 1400 1600 1200 2000 2200 2400 2600 2200 3000 =200

Obrazek 11 Chromatogram celkového iontového proudu (TIC) pro pivo Tvarg APA 12
s pridavkem HA a TA 40 mg-L*
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Obrazek 12 Iontovy chromatogram pro m/z 120 v pivu Argus 11. Bez piidavku [A],
s pridavkem HA a TA 40 mg-L* [B]
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Tabulka 2 Mnozstvi TA a HA v ve vzorcich piva

Pivo TA [mg-L1] HA [mg L]
Petrov 11° 63,92 + 0,00016 0,68 + 0,02
Petrov 112 106,16 + 50,58 0,21 + 0,0093
Kamenicka 102 1,34+0,13 0,33+0,13
Sauf service? 0,50+ 0,25 0,19 + 0,034
Radegast 12°2 1,17 +0,19 0,045 + 0,0026
Rheinderby 2 0,86 £ 0,1 0,11 + 0,027
ReZnd Bara? 2,43+0,18 0,082 + 0,0051
Plzen 12°2 1,03+0,14 0,13+ 0,023
Souron? 1,33 +£0,035 0,047 + 0,025
London Porter? 0,24 + 0,037 0,12 + 0,027
Chomout lezak ? 0,70 +£ 0,026 0,08 +0,0077
Argus 11°2 1,78 £0,012 0,11+ 0,021
Tvarg APA? 1,46 + 0,065 0,23 +£ 0,033
Maxmilian 13°° 1,60 + 0,069 0,12+ 0,011
Doméci? 1,21+ 0,028 nd°®
aahvoveé, P vyc¢epni, “ nedetekovano, MIN TA — 0,24; HA 0,045; MAX TA - 106,16;
HA - 0,68
3,00
2,80
2,60
2,40
2,20
E 2,00
E 1,80
> 1,60
§ 1,40
S 1,20
S 1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00 - - -
= 2 S £ c N & c 5 & < a
s 3 B oz 3 ¢ g g < -
¢ 7 5 & =
B Tyramin OHistamin

Graf 1 Koncentrace TA a HA ve vzorcich piva. Nejsou zobrazena data Petrov 11° vycepni
a Petrov 11° lahvovy z dGivodu zkresleni grafu.
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Tabulka 3 Mnozstvi TA a HA ve vzorcich kavy a vina

Matrice TA [mg-L?] HA [mg L]
Brazilie 0,047 + 0,021 0,2 + 0,063
Peru 0,091 + 0,026 0,026 + 0,29
Kolumbie 0,071+ 0,01 0,01+0,21
Bezkofeinova 0,08 +£ 0,017 0,017 £0,33
El Salvador 0,073+ 0,015 0,015 + 0,025
Ptrekapavana 0,013 £ 0,008 0,008 + 0,014
Dornfelder 2,99+ 0,032 0,032 + 2,56
Pét-nat 0,0054 + 0,00077 0,00077 + 0,042
MIN TA —-0,0054; HA 0,014; MAX TA —2,99; HA — 2,55
3,4
3,2
3,0
2,8
__ 26
o 2,4
w0 2,2
£ 20
%18
£ 16
§ 1,4
S 12
¥ 1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 M A_I—l J_I—‘ —

B Tyramin OHistamin

Graf 2 Koncentrace TA a HA ve vzorcich kavy a vina.
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5 Diskuse

5.1. Optimalizace

Optimalizace vychazela z ¢lanku Almeida, Fernandes a Cunha, 2012. Jeden z hlavnich
rozdili spoc¢iva ve volb¢ derivatizatniho ¢inidla. Mnoho autort vyuziva
isobutylchlorformiat (napf. Almeida a kol., 2012; Fernandes a kol., 2001; Lundh a Akesson,
1993), dansylchlorid (napt. Chenggang a kol., 2017; Casal a kol., 2004; Restuccia a kol.,
2014) nebo benzoylchlorid (napt. Milheiro a kol., 2019; Aflaki a kol., 2014) a piipadna dalsi
specificka ¢inidla. Ethylchlorformiat se nabizi jako vhodné derivatiza¢ni ¢inidlo, zvlast’ pro
vyuziti v plynové chromatografii. Je levny, relativné netoxicky a jeho derivaty jsou dobie
tekavé. Rozanska a kol., 2022 ho uvadi jako vhodny a ekologictejsi pro determinaci BA.
Z vysledkl také vyplyva, ze TA byl derivatizovan na obou koncich, tedy jak na bazickeé -
NH2 skupiné, tak na kyselé -OH. V ptipadé€ histaminu tomu bylo podobné¢ a derivatizace
probéhla jak na -NH: skuping, tak na indolovém kruhu.

Je otazkou, pro¢ napt. Almeida a i jini autofi odparovali toluenovy extrakt pod
dusikem a nasledné odparek znovu rozpoustéli v toluenu, ale pravdépodobné z divodu
odstranéni zbytkll disperzniho ¢inidla a zakoncentrovani vzorku v ¢istém rozpoustédle.
Z vysledkt vyplyva, ze v piipadé pouziti ACN jako disperzniho ¢inidla je odpafovani
zbyte¢né a ACN nijak neinterferuje se vzorkem. Vyjmutim tohoto kroku se tedy znacné
zrychli cela ptiprava vzorku a néslednd analyza.

Témet vSichni vySe uvedeni autofi pouzivaji pro kvantitativni stanoveni metodu
interniho standardu. Obvyklé jsou deuterované nebo jinak upravené aminy, které sice spliuji
podminku vnitinich standardd, a to ze se v piveé pfirozené nevyskytuji a maji jiny retencni
Cas, ale jsou nakladné na pofizeni. Alternativou muze byt vyuziti 1,7-diaminoheptanu
(Mozzon a kol., 2015). Vyuziti metody standardniho pfidavku sniZzuje mnoZstvi potiebnych
chemikalii a zjednodusuje ptipravu.

Z vysledktt vyplyvaji rozdily mezi Almeida a kol., 2012 a optimalizovanym
postupem. Lze u¢inné vyuzit i jiné derivatizacni ¢inidlo, a neni nutné vzorek odparovat.
Almeida jesté vyuziva 0,5 M fosfatovy puftr a nasledné upravuje pH na 12. Pfidavek 300 mg
NasPOq resp. 400 mg v piipad¢ piv typu sour je naprosto dostacujici a pH kolem 12 je tim

dosazeno téz.
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5.2 Stanoveni biogennich amini v pivu

Tyramin a histamin byly stanovovany v celkem 15 pivech z nichz byla 2 vycepni a 13
lahvovych. 8 z nich bylo spodné¢ a 7 svrchné kvaSenych. Celkové obsah TA (0,24 - 106,16
mg-L?1) i HA (0,045 - 0,68 mg-L™) odpovida literatufe. Tab. 4 uvadi ptiklady studii, které

se stanovenim BA zabyvaly.

Tabulka 4 Rozsah obsahu biogennich aminti uvadény v pivech.

Zemé TA [mg-L7] HA [mg-L*] Autor
Portugalsko 0,017 — 1,339 0,8—6,5 Almeida a kol., 2012
Cesko 0,3-1,19 4,68 — 12,7 Kala¢ a kol., 1997
Cesko <10 - 100 - Buiika a kol., 2012
Polsko 09-12 0,4-0,7 Slomkowska a kol., 2002
Korea 1,0-49,6 13-265 Choi a kol., 2012
Riizné staty 0-0,48 0-0,6 Aflaki a kol., 2014

Tyramin 1 histamin byly stanovovany ve dvou pivech typu sour (Souron a Sauf service) a to
z diivodu, ze pfi fermentaci téchto piv byly vyuzity LAB. Ty produkuji vy$§i mnozstvi BA,
a to az dvojnasobné mnozstvi, zejména TA (Poveda a kol., 2017; Lorencova a kol., 2012).
Nicméné z dat vyplyva, Ze v piipad¢ zkoumanych vzorkl tomu tak neni. Mize to byt napf.
z toho divodu, Ze pti fermentaci byly pouzity jiné druhy LAB, fermentace probihala pouze
kratkou dobu, nebo byla piva uméle okyselena.

Podle Lorencové a kol., 2020, se v pivech z malych pivovara zvySuje mnozstvi BA.
Miize to byt dano technologii vyroby. U malych pivovarl neni fermentace kontrolovana
pomoci laboratofe, pfipadné¢ nemusi byt dodrzeny spravné hygienické podminky vyroby
a skladovani. Diky tomu mize dochazet ke kontaminaci MO produkujicimi BA. Z celkem 7
zkoumanych piv z malych pivovarli (Maxmilian 13, Sauf service, Rheinderby, ReZzné Bara,
Lezak Souron, Domaci) nebyl v Zadném obsah vyznamné vyssi. To mize svédcit o kvalité
vyrobniho procesu.

Naroky na hygienu je nutné dodrzet 1 v ptipadé ¢epovanych piv (Mallett a kol., 2017)
(Maxmilian 13 a Petrov 11). Zde miize snadno dojit ke kontaminaci MO produkujicimi BA.
Maxmilian 13 ani zdaleka nepfesahoval legislativou dané hodnoty (HA 20 mg-L?,
TA 100 mg-L1). Pivo Petrov 11 s obsahem TA 63,92 + 0,00016 mg-L* se této hodnoté blizi
a konzumace 4 béznych piv v krat§im horizontu by mohla mit zdravotni nasledky. Protoze
toto pivo mélo vyrazné¢ vysSi obsah, byla zde moznost, Ze v pribé¢hu mezi vyrobou

a méfenim doslo ke kontaminaci. Proto bylo zakoupeno stejné pivo, tentokrat v lahvové
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formé pro ovéfeni. I v tomto piipade bylo mnozstvi TA velmi vysoké (106,16 + 50,58 mg-L"

1. Z toho Ize usuzovat, Ze by pivo mohlo byt $patné kvality.

5.3 Stanoveni BA ve vinu a kavé

Pro porovnani robustnosti metody byly BA stanoveny i v jinych napojich. U kdvy mnozstvi
BA zéavisi na n¢kolika faktorech. Jednak na druhu kévovniku a zpiisobu zpracovani kavy
(Dias a kol., 2012) a jednak na stupni prazeni, béhem kterého se zna¢na ¢ast BA vytrati
(Oliviera a kol., 2005) a po uprazeni jsou hodnoty mensi nez 1 mg-L™. Vétsina predchozich
studii byla provadéna na tmavé prazené kavé ruzné kvality. Macheiner a kol., 2022
analyzoval svétle prazenou vybérovou kavu, kde hodnoty TA byly kolem 17 mg-kg™.
Naméiené vysledky ukazuji hodnoty mnohonasobné¢ mensi. Divodem miize byt, Ze vyse
uvedeni autofi zjiStovali obsah v prazené kavée, a nikoliv v napoji. BA se do nich nemusi
extrahovat, nebo mohou Vv ptipadé espressa podléhat degradaci, nebo u piekapavané kavy
vyraznému fedéni.

Je obecné zndmo, Ze vino, obzvlasté cervené, obsahuje vyssi mnozstvi HA. To bylo
ovéfeno i v mnoha studiich (napt. Milheiro a kol., 2019; Anli a kol., 2004), a potvrzuji to
I naméfena data. V ¢erveném vinu byly hodnoty vys$si nez v pivu, kaveé nebo bilém vinu.

Pti konzumaci jakychkoliv fermentovanych potravin je nutné dbat na jejich
nezavadnost. V pfipad¢ vyssi citlivosti na migrény je nutné vyhybat se zdrojim TA.
V ptipadé 1écby preparaty, které blokuji fyziologické procesy k odstranéni BA (MAO
a DAO), je nutné dodrzovat dietarni opatfeni a omezit potraviny, které jsou zdrojem BA
Miize dojit k jejich hromadéni v organismu a naslednym nezddoucim az Zivot ohrozujicim

stavum.
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6 Zavér

V teoretické ¢asti této prace jsou shrnuty informace, tykajici se procesu vyroby piva
s diirazem na fermentaci a mikroorganismy. Déle jsou uvedeny a popsany jednotlivé skupiny
latek vznikajicich v pivu pii vyrobnim procesu. Je zde popsana problematika biogennich
amin, a to piedevSim tyraminu a histaminu, jakozto hlavnich biogennich amint
V potravinach s nejzfetelnéjsim fyziologickym plsobenim, ale i ostatnich vyznamnych
biogennich amind. Prace také shrnuje princip disperzni extrakce kapalina-kapalina a vyuziti
chromatografickych technik v analyze potravin. Experimentdlni cast se vénovala
optimalizaci metody stanoveni histaminu a tyraminu pomoci GC-MS s néslednou aplikaci
tohoto postupu na vybrand piva a dal$i napoje. Cilem optimalizace bylo zjednodusit
a zrychlit proces a ovéfit, zda je mozné vyuzit k derivatizaci i jind nez obvykle pouzivana
¢inidla pro stanoveni biogennich aminil. Dal$im cilem bylo stanovit mnozstvi histaminu
atyraminu v pivu a napojich. Z vysledku vyplyva, ze vétSina piv obsahovala bezpecné
koncentrace, nehled¢ na to, zda §lo o pivo z velkého ¢i malého pivovaru. Koncentrace nebyly
zvySeny ani v piipadé kyselych piv, fermentovanych za pouziti bakterii mlééného kvaSeni.
Vyjimku tvofilo spodné kvaSené pivo Petrov 11°, kde koncentrace tyraminu pfesahovala
bezpecnou koncentraci. Metoda je aplikovatelna i na dals$i napoje. Oba stanovované biogenni
aminy byly detekovatelné jak ve vinu, tak ve stopovych koncentracich i v kavé. Vyse

popsané cile prace byly splnény.
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