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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem biogennitintav syrech infréervenou a
Ramanovou spektrometrii.

Byla provedena extrakce dvou dfubyru (uzeny a neuzeny) z# tiruhi mléka (kravské,
kozi, o). Extrakty byly studovany pomoci infrarvené spektrometrie metodou uplného zeslabeného
odrazu. Absorgni pasy v infraervenych spektrech bylyipazeny funknim skupinam. V syrech byly
identifikovany hlavni funkni skupiny, mezi nimi NH a NHskupiny, nebylo vSak touto metodou
mozné rozlisit, kterym aminolatkam nélezi.

Pri studiu pomoci Ramanovy spektrometrie byly zdigfipraveny tabletyistych syi a syi
s piidavkem tyraminu. Metodou standardniitdpvku byla provedena semikvantitativni analyza pro
radove ukeni koncentrace biogennich athwmsyrech. Vysledky ziskané touto metodou (tisice
mg.kg") byly vy33i neZ publikované \tgdchozich studiich.

Jak infr&ervend, tak Ramanova spektrometrie se po vhodnéxliprorku ukazaly, jako

ptinosné pro kvalitativni analyzu zatimco moZznostrkitativni analyzy jsou omezeneé.

Kli¢ova slova: infréervena spektrometrie, Ramanova spektrometrie, bjogenni aminy

ABSTRACT

This thesis is devoted to study of biogenic amiimescheeses by infrared and Raman
spectrometry.

The extraction procedure of two type of cheese©ksih and non-smoked) made from three
different types of milk (cow’s, goat’s, sheep’spwparformed. Extracts were studied by attenuated
total reflectance Fourier transform infrared spatietry. Absorption bands in infrared spectra were
assigned to functional groups. Main functional grewere identified in cheeses, NH and Njfoups
among them, but it wasn’'t possible to differentiateach amino compound they belong to.

In study by Raman spectrometry tablet from cheasdscheeses with tyramine additions were
prepared. Semiquantitative analysis was performgdniethod of standard additions for the
determination of concentration of biogenic aminmeshieeses estimated by order of magnitude. Results
obtained by this method (thousands mg)kgere higher than results published in previousliss.

After proper preparation of sample, both infraseti Raman spectrometry showed up as

beneficial for qualitative analysis while potentidiquantitative analysis is limited.

Keywords: infrared spectrometry, Raman spectrometoheeses, biogenic amines



UvoD

Biogenni aminy jsou organicke, bazické, nizkomol&ini dusikaté slaieniny, které
obvykle vznikaji dekarboxylaci volnych aminokyselindsou tvéeny a rozkladany
mikrobialnim, rostlinnym a ZivaSnym metabolismem.

Biogenni aminy se vyskytuji v mnohaznych jidlech a napojich, jejich koncentrace
se znang lisi v zavislosti na druhu potravin, ale také am#mmotnéhd.Vyskytuji se v ovoci,
zelenirg, cokolads, syrech, vejci, rybach, mléce, mase, sojovych pkteth, dZzusech, vinech,
pivu aj>34

NejbéznejSimi aminy jsou: histamin, tyramin, tryptamin, féethylamin, putrescin,
kadaverin, spermidin a spermin.

PrestoZe jsou latkami nepostradatelnymi, ve vysolgaicentracich maji vasoaktivni
a psychoaktivni &inky.” Aminy byly také studovany jako karcinogenni prekuryZ

Stanoveni biogennich aniirse provadi chromatograficky (TLC, HPLC, GC) nebo
elektromigra&nimi technikami (CZE). Jejich analyza jélekita, jak z hlediska jejich toxicity,
tak také mozZnosti jejich vyuZiti jako indikatotrerstvosti nebo zkaZeni potravin.

Syry, jako zdroj bilkovin, tuk, vitamini a mineralnich latek, se konzumuiji itiek po
celém s¥te.” Pi zrani syra je kasein pomalu odbouravan protezkytni enzymy, co? vede
ke zvyZeni obsahu volnych aminokyséliB¢hem vyroby niZeme dekévat pitomnost
mnoha drufi mikroorganisni, z nichZz rkteré jsou zodpasdné za produkci biogennich
amini z aminokyselirt. Po rybach je syr druhou potravinou, ktera jeas§ji zodpowdna za

otravu histaminen.
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1. Infra ¢ervend spektrometrie

Infracervend spektrometrie je optickd abswoip metoda, paéici do skupiny
nedestruktivnich analytickych metod, kdy zkoumangrek neni analyzou nikterak poskozen,
a presto poskytuje informaci o svém sloZ&ni.

Principem infréervené spektrometrie je absorpce itéraeného z@ni molekulami
latek, které vyvolava zémy vibratnich a rotanich podstafr molekul.

Infracervena spektrometrie se stala jednou zilefit¢jSich analytickych metod jak
pro preparativni, tak analytickou chemii. Je rowmmwu metodou nuklearni magnetické
rezonanci, hmotnostni spektrometrii, ultrafialovéiditelné spektrometrii a, v zavislosti na
daném problému, fize byt uzita samostatmebo ve vhodném spojeni s jinou metodou, pro
dosaZeni pozadovaného vysledku.

Hlavni cil infratervené spektrometrické analyzy je stanoveni dofdh skupin ve
vzorku. OdliSné funéni skupiny absorbuji charakteristické frekvenceatdrveného zéni.
Ze zjiseni, kterdcast spektra byla absorbovéna, je pak mozné uscheihickou strukturu a
charakter latky.

Infracervena spektrometrie umindie analyzovat jak plyny, kapaliny tak pevné latky.

1.1. Infracervené zgeni
Infracervené z#eni je oblast elektromagnetického spektra, kterwméet od 13 000
do 10 cni nebo vinovou délku od 0,78 do 10(®. Je ohrarienervenym koncem viditelné
oblasti g vysokych frekvencich a mikrovinnou oblasti pizkych frekvencich. Infrgervena
oblast je obvykle rozflena nait asti: blizka (13000 — 4000 ¢ty stedni (4000 — 200 ci)
a vzdalena (200 — 10 ¢th Nejvice uzivana oblast infrarveného zéni je stedni™®

1.2. Princip infra&ervené spektrometrie
Principem infréervené spektrometrie je absorpce itéra@eného zi@ni molekulami
latek. Z&eni stedni a blizké infréervené oblasti vyvolava vibtag-rotatni prechody, kdy se
meéni sowasré vibracni i rotaini podstav molekuly, isobeni vzdalené inféarvené oblasti

vyvolava znénu rot&nich staw molekul, u nichz je po¢bna energie mala.



1.2.1. Vibrace molekul
Vibra¢ni pohyb dvouatomové molekuly je mozné popsat Zipiou vztahi pro

harmonicky oscilator, energie vilir@iho pohybu je pak dana vztahem
1
Evzhv<v+§> , )

kde v je frekvence vibrace a v je vilird kvantovécislo (nabyva celkéiselnych

hodnot). Pro firozenou frekvenci harmonického oscilaterplati vztah

1 |k

- =, 2
V= om M, @

kde k je silova konstanta vazby a; @ redukovand hmotnost vibrujicich atibro

hmotnosti m a np:

ml'mz
M, = —
my +m,

(3)

Frekvence vibrace dvouatomové molekuly zavisi femutajici atomy, tedy na typu
chemické vazby, a na druhu vibrujicich aforiedy na jejich hmotnosti.

Po dosazeni vztahu pro frekvenci do rovnice prorghnevibratniho pohybu

_h k<+1) 4
T o (M \V T2 )

Pro vibrani prechody v harmonickém oscilatoru plati ¥jtvé pravidloAv = +1, jsou
tedy mozné pouze fechody mezi sousednimi vikkrdmi hladinami. K pechodu mezi
vibratnimi hladinami dojde, dodame - |I|i molekule imtinou energii ve fortn
elektromagnetického #éni s energii rovnou rozdilu energetickych hlado¥, znamena, ze se
také frekvence absorbovaného fetd musi rovnat frekvenci vibrace molekuly.
Nejprav@podobrjSimi prechody se nazyvaji zakladni (fundamentalni), kted@ovidaji
piechodim mezi zakladni a prvnim excitovanym stavetwv £ 1 «— 0). Jsou-li molekuly
excitovany do vysSich vibkaich hladin, coz nastanefipzvySené tepl@ dochazi k
piechodim 2« 1, 3« 2,..atd., jez nazyvame hork&phody.

Ve skuté&nosti se vSak realné molekuly chovaji jako anhaiokynoscilator. Proto
muze absorgni spektrum dvouatomové molekuly obsahovat viceawitich pag, neba pro
piechody mezi sousednimi hladinami jiz nenabf&astejné hodnoty, nybrz hodnoty, jez se

zmensSuji s rostouci hodnotou vibmého kvantovehotisla. Restava také platit vyoove



pravidlo a ve spektru se objevuji také pasy o feslkich odpovidajicichipchodim sAv>1,
coZ jsou vysSi harmonické frekvence (overtony).

Vibrace viceatomové molekuly je daleko sl&@it, kdyZz pohyby jednotlivych ataim
jsou vzajemn sprazené a navzajem se owyi. Lze i ale popsat jako soet jednoduchych
harmonickych pohylbb— normalnich vibraci, kdy vSechny atomy v molekiil&uji se stejnou
frekvenci a ve stejné fazi, ale twnymi amplitudami. Kazda normalni vibrace je dana
téchto normalnich vibraci je dan gem vibra&nich stupa volnosti dané molekuly. Pro N
atomovoucastici mizeme vypoist paet vibrainich mod ze vztahu 3 N — 5, pro linearni
molekuly a 3 N — 6 pro neline&rni molekuly.

Vibrace nizeme rozdlit na valergni a deformani. Ri valertnich vibracich dochazi
ke zmené délky vazby (nize byt symetricka a antisymetricka)j gdeforma&nich ke zmin¢
valertniho Uhlu vazby (fiZou byt rizkova, kolébava, kroutiva nebo kyvadlova).

Zakladni podminkou vzniku absdémich pag v IC spektru je zmna dip6lového
momentu molekuly, nelo vibratni energie vazby se ke zvySi absorpci
elektromagnetického #éni jen tehdy, pokud seémi pii vibraci jeji dipolovy moment. To
znamena, Ze nedochazi-li k jeho&n® molekula neabsorbuije inffarvené zéeni a neni vd
spektru pozorovatelnd. Dip6lovy moment molekulyehg znény pxi vibraci souviseji se
symetrii molekuly.

V absorgnim spektru se nachazeji také charakteristickéaedyr coZz jsou vibrace
lokalizované do uiité ¢asti molekuly, ktera vibruje relatigmezavisle na zbytku molekuly. O
existenci takové skupiny v molekule nam poskytajermaci pas ve spektru odpovidaci této

vibraci 1112

1.2.2. Rotace molekul
Rotani prechody Ize n&it pouze v plynech. Visledku interakci molekul splyvaji
v kapalinich a plynech v kontinuum.
Pro rot&ni energii rigidni dvouatomové molekuly, kter@Ze rotovat jako celek, ale

jejiz atomy nemohou konat vilira pohyb, byl odvozen vyraz

h2
Er=—g=rJU+1), (5)
kde | je moment setr¢aosti molekuly a J je rotai kvantovécislo (které nize
nabyvat hodnot 0, 1, 2, ...).



Zavede-li se za rotai konstantu B, dané vztahem

h
= 822lc (6)
vznikne vztah
E, = BhcJ(J + 1) (7)

Rotani energie je kvantovana, nabyva jen diskrétnictinbt Dovolené fechody
mezi energetickymi hladinami jsou pouze takou&kferychAJ = +1. Absorbovana energie,
potrebn& ke zéné rotatniho stavu molekuly, je ddna vztahem

AE, = Ey;41 — Er; = 2Bhc (J + 1) (8)

AE; zavisi narozdil od vibrace také na totan kvantovémcisle, hladiny nejsou
ekvidistantni. Absorpcell z&eni se projevi ve vzdalené infeavené oblasti, kde ziskame ve
spektru soubotar, odpovidajicichiznym rot&nim prechodim. U rot&nich greechod: také
plati, Ze aktivni rotace jsou pouze ty, u kteryathhzi ke zrné dipélového momentu
molekuly, tedy u molekul s permanentnim dipélovymnmentem.

Rotace viceatomovych molekul je rozkladana naestd kolem #i hlavnich os
prochazejicichézis&m. Molekuly clime podle velikosti momentu setdreosti i ot&eni
kolem os na linearni, pro jejichzC|spektra plati obdobné vztahy jako pro spektra
dvouatomovych molekul, a molekuly typu symetrickén@asymetrického setréaiku, pro

jejichZ spektra je nutno odvozené teoretické vziadrjgovat pro realné molekuf/!

1.2.3. Vibra¢né rotatni prechody
Pri absorpci zEeni blizké a sedni IC oblasti molekulou dochazi stasré ke zneéng
vibraéniho i rot&niho stavu molekuly. Energie gebna ke zrné rotatniho stavu je velmi
mal& ve srovnani s energii peltinou ke zrén¢ vibracniho. Vibrane¢ rotatni energie molekuly

je dana vztahem
1
AE,,, = hv (v + E) +Bhe] (J + 1) ©)

Pokud je molekula v plynném stavu, tedy ma mozmosace, plati p absorpci
energie Bzna pravidla:Av= £1, AJ= 1. Neb@ neni gechodAv = -1 u vibr&nich zrmén
spojen s absorpci energie, neuvaZzujeme jej. U &nbraotatnich gechodi ma smysl
uvazovat i zniny AJ= -1, neb6 kone&nym vysledkem takového vihma rotatniho grechodu
(Av= +1,AJ= -1) je absorpce #ni. Existuji tedy dva mozné typygehodi: Av= +1,AJ= +1
aAv=+1,AJ=-1.



U linearni viceatomové molekuly zaviseji dovoleitgratné rotatni prechody také na
sméru zmeny dipélového momentu molekulytipvibraci va¢i permanetnimu dipélovému
momentu molekuly. Probiha-li zima ve stejném s&nu jaky ma permanentni dipolovy
moment molekuly, jsou dovolenérgehody jako u dvouatomové molekuly a vysledny
absorgni pas ma také stejny tvar.éhi-li se kolmo, jsou dovoleny ifpchody sAJ= 0 a
absorgni pas vznikne Uzky. U nelinearni viceatomové malekmaji vysledné obalové
kiivky vibraéné rotatnich paf razné tvary. Zaviseji na vzajemném pom tii moment
setrv@&nosti vzhledem ke iém zakladnim osam (molekuly ozugeme jako sféricky,
symetricky a asymetricky setidik). Rot&ni prechody se projevuji jako jemna struktura

spektra!

1.3. Instrumentace
RozliSujeme i typy spektrometr: nedisperzni, disperzni a spektrometry

s Fourierovou transformagi.

1.3.1. Disperzni spektrometry

Disperzni infréervené spektrometry jsou konstruovany jako jedncgkayé nebo
dvoupaprskové. Majiithlavni ¢asti: zdroj z&eni, monochromaétor a detektdr.

a) Jednopaprskové

U jednopapskovych spektrofotomieteaeni ze zdroje prochazi monochromatorem,
kde po nastaveni vinové délky dale pakija a prochazi nejprve kyvetou obsahujici
srovnavaci vzorek, kde jeiehi, odrazem od &t kyvety, eventuekhabsorpci rozpoudtlem
nebo ostatnimi sloZzkami roztoku, pémd zeslabeno a dopada na detektor, kde je vznikly
fotoelektricky proud zréfen a girazuje se mu nulova hodnota absorbance. Poté jaekgee
srovnavacim roztokem nahrazena kyvetou se vzorkegnzasiena jeho absorbance.

Takto jsou eliminovany dgkteré efekty ovliviujici intenzitu prochézejiciho #&ni,
které vSak nesouvisi gitpmnosti analytu v kyvét Mohou vSak vznikat chyby wvidledku
casové nestability pouzitého zdrojererdi. Ziskani spektra je vSak u tohotidsproje velmi
zdlouhavé, nehb pro ziskani absotpiho spektra je nutno tento postup opakovat pro
jednotlivé vinové délky z&ni. Proto jsou vhodné&gxevsim pro wovani koncentrace vzoik
provadné i jedné vinové délce, pdipads pro sledovantasovych zmin koncentrace P

dané vinové délce)ipkinetickych n&renich.



b) Dvoupaprskové

U dvoupaprskovych spektrofotomietrje paprsek vystupujici z monochromatoru
sttidaw smerovan rotujicim zrcadlovym segmentem dérné a do srovnavaci kyvety. Poté
jsou oba paprsky pomoci zrcadel spojeny do jedingdyarsku dopadajiciho na detektor.
Vznikly strfidavy proud odpovida pafru toki @/ ®y. Tento zaznam absatgiho spektra trva

obvykle rekolik minut!®

1.3.1.1. Zdroje z&eni
Zdrojem zé#eni pro infr&ervenou oblast jsou rozzhavengibky, nag. nichromovy
zdroj, Nernstova tinka nebo tzv. Globar, tyto &nky jsou Zhaveny vokna vzduchu na
teplotu 1500 az 2000 °C. Globar jeiifka z karbidu kemiku a je n€psgji pouzivanym
zdrojem ve gedni infr&ervené oblasti, ale e byt také pouzita pro vzdalenou oblast.
Nernstova tyinka je z keramického materialu obsahujiciho ox#ip,, Y,0;, ErROs;. Je
vhodna jako zdroj Zéni ve stedni infr&ervené oblasti. Zé&vy vykon t€chto zdroji klesa

s rostouci vinovou délkou*

1.3.1.2. Monochromatory

Monochromator je jadro disperzniho spektrometruvaritzakladni optickoucast
pristroji. Monochrométor je Z&eni pouzivané k rozptyleni Sirokého spektrdema a
zaji¥uje prostorovou separaci ie@di 0 utitém spektralnim intervalu vinové délky. U
kvalitnich gistroja je mozné ziskat spektralni interval tak Gzky, Z&Zeme toto zé&ni
povazovat za monochromatické.

Monochromator se sklada z vstupnérBiny, cliciho systému, ffesrgji optiky a
disperzniho prvku, a vystupni¢gtiny. Pomoci jednoho nebo vice parabolickych zetae
zaji¥uje, aby z#eni prochazejici vstupniégbinou bylo sousedino na disperzni prvek.
Disperzni prvek je zodpedny za rozdleni z&eni a byva to bdi hranol, nebo difrakni
miizka.

Hranoly byly pro disperzi pouzivanyrgrdevsim ve starSichriptrojich. Rozkladaly
polychromatické z#&ni podle vinové délky na zakkdomu s¢tla pii jeho piichodu
hranolem.

V souwasné dob se rozklad infréerveného zi&@ni v disperznich spektrometrech

provadi nejastji pomoci difrakknich ntizek, vyrobenych z kovovych nebo skiagch



material. Princip rozkladu sstla na nfizce spoiva v odrazu nebo ohybu ishi a
interferenci odrazenych nebo ohnutych paprékiizky poskytuji mnohem lepsi rozliSeni nez
hranol, konstantni po celém rozsahu vinové délkyizk§ se liSi pétem vrypi na 1 mm
podle poZzadovaného rozsahu (haf00 vrygi/mm pro rozsah 4000 a? 600 ¢ma 25
vrypa/mm pro nizsi hodnoty viridi) nebo se také daji vyuziizné interferetni fady u téze

miizky. > 1

1.3.1.3. Detektory

Detektory z&eni jsou zEzeni, jejichZz praci jefpvadit opticky signél (energii Z&ni)
na déle pouzitelny elektricky signal, ktery je pakzno jednoduSe zifit.

Detektory v infrgervené spektrometrii musi byt velmi citlivé, nébintenzita
spojitého infrgerveného z#&ni vysilaného zdroji, které se pouzivaji v tétolastd
(rozzhavenymi tuhymi latkami), je pammé nizka a rychle klesa se zvysSujici se vinovou
délkou.

Diive se detekce provéld negastji pomoci termdlanka, ve kterych z&eni dopadalo
na spoj dvoutznych kowi (Sb + Bi nebo Ag + Pb), kde vznikl potencialovydd, ktery se
metil, jejich odezva v3ak byla velmi pomalé a t#émezavisla na vinové délce dopadajiciho
z&eni a ziskany signal bykimo anerny jen jeho celkové intenit

Tepelné detektory vyuzivaji jevu zaloZzenému n&r@mh materidlu detektoru vlivem
teploty. Tepeld produkovany fotosignal zavisi na dopadajicirfer§ tedy na vinové délce.
V souwasné dobjsou nejpouzivai)Si pyroelektrické detektory, zaloZzené na¢mnpolarizace
feroelektrického materialu pod Curie bodem. NejzE&ami pyroelektrickymi detektory jsou
TGS (triglycinsulfat) a DTGS (deuterovany triglysuifat), jejichz spontanni elektrick&
polarizace mZze byt ngiena jako elektricky signal. Odezwiito detektak je velmi rychla,
bez ztraty rozliSeni tedy umidje tedy rychlou registraci spektra. K tepelnymettedim
pati také Golayv a fotoakusticky detektor, ktery se tale&li do podskupiny pneumatickych
detektofi. Oba detektory jsou principiglrealoZzeny na stejném fyzikalnintggodu energie
z&eni uvohované molekulami vzorku po jejich excitaci do vgésSenergetickych stévna
elektricky signal. Tato energie zvysuje kineticlenergii molekul plynu, obklopujiciho pevny
vzorek umisiny v uzawené n&iici komarce, a projevi se zvySenim jeho teploty nebo tléku.
detekci je pouzivan mikrofon a optoakusticky sigrdery vznik4 je zaznamenavan jako



zmena elektrického napi. Je mozné jich vyuzitipanalyze obtiz&é metitelnych pevnych
latek nebo samotnych plgn

Fotoelektrické detektory, zkraceriotodetektory nebo také polov@dvé detektory
jsou momentaky nejvice uzivanymi detektory pralz&eni, gedevsim pro jejich vyssi
citivost. U tchto detektar dochazi kinterakci dopadajiciho fotonu s polovedi.
Vysledkem je vznik elektrana cér — vnitrni fotoelektricky jev. Kdyz foton zasahne elektron
v detektoru, zréni ho tak z nevodivého stavu do vodivého. Jejidhivost zn&né zavisi na
vinové délce a vyzaduji chlazeni, pro dosazeni makii citlivosti. Do této skupiny pat
detektor nazyvany MCT (Mercury — Cadminum — Tetl@), jehoz citlivost je vysoka a
odezva rychl&: *

1.3.1.4. Infracervené spektrum

Infracervend spektra jsou obvykle registrovana jako kdstigransmitance na vigtu
absorbovaného #éni. Ri interpretaci spektra sledujeme polohu, tvar¢gtoa intenzitu
absorgnich paf. Vyhodnocenim spektra je moznécitrjak piitomnost jednotlivych
funkénich skupin v molekule, tak provést identifikadkli neba’ frekvence vibraci, a tedy
také frekvence Zéni absorbovaného molekulou, je dana druhém at&@pektrum je mozno
roz&lit na oblast skupinovych vibraci (charakteristickyvibraci) a oblast otisk prsii.
Oblast skupinovych vibraci leZi mezi 4000 — 15007ca nachézeji se zde vibrace
charakteristické pro jednotlivé skupiny atinV IC spektrech iznych latek, které obsahuji
tutéz vibrujici skupinu atofn nachazime pasy s velmi blizkymi hodnotami ¥tnpnebd pri
nékterych vibracich mize byt pohyb atofn lokalizovany jen do uité ¢asti molekuly
(strukturni jednotky, vazby) a atomy takové jedyqgplak vibruji ve znéné mfe nezavisle na
zbytku molekuly. Oblast otiskprsti leZi mezi 1500 — 600 ¢t ProtoZe existuji vibrace sin
zprazené, delokalizované, jednotlivé pasy, tudiz nge&mnoznané prifadit jednotlivym
vazbam, avSak jsou charakteristické pro danou rablgkko celek. Ty nalezi do této oblasti,
kde tak jako u otisku prstnenalezneme @vatky se shodnym spektretn!

1.3.2. Nedisperzni spektrometry

Nedisperzni spektrometr ma t&m stejnou konstrukci jako disperzni, avSak
neobsahuje disperzni prvek. Monochroraist zajiSuje jiz samotna povaha zdioj
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infraterveného z&ni. Jako zdroje #¥éni jsou pouZzivany vysoce monochromatické lasery,

plynové nebo pevnolatkové - laserové di8dy.

1.3.3. Spektrometry s Fourierovou transformaci
Nedostatkem disperznich inéexrvenych spektromeir je predevSim pomalost
ziskavani spektra, mala citlivost (zejména v oblasd 200 crit), nizky pongr signalu
k Sumu, nemoznost ziskat dostatevelké rozliSeni v Sirokém rozsahu vétb a obtiznost
meéieni propustnosti pod 1 %.
Spektrometry s Fourierovou transformaci (FT) midjzdékladni stavebni prvky: zdroj
zé&eni, interferometr a detektdr'*

1.3.3.1. Zdroje z&eni
Jako zdroj z#eni se v blizké a idni infra&ervené oblasti pouziva &pnegastji
Globar, v blizké infréervené oblasti pak j@Shalogenova vybojka a ve vzdalené it&evené

oblasti vysokotlaké rtiova vybojka’ **

1.3.3.2. Interferometr

Tak, jako je srdcem disperzniho spektrometru morwuhtor, tak je srdcem
spektrofotometru s FT interferometr. Nejzrgdim interferometrem je Michelsén
interferometr, ktery se sklada z pohyblivého zraaglevného zrcadla alite paprsk.
Paprsek z&ni ze zdroje ffichazi na polopropustnyéli¢ paprski, kde je rozdlen na d¢
¢asti. Jednucast paprsku @i¢ propusti k pohyblivému zrcadlu, druhou odraziémam
k pevnému zrcadlu. Paprsky, které se od obou zrcattézeji zpt na dli¢ paprski, kde se
podle polohy pohyblivého zrcadladitaji, nebo vyrusi; dochazi k interferenci.

NejdalezitejSim prvkem interferometru je bezpochyb#lid paprsk. VétSina dlica
paprski je material propustny pro inktarvené zéeni potazeny vhodnym reflexnim filmem
(KBr, CaF,). Pro zachovani symetrické optické drahy v obifidl&ch interferometru je navic
piidana kompenzai desttka vyrobena ze stejného materialu jakdi dpaprsk. Pouzitim
raiznych material na dlice paprsk mizeme rozliSit pouzitelnou spektralni oblast, inggo

vzdalenou € oblast se pouzivaji filmy z polymeru Mylar (polygten tereftalatf: *
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1.3.3.3. Detektory
Protoze frekvence signalu, dopadajiciho na detekédi v audiofrekvetni oblasti
(10" az 18 Hz), je nutné pouZit detektor s velmi rychlou odre Nefastji uzivanymi typy
detektofi jsou pyroelektrické DTGS detektory, protoZze mobgtibez problému pouzity ifp
pokojové teplat, nebo také polovodovy MTC detektor. Pouzivaji se také pyroelektrické
TGS detektory: 1>

1.3.3.4. Vysledné spektrum
Rekombinovany paprsek poté prochazi vzorkem a w®kvénce, jeZz nebyly
absorbovany, jsoufivedeny na detektor. Intenzita signalu z detekt¢ap funkce zriny
déelky optické drahy, je nazyvan interferogram. ifgegram se fevede matematickou

operaci — Fourierovou transformaci — na iééraené spektrurh.**

1.4. Techniky sniméni spekter

Infracervené spektrum je mozné ziskat ze viaarknnoha fiznych skupenstvich, jako
je kapalina, pevna latka a plyn. Nicndémnoho latek nepropousi Iz&eni, proto musi byt
pro ziskani spektra rozpesy nebo redsny v matrici propustné pra’1*°

Vzorky v plynném stavu jsou &eny v dlouhych valcich se zékladnami z materialu
transparentniho pro inftarvené z#eni, neb6é vzhledem Kk jejich malé hustoimolekul je
nutné pouzit delSi drahu &elného paprsku v kyvet Kyvety také mohou byt pod tlakem
nebo termostatovany*

Kapalné vzorky se n&jstji méii v kyvetach ze dvou okének z transparentniho
materialu a s otvory pro pini. Vyuziva se také technika kapilarni vrstvy, keykapka
vzorku stl@ena mezi dy desttky z materialu propustného praC.| Témito materialy
negastji byva KBr, NaCl, Csl, Ca} SiO,, Bak, polyethylen, KRS-5, AgCl, AgBr, ZnS,
ZnSe, Ge a Si. Je ovSemuleZité zvazit jejich rozpustnost, hygrosképdst nebo reaktivitu
vzhledem k povaze vzorku nebo také rozpsulat

Pevné latky mizeme proniit jako kapalinu, po rozpudti ve vhodném rozpouitle
(CHCI;, CCl), pomoci suspenzni (nujolové) techniky, KBr tatweét techniky nebo
odrazovymi technikami. # nujolové technice sefipravi suspenze praskového vzorku

s emulgénim ¢inidlem, jimZ byvéa parafinovy olej neboli Nujol. §penze je nasledmmérena
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mezi d¥ma okénky KBr nebo NaCl. iP KBr technice se smichad praskovy vzorek
s vysuSenym KBr a vysledna &snje slisovana do tenké tablety, jeZ je pEtena.

Vedle standardnich transmisnich technikieni, kdy z&eni prochazi vzorkem, se
stale casgji pouzivaji techniky reflexni, neldoumoziuji jednodussi fedkEzné zpracovani
vzorku. Mezi reflexni techniky patmetoda Uplného zeslabeného odrazu, metoda difdzni
metoda zrcadlového odrazu.

Metoda uplného zeslabeného odrazu (ATR attenuatadreflectance) je univerzalni,
nedestruktivni technika pro ziskani irfeaveného spektra materialu nebo spektra povrchu
materialu, bd’ prilis silného, nebo ifliS siln¢ absorbujiciho k analyze standardni transmisni
spektrometrii. Kvalitni spektra taktbeme ziskat pro praskové vzorky, pasty, lepidlgZer
vlakna, silné vrstvy film, textilie, papiry, izné povlaky, maziva, krémy a viskdzni kapaliny.

Uplny zeslabeny odraz nastava, kdyz paprsekridpronika z prosedi o vy3sim
indexu lomu do prostdi o nizSim indexu lomu aifgsahne-li Uhel dopadajiciho ieai
kriticky uhel6.. Kriticky uhel je definovan jako

n
6, = sin~t n—z , (10)
1

kde n je index lomu vniiniho odrazového elementu aja index lomu vzorku.

Vzorek je umisin v ®€sném kontaktu s ATR krystalem z materialu s vysokym
indexem lomu, infréerveny paprsek je orientovan na zkosenou hranuadoysRi Uplném
odrazu na rozhrani opticky hustSiho predt (krystal) s optickyidSim prostedim (vzorek)
vznikd zeslabend (evanescentni) ab&urpvina. Hloubka piniku zeslabené viny je
definovana vztahem

2
d, = (11)

P —
2mn, /SinzG) - (2
n;

kdel je vinova délka dopadajicihoieai, b je Uhel dopadu a;ra i jsou indexy lomu

ATR krystalu a vzorku. Hloubka fniku zeslabené viny do vzorku je obvyklékolik um a
jeji intenzita je zeslabena vzorkem v oblaétispektra tam, kde vzorek absorbuje, tedy jsou
absorbovany ty vintiy, které odpovidaji frekvencim vibrace molekul ko

Vysledné infréervené ATR spektrum se podoba obvyklériuspektru, s rozdilem
v intenzitach ziskanych pasneba pranik infracerveného z@ni do vzorku zavisi na vinové
délce zé&eni (dlouhé vinové délky pronikaji hlogjh. Intenzita pas pri kratSich vinovych
délkach (vySSich vingech) je tedy mensi nez v transmisnim spektru. olezfekt se
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neuplatiuje, je-li vrstva vzorku mengi nezZ @n. Ziskané ¢ spektrum pak obsahuje také
absorgni pasy pouzitého krystalu (pozadi), které mohdwobigtragny eliminaci pozadi.

ATR krystal byva vyroben z materialu propustnéham pnfracervené zéeni a
s vysokym indexem lomu, n&br¢ji uzivanymi jsou ZnSe, Si, Ge, KRS-5 a diamant.
Krystaly jsou také rozliSovany podle tvaru na jesi@zové a viceodrazové. Viceodrazového
krystalu a tedy nasobného odrazu se vyuziva, polemd po jednom odrazu efekt zeslabeni
dostateny.

Difuzni odraz (reflektance) nebo také ve spojelRdsrierovou transformaci (DRIFTS
Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spescopy) je vyuzivan ipdevsim pro
meéteni spekter praskovych vzdrla pevnych latek s nepravidelnym povrchem jakohk, u
papir a latky. Tyto metody také mohou byt uzitygaMternativa tabletovych technik. Jsou
citlivé, vyzaduji minimalni fipravu vzorku a jsou schopné analyzovat &é&meodrazive
materialy, nepthledné, slab absorbujici s nepravidelnymi povrchiypovlaky. IC z&eni je
zameteno na povrch vzorku v nadobce, coZz ma za nésledektypy odrazu: zrcadlovy
(spekularni) a difazni. i zrcadlovém odrazu #éni na povrchu pevné latky nedochazi
k absorpci, zatimcotpdifuznim odrazu z&ni pronika do vzorku a poté &mpet vystupuije.
Prislusna optika pak shird pouze difuzniera, jeZ v sobnese informaci o absorpci vzorku, a
sousted’uje je na detektor, zatimco zrcadlovy odraz goijk

Zrcadlového odrazu se také vyuziva samosta®odstatou této metody je zrcadlovy
odraz na povrchu vzorku, kdy mnoZstvitsa zavisi na indexu lomu vzorku, uhlu dopadu,
kvalit¢ povrchu a absotpich vlastnostech. Tato metoda je pouZivana pEtemn spekter
tenkych filmi na pevnych vzorcich a jejich tlak§, jako jsou vrstvy a néty na kovovych
podloZzkadch, nebo ke studovani velkych povrcjako jsou gumy, polymerni vrstvy,

polovodie & vyle$tna keramika: 1% 1 1213

1.5. Priklady praktickych aplikaci
Infracervena spektrometrie se pouziva ke stanokamhi anorganickych i organickych
latek a také f kontrole cistoty latek. Ve farmaceutickém tpnyslu je pedlozeni
infracervenych spekter, které seéiin obvykle difuznim odrazem (DRIFTS), jednim
z pozadavk pii hodnoceni I&v. Pouziti naSla i v medicén pri diagnostice zhoubnych
nadoi, pro utovani sloZeni ledvinovych kamimebo pro stanoveni sachadirid krvi. Bylo

také zjis€no, Ze ji lze pouzit pro identifikaci bakterii, m€bse liSi svymi infréervenymi
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spektry. V potravingském ptimyslu, se infréervena spektrometrie stala vyznamnou, rychlou
a nedestruktivni metodou pro analyzu a kontrolulivgotravin. Své misto si naSlaip
analyze masa a masnych vyrablstanovené obsahu tik ryb, mléka a miénych vyrobki
(stanoveni tuk v mléku), obilovin a cerealnich vyrotbkzeleniny, ovoce, ovocnych’&y
(stanoveni cukn), vina, piva, vejce a vajaych produkt.** *°

Rozsahlého pouziti dosahla infemvena spektrometrie v kriminalisticetellevsim §
dukazu a rychlé semikvantitativni analyze drog a zhenych I€iv, ktera Ize proveést i
z rekolika nalezenych zriék. Nebo také identifikace pachdiela zaklad nékolika viaken u
odévi & Ulomki barev na mistautonehody (existuji katalogy Ispekter barev pouzivanych
vSemi s¥tovymi firmami).

Koncentrace ropnych latek ve wdv padach a v miskych sedimentech jsou také
velmi ¢asto utovany pomoci infréervené spektrometrie. Také kontrola starnutitole)
kontrola aditiv (nap antioxidant) je pomoci € spektrometrie provéta. Na zéaklad
sledovani spektralnich 2m oleji je mozno provéa#t diagnostiku motar v automobilovém
pramyslu. V petrochemii byly vypracovany metody pro mitorovani ptibéhu reakce,
pomoci sondy ATR zavedené do reaktoru, a prévadkontrola kvality pozadovaného
produktu. Bi vyrobé polovodti je pomoci reflexnich metoddavana tlouska vrstev.

Také byly zkonstruovany inféarvené analyzatory, které slouzi kidentifikaci i

stanoveni $kodlivych latek v Zivotnim priesti (stanoveni CO ve vyfukovych plynech).'*
15

2. Ramanova spektrometrie

Infracervena spektrometrie je velmi Uzce spjata s Ranmnaepektrometrii, ktera je
taktéZ metoda pro pozorovani molekularnich vibr&a typy spektrometriéasto davaji
podobna spektra, ale jsou odliSna natolik, aby mghbskytovat dogljici informace.
Existuji konkrétni pouZiti, ve kterych j€ spektrometrie lepdi nez Ramanova a naopak.

IC a Ramanova spektrometrie se ligeqevsim svymi vygrovymi pravidly, kvili
slabSimu rozptylovému efektu ma Ramanova spektreneizkou citlivost, avSak je déd
pouzitelna na vodné roztoky. Také neni okecutna zadnaifprava vzorku (réfeni opticky
transparentnich materialzahrnujici obaly, okenni skla, krystaly) nebo jginoho jednodussi
nez u C spektrometrie, dokaZe it stejnym fFistrojem pasy pod 400 ¢haZ k par crit

(vibrace krystalové tiizky) a je vhodna pro mikroanaly2y’
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2.1. Princip Ramanovy spektrometrie
V Ramano¥ spektrometrii ndfime rozptylené zZ&ni vznikajici interakci mezi
molekulami vzorku a viditelnym, blizkym infkarvenym, pipadreé ultrafialovym
monochromatickym zénim, kdy sotasré nastane z#na jejich vibr&nich a rotaénich
stavi. ™

Pti ozaeni vzorku monochromatickym iznim nastavaji nasledujici fyzikalni jevy:

x  Absorpce a fluorescence: jestlize je energie dastatk excitaci elektronu, pak je
uzité zd&eni absorbovano. Excttai energie elektran mize byt casténé nebo
uplr¢ prevedena na teplo, ale také budétopyz&ena jako dlouhovinné emisni
z&eni nazyvane fluorescence. Rarinarfekt je pak zcela zakryt flourescenci.

x Rayleighiv rozptyl: cast zéeni je rozptylena stpodni frekvenci ve vSech
smérech do prostoru. Dochazi tedy k elastické sraz@mtkzdeni s molekulami
vzorku, kdy dochazi ke ziné sneru, ale nedochazi k vygné energie.

x Ramariv rozptyl: mal&ast zéeni je rozptylena neelasticky s jinou frekverizist
energie kvant setpda molekule a @p opusti vzorek rozptylené s nizsi frekvenci,
neba’ jsou nyni chudSi o mnozZstvi energiegané molekule. Rozdil energie je
spotebovan molekulou na zvySeni vibré energie. Takto vznikaji ve spektru
Stokesovy linie, nachézejici se u vyssich vinowélek nez je Rayleighova linie.
Pokud z&eni zasahne vibéa¢ excitované molekuly, pak mohoueaat jejich
vibracni energii dopadajicimu #ni. Poté je energeticky obohacené kvantum
vyz&eno ze vzorku. Tyto linie se nachazejici u nizdithovych délek nez je
Rayleighova linie a nazyvame je anti-Stokesbdvy.

Podminkou aktivity vibrace v Ramanovspektru je zmna polarizovatelnosti

molekuly v piibéhu vibrace. Polarizovatelnost molekuly je schopredsktrickych nabdj v

molekule posouvat se vlivem elektrického pble.

2.2. Instrumentace
Ramanovy spektrometry obsahuji zdrajerd, monochromator a detektor. Rozptylené
z&eni byva pozorovano duve snéru 90 ° nebo 180 ° na smdopadajiciho z&ni. Kolmé
uspdadani se vyuziva pro specialniigady se slabym signalem (tagpro plyny), gimeé

uspdadani je jednodussi, protoZze ohniska laseru¢angboptika se automaticky shoduiji.
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Pristroj byva doplan polarizatorem a systémem zrcadel, pro maximahdfeni vzorku a
zachyceni maxima rozptylenéhaeidi, kterému se takéka iluminator (os¥tlovac) vzorku.
Tak jako v infr&gervené spektrometrii jsou spektrometry v Ramanspektrometrii
disperzni a s Fourierovou transformaci.
Vzorek byva mdien v kyvetach, které mohou byt skieé nebo z nefluoreskujiciho
kiemene. Kyvety mohou byt vyilvané nebo chlazenégkdy je pouzivano také rotujicich

kyvet, aby se zabranilo lokalnimigprati a rozkladu vzorkd: **

2.2.1. Zdroje z&eni
Ramanova spektrometrie vyZaduje intenzivni monaulataky zdroj z&eni. Zatimco
diive byly zdrojem monochromatickéhoreai rtiwové vybojky, v sotiasné dob se pouZzivaji
prakticky pouze lasery (plynové nebo pevnolatkovideré emituji viditelné, blizké
infracervené, pipadre UV zd&eni. Pouzivaji se lasery helium-neonové (He-Neyomr
kryptonové (Ar-Kr), kryptonové, argonové nebo Nd-@Apro spektrometry s FT), liSici se

predevsim svym vykonerh™

2.2.2.  Monochromatory
Jako monochromatory se pouzivajifibhy s vySSi rozliSovaci schopnosti a s
nastavitelnou $tbinou, nefastji dvojité nebo trojité pro minimalizovani nezaddue
rozptyleného za&ni. Rayleighovo zéni, které je daleko intenzi#§i je nutno odstranit
filtrem. Ve spektrometrech s Fourierovou transfarimpe monochromator @b nahrazen

interferometrent:

2.2.3. Detektory

Volba detektoru zavisi na druhu pouzitého laseokud napiklad pouzijeme z&ni z
viditeIné oblasti spektra, iie byt jako detektor pouzit fotonasébi

V sowasné dob jsou &tSinou pouzivany vicekanalové detektory, které miohgt
konstruovany s takzvanymi polychromatory. Pro stamdi detekci celého spektralniho
rozmezi nebo jeho vybrar@sti je se pouziva diodové pole (diode array) retlograficka
miizka. Chlazené CCD (charge-coupled devices) detgktgyvinuté na bazi iemikového
polovodiie, jsou extrémicitlivé pro oblast 330 az 1100 nm.
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V Ramanovych spektrometrech s FT byvaji také uivaolovodtové detektory

z germania nebo arsenidu india a galia (InGaAS).

2.3. Ramanovo spektrum

Jak uz bylo vySe napsano, podminkou aktivity vibradRkamano¥ spektru je zréna
polarizovatelnosti molekuly v pbéhu vibrace. JelikoZ tuto schopnost majiegevsim
nepolarnicasti molekul, nebse jejich polarizovatelnostipvibraci vyrazrée meni, projevuji
se intenzivnimi pasy v Ramanospektru zejména vibrace nepolarnich vazeb. Zjedferd
Ize tict, Ze zatimco d spektrum poskytuje informace o polarnich femikh skupinach
molekul, Ramanovo spektrum poskytuje informace polé@nich vazbach molekul a skeletu.
Pro molekuly se s¢dem symetrie dokonce plati, Ze vibrace aktivnamBno¥ spektru jsou
v infracerveném spektru neaktivni a naopak.

Tvary pas v Ramanovych spektrech jsou obdobné&ipés IC spektrech?

2.4. Priklady praktickych aplikaci

Jelikoz je voda nevhodnym rozpotdiem pro € spektrometrii (kroms ATR
techniky) ma Ramanova spektrometrie rozsahlé mazaoalyzy ve vod rozpustnych latek,
které mize analyzovat bez problémuieBto vSak kvantitativni analyzy négdad metabolit,
jako je glukéza, mipvina a mléna kyselina ve vodném roztoku, jsou stale |épe dukarwy
infracervenou nez Ramanovou spektrometrii. AvSak, Ramaspgktrometrie se vyuzivaip
charakterizacitiznych druli lidskych tkani, ¢etre rakovinou napadenych tkani.

Zajimavé uziti Ramanovy spektrometrie bylo popsprm analyzu automobilovych
vyfukovych plyni. Jeji vyhodou je zde mozZnost analyzy kysliku, kiush vodiku, které
nemohou byt v@ spektru vidny kvili jejich symetrii.

Protoze Ramailv rozptylovy pfirez je pondrné maly, uziva se povrchem zesileny
Ramariv rozptyl (SERS Surface Enhanced Raman Scatterdsgu tak analyzovany latky,
které jsou adsorbované k nerovnym kovovym pomcmebo kéasticim kovu obsahujici

stifbro nebo zlatg.
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3. Biogenni aminy
Aminy jsou bazické nitroslaieniny odvozené od amoniaku nahrazenim jednoho,
dvou neboif atomi vodiku alkylovou nebo arylovou skupinou. Biogennaminy (BA) jsou
nazyvany, pokud vzniknouipobenim Zivych organisint'
Vykazuji rozdilné biologické dinky a pIni v Ziv@iSnych tkanich a rostlinnych
pletivech fizné funkce,

3.1. Struktura a dleni biogennich amin

Prehled nejbzngjSich biogennich amin spolu s jejich prekurzory je uveden v tabulce
I. Chemicka struktura biogennich armimtze byt alifaticka (putrescin, kadaverin, spermin,
spermidin) aromaticka (tyramin, fenylethylamin);tdrecyklicka (histamin, tryptamirf)’
Lze je také rozélit na monoaminy (histamin, tyramin, fenylethylanantryptamin), diaminy
(putrescin a kadaverin) a polyaminy (spermidipersiin)?

Biogenni aminy jsou endogenni, jeZ jsou produkov&nmynoha #znych tkanich
(nag. adrenalin v teni nadledvinek nebo histamin v jatrech nebo Zinyminkach) a
exogenni, které jsou ¥sbavany z potravin veisvech a vznikaji jakoisledek mikrobialni

kontaminace aipkvasnych procesech®®

T R e

prekurzory* ®* 7
Trivialni nazev Systematicky nazev Prekurzor
histamin 2-(H-imidazol-4-yl)ethanamin histidin
tyramin 4-(2-aminoethyl)fenol tyrosin
putrescin butan-1,4-diamin ornithir
kadaverin pentan-1,5-diamin lyzin
fenylethylamin 2-fenylethylamin fenylalanin
tryptamin 2-(1H-indol-3-yl)ethanamin tryptofan
spermidin N-(3-Aminopropyl)butan-1,4-diamin arginin
spermin N,N'-bis(3-aminopropyl)butane-1,4-diamin arginim

3.2. Vznik biogennich amiin
Biogenni aminy vznikaji fedevSim dekarboxylaci aminokyselimispbenim enzyf
bakterialniho pvodu, nebo aminaci a transaminaci aldéhgdketori.>*° Dekarboxylaci

aminokyseliny vznikne odpovidajici amin odstnaim alfa-karboxyl skupiny:?
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Proteolyza neboli rozklad bilkovin,tauz autolytickd nebo bakterialni, hraje
vyznamnou roli i uvoliovani volnych aminokyselin z tkévych proteii, které poskytuji
substrat pro dekarboxylai reakce

Byly zjisttny dva mechanismy dekarboxylace aminokyselin: reakdévisla na
pyridoxal-fosfatu a nezavisla na pyridoxal-fosfatu.

Pyridoxal-fosfat katalyzuje mnoho reakci aminokiysele vazan v Schiffévbazi
vazbou aminoskupiny lysinového zbytku a utvéak aktivni misto enzymu. Karbonylova
skupina pyridoxal-fosfat ochatnreaguje s aminokyselinami, za tvorby meziproduktu
Schiffovy baze, ktera je poté, za sasného odspeni vody, dekarboxylovana za vzniku
pifslusného aminu a polovinyipodniho pyridoxal-fosfat:.”

Dekarboxylace nekatalyzovana pyridoxal-fosfatem adyge pyruvoylovy zbytek,
ktery je vazan kovalentni vazbou k amino sk&penylalaninového zbytku enzymu. Tento
aktivni proenzym pyruvyolového zbytku se chova katboxylani reakci podob& jako
pyridoxal-fosfat?

Faktory ovliviujici tvorbu amii v potravinach zahrnuje nejen dostupnost volnych
aminokyselin a fitomnost mikroorganisin (tabulka 1), které mohou dekarboxylovat
aminokyseliny, ale také vhodné podminky pro takowi&roorganismy, pro jejichust a
produkci jejich enzyr* DileZitymi podminkami je pH, koncentrace soli, teplatebo
dostupnost substratt.
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Tabulka Il. Izolované bakterie a zj### aminy ve vybranych druzich potra¥in.

Potravina Izolované bakterie Zjistné aminy
Lactobacillus buchneri, Lactobacillus 30a, L
bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L.
syry acidophilus, L. arabinose, Streptococcus
faecium, S. mitis, Bacillus macerans,

Propionibacteriunspp.

" histamin, kadaverin, putrescin
tyramin, tryptaminf3-
fenylethylamin

Morganella morganii, Klebsiella pneumonia
Hafnia alvei, Proteus mirabilis, Proteus histamin, tyramin, kadaverin,
ryby vulgaris, Clostridium perfringenes, putrescin, agmatin, spermin
Enterobacter aerogenes, Vibro alginolytiens spermidin
Bacillus spp., Staphylococcus, xylosus

histamin, kadaverin, putrescin
tyramin, tryptaminf3-

Pediococcus, Enterobacteriaceae,

maso a masné .
Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcu

[

produkty Micrococcus fenylethylamin
fermentovana Lactobacillus plantarum, Pediococci sp., | histamin, kadaverin, putrescin
zelenina Leuconostoc mesenteroides tyramin, tryptamin
fermentované Rhizopus oligosporus, Trichosporon beiglli| histamin, kadaverin, putrescin
sojové produkty Lactobacillus plantarum tyramin, tryptamin

3.3. Vyznam biogennich amin

Krome jejich biologické funkce zdroje dusiku a role predori pro syntézu hormarn
alkaloidi, nukleovych kyselin a protein jsou aminy také idezitou slozkou potravinového
aroma a potencialnimi prekurzory pro tvorbu kargemnich N-nitroso slaienin?

Biogenni aminyfazené mezi protoalkaloidy rostlin (hordenin a gm@mijsou
stavebnimi latkami pro biosyntézu fytohorndome skupiny auxif, alkaloidi a dalSich
sekundarnich metabalit rostlin® V Zivogisnych tkanich maji  biogenni aminy funkci
tkanovych hormoi (histamin) nebo jsou prekurzory horniomadledvinek Zivéicha
(katecholaminy¥. Bylo dok&zano, Ze tyramin mé prokazatelny antiasid (&inek, ktery se
s koncentraci tyraminu zvy3uje, tentéinek se pisuzuje jeho amino a hydroxy skupindm.
Nekteré druhy amif jako jsou katecholaminy, indolaminy a histaminynipdalezité
metabolické funkce, zvlaStv nervovém systému aripkontrole krevniho tlaku. Zvyseni
krevniho tlaku zpsobuje fenylethylamin a tyramin, naproti tomu hsita krevni tlak snizuje.
Histamin slouzi jako primarni mediator sympibmozorovanych b alergickych reakcich.
Aminy putrescin, kadaverin a agmatin zvySuji taxidnistaminu u lidi, sniZzovanim oxidace
histaminu®

Polyaminy (spermidin a spermin) jsou nezbytné sjov&ech zivych bu¥k, neba

jako vicefunkni kationty, plnftadu vyznamnych biologickych roff> Nejvyznamg;jsi z nich
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je stabilizace buftnych membran adast @i déleni a fstu burk, tedy proteosyntéze a
biosyntéze nukleovych kyselftr. Polyaminy podilejici se na biologickych pochodach
Zivocichu pochazeji zeft zdroja: vytvarené v biikach (endogenni), produkované mikroflérou
travicino traktu a také fimané potravou. Za tdezity je povazovan zvySenyiiem
potravnich polyamit pro urychleni hojeni ran, popalenin, vyvoj a obmak¥evni mukdzy
apod. Naopak by ghbyt jejich grijem potravou nejnizsi u osob s nadorovymi onersioini.

V mladych, rychle rostoucich a metabolicky aktiyntkanich, nap v jatrech a ledvinach, je
obsah polyamiin zvySeny. Térét obecr plati, Ze v ZivéiSnych produktech je vice sperminu

neZ spermidinu, zatimco u prodikbstlinnych je tomu naopak® °

3.4. Vyskyt biogennich amiin

Prakticky vSechny potraviny obsahuji biogenni amijgko k&Zné produkty
metabolismi. Celkové mnoZstvi amin zAvisi na povaze potravin aiiemnych
mikroorganisni.>

U potravin v pokrgilém stupni kazeni afip nevhodném skladovani se vyskytuji
vysoké koncentrace biogennich aminPisobenim kontaminujici mikrofléry ¢hem
skladovani vznikaji hlavhv rybach a v mase.

Odstrarni vzniklych biogennich aminz potravin je velice obtizné, ale pouZzitim
diaminooxidasy rmizeme dosahnout sniZzeni jejich koncentrace, v pmaxii tento postup
pouzitelny. V tepel& zpracovanych vyrobcich dochazt&st&énému snizeni obsahu amin

jejich reakci s redukujicimi cukry, resp. s rozkigwhi produkty cuki.’

3.4.1. Nefermentované potraviny

Mezi nefermentované potraviny obsahujici biogemming pati ryby, maso, mléko,
ovoce, zelenina a dZudy.

Pritomnost biogennich aminnad jistou hladinu, je v nefermentovanych potragh
povaZzovano za indikator nezadouci mikrobialni ativL.ze proto obsah dkterych z nich
vyuZzit jako indikatorucerstvosti. AvSak fitomnost biogennich aminv potravinach nuih
nemusi vzajemhsouviset sistem organisrtin kazeni, protoze v potravinach nejsou vSechny
dekarboxylazy pozitivni. N&p behem kaZeni mas a ryb se hladiny histaminu, putrasai
kadaverinu obvykle zvySuiji, zatimco hladiny spenmgnspermidinu seéhem tohoto procesu

snizuji®°
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Hlavnimi biogennimi aminy v mase a rybach byvagitéainin, kadaverin, putrescin a
tyramin. Ri skladovani masa dochazi istu obsahu biogennich aniiwvlivem enzymové
aktivity ptitomné mikrofléry. Obsah kadaverinu a putrescirierstvém vefovém mase ndp
&ini do 7 mg.kg, zatimco ve zkaZeném mase 60 md.kgvice. B vareni dochazi pouze k
casténému vyluhovani a rozkladu biogennich afmima tedy relativét maly vliv na obsah.
VySSi Ubytky nastavajifppeteni a smazeni neZivareni a duseni.

Také v potravinach rostlinnéhaiymdu se vyskytuji biogenni aminy, byvaji jejich
piirozenou sotasti. V ovoci a zeleninbyva hlavnim biogennim aminem tyraminiada
dalSich se vyskytuje v menSim mnoZstvasto ve formd konjugéfi se skdicovymi i
mastnymi kyselinami. Ve vyznamném mnozZstvi sekterych rostlinAch nachazejizné

derivaty biogennich amin bszng sefadici mezi protoalkaloidy.

3.4.2. Fermentované potraviny

Mezi fermentované potraviny obsahujici biogenni rgmiadime potraviny, které
prosly procesem fermentace (kvasny proces), jabo §yry, mléné vyrobky, fermentovana
zelenina, fermentované masové vyrobky, vino, piiermentované rybi vyrobky. Biogenni
aminy se v nich nachazeji ve vy§§im mnozstviinodu nutné fitomnosti mnoha druh
mikroorganisnd b¢hem fermentace, z nichéékteré jsou schopny produkovat biogenni
aminy®® V sowasnosti by nemly pouZivané startovaci kultury vykazovat Zadnou
dekarboxylani aktivitu aminokyselin, nebo jen velmi nizkdu.

Ve WwtSiné produkti, obsahujicich bakterii miéeho kvaSeni, je obsazeno améa
mnoZstvi putrescinu, kadaverinu, histaminu a tyrami

V mnoha druzich syru byly nalezeny aminy jako higtg tyramin, kadaverin,
putrescin, tryptamin a fenylethylami. Histamin aratyin se znéné [iSi v mnoZstvi
vyskytujicim se mezi rozdilnymi druhy syrale i v jejich ramc?

Narist obsahu biogennich anfirje patrny zejména u zrajicich 8yra to hlave
v pcatenich fazich fermentace vyrobka je také zavisly na druhu fipmnych
mikroorganisni. AvSak (i dodrzovani spravnych hygienickych zasad a dobcértologii,
tedy vylowenim vlivu kontaminujici mikrofléry, obsahuji i dlbodok zrajici syry jen
pomérné mald mnozstvi biogennich aminVznik biogennich amiin v trvanlivych syrech

vyvolavaji mikroorganismy zpracovavané surovinynalisituace nastavA u 8yrz
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nepasterizovaneého mlékar¢plevsim o¥iho a koziho), které s&asto gipravuji v malych

vyrobnéach s hygienickymi nedostatky i ve v§iseh zemicl?

3.5. Reakce a zémy

Biogenni aminy jsou reaktivni latky. Kramenzymovych reakci, vedoucich
k derivatim biogennich amiin a dalSim sloteninam, mohou biogenni aminy poskytovat
aldehydy, oxidativni deaminaci.

Amidy mastnych kyselin vznikaji dlouhodobym skladoim nebo za zvySeni teploty
reakci biogennich amin s triacylglyceroly. HEsluSné iminy jsou produkty reakci
neenzymového hanuti nebo oxidaci amin nag. peroxidem vodiku nebo hydroperoxidy
lipida. Karcinogenni nitrosaminy se mohouitteeakci oxidi dusiku se sekundarnimi aminy.
Aminy fenylethylamin, putrescin, histamin, spermida tyramin reaguji s bilkovinami za
vzniku B-N-substituovanych derivéat diaminopropionové kyseliny. Reakci tryptaminu
s aldehydy vznikaji ve vinech a dal$ich alkoholatkpapojich derivatg-karbolinu® °

3.6. Biologickeé &inky biogennich amiin

Biogenni aminy potravin s vyrag8imi negiznivymi &inky na lidské zdravi jsou
histamin a tyramin,tétim co do dinnosti je 2-fenylethylamin. ZvySeny obsah diatnin
putrescinu a kadaverinu slouZiedevsim jako indikator nedostéatk technologii zpracovani
a skladovani potravin a potravnich surovin. Vydkyptaminu a agmatinu je vegsinizky a
neni spojovan a nezadouciriispbenim na lidské zdravi.

Biogenni aminy (v uZSim pojeti bez polyafispermidinu a sperminu) se ve
vysokych koncentracich mohou mit toxikologickéinky a projevovat se jako latky
psychoaktivni nebo vasoaktivni. Psychoaktivni ampigobi jako penaSéi v centralnim
nervovém systému, vasoaktivni amimyspbi fimo nebo nefimo na vaskularni systétr

Vasoaktivni aminy izeme podle &inku &lit na:

% vasokontraktibilni aminy (n&ptyramin)

% vasodilat&ni aminy (nap. histamin)

Mezi symptomy konzumace vysokych davek biogennioima pati dychaci potize,
zvraceni, buSeni srdce, poceni, hypotenze (hisjangho hypertenze (tyramin) a migrény

(fenylethylamin, tyramin}.
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Toxicky &inek biogennich amin je siln® ovlivnén aktivitou enzym
monoaminoxidasa a diaminooxidasa, které je ¥&veth odbouravaji. Tato aktivita sdize
raznit u jednotlivych jeding a v zavislosti ngdac fakton, nag. na gitomnosti inhibitofi
(urcitd I&iva, alkohol) nebo potenciatior Vysoké koncentrace biogennich amijiz neni
enzymovy systém schopen odstranit.

VétSina  zndmych intoxikaci  jidlem, @gobena biogennimi aminy, souvisi
s histaminemOtravy histaminem (histamindza) ze syru a ryb bl z nich, jsou jednou
Z nefasgjSich g@icin otrav vyvolavanych potravinami (alimentarnichtoxikaci). Za
nebezp&nou pro &loveéka povazujeme koncentraci histaminu vy3si neZ SWD-thg.kg'.
ZvySené mnoZzstvi histaminute vyvolat anafylakticky Sok.

NejvysSi povolené mnoZstvi jefak zemi gedepsano pouze u histaminu a tyraminu,
neba’ znalosti o toxic& ostatnich biogennich aniimejsou dostatmé. Z divodu mnoha
faktori, které je nutné ip hodnoceni toxického dinku zvazovat (mnoZstvi sgebované
potraviny, fitomnost jinych toxickych latek apod.) je velicetidhé stanovit hranici toxicity

biogennich amif® °

3.7. Analytické metody stanoveni biogennich ainin

Jsou dva tivody pro stanoveni aminv potravinach, prvnim je jejich potencionélni
toxicita a druhym dvodem je moZnost uZiti biogennich ainijpko ukazatel kvality
potravin? Bylo publikovano mnohotznych metod pro izolaci a odhad afhimle neexistuje
jedina kvantitativni analyticka metoda pro stand\®agennich amihve v&ech potravinach.

Souwasnymi metodami analyzy biogennich afnijgou tenkovrstva chromatografie
(TLC), plynova chromatografie (GC), kapilarni eleforéza (CE) a vysokd@inna
kapalinova chromatografie (HPLEMPLC pracujici v systému reverznich fazi (RP-HPLC)
je v praxi nejpouzivatjsi metodou®

NejbezrejSimi problémy, se kterymi se setkdvam gnalyze biogennich aminv
potravinich je slozitd matrice vzorkuiitpmnost potencialnich interferentnich slenin a
vyskyt rékolika biogennich amiih sowasre ve stejném alikvotnim podilu. Pro extrakci
biogennich amikh je nefastji pouzivana kyselina chloristd (vianych koncentracich),
trichloroctova, chlorovodikova (0,1M) a organickapoustdla (methanol, aceton, acetonitril
— HCIO, a dichlormethen HCIO,).*® Kromg extrakce kapalinou se vyuZiva také extrakce na

pevné fazf?® Vzorky se ¥tSinou homogenizuji v mixérech nebo homogenizérech,
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centrifuguji a filtruji. Kvali detekci nebo také nizké koncentraci biogennitima je wtSinou
potieba vzorky derivatizovat na derivaty vysoce absigcboebo fluoreskujict*

Uplatreni zde nachazi také enzymatické metody, které tylynuté pro stanoveni
mikroorganisni produkujicich biogenni aminy a jsou specifické (akterie produkujici
histamin. \tSina z échto metod je zaloZzena na produkci peroxidu vodisisobenim
enzymu oxidazy na histamin. Enzymatické testy jebacr zaloZzeny na nasledné aktivit

dvou enzyni: diamin oxidaze (DAO) a avidin peroxidaZe> #*

3.7.1. Vysoko&inna kapalinova chromatografie

V sowasnosti je HPLC diky své vSestrannostiegmosti, citlivosti, dinnosti a
reprodukovatelnosti jednou z tagtji pouzivanych technik.

Pfi analyze biogennich aminHPLC se ne&jastji pouziva systém reverznich fazi, s
derivatizaci dansyl chloridem nebo o-ftalaldehydeatatekovan UV nebo fluorimetrickym
detektorem.

DalSimi moznymicinidly pro derivatizaci jsou nd&p dabsyl chlorid, 4-chloro-7-
nitrobenzofurazan, 1,2-naftochinon-4-sulfonat, leghzhlorid nebo fluorescein. Pouziva se
také N-acetylcystein nebo 2-merkaptoethanol, jejidrivaty vSak nejsou moc stabilni.
Derivatizace byva igdkolonova (syry, ryby) nebo postkolonova (syrynoyikyselé zeli), a
v pripad® pouziti konduktometrického detektoru neni derzete nutnd. Detekce byva jest
provadna spektrofotometrickym, konduktometrickym, ampéetmokym nebo také DAD
detektorem.

V analyze biogennich aminHPLC se také vyuziva gradientové eluce, ion-parové
HPLC a stéle &njsi byva spojeni HPLC a M$&.17 20 22.25. 26, 27,28, 29

3.7.2. Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvad chromatografie ma mnoho vyhod, jakgegnoduchost, vSestrannost
nebo pouzitelnost na velké mnozstvi vZovkminimalnim¢ase.

Extrakty jsou naneseny a rozseparovany na &rselulozy nebo silikagelu, kterym
jsou pokryty skledné nebo hlinikové desky, prevazr vicenasobnou vyvijeci technikou.
Poté jsou BA derivatizovany rigjsgji dansylchloridem a kvantifikovany densitometretin p
330 nebo 254 nm. Pro tenkovrstvou chromatografily bgkoumany odlisné systémy

rozpoustdel, které by byly mé&hskodlivé a zlepSovaly separacit$ich skupin biogennich
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amini. Jako teba systém rozpoustel chloroform — ether — triethylamin (6:4:1) aleda
chloroform — triethylamin (6:13.% 223031

3.7.3. Plynova chromatografie
Plynovd chromatografie se pro analyzu biogennichn@anpouzivd nejastji ve
spojeni s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)uze byt také kombinovana s ion-parovou
extrakci. Derivatizuje se bromidem pentafluorobdmzy anhydridem kyseliny
heptafluoromaselné, pentafluorobenzaldehydem néhmtoacetyl acetonem.
Byla vyvinuta metoda pro rychlé stanoveni histamimybach a rybich produktech,
kdy odpada krok derivatizace. Vzorek byl jednode&é&ahovan alkalickym metanolem a

poté nagfknut na kolonu? 32-3¢

3.7.4. Kapilarni elektroforéza

Mezi elektromigranimi metodami, vyuZivanymi pro analyzu biogenniainirsd,
pievazuje kapilarni zénova elektroforéza. Také zdet&nou nutna derivatizace, i kdyz byla
vyvinuta i metoda bezipsidtovani vzorku a derivatizaé@.

Pri srovnani kapilarni elektroforézy s HPLC podaly abetody uspokojivé vysledky
co do citlivosti, deteéniho limitu, reprodukovatelnosti agsnosti, ovsem CE je rychlejSi a
nevyzaduje sloZitou fpdsZnou UGpravu vzorkd! CE s derivatizaci naftalen-2,3-
dikarboxyaldehydem (NDA) a fluoresaam detekci byla pouZzita pro stasné stanoveni
histaminu a histidinu, pro svou rychlost a citlitd%

Mezi nefastjSi zpisob detekce p#t laserem indukovana fluorescence, dale se
vyuziva nap. pulzni ampérometrické detekce (PAD), detekce aigoh polem (DAD diode-
array detection) nebo UV detekt&'! Jako derivatizéni cinidlo kroms vy$e zmigného NDA
byl pouzit 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazolftataldehyd (OPA) nebo fenylizotiokyanat
(FITC).*#48

Ackoli je preferovand postkapilarni (post-capilladgrivatizace, kter4 probiha az po
separaci a vymigrovani vzarkz kapilary, vyuziva se i derivatizacged analyzou, tzv.
predkapilarni (pre-capillary) a takéimo na kolog (on-capillary)?*

Krom¢ vySe zmignych metod byla je&tpouzita také micelarni elektrokineticka
kapilarni chromatografie, ktera spojuje chromatbigkgt a elektroforeticky sepatai

mechanismug 493
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4. Syry

Syr je obecné pojmenovani pro skupinu fermentovany®dukti na bazi mléka,
vyrabsnych ve velké Skale chuti a dfupo celém sits.>*

V zapadnim sit¢ se setkavame se syry, které jsou vyrobemgevsSim zeit druhi
mléka: kravského, koziho a @to, ale v mensi e také buvoliho. V jinyckastech sita se
vyuziva je& mléko dalSich zvat, jako jsou osli, ka¥ jaci, sobi, velbloudi, zebu nebo
dromedé. Kazdy z &chto syru se odliSuje od ostatnich specifickou ichgitavské mléko
obsahuje méhbilkovin a tuku nez mléko @. Kozi miéko, diky pitomnosti zvlaStnich
mastnych kyselin, b v syru seZi, ostrou chtl " *°

Syry mohou byt vyrobeny z nepasterizovaného nebetepaovaného mléka.
Pasterizace sniZuje rizika epidemiologickych onemioi; zaji§'uje standardni kvalitu, avSak
chuw je mérk vyrazna, nebd v oSeteném mléce se zaraves eliminaci ¥tSiny Skodlivych
mikroorganisni ni¢i také mléné bakterie aifrozena mikrofléra, ktera figobuje typickou
chuw a rozmanitost krajovych specialit. Dnes plati mcé Evropské unie hygienicka a
zpracovatelska  dezeni, kterd  vyplynula zifpadi onemocgni listeriozou
z nepasterizovaného mléka.

Ackoli se procento sloZzek v mléku liSi druh od druhle, také zve od zviete, neb®
kvalita mléka a obsah vSech slozek zavisi na f@ost ve kterém se A, jez mléko
produkuje, chova. Mléko obsahuje vodu, tuky (tukgl@bule), mli€né bilkoviny (zejména
kasein), mlény cukr lakt6ézu, mineralni latky (vapnik, idtk, fosfor), spolu s malym
mnoZstvim pigmerit enzynt, vitamini (vitamini B-komplexu rozpustnych ve veéddale A,

C, D, E a K rozpustnych v tucich), stopovych gr¢kinek, jod, Zelezo) a bakterii. Syry navic
z vyroby obsahuji také #sglo, ml&nou kulturu a &l. Nekdy se pidavaji jes¢ bakterialni a
plisiové kultury.

Syry maji prokazatelny antibakterialntiiek, jenz je zfisoben pitomnosti celé
skupiny latek, wetre tékavych, které jsou zodp&siné za vyrazné syrové aroma. Konzumaci
syn zvySujeme svou odolnost a obohacujeme svigvai mikrofloru. Pesto mohou byt syry
pro rekteré lidi nebezpmé, maji totiz (zvlast ty starSi, dlouhozrajici) vysSi hladinu

histaminu, zodposdného za alergické reakée> *°
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4.1. Vyroba syra

Hlavnim krokem p vyrob¢ syra je srdZeni kaseinu. To se provadf bzy. syidlem
nebo okyselenim.

Syridlo S&pi vazbu pesr® mezi déma aminokyselinami v molekule kappa — kaseinu,
¢imz se z B odStipne rozpustnéast, jez zmizi v roztoku. Nerozpustdast Zistdva na
povrchu, ale na stabilizaci micely uz neéstaneb@® mére pritahuje vodu. Shluknutim
jednotlivych micel vznika srazenina. Teplotou Ieatb proces ovlivnit. Mléko se tedy lehce
zahiva ne teplotu s¥ni (kolem 30 °C) nebo se pasterizuje (15 — 40 rsetlae zativa na
teplotu 72 — 74 °C) a poté se ochladi na teplotierdy(15 — 40 °C). Nejlépe se srazeni
provadi misobenim enzymu zvaného chymosin, ktery se vyskytd@udku ml&’at, jelikoz
je ale ghrodnich syidel nedostatek, srazi se syry alternativnimi ldiikekteré se ziskavaji
z plisni nebo rostlin (ndpze $avy z artgoku - enzymy proteinazy). V poslednich letech je
také dostupny chymosin ziskany pomoci genovéhminzevi.

Druhou moznosti srazeni mléka je jeho okyselenighikak jsou micely od sebe
odpuzovany zapornymi naboji nachazejicimi se narghay [ okyseleni (nap pridanim
octa nebo kyseliny vinné) tyto naboje zmizi a dotoku se uvaluje vapnik. Vysledkem je
srazenina. Srazeni sesbpnize urychlit zakatim.

Vyroba syra vyZaduje ipsny technologicky postup, jeho kvalita a tthHa velmi

zasadi ovlivnéna davkou enzymu, dobowsgenici teplotou® *°

4.2. Druhy syfi

Tak jako existuji nefrzn€jSi druhy syra, tak je idkolik druhi jejich ckleni. DEli se
podle typu mléka, tvrdosti, obsahu tuku, délky gramhledu nebo Zisobu srazeni.

Podle typu mléka se¢ti syry na syry z kravského, &ho a koziho mléka, nebo také
Ize rozliSovat syry s pasterizovaného nebo nepastemého mléka.

Konzistenci syru wuje voda a tuk. Eleni podle typu mléka plyne z pém mezi
vodou a suSinou. Syr, ktery obsahuje gheéady je susSi a tedy i tvrdSirdbyte&na voda se
nékdy odstrauje solenim. Vliv ma také obsahi&lla, ¢im tvrdSi syr chceme vyrobit, tim vice
syridla pridame. Také teplotafpsrazeni tvrdSich syrbyvacasto vyssi (30 — 40 °C).

x Cerstvé syry maji vysoky obsah vody a nedavaji &e Hi jejich vyrobs se
pouZiva jen maly ffidavek syidla a zakysova kulturaRadime k nim feba

tvaroh, lI&inu, fromage frais, gervais nebo cottage.
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x  M¢ekké syry prochézeji kratkym zrdnim. Rasem brie, camembert nebo
brynza.

x  Polotvrdé syry jsou hutné, ale pruzna strukturg, je snadno krajet a zraji
déle. Mezi takové syry pateidam, goudaiedarci emental.

x Tvrdé syry dlouho zraji, maji nizky obsah vody aaibtuku az 50 %. Kraji se
obtizre, aniZz by se nerozdrobily. Je to tidad parmezén a nebo pecorino.

x  Taveneé syry se vyr&p z jednoho nebo vice drahptirodnich syii, které se
rozemelou a zdhji na teplotu 85 — 120 °C. Ke 8sn se pidavaji dalSi latky
jako maslo, tvaroh, rostlinny tuk apodidavkem tzv. tavici soli, coz jsou soli
kyseliny fosforéné nebo citronové, se zahuge vysrdZzeni bilkovin nebo
oddsleni tukdi, tak Ze se upravi kyselost hméty> >’

Déleni dle obsahu tuku v sugirse také izni, ale obeah mizeme rozdlit syry na
vysokotwné, plnoténé, poloténé, nizkotdné a odtinsné>®

Délenim podle délky zrani paktiheme syry ozngt privliastky, v zavislosti na délce
jeho zréani, nap jako mlady, ulezely, extra ulezely nebi@gtarly.

U déleni podle vzhledu se posuzuje jak vzhladyk tak i vzhled celého syra od
povrchu po vnitek. Toto d@leni je pouzivano ve Francii a syry pakzame z#adit naf. mezi
syry zrajici pod mazem, syry s plisni na povrchooreyry s plisni vésts.’

Podle zfisobu srazeni, kdy je zasadnim kritériemisqb ziskani srazeniny na vyrobu
syra, rozdlujeme syry na kyselé a sladké. Pokud se mleka swgelinou mlénou, jez je
produktem bakterii mého kvaSeni, jedna se o syry kysel@.\igrob¢ sladkych syl se
mléko sraZi sjdlem a ziska se tak snina®®

Jsou také syry, které nespadaji do Zadné z vySeapgph kategorii, jakoidba

mozzarella, kozi syry nebo syrovatkové syry (rizoseracy.

4.3. Zrani syra
U nekterych druli sym byva naslednym procesem jejich zrdbérstvé syry nezraj,
ihned po odkapani se bali. Vyjimkou jsa@erstvé kozi syry, které prochazeji kratkym
obdobim zrani, jez trva az dva tydnyelieré syry, jako zrajici pod mazovou kulturou nebo
lisované syry mohou zrat ai inésice a velmi velké lisované syry dokonce vyzragéje nez

rok.
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Na procesu zrani se podileji mikroorganismy (kvasibakterie a plis) premenujici
laktézu na kyselinu méé@ou. Bilkoviny kaseinu se&ti na aminokyseliny a kyselina nité,
citronova i aminokyseliny se dalegaréiiuji na jednoduchéékavé latky. Stpenim tuk
vznikaji nejvyrazgjsi aromatické slateniny. Uvohuji se z nich mastné kyseliny a vyigea
az stovky jednoduchyclekavych latek, zejména ketbra aldehyd. Fri tomto procesu se
uvoliuje oxid uhlgity, ten ktery nermdze unikat se hromadi v syru a tak vznikaji oka

(Emental)>® *°

4.4. Stanoveni syrinfracervenou spektrometrii

Vyuziti infracervené spektrometrie a jejich technik pnalyze syi je stélecastji
predmitem zkoumani. Jiz davno se nejednd pouze o pramtalyzu syrd ale byla jiz
pouZita ke kontrole kvality, pravost® geografického fvodu ®* & predpodi barvy syru®?
Déle byly pomoci € spektrometrie studovarfy a rozliSovany mikroorganismykpomné pi
zrani syru®* a monitorovany jejich populadea gispsvek pi zrani (proteolyticka aktivita)®
B&hem zréni syru byla touto metodou zkoumana stéltsinu®’ stanovovany vybrané volné
aminokyseliny’® peptidy v syrech s odlisnou dobou zréfi a pozorovan rozdil mezi
plnotwinym a odtdnénym syrem’® Také byla s jeji pomoci charakterizovana stadiaZf* a
sledovana struktura bilkovin a intetak zmény bshem skladovan® Diky své rychlosti
méieni atasow nenaréné gripraw vzorku, vzhledem k ostatnim metodam, byla pouitita
spektrometrie k rychlému stanoveni sloZéngdhadu zralosti a senzorickych vlastndti,
predpodi sloZeni a kvality arom#,analyze seniny,® kontrole kvality Bhem zpracovanf
a zhodnoceni chemickych paraniefobsah tuku, suSiny, laktézy, vihkosti, kyselinjéémé,

riiznych forem dusiku, organického fosforu a vazanémmiku)’®®
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Il. EXPERIMENTALNI CAST
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5. Pracovni postup a instrumentace
5.1. Chemikalie a material
K analyze bylo pouzito Sestanych druli syru, jez jsou popsany v tabulce Il a IV.

Pro volbu vhodného pH byl pouzit uzeny platkovaaeid Miltra).

Tabulka Ill. Pouzité neuzené syry a jejich speadek

druh mléka | zemg pavodu ozna&eni
kravské Italie Pecorino prato sardo stagionato
kozi Italie Montasio in quarti
owei Italie Caprottino Fresco

Tabulka IV. Pouzité uzené syry a jejich specifikace

druh mléka | zemé pavodu oznaeni
kravské Spafisko uzeny syr frodni
kozi Spalsko uzeny syr kozi
oV¢i Holandsko Manchego DOP

Pouzity standard tyraminu (99 %) pro Ramanovu speietrii byl pdizen ze Sigma-
Aldrich (Steinheim, Nmecko). Pouzitou chemikalii k extrakci byl diethyler (p.a.) ptizeny
z firmy Penta (Praha;R) a NH,OH (25 %, p.a.) z firmy Lachema (Neratovi€éR). Déle
byla pouzita deionizovana voda (Millipore DirecQ-UV).

5.2. Instrumentace
5.2.1. Infracervena a Ramanova spektrometrie

Méteni IC spektrometrii bylo provedeno na FT-IR spektrométicolet 6700 firmy
Thermo Scientific s ATR nastavcem, se zdrojerfeaBiEverGlo, detektorem DTGS KBr a
KBr delicem paprsk. Spektra byla zaznamenavana vedii oblasti € z&eni 4000 — 650
cm?, s rozliSenim 4 cihpii 64 skenech.

Méreni Ramanovou spektrometrii bylo provedeno na MicdIXR FT-Raman
modulu, s laseremid:YAG, jako zdrojem zé&eni (pii sile laseru 1W, apeite 150),detektorem
InGaAs a Cafdelicem paprsk. Spektra byla zaznamenévana v oblasti 2500 — 408 ¢
s rozlienim 8 ci pii 128 skenech.
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5.2.2. Lyofilizace
Lyofilizace byla provedena pomocitigtroje Alpha 1 — 2 LD plus firmy Christ.
Celkova doba susSeni byldilizné 20 hodin. Hlavni suSeni probihala peplot - 42 °C a
tlaku 0,097 mbar, koeé dosusSovani pakifgeplok - 66 °C a tlaku 0,0049 mbar.

5.3. Extrakce biogennich amin

Pro extrakci bylo vzdy navazeno 5 tep noc lyofilizovaného syru. Pro srovnani byla
provedena také jedna extrakeerstvého syru. Navazka syru byla smichana s 20 ml
destilované vody sifdavkem NHOH pro Upravu na pH 8. Toto pH bylo zvoleno poiséri
extrakci uzeného eidamu do diethylethefupbi 3, 8, 9, 10 a 11 (obrazek 1¥i PH 8 bylo
nejlepsi rozliSeni a nejvyssi intenzitapik

Smés syru a vody o pH 8 byla dana na 15 minut do zduikové lazg a poté
dekantovana do&ti¢ky, kde k ni bylo pdano 10 ml diethyletheru. Tato gmbyla fepana po
dobu 10 minut a poté ponechana v klidu. Po &exd vrstev byla horni vrstva nakapnuta na

ATR krystal IC spektrometru a po zaschnuti zaznamenana spektra.

Obrazek 1. Spektrum extrakce uzeného eidaimHp3, 8, 9, 10 a 11

0,14-5 pH 3
0,13-2 pH 8
0,121

0,11-2

010-
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5.4. Priprava vzorku pro gfeni Ramanovym spektrometrem
Lyofilizované syry byly rozéeny v teci misce s tlotkem. Byl navaZzen vzdy 1 g syru
a 5, 10 a 15 mg standardu tyraminu.¢&Smyru a tyraminu byla zhomogenizovanaect
misce s tlodkem. Tabletyistych syfi a syf s gridavkem 0,5 %, 1 % a 1,5 % tyraminu byly
piipraveny a zr‘eny Ramanovou spektromettiikrat.

6. Vysledky a diskuze
6.1. Infratervena spektra extrakt

Nebyl pozorovan zadny vyrazny rozdil mezi spektrgnych (obrdzek 2, 3 a 4) a
neuzenych syr (obrazek 5, 6, 7 a 8), dralsyru podle mléka pouzitého k jeho vyéath mezi
jednotlivymi syry. Taktéz § porovnani spekter kravského neuzeného syru, kdypho
srovnani extrahovan jak s§erstvy (obrazek 6), tak i lyofilizovany (obrazek Bebyl shledan
vyrazny rozdil.

Nejvyrazrjsi pasy ve véech spektrechisge nachazeji kolem 3300 ¢ra odpovidaji
valertnim vibracim OH skupin vody a valamim vibracim NH skupin sekundarnich asin
amidi, polypeptidi a aminokyselin. Dal$i dva intenzivni pasy leZi|fipB922 cni a 2852
cm?, doplréné pasem o malé intenzipii 2954 cni, jedna se o valéni symetrické a
symetrické vibrace skupin GH CH;, a spolu s intenzivnim paseri p744 cni, nalezicim
valertnim vibracim C=0 skupin ifslusi lipidim.

Piftomnost laktézy potvrzuji pasy vyskytujici se ypelsrech okolo 1080 ctha 1030
cm’. Absorgni pas okolo 1115 cthje pripisovan valetinim vibracim skupin C-OH a C-O
lakt6ézy a monosacharid

Pro deformani vibrace NH skupin primarnich andina NH, skupin amid je
charakteristicky pasip1650 cm' a také pas okolo 1640 EmAbsorgni pas pobliZz 1540 cm

! vznika diky deforménim vibracim NH skupin amina amidi. 3 7% 73 8.8
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Tabulka V. Pehled absorgnich pag (cm™) v infracervenych spektrech sya jejich

«8,71,73, 84,85

prirazeni.
uzené syry neuzené syry
Prifazeni adsorgnich pasi
kravsky | kozi owi |kravsky | kozi owi
v (OH),v (NH) 3281 3290 3279 3289 3272 3356
Vas (CHp) 2955 2953 2954 2954 2955 2954
Vas (CHs) 2922 2922 2922 2922 2923 292p
Vs (CHg) 2852 2853 2853 2852 2853 2853
v (C=0) 1744 1744 1743 1744 1743 1743
8 (NHy), & (NH) 1652 1652 1652 1652 1652 165p
d (NHy), 6 (NH) 1636 1637 1647 1647 1635 1635
o (NH) 1541 1541 1541 1541 154( 1540
d (CHy) 1456 1456 1457 1457 1451 145y
vs (COC) 1153 1154 1158 1157 115} 1160
v (C-OH),v (C-0), 1111 1111 1114 1118 1118 1116

pozn.:v...valergni vibrace

d...deformé&ni vibrace

as...asymetricka

S...symetrick&
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6.1.1. Spektra uzenych syr
Obrazek 2. Spektrum uzeného kravského lyofilizdwasgru po extrakcifppH 8
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Obrazek 3. Spektrum uzeného koziho lyofilizovasghopo extrakci fi pH 8
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Obrazek 4. Spektrum uzenéhdibw lyofilizovaného syru po extrakoiipH 8
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6.1.2.
Obrazek 5. Spektrum neuzeného kravského lyofi
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Obrazek 6. Spektrum neuzeného kravskéhgtvého syru po extrakcrigpH 8
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Obrazek 8. Spektrum neuzenéhdilow lyofilizovaného syru po extrakotipH 8
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6.2. Souhrnna diskuze

Extrakce rozpoustlem o pH 8 odstranila interferujicich steminy a umoznila
detekci hlavnich slaienin v syrech. Slab zasadité progdi se ukazalo pro extrakci
nejvhodrjSim, coz se odliSuje od publikovanych extmailch postup, které byly provedeny
kyselym extraknim ¢inidlem.

Spektra ukazala celkové chemické slozeni extraltu. &Z absorpnich pag bylo
mozné vyist piitomnost kyselin, estér alkohofi, pepticdh a sacharitl. AvSak ze spekter
nebylo mozné odliSit syr uzeny a neuzeénjeho druhy. Spektra s§rse shodovala se spektry

v publikovanychglancich!> 73 8 8

Nevyhodou extratniho postupu byla nemoznost kvantifikace pomoci oohet
standardnich #idavki, z divodu velmi malé rozpustnosti tyraminu ve ¥odaké samotna
metoda ATR se nejevila pro kvantifikaci vhodna, ateb pii davkovani stejného objemu
vzorku nebyla vzdy zatena totoznd tlou&a vzniklého filmu na krystalu. Intenzita giage

spektru se tedy liSila od celkové koncentrace chkych funkenich skupin ve vzorku.

40



Hlavni prednosti infréervené spektrometrie je jeji schopnost rychléhmani spektra
vzorku a nefili§ casow nar@ndé Uprava vzorkuipd nerenim.
PrestoZze bylo mozné inftarvenou spektrometrii identifikovat absémp pasy NH a

NH; skupin nebylo mozné jednozme identifikovat, zda pdt biogennim amitim.

6.3. Ramanova spektra syr
signal/Sum obtizgi identifikovaly funkéni skupiny. Ani v Ramanovych spektrech nebyly
zpozorovany zadné vyrazné rozdily mezi uzenymigobk 9, 10 a 11) a neuzenymi syry
(obrdzek 12, 13 a 14) mezi jejich druhy.

Ve vSech spektrech syise nachazi nejvyraZi§i pas pi 1444 cni', ktery odpovida
deforma&nim vibracim CH skupin. Kolem 1659 cthleZi dalsi intenzivni pas, jeZ spolu
s pasem pobliz 1615 cmpifslusi deforménim vibracim skupiny Nk amini a amid.
Piftomnost C-N skupin alifatickych amirdokazuje pedevsim vyrazny pikip1080 cm a
také jeho dva ménznatelné sousedici piky 1125 a 1004'ciyrazny triplet pas 1340,
1304 a 1270 crh vznika diky deforménim vibracim skupin Ckl CH a CH. Deformani
vibrace OH skupin mohou bytekryty nebo byt satésti tripletusi piku pii 1444 cni-® 887
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Tabulka VI. Pehled absorgnich pag (cm™) v Ramanovych spektrech &ya jejich
£6,8,87

prirazeni.
Piirazeni uzeneé syry neuzene syry
adsorpénich pasi | kravsky | kozi owi |kravsky | kozi owi
v (C=0) 1749 1743 1748 17486 1743 1750
5 (NHy) 1657 1656 1658 1656 1661 1656
1620 1619 1618 1615 1610 161y
3 (CHy) 1443 1443 1444 1444 1445 1443
o (CH) 1340 1340 - 1334 1344 -
d (CHg) 1304 1305 1304 1303 13045 1303
d (CH) 1264 1278 1271 1272 1268 1275
v (C-N) 1124 1127 1123 1124 1123 1124
v (C-N) 1085 1080 1080 1084 1078 108p
v (C-N) 1005 1003 1004 1004 1004 1004
881 877 880 878 875 873
vsym (COC)
854 853 857 854 857 856

pozn.: v...valergni vibrace
d...deforma&ni vibrace
as...asymetricka

S...symetrick&

42



6.3.1. Ramanova spektra uzenychisyr
Obrazek 9. Spektrum uzeného kravskeho lyofilizdvaagru
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Obrazek 10. Spektrum uzeného koziho lyofilizovasghp
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Obrazek 11. Spektrum uzenéhdiba lyofilizovaného syru
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6.3.2. Ramanova spektra neuzenychisyr

Obrazek 12. Spektrum neuzeného kravského lyo#lizho syru
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Obrazek 13. Spektrum neuzeného koziho lyofilizénasgru
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Obrazek 14. Spektrum neuzenéhduy lyofilizovaného syru
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6.3.3. Semikvantitativni vyhodnoceni
Na zaklad meieni ¢istého tyraminu (filoha P1) a uzeného eidamu Hdavkem
tyraminu 0,5; 1; 2,5; 5; 10 a 30 %filpha P2) byl pro odgtani k semikvantitativnimu
vyhodnoceni zvolen pik v oblasti 646 ¢nfobrazek 9). Jeho vyska a plocha tssala

s rostouci koncentractiganého tyraminu.

Obrézek 9. Pik v oblasti 646 ¢rspektra uzeného eidamuigdavkem tyraminu
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507 uzeny syr + 10 % tyraminu
45:
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Plochy piki byly ode&teny pomoci programu TQ Analyst. U ploch piku sizeme
vSimnout vzfistajici tendence s rostouci koncentraci tyramiaoutika VI a VII).
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Tabulka VI. Hodnoty plochy absaimiho pasu(pri 646 cnml)ve spektrech neuzenych

syrni
druh syry pfl’da\_/ek plocha pasu oblast o_ollél'téni
tyraminu [cm™]
1,81142 653 - 638
0,5% 1,99700 653 - 638
1,74906 657 - 638
2,12141 653 - 630
kravsky | 1 9% 2,58905 653 - 634
2,67945 653 - 630
3,69191 661 - 634
15% 3,23062 661 - 630
2,84811 657 - 626
1,20093 653 - 638
0,5% 1,74390 653 - 634
1,36800 653 - 634
2,75497 653 - 634
kozi 1% 2,89728 655 - 634
2,60267 653 - 634
3,25860 657 - 634
15% 3,80326 657 - 630
3,70057 661 - 634
1,48280 653 - 638
0,5% 1,39525 653 - 630
1,13047 653 - 634
2,65026 653 - 634
oVEi 1% 2,79392 653 - 630
2,25995 661 - 634
3,17053 661 - 634
15% 3,53532 665 - 634
2,87882 665 - 634
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Tabulka VII. Hodnoty plochy absafpiho pasupri 646 cml)ve spektrech uzenych
syrni
druh syru pfida\_/ek plocha pasu oblast o_ollél'téni
tyraminu [cm™]
1,29803 649 - 630
0,5% 1,51136 653 - 638
1,15813 657 - 634
1,71779 669 - 638
kravsky 1% 1,93652 653 - 634
2,01285 653 - 630
2,71781 665 - 638
1.5% 2,37542 657 - 611
2,87931 669 - 634
1,64792 653 - 634
0,5% 1,10198 653 - 638
2,65163 653 - 634
2,41924 653 - 630
kozi 1% 2,27039 653 - 634
2,76089 653 - 630
6,09359 661 - 630
1,5% 4,38588 653 - 622
5,54868 661 - 634
1,38980 653 - 638
0,5% 1,64344 653 - 638
1,39200 657 - 634
1,92567 657 - 630
owei 1% 2,08859 661 - 638
1,99527 653 - 638
2,28067 653 - 634
1.5% 2,88491 653 - 634
3,26847 653 - 630

Pomoci metody standardnihdigavku byl vyp@itan v programu MS Excel obsah
biogennich amifn v pavodnich syrech v procentech a naskediepciitan na miligramy
amimi na gram syru (obrazek 10). Vysledné hodnoty obdajiy u jednotlivych ngfeni

zpramérovany a vypoétena smrodatna odchylka (tabulka VIII).
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syru

Tabulka VIII. Obsahy biogennich aniia syrech

neuzeny obsah BA uzeny obsah BA
syr [mg.g] syr [mg.g"]
3,52 15,77
kravsky 11,12 kravsky 12,46
12,07 7,53
pramer 8,91 + 3,83 prmer 11,92 + 3,39
1,69 2,38
kozi 3,67 kozi 2,12
0,96 2,61
pramer 2,101 +1,14 pmer 2,37 +£0,20
4,43 10,94
ovei 2,03 ovei 7,77
1,95 1,82
pramer 2,80+1,15 pimer 6,84 + 3,78

Obrazek 10. Kalibrani graf pro metodu standardnihgigavku uzeného kravského

plocha piku
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6.4. Souhrnna diskuze

Kviali nizSi intenzi€¢ a horSimu porru signal/Sum v Ramanovych spektrech nebyla
mozna identifikace vSech pgsavSak absormi pasy hlavnich furidnich skupin byly getelné,
jejich identifikace se shodovala se spektry itdraenych skupin. Ramanova spektra take
prokézala fitomnost NH skupin amid a amirii, a proti infr&ervenym spekim také skupin
C-N.

Vysledné hodnoty biogennich amiinbsazenych v uzenych syrech byly st vyssi
nez v syrech neuzenych. Nejvyssi obsah biogennighaabyl zjistn v kravském syru, jak
uzeném, tak neuzeném. Naopak nejnizSi u syru ko#bdnoty se v ramci jednoho druhu
syru bohuzel liSily, a to jedevSim u syru kravského acéhvo, coz mohlo byt zisobeno
nedokonalou homogenizaci vzorku s tyraminemjwodu slozité matrice syru.

Celkové mnozstvi biogennich amim syru se pohybovala v rozmezi 2 101 az 11 920
mg.kg’. Hodnoty celkového mnoZstvi biogennich aiminobsaZzenych v syrech,
stanovovanych metodou HPLC, seyazr pohybovaly iadech desite& stovek mg.kg, a
obsah jednotlivych amintaké viadech jednotek, v zavislosti na druhu amifif> &

Ve studii Standarové a kol. dosahovaly nejvySsi dtamé hodnoty celkovych BA
2 540 mg.kd ve tvakizcich, 2 490 mg.K§v brynze a ostatnichdkkych zrajicich syreci®

Fyziologickou reakci na biogenni aminyi#e zgisobit jiz obsah desitek mgkgjako
nag. 2-fenylethylamin fi mnoZstvi 30 mg.kg miZe vyvolat migrénu. Limity pro vybrané
BA v rybach, syrech, pivu a vinu obsahovédaska legislativa do roku 2004, avSak dnes je v
CR platny pouze hygienicky limit pro histamin v rgbéda vyrobcich z ryb uvédy ve
vyhlasce Ministerstva zdravotnict8305/2004 Sb., kter§ini 100 mg.kg'. % 8°
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ZAVER

Tato diplomova prace byla z&mena na Uvodni studii biogennich afhipomoci
metod vibré&ni spektrometrie.

Byla provedena extrakce dvou fypyru (uzeny a neuzeny) e miznych druli mléka
(kravské, kozi, o¥i) pri pH 8. Extrakty byly charakterizovany pomoci irfeavenée
spektrometrie metodou ATR a byly identifikovany paskladnich funé&nich skupin.

Infracervend spektrometrie prokazaldtpmnost NH a NH skupin v syrech, avSak
touto metodou nelze rozliSit, zda nalezi biogenafmni, amidim ¢i aminokyselinam. ATR
metodou nebylo mozné provést kvantifikaci, adu rozdilné tlouXky vzniklého filmu
vzorku davkovaného na krystal a také nizké rozmssityraminu.

Ramanovou spektrometrii bylaifiwena spektra tablet samotnychisgrspektra tablet
syni s pridavkem standardu tyraminu 0,5; 1 a 1,5 %. V Ramgrto spektrech bylo mozné
rozpoznat zakladni  fugki  skupiny, které se shodovaly se skupinami
identifikovanymi infr&ervenou spektrometrii. Také zde byly nalezeny paaypin NH a
navic C-N skupin, které mohou néleZet biogennirmami

Z Ramanovych spekter byly ofteny plochy piku, rostouciho se zvysSujici se
koncentraci tyraminu. Semikvantitativni analyzap pidové stanoveni obsahu biogennich
amini v jednotlivych givodnich syrech, byla provedena metodou standardpiictavki.
Vysledné hodnoty celkového mnoZstvi biogennich aénfigly vysSi nez hodnoty ziskané
analyzou pomoci metody HPLC jiz publikovanych studioz niZze byt zgsobeno
nedostaténou homogenitou tablety a neschopnosti Ramanowtrgpeetrie odliSit biogenni
aminy od ostatnich aminosi&enin.

Infraervend a Ramanova spektrometrie se prokazaly jakblé metody pro
identifikaci hlavnich funknich skupin v syrech a semikvantitativni analyaak nevhodné

pro p'esnou specifikaci a kvantifikaci biogennich amin
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

o

0%

ATR

BA

CCD

CE

CZE

DAD

DAO

DRIFTS

DTGS

FITC

FT

GC

GC-MS

HPLC

NDA

OPA

tok z&eni proslého kyvetou sdfenym roztokem

tok z&eni prosleho kyvetou@stym rozpousidiem

Metoda Uplného zeslabeného odrazu (Attenuatedi reflectance)
Biogenni aminy (Biogenic amines)

Nabojo¥ vazané prvky (Charge-coupled devices)

Kapilarni elektroforéza (Capillary electropreisg

Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary zahectrophoresis)
Detekce diodovym polem (Diode-array detection

Diamin oxidaza

Metoda difuzniho odrazu ve spojeni s Faoavieu transformaci (Diffuse

Reflectance Infrared Fourier Transform Spectrostopy
deuterovany triglycinsulfat

fenylizotiokyanét

Fourierova transformace (Fourier transform)

Plynova chromatografie (Gas chromatography)

Plynova chromatografie ve spojeni s hmotriagiektrometrii (Gas

chromatography — Mass spectrometry)

Vysoko@inna kapalinova chromatografie (High-performangeili

chromatography)
Infracervena/é
Naftalen-2,3-dikarboxyaldehyd

o-ftalaldehyd
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PAD Pulzni ampérometricka detekce

RP-HPLC  Vysokotinna kapalinova chromatografie pracujici v systéeuerznich fazi
(Reversed-phase high-performance liquid chromapiga

SERS Povrchem zesileny Ramvamozptyl (Surface Enhanced Raman Scattering)
TGS triglycinsulfat

TLC Tenkovrstva chromatografie (Thin layer chrooggaphy)

uv Ultrafialovy/a
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SEZNAM PRILOH

P1 Ramanovo spektrum tyraminu

P2 Ramanovo spektrum uzeného eidamtidagkem tyraminu 0,5; 1; 2,5; 5; 10 a 30 %
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PRILOHA P1: Ramanovo spektrum tyraminu
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