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Uvod

Biogenni aminy jsou nizkomolekularni organické
baze, které vykazuji biologickou aktivitu. Jsou produkty
bézné metabolické aktivity zvirat, rostlin i mikroorganis-
mi'. V potravinich vznikaji predeviim dekarboxylaci
prirozenych aminokyselin plisobenim dekarboxylas, ktery-
mi jsou vybaveny ¢etné druhy hnilobnych bakterii, ale také
tada druhti bakterii mlééného kvaseni’.

Podle chemické struktury se biogenni aminy ¢leni na
aromatické (tyramin a 2-fenylethylamin), heterocyklické
(histamin a tryptamin), alifatické (putrescin a kadaverin)
a polyaminy (spermidin, spermin a pfip. agmatin). Nekdy
se mezi polyaminy zjednoduSené fadi i diaminy podobné
jako se heterocyklické aminy zjednodusené tadi do skupi-
ny aromatickych aming’.

Zvyseny zajem o stanoveni koncentraci a zastoupeni
jednotlivych biogennich aminti v potravinach vyplyva
z prohlubujicich se poznatkt o jejich biologickém ptisobe-
ni na ¢loveka. Biogenni aminy jsou pro ¢lovéka nepostra-
datelné, avsak ve vysokych koncentracich se mohou proje-
vit jako latky psychoaktivni a vasoaktivni. Nejmarkantnéj-
§i symptomy konzumace vysokych davek biogennich ami-
nu jsou zvraceni, dychaci potiZze, poceni, busSeni srdce,
hypo- nebo hypertenze (histamin) a migrény (2-fenyl-
ethylamin, tyramin) (cit.*).

Putrescin a kadaverin jsou povaZovany za indikatory
nezadoucich premén bilkovin. ZvySeny vyskyt biogennich
aminii v potravinach se proto povazuje za nezadouci’.
S rozvojem poznani se v§ak méni pohled na roli polyami-
ni, které se zfejmé podileji na ristu a mnozeni bunék. To
se muize prizniveé projevit napf. pfi hojeni ran, avsak zcela
nezadouci jsou tyto aktivity napf. pro rist nadort’.

Pro stanoveni biogennich amint bylo vyvinuto néko-
lik technik®”® zahrnujicich tenkovrstvou chromatografii
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(TLC), plynovou chromatografii (GC), kapilarni elektrofo-
rézu'’ (CE) a kapalinovou chromatografii (HPLC). V praxi
se nejcastéji pouzivaji vysoce citlivé chromatografické
metody na reverznich fazich s fluorescenéni nebo UV de-
tekei po dansylaci, benzoylaci nebo derivatizaci reakci s 9-
-fluoromethyl chloroformatem, N-hydroxysuccinimidyl-6-
-chinolyl karbamatem nebo o-ftaldialdehydem (OPA).
Iontové parovou RP-HPLC nebo iontové vyménnou chro-
matografii 1ze stanovit aminy po postkolonové derivatizaci
OPA (cit.'""'?). V posledni dobé se jevi jako velmi spoleh-
livé a vysoce citlivé chromatografické metody s elektro-
chemickou detekci® nebo detekci pomoci hmotnostni
spektrometrie (LC/MS), zvlasté pokud dochazi ke koeluci
vice latek'*".
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Experimentalni ¢ast

Pfistroje

Pro stanoveni biogennich amint byl pouzit kapalino-
vy chromatograf HP 1100 (Agilent Technologies, Wald-
bronn, Némecko) sestavajici z vysokotlaké pumpy (model
G1311A), vakuového odplynovaciho modulu (model
G1322A), automatického davkovace (model G1313A),
UV-VIS detektoru s proménlivou vlnovou délkou (model
G1314A) a FLD fluorescencniho detektoru (model
G1321A). Separace po derivatizaci ftalaldehydem (OPA)
byla provadéna na kolon¢ s reverzni fazi Zorbax Eclipse
XDB C8 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) s predko-
lonou Meta Guard Inertsil C18 (30 mm x 4,6 mm, velikost
Castic 5 um). Pro separaci byla pouzita linearni gradiento-
va eluce (eluéni program viz tab. I) mobilni fazi 100 mM
acetatového pufru o pH 5,8 s acetonitrilem (ACN) pfi ob-
jemové pritokové rychlosti 0,6 ml.min™. Stanoveni byla
provadéna pfi laboratorni teploté. Signal byl sniman fluo-
rescenénim detektorem pii Ag,= 330 nm a Ag,= 440 nm.
Separace po derivatizaci dansylchloridem (DCI) byla pro-

Tabulka I
Linearni gradientovy elu¢ni program HPLC

OPA DCl
cas A® ACN® cas H,0 ACN’
[min] [%] [%] [min] [%] [%]
0-10 60 40 0-1 35 65
10-15  60-40 40-60 1-10  35-20  65-80
15-20  40-35 60-65 10-12 20-10  80-90
20-27  35-23  65-77 12-16  10-0 90100
16-23 0 100

* A — 100 mM acetatovy pufr o pH 5,8; PACN — aceto-
nitril, pratok 0,6 ml.min”" resp. 0,8 ml.min”’
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vedena gradientovou eluci (eluéni program pro mobilni
fazi voda/ACN je v tab. I) na kolon€ Zorbax Eclipse XDB
C18 (150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) s predkolonou
Meta Guard ODS-2 (30 % 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) a
pii objemové priitokové rychlosti 0,8 ml.min'. Fotomet-
ricky UV-VIS detektor s proménlivou vlnovou délkou byl
nastaven na 254 nm. Pfi pfipravé acetatového pufru bylo
vysledné pH kontrolovano laboratornim pH-metrem Ino-
Lab pH Level 1 (WTW, Weilheim, Némecko).

Chemikalie

Histamin (His), tyramin (Tyr), tryptamin (Trp),
putrescin (Put), 2-fenylethylamin (2-Fe), kadaverin (Kad),
spermidin (Spd), spermin (Spm), ve formé& hydrochloridi,
ftalaldehyd (>99%) a 1,7-diaminoheptan (1,7-Dh) byly od
firmy Sigma-Aldrich (Steinhein, Némecko). Zasobni roz-
toky standardid byly pfipraveny navazenim jednotlivych
amint (cca 100 mg) do 100 ml odmérné baiiky a doplnény
vodou Milli-Q RG. Pracovni roztoky o koncentraci
0,01 mg.ml™" byly pfipravovany fedénim zasobniho rozto-
ku jednou tydné, nebot’ pii delsim skladovani za laborator-
ni teploty dochazelo k rozkladu nékterych amint. Veskeré
vysledky byly pfepocitany na volnou bazi.

Dansylchlorid (5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl-
chlorid), trichloroctova kyselina (>99%), kyselina borita
(>99,5%) a acetonitril Cistoty pro HPLC, ethanol (99,5%)
byly od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Octova kyse-
lina, uhli¢itan sodny, diethylether byly od firmy Pliva-
Lachema (Brno, Cesk4 republika). Pro ptipravu a fedéni
veskerych roztoki byla pouzita deionizovana voda Milli-Q
RG (Millipore, Bedford, USA).

Vzorky

Biogenni aminy byly sledovany v prubéhu vyroby
a skladovéani suchého fermentovaného saldmu Herkules,
pfi jehoz vyrobé byla pouzita startovaci kultura obsahujici
Pediococcus pentosaceus, Staphylococcus carnosus. Bé-
hem procesu vyroby (naraZeni a tfi tydnd zrani) byly vzor-
ky k analyzam odebirany jednou tydné. Hotové salamy
byly poté skladovany po dobu tfi mésicti pfi laboratorni
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teploté. Vakuové balené salamy byly analyzovany jednou
meésicné a nebalené ve ¢trnactidennich intervalech.

K odebranym vzorkim (10 g = 1 mg) v 85 ml zkumav-
ce bylo pridano 0,5 ml vnitiniho standardu (1,7-diamino-
heptan) o koncentraci 1 mg.ml™". Vzorky byly homogeni-
zovany v mixeru (Moulinette, Moulinex, Francie) a poté
byly po dobu 2 min extrahovany 15 ml 5% trichloroctové
kyseliny (TCA) ponornym mixerem (Heidolph Diax 900,
Némecko) pfi rychlosti 3. Suspenze byla nasledné odstie-
déna pti 3000 rpm 10 min pii 4 °C v centrifuze Universal
32R (Hettich, Némecko). Supernatant byl filtrovan ptes
papirovy filtr a tuhy zbytek znovu dvakrat extrahovan
stejnym zpusobem. Spojené extrakty byly doplnény do
50 ml vodou. Extrakt byl pfed derivatizaci prefiltrovan
pfes jednorazovy nylonovy membranovy filtr (13 mm,
0,45 pm, Chromatography Research Supplies, Addison,
USA).

Derivatizace ftalaldehydem
(OPA)

Derivatiza¢ni ¢inidlo (OPA) bylo pfipraveno podle
Lindrotha a spol.'® rozpusténim 27 mg ftalaldehydu v 0,5
ml ethanolu (99%), pfidanim 20 pl 2-sulfanylethan-1-olu
a doplnénim na objem 5 ml 0,4 M boratovym pufrem o pH
9,5 upravenym 1 M-NaOH. Derivatiza¢ni ¢inidlo mohlo
byt pouzito po 24 hodinach. Pro zachovani funkénosti byly
kazdé 3—4 dny ptikapnuty 2 pl 2-sulfanylethan-1-olu. Pti
vlastni analyze bylo 0,5 pl extraktu smichdno s 2,5 pl
OPA a po dvou minutach reakce byla smés davkovana na
kolonu. Typicky chromatogram derivati OPA extraktu
vzorku salamu je na obr. 1.

Derivatizace dansylchloridem
(DC1)

Derivatizace biogennich amin byla provedena modi-
fikaci metod popsanych v pracich'”™". 1 ml extraktu nebo
standardu byl smichan s 0,5 ml nasyceného uhli¢itanu
sodného, ptidan 1 ml derivatiza¢niho ¢inidla (5 mg dan-
sylchloridu v 1 ml acetonu) a promichan 1 min na michac-
ce (MS2 Minishaker IKA, USA). Derivatizace probihala

120
4

LU

80 -

2
40 7
6
1 3 /15
0l
5 10 15 20 t min 25

Obr. 1. HPLC chromatogram derivati ftalaldehydu (OPA) biogennich aminu extraktu salamu; 1 - histamin, 2 - tyramin,
3 - tryptamin, 4 -putrescin, 5 - 2-fenylethylamin, 6 - kadaverin, 7 - 1,7-diaminoheptan
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Obr. 2. HPLC chromatogram dansylderivati biogennich amint extraktu salamu; 1 - tryptamin, 2 - 2-fenylethylamin, 3 - putrescin,
4 - kadaverin 5 - histamin, 6 - 1,7-diaminoheptan, 7 - tyramin, 8 - spermidin, 9 - spermin

1 hodinu pii 40 °C ve tmé. Po derivatizaci bylo ptfidano
250 pl 10 mM amoniaku a opét michano 1 min na michac-
ce. Amoniak zreagoval s pfebytkem dansylchloridu a vy-
sledny reakéni produkt byl eluovan pied biogennimi ami-
ny*’. Nadobky s acetonovym roztokem dansylchloridu
a veSker¢ standardy i extrakty po jeho ptidani byly ihned
baleny do hlinikové folie vzhledem k jeho fotolabilité. Po
30 minutach reakce byly hydrofobni derivaty aminti extra-
hovéany diethyletherem (3 % 1 ml), zatimco hydrofilni deri-
vaty aminokyselin zlstavaly ve vodné fazi. Organicka faze
byla odpafena do sucha proudem dusiku a odparek byl
rozpustén v 0,5 ml acetonitrilu (ACN) resp. v 1 ml ACN
(standard) a roztok byl opét prefiltrovan pies nylonovy
membranovy filtr 0,45 pm a davkovan na chromatografic-
kou kolonu. Mnozstvi injektovaného realné¢ho vzorku bylo
podle potieby modifikovano, v ptipadé standardu cinilo
10 pl. Chromatogram dansylderivatl extraktu vzorku sala-
mu je uveden na obr. 2.

Identifikace latek

K identifikaci separovanych latek ve vzorcich bylo
pouzito porovnani retencnich ¢ast standardu a pfitomnych
latek ve vzorku. U derivati OPA bylo navic pouzito srov-
nani absorpCnich spekter eluovanych latek a standardu.
V pribéhu analyzy byla snimana UV spektra latek eluova-
nych v maximu piku, kterd pak byla srovnavana se spektry
standardnich latek a na zaklad¢ tzv. faktoru shodnosti byla
potvrzena ¢i vyvracena identita latek.

Kvantitativni vyhodnoceni

S ohledem na nékolik stupiii pfipravy vzorku byla
pro stanoveni analyzovanych latek pouZita metoda vnitini-
ho standardu. Vypocet koncentrace analytu ve vzorku byl
proveden pomoci vztahu ¢, = RFy x (cis%4x)/A1s, kde RF
je faktor odezvy (response factor) stanovované¢ho aminu
RFy = (Ais/cis) % (cx/Ax), Ais je plocha piku vnitiniho stan-
dardu, 4, je plocha piku analytu, cisje koncentrace vnitini-
ho standardu a ¢, je koncentrace analytu.
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Vybér vhodného extrakcniho
¢inidla

Pro vybér vhodného extrakéniho ¢inidla pro izolaci
amint ze salami byla vyzkouSena 5% trichloroctova kyse-
lina (TCA) a 0,4 M kyselina chloristd. Srovnani G¢innosti
extrakce bylo provedeno po dvojim a trojim opakovani
extrakce na zdkladé porovnani ploch piki OPA derivati
amind naméfenych u extraktd jednotlivych vzorkl. Nejvét-
$i vytéznost pro tento typ materialu vykazovala trojnadsobna
extrakce TCA. Pro pfecisténi extrakti dansylderivati byla
vyzkousena opakovana (dvoj- a trojnasobna) extrakce di-
ethyletherem. Na zaklad¢ porovnani ploch pikl byla vytéz-
nost po tieti extrakci asi o 7-27 % vy$$i nez po druhé. Do-
ba skladovatelnosti vzorkli byla ovéfena na extraktech
uskladnénych po dobu n€kolika mésicti pii teploté —18 °C.
Ani po péti mésicich nebyly pozorovatelné kvantitativni
ani kvalitativni zmény danych extraktt.

Parametry metody

Linearni odezva fluorescencniho (derivaty OPA)
a UV-VIS detektoru (dansyl derivaty) byla ovéfena na
standardnich roztocich amini v rozsahu od 0,3 do 54,7 ng
v nastiku (0,5 pl) pro derivaty OPA a 1,4 az 509,1 ng
v nastfiku (10 pl) pro dansylderivaty, Rozsah byl volen
s ohledem na citlivost metod a skute¢ny obsah amint ve
vzorcich saldmi. K vypoctu smérnice regresni kiivky
(plocha piku vs. koncentrace aminti), useku na ose y i ko-
relatniho koeficientu R?, ktery byl vzdy vys§i nez 0,999,
byla pouzita metoda linearni regrese. Parametry kalibrac-
nich kiivek véetné detekénich limitti (LOD pro 3 S/N) jsou
uvedeny v tabulce I1.

Pro vyhodnoceni opakovatelnosti chromatografické
metody byla smés standardl po derivatizaci opakované
davkovana desetkrat. Opakovatelnost celého analytického
postupu byla ovéfena na realném vzorku salamu s nizkym
obsahem amint. Pét podilii stejného vzorku bylo opakova-
n¢ analyzovano popsanou metodou. Priméry, standardni
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Tabulka II
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Hodnoty korelacnich koeficientii (R?) kalibra¢nich k¥ivek pro stanoveni sledovanych amint a meze detekce (LOD
pro 3 S/N) pro dany rozsah koncentraci C a navratnost HPLC stanoveni sledovanych amint v [%] pro dva piidavky stan-
dardii (1 a2 mgkg™") metodou s derivatizaci ftalaldehydem (OPA) a dansylchloridem (DCI)

Amin Derivaty OPA Dansylderivaty
Cc<> R’ LOD navratnost [%] Cc<> R’ LOD  navratnost [%]

[ng/5 pl] [ng] 1 2 [ng/5 pl] [ng] 1 2
Histamin 0,31-30,61  0,9990 0,0026 72,08 79,48  1,5-377,4 10,9998 0,0012 116,98 137,6
Tyramin 0,44-43,53 09992 0,0037 93,13 93,89  2,0-493,7 0,9998 0,0015 91,17 95
Tryptamin 0,42-41,71 09992  0,0037 77,8 77,78  2,0-509,1 0,9998 0,0028 77,79 75,71
Putrescin 0,29-58,83  0,9994 0,0046 94,25 95,4 1,4-342,1 0,9990 0,0009 93,86 98,23
2-Fenylethylamin  0,39-38,86  0,9990  0,0030 90,61 90,12 1,9-480,4 0,9999 0,0025 90,71 88,72
Kadaverin 0,30-29,8  0,9995 0,0027 91,59 92,7 1,5-364,7 0,9998 0,0011 94,55 96,77
Spermidin - -2 . . . 1,4-356,5 09998 0,0011 82,2 85,08
Spermin -2 -7 =2 = = 1,5-363,2 10,9995 0,0013 96,16 87,46
* Nestanoveno
Tabulka IIT

Opakovatelnost HPLC stanoveni sledovanych aminti, faktory RF' a koncentrace amind (+ relativni smérodatna odchylka
pro n = 10) pro OPA a DCI derivaty
Vysledky jsou priméry z desetinasobného opakovani stejného vzorku.

Amin Derivaty OPA Dansylderivaty

RF* RSD" C RSD" RF* RSD® C RSD"

[%]  [mgkg™]  [%] [%]  [mgkg™]  [%]

Histamin 1,515£0,037 2,5  2,5240,10 3,90  1,398+0,005 0,3 2,34£0,05 2,30
Tyramin 1,656£0,026 1,6  0,67+0,02 3,64  1,012+0,017 16 1,90£0,06 3,19
Tryptamin 2,166£0,025 1,1 0,44£0,01 3,17  1,935+0,006 0,3 0,210,01 3,48
Putrescin 2,733+0,034 1,2 094£0,06 643  0,627+0,002 0,3 5,16£0,35 6,69
2-Fenylethylamin 1,553£0,016 1,0 0,04£0,00 4,97  1,557+0,005 04  0,63+0,02 2,65
Kadaverin 1,32840,013 1,0  0,2240,01 334  0,718+£0,002 0,3 1,81£0,06 3,19
Spermidin — - ¢ - 0,846+0,002 0,3 1,90£0,07 3,93
Spermin — - e - 0,994+£0,002 0,2  12,52+0,48 3,81

* RF — [(plocha piku interniho standardu (I.S.) / plocha piku standardu aminu) x (koncentrace standardu aminu/koncentrace
interniho standardu (I.S.)]; ® RSD — relativni standardni odchylka (n = 10); © nedetegovano
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odchylky (SD) a relativni standardni odchylky (RSD) fak-
tortl odezvy (RF) jsou v tab. III.

Navratnost byla ovéfena na vzorku salamu, ke které-
mu bylo pfiddno zndmé mnoZzstvi standardli na dvou kon-
centraénich hladinach (1 a 2 mgkg™) ve dvojim opakova-
ni a porovndnim s redlnym vzorkem bez pfidaného stan-
dardu (viz tab. II).

Kontrola obsahu biogennich ami-
nt v prabéhu fermentadniho pro-
cesu a skladovani

Vyse uvedend metoda byla aplikovana na stanoveni
obsahu biogennich aminti v pribéhu fermenta¢niho proce-
su pfi vyrob¢ trvanlivého saldmu Herkules a zmén jejich
koncentrace béhem skladovani za laboratorni teploty ve
vakuovém baleni a v nebaleném stavu. Priib¢h zmén kon-
centraci 1 zastoupeni jednotlivych slozek (pro tyramin
a kadaverin) stanovenych jako derivaty OPA a dansylderi-
vaty je patrny z obr. 3. Jiz po dvou tydnech skladovani byl
obsah tyraminu vy3s§i (120 mg.kg™") neZ ptipousti zakonny
limit (100 mg.kg™), ke konci doby minimalni trvanlivosti
byl jeho obsah jiz kolem 300 mg.kg ™. V piipadé vakuové
balenych salamti nebyl pozorovan zadny vliv na obsah
aminQ v porovnani s nebalenymi a prib¢h casovych zavis-
losti byl podobny.

Zavér

Byly porovnany dvé chromatografické metody stano-
veni biogennich amind po jejich derivatizaci ftalaldehy-
dem a dansylchloridem a obé metody byly pouzity pro
kontrolu jejich obsahu v masnych vyrobcich. Obéma me-
todami byly ziskany uspokojivé vysledky tykajici se rozsa-
hu linearity, detek¢nich limiti, opakovatelnosti i navrat-
nosti pro tento typ matrice. Sekundarni aminy (spermin
a spermidin) nereaguji s ftalaldehydem, proto je mozné
jejich stanoveni pouze po derivatizaci dansylchloridem.
V piipadé procesu zrani a skladovani salamt zlstava ob-
sah sekundarnich amini konstantni nebo se naopak snizu-
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je, proto neni nutné sledovat jejich obsah béhem celého
procesu. Pfiprava vzorkd pro chromatografické stanoveni
aminl po derivatizaci OPA je vyrazné¢ jednodussi, vyzadu-
je podstatné méné¢ asu a umoZiiuje plnou automatizaci pfi
pouziti inteligentniho automatického davkovace.

Tato prace vznikla za financni podpory vyzkumného
zameéru MSMT 432100001. Autori zaroven deékuji vedeni
spolecnosti Masna Studend a. s. za poskytnuti vzorkii.

LITERATURA

1. Haldsz A., Barath A., Simon-Sarkadi L., Holzapfel
W.: Trends Food Sci. Technol. 5, 42 (1994).

2. Ktizek M., Kala¢ P.: Czech J. Food Sci. 16, 151
(1998).

3. Bardocz S.: Eur. J. Clin. Nutr. 47, 683 (1993).

4. Silla-Santos M. H.: Internat. J. Food Microbiol. 29,
213 (1996).

5. Bardécz S., Duguid T. J., Brown D. S., Grant G.,
Pusztai A., White A., Ralph A.: Br. J. Nutr. 73, 819
(1995).

6. Harbone J. B.: Phytochemical Methods. Chapman and
Hall, New York 1984.

7. Smith M. A., Davies P. J.: Modern Methods in Plant

Analysis, High Performance Liquid Chromatography
in Plant Science, New Series, dil 5. Springer-Verlag,
New York 1987.

. Smith T. A.: Alkaloids and Sulphur Compouds,
Methods in Plant Biochemistry, dil 8. Academic Press,
London 1993.

. Smith M. A.: Biochemistry and Physiology of Polya-

mines in Plants. CRC Press, Boca Raton 1991.

Sun X. H., Yang X. R., Wang E. K.: J. Chromatogr.,

A 1005, 189 (2003).

Pineda R., Knapp A. D., Hoekstra J. C., Johnson D.

C.: Anal. Chim. Acta 449, 111 (2001).

Seiler N. J.: Chromatogr. 743,221 (1977).

Bardelmeijer H., Lingeman H., de Ruiter C., Under-

10.

11.

12.
13.

b 50

c,mg/kg

25

9 11
t, tydny
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D. Sméla, P. Pechova, T. Komprda, B. Klejdus,
and V. Kuban (Department of Chemistry and Biochemis-
try" and Department of Food Technology *, Mendel Uni-

Laboratorni pfistroje a postupy

versity of Agriculture and Forestry in Brno, Brno): Chro-
matographic Determination of Biogenic Amines in
Meat Products During Fermentation and Long-Term
Storage

Liquid chromatographic procedures employing dansyl
chloride and phthalaldehyde as derivatisation reagents
were used for the determination of biogenic amines in
meat products during fermentation and long-term storage.
Both methods give similar results in terms of limits of
detection, repeatability, recovery and accuracy. Secondary
amines (spermine and spermidine) do not react with phtha-
laldehyde and therefore their HPLC determination after
derivatization is possible only with dansyl chloride. The
content of secondary amines during fermentation and/or
long-term storage is nearly constant or slightly decreases,
hence their determination is not necessary. HPLC procedu-
re employing phthalaldehyde derivatization is faster,
much simpler in terms of pretreatment of samples and can
be fully automated using an intelligent autosampler.
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