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Vyuzitie kapilarnej izotachoforézy na stanovenie biogénnych
aminov vo vybranych potravinarskych vyrobkoch

JOLANA KAROVICOVA - ZLATICA KOHAJDOVA - DRAHOMIRA LUKACOVA

SUHRN. Na stanovenie biogénnych aminov vo vybranych potravindrskych vyrobkoch
sa pouzila kapildrna izotachoforéza. Touto metddou sa stanovil histamin, kadaverin,
putrescin a tyramin. Najvy$8§{ obsah histaminu sa zistil vo vzorke hydinové parky
146,8 mg.kg-1, kadaverinu vo vzorke syr Karicka Optim 666,4 mg.kg-! a putrescinu v polo-
sladkej sdjovej omdcke 2156,4 mg.kg!. Medza stanovenia pre jednotlivé aminy sa pohy-
bovala od 1,0 do 2,3 mg.kg-l. Vytaznost stanovenia bola v rozmedzi od 95,4 do 104,9 %.

KIUCOVE SLOVA: kapildrna izotachoforéza; biogénne aminy

Aminy vznikajice dekarboxyldciou prirodzenych aminokyselin pdsobe-
nim Zivych organizmov, pripadne amindciou a transamindciou aldehydov
a keténov sa oznacuju ako biogénne aminy [1]. Biogénne aminy su nizko-
molekulové organické zasady rozlicnej chemickej Struktuiry s charakterom
alifatickych, aromatickych a heterocyklickych zli¢enin [2]. Pri vzniku aminov
v potravindch prichddzaju do dvahy tri sposoby: dekarboxyldcia, amindcia
aldehydov a ketonov a odburanie vizieb s obsahom dusika. Vo vSeobecnos-
ti sa predpoklada, ze vac¢Sina aminov sa vytvara dekarboxyldciou aminokyse-
lin [1].

Biogénne aminy su vytvdrané, riadené, metabolizované a za urcitych pod-
mienok moZu byt hromadené pri latkovej premene Cloveka, zvierat, rastlin
a mikroorganizmov. Tym mdzu ovplyviiovat viacero procesov prebiehajicich
v organizme [3, 4]. Putrescin, kadaverin, spermidin, spermin, tyramin, dopa-
min a noradrenalin vykazuju antioxida¢né ucinky [5, 6].

Histamin je povaZovany za najtoxickejsi z biogénnych aminov. Priznaky
otravy histaminom su nasledovné: scervenanie koze (hlavne na tvari),
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zihlavkovité vyrazky so svrbenim, nevolnost (ktord moze viest aZ k zvraca-
niu), hnacka, Zalido¢né krfce, bolesti hlavy a zdvraty [7]. Histamin pdsobf aj
ako stahovac priedusiek a ako sprostredkovatel alergickych reakcif [8, 9].

Vyznamnym predpokladom tvorby biogénnych aminov je proteolyza, ¢i
uz autolytickd alebo bakteridlna. Dekarboxyldzy aminokyselin nie su v bak-
tériach celkom bezné, ale vyskytuju sa napr. v rodoch ako sui Bacillus,
Citrobacter, Clostridium, Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Proteus,
Pseudomonas, Salmonella, Shigella a v mlie¢nych baktériach rodov Lactoba-
cillus, Pediococcus a Streptococcus [3].

Kvantitativne stanovenie biogénnych aminov moze byt vyuzité ako tech-
nologicky parameter na stanovenie mikrobiologickej kontamindcie spraco-
vavanych potravin vzhladom na to, Ze biogénne aminy vznikaju ako ndsledok
bakteridlnej enzymovej aktivity. Tieto molekuly vSak nemo6zu byt povaZzované
za absolitne kritérium kontamindcie potravin, pretoZe niektoré mikroorga-
nizmy ich mdézu degradovat [10], napr. Micrococcus varians je schopny degra-
dovat tyramin [11], Brevibacterium linens odburava histamin a tyramin [12].

Analyze biogénnych aminov v potravinach sa v poslednom obdobi venu-
je naleZzitd pozornost.

Shalaby [13, 14] pouZil na stanovenie biogénnych aminov vo fermentova-
nych rybacich vyrobkoch metddu tenkovrstvovej chromatografie. Aminy boli
prevedené na dansylderivdty, separované 2-dimenzionalnou vyvijacou tech-
nikou a kvantifikované denzitometricky.

Slemr a Beyermann [15] sledovali obsah kadaverinu, putrescinu a hista-
minu v mise metédou plynovej chromatografie, pricom aminy boli preve-
dené na 3-fluoroacetylderivaty. Rogers a Staruszkiewicz [16] vyuzili plynovu
chromatografiu na stanovenie putrescinu a kadaverinu v rybacich konzer-
véach. Vzorky boli derivatizované anhydridom kyseliny pentafluoropropiéno-
vej a biogénne aminy detegované detektorom elektrénového zachytu.

Leuschner a Hammes [17] a Straub a kol. [18] sledovali obsah biogénnych
aminov v rdznych potravindrskych vyrobkoch metddou vysokoucinnej kva-
palinovej chromatografie. Aminy boli prevedené na derivaty o-ftalaldehydu
a detegované fluorimetricky.

Gardana a kol. [19] a Gallardo a kol. [7] aplikovali na stanovenie histaminu
v rybdach metddu kapildrnej elektroforézy. Kapildrnu izotachoforézu pouZzili
Voldfich a kol. [20] na stanovenie histaminu v rybach a Karovicovd a kol. [21]
na stanovenie biogénnych aminov v mlie¢ne fermentovanych zeleninovych
Stavach. Kalac [22, 23] aplikoval na stanovenie biogénnych aminov v kvasene;j
kapuste metddu miceldrnej elektrokinetickej kapildrnej chromatografie.

Na analyzu biogénnych aminov sa pouziva aj automaticky analyzator ami-
nokyselin, kde je pri vhodne zvolenych podmienkach mozné popri biogén-
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nych aminoch stanovit aj aminokyseliny [24, 25], ako aj imunochemické
metddy [26] a elektrochemické biosenzory [27, 28].

Cielom préace bolo aplikovat kapildrnu izotachoforézu na stanovenie
biogénnych aminov vo vybranych potravinarskych vyrobkoch, stanovit pod-
mienky pripravy a upravy vzoriek a vykonat validdaciu metddy kapildrnej izo-
tachoforézy.

Material a metddy

Na analyzu boli pouzité fermentované vyrobky (sdjové omacky, saldma),
rybie konzervy (tuniak), treska - Saldt, rybacfi $alat, syry, tvaroh, mlieko, na-
tierky (bryndzovd, hubovd), horcica, hydinové parky. Tieto vyrobky boli
zakupené v maloobchodnej sieti.

Stanovenie biogénnych aminov kapildrnou izotachoforézou [20, 21]

Kapildrna izotachoforéza bola pouZitd na stanovenie histaminu, tyra-
minu, kadaverinu a putrescinu.

Izol4cia biogénnych aminov zo vzoriek: 10 g zhomogenizovanej vzorky
potraviny bolo extrahovanych 50 ml 0,1 mol.dm=3 HCI, 30 min. Ziskany homo-
genizat bol prefiltrovany a filtrdt bol pouzity na izotachoforeticku analyzu.

Na meranie sa pouZzil izotachoforeticky analyzdtor ZKI 01 (Villa Labeco,
Spisskd Nova Ves) s vodivostnym detektorom a dvojliniovym zapisovacom
TZ 4200 (Laboratornf pfistroje, k. p. Praha).

Na identifikdciu a stanovenie bol aplikovany elektrolyticky systém nasle-
dujiceho zlozZenia:

— vodiaci elektrolyt: 0,01 mol.dm-3 KOH, protiién valin, pH 9,9,
— zakoncujuci elektrolyt: 0,02 mol.dm-3 TRIS, protiién HCI, pH 8,3.

Vzorky boli analyzované pridom 150 wA v predseparacnej kolone.

Kvantitativna analyza bola realizovand pomocou metddy kalibra¢nej Ciary.

Vysledky a diskusia

V Potravinovom kédexe SR [29] st stanovené maximalne pripustné limity
pre dva biogénne aminy. Jednd sa o histamin (20 mg.kg! v pive a 200 mg.kg-!
v rybdch a rybich vyrobkoch) a tyramin (200 mg.kg! v tvrdych syroch).

Hoci vyhldSka neuvddza pripustné hladiny koncentrécii pre putrescin
a kadaverin, je potrebné ich sledovat vzhladom na skutoc¢nost, ze su indi-
kdtormi pomnozenia baktérii z ¢elade Enterobacteriaceae, a to predovset-
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kym Escherichia coli, Enterobacter, Proteus, Klebsiella a pseudomonad
(Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa), ako aj skuto¢nosti, ze
v trdviacom trakte oslabuju ¢innost monoaminooxiddz a diaminooxiddz, ¢o
md za nasledok zvySenie koncentrdcii histaminu a tyraminu v krvi [30].
V tab. 1 su uvedené obsahy biogénnych aminov v jednotlivych analyzova-
nych potravinovych vyrobkoch. Na obr. 1 je uvedeny izotachoforeogram
vzorky hydinovych parkov.

V nami sledovanych potravinarskych vyrobkoch bolo najvicSie mnozstvo
histaminu stanovené v hydinovych parkoch (146,75 mg.kg 1), obsah tyraminu
bol bud pod hranicou detekéného limitu danej metddy, alebo sa tyramin
vyskytoval vo velmi nizkych koncentraciach. Co sa tyka obsahu kadaverinu
a putrescinu, najvacSie mnozstva tychto aminov boli zistené v sdjovych omac-
kach a v syre s prichutou Sunky. Vysokd koncentrdcia kadaverinu bola ndjde-
na v syre Karic¢ka. Za predpokladu bezného prijmu predmetnych potravin
by nemal prijem takychto mnozstiev biogénnych aminov vyvolat u [udi zdra-
votné problémy, pretoZe v ¢revnom trakte cicavcov pdsobi detoxikacny sys-
tém, ktory dokdze metabolizovat normadlny prijem biogénnych aminov po-
travou [30]. Hlavnu dlohu v iom hraji enzymy monoaminooxiddza a diami-
nooxiddza. Tieto enzymy pdsobia v crevnom epiteli, takZze do krvného obehu
sa dostdvajui produkty oxiddcie biogénnych aminov [3]. Ina je vSak otdzka
u chorych o0sdb, ktoré uzivaju lieky s inhibi¢nymi i¢inkami na monoaminoo-

9 t{min) 10

OBR. 1. Izotachoforeogram vzorky hydinovych parkov.
1 - kadaverin, 2 - histamin.

FiG. 1. Isotachophoregram of the frankfurters sample.
1 - cadaverine, 2 - histamine.
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xiddzu a diaminooxiddzu, ako su antihistaminikd (Alfadryl, Bromadryl,
Methiaden), tuberkulostatikd (Ninrazid), ale predovSetkym psychofarmaka
s antidepresivnym ucinkom (Narval, Nardil, Stinerval), kedy je potrebné
zobrat do uvahy zmeneny metabolizmus biogénnych aminov, ich mozné
nahromadenie, ¢o moze viest k vdznym zdravotnym porucham. U takych
0soOb je preto potrebné brat pocas di€ty ohlad na celkovu bilanciu prisunu
biogénnych aminov potravou do organizmu [30].

Validacia kapildrnej izotachoforézy
pri stanoveni biogénnych aminov [31, 32]

Pri validacii metddy kapildrnej izotachoforézy boli hodnotené nasledu-
juce validacné parametre:

Selektivita (Specifickost)
Hodnota r. s. h. (relativna vySka skoku) sa pre biogénne aminy nemenila
a zOny si zachovavali svoju dlzku.

Odozvovd funkcia

Na meranie kalibra¢nych zavislosti sa postupne do kolény ddvkovali Stan-
dardné roztoky histaminu a tyraminu s koncentrdciou 2.104, 4.10-4, 6.104,
8.10-4, 10.10-4 mol.dm-3. Merania sa vykondvali z troch kalibraénych kriviek
pre kazdy amin a udaje sa spracovali metddou linedrnej regresie. Z vy-
sledkov vyplynulo, Ze dand metdda ddvala linedrnu odozvu a korela¢né koe-
ficienty pre jednotlivé stanovenia sa pohybovali od 0,9994 do 0,9999 pre his-
tamin a od 0,9839 do 0,9894 pre tyramin. Relativne smerodajné odchylky
pre jednotlivé stanovenia sa pohybovali od 0,94 do 4,56 % pre histamin
aod 1,11 do 3,29 % pre tyramin.

Medza stanovenia

Medza stanovenia pre jednotlivé aminy bola nasledovna: histamin
1,59 mg.kg'l, tyramin 1,25 mgkgl, kadaverin 2,32 mgkgl, putrescin
1,02 mg.kg-1.

Limit detekcie
Limit detekcie uddvany vyrobcom (Villa Labeco, SpiSskd N. Ves) pouzi-
tého pristroja bol 1.10-11 mol v analytickej koldne.

Presnost a spravnost
Presnost bola sledovand na Standardnych roztokoch histaminu a tyra-
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minu, priCom sa merali tri koncentracie danej latky 5-krat za den pocas
dvoch dni. Smerodajné odchylky pre stanovenie histaminu sa pohybovali
od 1,01 do 5,77 % a pri stanoveni tyraminu od 0,52 do 4,22 %.

Spravnost bola hodnotend ako vytaznost a chyba merania. Standardny
pridavok predstavoval v kazdom pripade 4.104 mol.dm-3. Vytaznost metody
sa pohybovala od 95,4 % (pre kadaverin vo vzorke hydinovych pérkov)
do 104,9 % (pre histamin vo vzorke hydinovych pdrkov). Chyba merania
nepresiahla 5 % s vynimkou vzoriek rybacieho Saldtu, kde vytaznost bola
v rozmedzi 73,0 % (pre histamin) az 85,3 % (pre kadaverin). V tomto pripa-
de mohla byt nizSia vytaznost aminov spOsobend pritomnostou interferu-
jucich l4atok a ich vizbou na aminy (napr. oxidacné produkty lipidov).

Zaver

Kapildrna izotachoforéza sa ukdzala ako vhodnd metdda na stanovenie
biogénnych aminov pre jednoduchu upravu vzorky.

Vo vzorkdch rybacich vyrobkov boli zistené mnozstvd histaminu pod
pripustnym limitom uvedenym v Potravindrskom kédexe SR. Uvedeny amin
je povazovany za najtoxickejSi z biogénnych aminov. Obsah kadaverinu
vrybacom S$aldte a v tuniaku vo vlastnom oleji bol od 124,04 do
147,18 mg.kg-l. Zaujimavy bol hlavne stanoveny obsah kadaverinu a putres-
cinu v sdjovej omacke, kde hodnota pre putrescin dosahovala az
2156,44 mg.kg! a pre kadaverin 531,33 mg.kg-1.
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Using of capillary isotachophoresis for determination of biogenic amines
in selected food products

KAROVICOVA, J. - KOHAIDOVA, Z. - LUKACOVA, D.:
Bull. potrav. Vysk., 41, 2002, p. 187-195.

SUMMARY: Capillary isotachophoresis was used for the determination of biogenic amines
in selected food products. Histamine, cadaverine, putrescine and tyramine were determined
by the method. The highest content of histamine was found in a sample of frankfurters,
146.75 mg.kg, of cadaverine in a sample of Kari¢ka Optim cheese, 666.36 mg.kg! and of
putrescine in soy sauce, 2156.44 mg.kg-1. The limits of determination for individual amines
varied from 1 to 2,3 mg.kg !. The recovery rate ranged from 95.4 to 104.9 %.

KEYWORDS: capillary isotachophoresis; biogenic amines
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