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Využitie kapilárnej izotachoforézy na stanovenie biogénnych
amínov vo vybraných potravinárskych výrobkoch

JOLANA KAROVIÈOVÁ − ZLATICA KOHAJDOVÁ − DRAHOMÍRA LUKÁÈOVÁ

SÚHRN. Na stanovenie biogénnych amínov vo vybraných potravinárskych výrobkoch
sa použila kapilárna izotachoforéza. Touto metódou sa stanovil histamín, kadaverín,
 putrescín a tyramín. Najvyšší obsah histamínu sa zistil vo vzorke hydinové párky
146,8 mg.kg−1, kadaverínu vo vzorke syr Karièka Optim 666,4 mg.kg−1 a putrescínu v polo−
sladkej sójovej omáèke 2156,4 mg.kg−1. Medza stanovenia pre jednotlivé amíny sa pohy−
bovala od 1,0 do 2,3 mg.kg−1. Vý�ažnos� stanovenia bola v rozmedzí od 95,4 do 104,9 %.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: kapilárna izotachoforéza; biogénne amíny

Amíny vznikajúce dekarboxyláciou prirodzených aminokyselín pôsobe−
ním živých organizmov, prípadne amináciou a transamináciou aldehydov
a ketónov sa oznaèujú ako biogénne amíny [1]. Biogénne amíny sú nízko−
molekulové organické zásady rozliènej chemickej štruktúry s charakterom
alifatických, aromatických a heterocyklických zlúèenín [2]. Pri vzniku amínov
v potravinách prichádzajú do úvahy tri spôsoby: dekarboxylácia, aminácia
aldehydov a ketónov a odbúranie väzieb s obsahom dusíka. Vo všeobecnos−
ti sa predpokladá, že väèšina amínov sa vytvára dekarboxyláciou aminokyse−
lín [1].

Biogénne amíny sú vytvárané, riadené, metabolizované a za urèitých pod−
mienok môžu by� hromadené pri látkovej premene èloveka, zvierat, rastlín
a mikroorganizmov. Tým môžu ovplyvòova� viacero procesov prebiehajúcich
v organizme [3, 4]. Putrescín, kadaverín, spermidín, spermín, tyramín, dopa−
mín a noradrenalín vykazujú antioxidaèné úèinky [5, 6].

Histamín je považovaný za najtoxickejší z biogénnych amínov. Príznaky
otravy histamínom sú nasledovné: sèervenanie kože (hlavne na tvári),

187

Doc. Ing. Jolana KAROVIÈOVÁ, PhD., Ing. Zlatica KOHAJDOVÁ, Ing. Drahomíra LUKÁ −
ÈOVÁ, Katedra potravinárskej technológie, Fakulta chemickej a potravinárskej tech−
nológie STU, Radlinského 9, 812 37 Bra tislava.
Korešpondujúci autor: Doc. Ing. Jolana KAROVIÈOVÁ, PhD.



žih¾avkovité vyrážky so svrbením, nevo¾nos� (ktorá môže vies� až k zvraca−
niu), hnaèka, žalúdoèné kàèe, bolesti hlavy a závraty [7]. Histamín pôsobí aj
ako s�ahovaè priedušiek a ako sprostredkovate¾ alergických reakcií [8, 9].

Významným predpokladom tvorby biogénnych amínov je proteolýza, èi
už autolytická alebo bakteriálna. Dekarboxylázy aminokyselín nie sú v bak−
tériach celkom bežné, ale vyskytujú sa napr. v rodoch ako sú Bacillus,
Citrobacter, Clostri dium, Escherichia, Klebsiella, Photobacterium, Proteus,
Pseudomonas, Salmo nella, Shigella a v mlieènych baktériach rodov Lac to ba −
cillus, Pediococcus a Streptococcus [3].

Kvantitatívne stanovenie biogénnych amínov môže by� využité ako tech−
nologický parameter na stanovenie mikrobiologickej kontaminácie spraco−
vávaných potravín vzh¾adom na to, že biogénne amíny vznikajú ako následok
bakteriálnej enzýmovej aktivity. Tieto molekuly však nemôžu by� považované
za absolútne kritérium kontaminácie potravín, pretože niektoré mikroorga−
nizmy ich môžu degradova� [10], napr. Micrococcus varians je schopný degra−
dova� tyramín [11], Brevibacterium linens odbúrava histamín a tyramín [12].

Analýze biogénnych amínov v potravinách sa v poslednom období venu−
je náležitá pozornos�.

Shalaby [13, 14] použil na stanovenie biogénnych amínov vo fermentova−
ných rybacích výrobkoch metódu tenkovrstvovej chromatografie. Amíny boli
prevedené na dansylderiváty, separované 2−dimenzionálnou vyvíjacou tech−
nikou a kvantifikované denzitometricky.

Slemr a Beyermann [15] sledovali obsah kadaverínu, putrescínu a hista−
mínu v mäse metódou plynovej chromatografie, prièom amíny boli preve−
dené na 3−fluoroacetylderiváty. Rogers a Staruszkiewicz [16] využili plynovú
chromatografiu na stanovenie putrescínu a kadaverínu v rybacích konzer−
vách. Vzorky boli derivatizované anhydridom kyseliny pentafluoropropióno−
vej a biogénne amíny detegované detektorom elektrónového záchytu.

Leuschner a Hammes [17] a Straub a kol. [18] sledovali obsah biogénnych
amínov v rôznych potravinárskych výrobkoch metódou vysokoúèinnej kva−
palinovej chromatografie. Amíny boli prevedené na deriváty o−ftalaldehydu
a detegované fluorimetricky.

Gardana a kol. [19] a Gallardo a kol. [7] aplikovali na stanovenie histamínu
v rybách metódu kapilárnej elektroforézy. Kapilárnu izotachoforézu použili
Voldøich a kol. [20] na stanovenie histamínu v rybách a Karovièová a kol. [21]
na stanovenie biogénnych amínov v mlieène fermentovaných zeleninových
š�avách. Kalaè [22, 23] aplikoval na stanovenie biogénnych amínov v kvasenej
kapuste metódu micelárnej elektrokinetickej kapilárnej chromatografie.

Na analýzu biogénnych amínov sa používa aj automatický analyzátor ami−
nokyselín, kde je pri vhodne zvolených podmienkach možné popri biogén−
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nych amínoch stanovi� aj aminokyseliny [24, 25], ako aj imunochemické
metódy [26] a elektrochemické biosenzory [27, 28].

Cie¾om práce bolo aplikova� kapilárnu izotachoforézu na stanovenie
biogénnych amínov vo vybraných potravinárskych výrobkoch, stanovi� pod−
mienky prípravy a úpravy vzoriek a vykona� validáciu metódy kapilárnej izo−
tachoforézy.

Materiál  a  metódy

Na analýzu boli použité fermentované výrobky (sójové omáèky, saláma),
rybie konzervy (tuniak), treska − šalát, rybací šalát, syry, tvaroh, mlieko, ná −
tierky (bryndzová, hubová), horèica, hydinové párky. Tieto výrobky boli
zakúpené v maloobchodnej sieti.

Stanovenie biogénnych amínov kapilárnou izotachoforézou [20, 21]
Kapilárna izotachoforéza bola použitá na stanovenie histamínu, tyra−

mínu, kadaverínu a putrescínu.
Izolácia biogénnych amínov zo vzoriek: 10 g zhomogenizovanej vzorky

potraviny bolo extrahovaných 50 ml 0,1 mol.dm−3 HCl, 30 min. Získaný homo−
genizát bol prefiltrovaný a filtrát bol použitý na izotachoforetickú analýzu.

Na meranie sa použil izotachoforetický analyzátor ZKI 01 (Villa Labeco,
Spišská Nová Ves) s vodivostným detektorom a dvojlíniovým zapisovaèom
TZ 4200 (Laboratórní pøístroje, k. p. Praha).

Na identifikáciu a stanovenie bol aplikovaný elektrolytický systém nasle−
dujúceho zloženia:
– vodiaci elektrolyt: 0,01 mol.dm−3 KOH, protiión valín, pH 9,9,
– zakonèujúci elektrolyt: 0,02 mol.dm−3 TRIS, protiión HCl, pH 8,3.

Vzorky boli analyzované prúdom 150 µA v predseparaènej kolóne.
Kvantitatívna analýza bola realizovaná pomocou metódy kalibraènej èiary.

Výsledky a diskusia

V Potravinovom kódexe SR [29] sú stanovené maximálne prípustné limity
pre dva biogénne amíny. Jedná sa o histamín (20 mg.kg−1 v pive a 200 mg.kg−1

v rybách a rybích výrobkoch) a tyramín (200 mg.kg−1 v tvrdých syroch).
Hoci vyhláška neuvádza prípustné hladiny koncentrácií pre putrescín

a kadaverín, je potrebné ich sledova� vzh¾adom na skutoènos�, že sú indi−
kátormi pomnoženia baktérií z èe¾ade Enterobacteriaceae, a to predovšet−
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kým Escherichia coli, Enterobacter, Proteus, Klebsiella a pseudomonád
(Pseudo mo nas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa), ako aj skutoènosti, že
v tráviacom trakte oslabujú èinnos� monoaminooxidáz a diaminooxidáz, èo
má za následok zvýšenie koncentrácií histamínu a tyramínu v krvi [30].
V tab. 1 sú uvedené obsahy biogénnych amínov v jednotlivých analyzova−
ných potravinových výrobkoch. Na obr. 1 je uvedený izotachoforeogram
vzorky hydinových párkov.

V nami sledovaných potravinárskych výrobkoch bolo najväèšie množstvo
histamínu stanovené v hydinových párkoch (146,75 mg.kg−1), obsah tyramínu
bol buï pod hranicou detekèného limitu danej metódy, alebo sa tyramín
vyskytoval vo ve¾mi nízkych koncentráciach. Èo sa týka obsahu kadaverínu
a putrescínu, najväèšie množstvá týchto amínov boli zistené v sójových omáè −
kach a v syre s príchu�ou šunky. Vysoká koncentrácia kadaverínu bola nájde−
ná v syre Karièka. Za predpokladu bežného príjmu predmetných potravín
by nemal príjem takýchto množstiev biogénnych amínov vyvola� u ¾udí zdra−
votné problémy, pretože v èrevnom trakte cicavcov pôsobí detoxikaèný sys−
tém, ktorý dokáže metabolizova� normálny príjem biogénnych amínov po −
travou [30]. Hlavnú úlohu v òom hrajú enzýmy monoaminooxidáza a diami−
nooxidáza. Tieto enzýmy pôsobia v èrevnom epiteli, takže do krvného obehu
sa dostávajú produkty oxidácie biogénnych amínov [3]. Iná je však otázka
u chorých osôb, ktoré užívajú lieky s inhibiènými úèinkami na monoaminoo−
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OBR. 1. Izotachoforeogram vzorky hydinových párkov.
1 − kadaverín, 2 − histamín.

FIG. 1. Isotachophoregram of the frankfurters sample.
1 − cadaverine, 2 − histamine.



xidázu a diaminooxidázu, ako sú antihistaminiká (Alfadryl, Bromadryl,
Methiaden), tuberkulostatiká (Ninrazid), ale predovšetkým psychofarmaká
s antidepresívnym úèinkom (Narval, Nardil, Stinerval), kedy je potrebné
zobra� do úvahy zmenený metabolizmus biogénnych amínov, ich možné
nahromadenie, èo môže vies� k vážnym zdravotným poruchám. U takých
osôb je preto potrebné bra� poèas diéty oh¾ad na celkovú bilanciu prísunu
biogénnych amínov potravou do organizmu [30].

Validácia kapi lárnej  izotachoforézy
pri  stanovení  biogénnych amínov [31,  32]

Pri validácii metódy kapilárnej izotachoforézy boli hodnotené nasledu−
júce validaèné parametre:

Selektivita (špecifickos�)
Hodnota r. s. h. (relatívna výška skoku) sa pre biogénne amíny nemenila

a zóny si zachovávali svoju dåžku.

Odozvová funkcia
Na meranie kalibraèných závislostí sa postupne do kolóny dávkovali štan−

dardné roztoky histamínu a tyramínu s koncentráciou 2.10−4, 4.10−4, 6.10−4,
8.10−4, 10.10−4 mol.dm−3. Merania sa vykonávali z troch kalibraèných kriviek
pre každý amín a údaje sa spracovali metódou lineárnej regresie. Z vý −
sledkov vyplynulo, že daná metóda dávala lineárnu odozvu a korelaèné koe −
ficienty pre jednotlivé stanovenia sa pohybovali od 0,9994 do 0,9999 pre his−
tamín a od 0,9839 do 0,9894 pre tyramín. Relatívne smerodajné od chýlky
pre jednotlivé stanovenia sa pohybovali od 0,94 do 4,56 % pre histamín
a od 1,11 do 3,29 % pre tyramín.

Medza stanovenia
Medza stanovenia pre jednotlivé amíny bola nasledovná: histamín

1,59 mg.kg−1, tyramín 1,25 mg.kg−1, kadaverín 2,32 mg.kg−1, putrescín
1,02 mg.kg−1.

Limit detekcie
Limit detekcie udávaný výrobcom (Villa Labeco, Spišská N. Ves) použi−

tého prístroja bol 1.10−11 mol v analytickej kolóne.

Presnos� a správnos�
Presnos� bola sledovaná na štandardných roztokoch histamínu a tyra−
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mínu, prièom sa merali tri koncentrácie danej látky 5−krát za deò poèas
dvoch dní. Smerodajné odchýlky pre stanovenie histamínu sa pohybovali
od 1,01 do 5,77 % a pri stanovení tyramínu od 0,52 do 4,22 %.

Správnos� bola hodnotená ako vý�ažnos� a chyba merania. Štandardný
prídavok predstavoval v každom prípade 4.10−4 mol.dm−3. Vý�ažnos� metódy
sa pohybovala od 95,4 % (pre kadaverín vo vzorke hydinových párkov)
do 104,9 % (pre histamín vo vzorke hydinových párkov). Chyba merania
nepresiahla 5 % s výnimkou vzoriek rybacieho šalátu, kde vý�ažnos� bola
v rozmedzí 73,0 % (pre histamín) až 85,3 % (pre kadaverín). V tomto prípa−
de mohla by� nižšia vý�ažnos� amínov spôsobená prítomnos�ou interferu−
júcich látok a ich väzbou na amíny (napr. oxidaèné produkty lipidov).

Záver

Kapilárna izotachoforéza sa ukázala ako vhodná metóda na stanovenie
biogénnych amínov pre jednoduchú úpravu vzorky.

Vo vzorkách rybacích výrobkov boli zistené množstvá histamínu pod
prípustným limitom uvedeným v Potravinárskom kódexe SR. Uvedený amín
je považovaný za najtoxickejší z biogénnych amínov. Obsah kadaverínu
v rybacom šaláte a v tuniaku vo vlastnom oleji bol od 124,04 do
147,18 mg.kg−1. Zaujímavý bol hlavne stanovený obsah kadaverínu a putres−
cínu v sójovej omáèke, kde hodnota pre putrescín dosahovala až
2156,44 mg.kg−1 a pre ka daverín 531,33 mg.kg−1.
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Using of capillary isotachophoresis for determination of biogenic amines
in selected food products

KAROVIÈOVÁ, J. − KOHAJDOVÁ, Z. − LUKÁÈOVÁ, D.:
Bull. potrav. Výsk., 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−1, of cadaverine in a sample of Karièka Optim cheese, 666.36 mg.kg−1 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−1. The re covery rate ranged from 95.4 to 104.9 %.

KEYWORDS: capillary isotachophoresis; biogenic amines
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