Bulletin potravinarskeho vyskumu (Bulletin of Food Research) Ro¢. 40, 2001, ¢. 2, s. 75-89

Biogénne aminy - vznik, metody stanovenia
a vyskyt v potraviniach

ZLATICA KOHAJDOVA - JOLANA KAROVICOVA

SUHRN. Biogénne aminy vznikaju dekarboxyldciou aminokyselin. Fermentované masové
vyrobky obsahujui tyramin v mnozstve od 1 mg/100 g do 56 mg/100 g a putrescin v mnoz-
stve od 1 mg/100 gdo 19 mg/100 g vyrobku. Obsah histaminu vo vine je priblizne
4,15 mg.dm-3. Mlieko obsahuje menej ako 1 mg.kg! a syry viac ako 1 g.kg-! biogénnych
aminov. NajcastejSie pouzivanou metddou na stanovenie biogénnych aminov je vysoko-
ucinnd kvapalinovd chromatografia.

KIUCOVE SLOVA: biogénne aminy; toxicita; analyza

Biogénne aminy sa tvoria a degraduju rastlinnym, zivoc¢iSnym a mikro-
bidlnym metabolizmom [1]. Vznikaji dekarboxyldciou aminokyselin alebo
amindciou a transamindciou aldehydov a keténov [2]. VicSina biogénnych
aminov v potravinach vznikd dekarboxylaciou volnych aminokyselin pdsobe-
nim bakteridlnych dekarboxyldz [3]. Faktory ovplyviujuce dekarboxyldzovi
aktivitu mikroorganizmov su uvedené v tab. 1. [4,5].

Odstranenie a—karboxylovej skupiny z aminokyseliny vedie k tvorbe ko-
reSpondujucich biogénnych aminov [6]. Z histidinu, tyrozinu a tryptofanu
vznikaji monoaminy histamin, tyramin a tryptamin. Diaminy putrescin
a kadaverin vznikaju z ornitinu a lyzinu. Putrescin je prekurzorom pre tvor-
bu polyaminov sperminu a spermidinu [7].

Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, Clostridium, Streptococcus,
Lactobacillus a Leuconostoc a iné baktérie su schopné tvorit biogénne aminy.
Lactobacily mézu produkovat histamin, tyramin a putrescin. Enterokoky su
typickymi producentmi tyraminu a ¢elad Enterobacteriaceae je producentom
putrescinu a kadaverinu [8]. V tab. 2 su uvedené niektoré baktérie produku-
juce biogénne aminy [3].
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Tas. 1. Faktory ovplyviiujice dekarboxyldzovu aktivitu mikroorganizmov [4,5].
Tas. 1. The factors influencing the decarboxylase activity of microorganisms [4,5].

Faktory! Vplyv na dekarboxyldzovd aktivitu?

dekarboxyldzova aktivita je silnejSia v kyslom prostredi

pH (pH 4 a2 5,5)

0,5 az 2 % je optimdlna pre rast mikroorganizmov
Obsah glukdzy vybavenych dekarboxyldzami,
3 % inhibuju syntézu dekarboxyldz

20 az 37 °C je optimdlna pre rast vicSiny mikroorganiz-
Teplota mov vybavenych dekarboxyldzami,
nizke teploty zastavuju ich rast

aktivuje tyrozindekarboxyldazu,

Koncentracia NaCl inhibuje histidindekarboxyldzy

Koncentricia NaNO2 aktivuje tyrozindekarboxyldzu

histamin, agmatin a putrescin inhibuju histidindekar-

Mnozstvo pritomnych aminov boxyldzu (Photobacterium N-14)

1 - factors, 2 - influence to the decarboxylation activity.

TaB. 2. Niektoré baktérie produkujice biogénne aminy [3].
TAB. 2. Some bacteria producing biogenic amines [3].

Potraviny! Baktérie? Vytvdrané aminy3
Ryby# Morganella morganii, Klebsiella pneu- | histamin, tyramin, kadaverin,
monia, Hafnia alvei, Proteus mirabilis, | putrescin, agmatin, spermidin,
Proteus vulgaris, Clostridium perfrin- spermin

gens, Enterobacter aerogenes,
Bacillus spp., Staphyloccocus xylosus

Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus, histamin, kadaverin, putrescin,

Syry? L. plantarum, L. casei, L. acidophilus, |tyramin, 2-fenyletylamin,

L. arabinose, Streptococcus faecium, tryptamin

S. mitis, Bacillus macerans,

Propionibacterium spp.
Miso a mésové | rody Pediococcus, Lactobacillus, histamin, kadaverin, putrescin,
vyrobky® Pseudomonas, Streptococcus, tyramin, 2-fenyletylamin,

Micrococcus, ¢elad Enterobacteriaceae | tryptamin

Fermentovand Latobacillus plantarum, Leuconostoc histamin, kadaverin, putrescin,
zelenina’ mesenteroides, Pediococcus spp. tyramin, tryptamin

1 - food, 2 - bacteria, 3 - amines formed, 4 - fish, 5 - cheeses, 6 - meat and meat products,
7 - fermented vegetables.
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Biogénne aminy v potravindich mozu pochddzat z dvoch zdrojov. Su pri-
rodzenou sucastou bunkovych Struktur alebo mozu vznikat v procese vyroby
a skladovania potravin ako vysledok metabolického posobenia mikroorganiz-
mov. Biogénne aminy sa tak stdvaju indikatorom mikrobidlnej kontamindcie
a ich koncentracia moze byt jednym z ukazovatelov kvality potravin [9].

V ovoci a zelenine, ktoré su v neporusenom stave chrdnené pred bakte-
ridlnou invaziou, je obsah biogénnych aminov nizky. Hladiny histaminu
nizsie ako 1 mg.kg! a nizke obsahy dal$ich biogénnych aminov sd charakte-
ristické pre ovocné nektare a dzusy [3]. V zrelych raj¢inach bol zaznamena-
ny vyskyt histaminu (11,1 ug.g1), v jablkdch tyraminu (3,6 ug.g'!) a v listovej
zelenine spermidinu (11 ug.g'!) [10]. Fermentované masové vyrobky su cha-
rakteristické vysokym obsahom tyraminu (1-56 mg/100 g) a putrescinu
(1-19 mg/100 g) [1].

Histamin je vo vinach zvyCajne pritomny v koncentrdcii okolo
4,15 mg.dm=3. Aromatické aminy (fenyletylamin, tyramin) sd pritomné
v mnozstvach 1,7 mg.dm3 resp. 7,6 mg.dm-3 [11]. Vyskyt biogénnych aminov
v mlieku je nizky (menej ako 1 mg.kg 1), ale v syroch sa uddva obsah viac ako
1 gkg!l [12]. Mnozstvo tyraminu v syroch moéze dosiahnut hodnotu
500 mg.kg-! [13]. V mlieéne fermentovanej zelenine (mrkva, ¢ervend repa)
sa vyskytuju kadaverin, histamin, putrescin, spermidin a tyramin v koncent-
rdcii od 1 mg.kg! do 15 mg.kg! [14].

Podmienky pre tvorbu biogénnych aminov v potravinach su:

- pristupnost volnych aminokyselin (volné aminokyseliny sa bud prirodze-
ne vyskytuju v potravindch, alebo sa mozu tvorit pocas proteolyzy),

- pritomnost baktérii vybavenych dekarboxyldzami aminokyselin,

- vhodné podmienky pre dekarboxyldciu aminokyselin [6].

Biogénne aminy, hlavne histamin, tyramin, putrescin, spermidin a sper-
min, si u Zivocichov potrebné pre mnozstvo fyziologickych funkcii [3].
Polyaminy sa podielaju na syntéze DNA, RNA a proteinov, na stabilizacii
bunkovych membrédn a na bunkovom raste [7]. Na druhej strane ich vysoké
koncentrdcie moézu zapriCinit toxické efekty [9]. Najviac preStudovanym
biogénnym aminom je histamin [15]. Ascar a Treptow [22] uvddzaju, Ze oral-
ny prijem 8-40 mg histaminu vyvoldva prejavy lahkej otravy, 40 az 100 mg
stredné a viac ako 100 mg silné intoxikdcie [3].

Zvyseny prijem histaminu moéze viest k bolestiam hlavy, nevolnostiam,
koznym vyraZkam, sCervenaniu, respiraénym porucham, srdcovym a zalido-
¢nym problémom [6].

Otrava histaminom je ¢asto spojend s konzumdciou ryb z celade Scom-
bridae, ako si makrely, tuniaky a sardinky [16]. EU vydala legislativne na-
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riadenie tykajuce sa mnoZstva histaminu obsiahnutého v surovych rybach
(menej ako 100 mg.kg1) a solenych rybach (menej ako 200 mg.kg!) pre
celade Scombridae a Clupeidae [17]. Maximalny tolerovatelny obsah hista-
minu v rybach Eugraulidae a Corynaenidae podla legislativneho nariadenia
EU je 400 mg.kg1 [18].

Tyramin mozZe vyvolat bolesti hlavy [2]. Jeho prijem v rozmedzi
od 100 mg.kg-1 do 800 mg.kg! je povazovany za toxicky [15]. Diaminy put-
rescin a kadaverin su povazované za latky umoznujuice toxicitu histaminu
[2,15] a ich nahromadenie v potravindch je spojené so zniZzenim ich mikro-
biologickej kvality [15].

Sekunddrne biogénne aminy mdzu podliehat nitrozécii a vytvdrat nitro-
zoaminy, ktoré su povazované za vysoko karcinogénne [19]. Nitrézoaminy sa
¢asto vyskytujui v mésovych vyrobkoch, ktoré obsahuju dusitanové a dusic-
nanové soliace zmesi pouzivané ako konzervacné ¢inidld [20]. Pocas zahrie-
vania alebo varenia moZu byt putrescin a kadaverin konvertované na pyroli-
din a piperidin [19]. Tieto produkty mdzu byt za urcitych podmienok nitro-
zované obdobne ako sekundarne skupiny agmatinu, sperminu a spermidinu.

V ¢revnom trakte cicavcov pdsobi detoxikacny systém, ktory dokdZe me-
tabolizovat normdlny prijem biogénnych aminov potravou [3]. Biogénne
aminy su jeho ucinkom metabolizované na fyziologicky menej aktivne meta-
bolity [6]. Hlavnui udlohu v fiom zohrdvaju enzymy: monoaminooxiddza
(MAO, EC 1.4.3.4) a diaminooxiddza (DAO, EC 1.4.3.6). Tieto maju vSak
len urdcitd kapacitu, ktord nezvlddne nadmerny prijem biogénnych aminov.
MAO a DAO pdsobia v ¢revnom epiteli, takZe do krvného obehu sa dostava-
ju oxida¢né produkty biogénnych aminov [3].

Pripadné zlyhanie ¢innosti DAO mdze byt sposobené genetickymi pre-
dispoziciami, gastrointestindlnymi chorobami, inhibitormi DAO. MAO
mo&Zzu byt inhibované niektorymi liecivami [6].

Histamin - vznik, toxicita, metabolizmus
v ludskom organizme, nizkohistaminova technoldgia

Histamin vznikd z histidinu pomocou enzymu L-histidindekarboxyldzy
(EC. 4.1.1.22) [9]. V Iudskom organizme sa histidin metabolizuje na kyseli-
nu urokdnovd pomocou histidindzy, dalSim produktom metabolizmu je glu-
tamat a z neho vynikd a—ketoglutarat, ktory vstupuje do citratového cyklu
alebo sa histidin metabolizuje na histamin.

Histidinanémia je vrodend chyba v metabolizme histidinu, jej dosledkom
je absencia enzymu histidindzy. Tato anémia je spojend so zvySenym vyluco-
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vanim histaminu a jeho metabolitov. Preto [udia, ktori nou trpia, si ndchyl-
nejsi na otravu histaminom ako zdravi jedinci [21].

V Tudskom organizme je histamin uloZeny v tukovych bunkdch a v bazo-
filnych granulocytoch, ¢o je jeden z druhov bielych krviniek. Odtial sa
pri alergickej reakcii uvolfiuje do krvného obehu. Druhym zdrojom je potra-
va. Prijem histaminu potravou modze viest k rovnakym tazkostiam ako jeho
uvolnenie z telovych depozitov. Prejavy si obdobné ako pri alergii na urcité
potraviny, takze sa intoxikdcia Casto diagnostikuje ako alergicka reakcia [3].

Otravy histaminom v potravindch prebiehaju velmi charakteristicky. Prvé
priznaky su casto velmi slabé. Pretoze ide o intoxikdciu, je inkubacna doba
velmi krétka - 30 az 60 minit [3,22]. Priznaky otravy histaminom su nasle-
dovné: scervenanie koze (hlavne na tvari), zihlavovité vyrazky so svrbenim,
nevolnost (ktord moze viest az k zvracaniu), hnacka, zalido¢né kice, bolesti
hlavy a zavraty [22,23].

Histamin sposobuje svoj toxicky ucinok v interakcii s receptormi, ktoré su
lokalizované v bunkovych membranach respiracného, kardiovaskuldrneho,
gastrointestindlneho, imunologického systému a na pokozke [21].

Histamin zapriinuje rozsirovanie krvnych kapildr a artérii. Stahovanie
¢revného hladkého svalstva sprostredkované Hp receptormi vyvoldva hnac-
ku, kf¢e a zvracanie. Vylucovanie zalidoc¢nych Stiav je regulované hista-
minom prostrednictvom Hj receptorov umiestnenych na stendch buniek.
Bolest a svrbenie mdzu byt sposobené zmyslovou a motorickou nervovou sti-
muldciou, ktord je sposobend Hi receptormi [4,23].

Antagonisti receptorov Hi (napr. Claritin) si pouzivané na liecenie aler-
gif a antagonisti Hz receptorov (napr. Tagamet) na lieCenie zaludo¢nych vre-
dov. V r. 1983 bol objaveny receptor H3, ktorého antagonisti (napr. Per-
ceptin) sa pouzivaju na lie¢enie portch centrdlnej nervovej sustavy, dalej
na liecenie poruch spanku, pamaéti (napr. pri Alzheimerovej chorobe) a pod.
[24].

UZzivanie antihistaminik prvej generdcie (Hydrozon, Promethazin) moze
viest k riziku srdcovych aritmif a epileptickym prejavom. U mladych pacien-
tov moze dochddzat pri uzivani vysokych davok tychto liekov ku kf¢ovitym
prejavom.

Druhd generdcia antihistaminik (Astemizol, Terfenadin, Fexofenadin)
vykazuje vysSiu selektivitu na Hi receptory, nedochddza k sedativnemu ucin-
ku a m4 tiez niektoré doplnujuice antialergické vlastnosti [25].

Histamin je stahovac priedusiek a spolupdsobi pri vzniku astmy. N-mety-
lacia katalyzovana histamin-N-metyltransferdazou (HMT) je primdrnou ces-
tou pre biotransformdciu histaminu v prieduskovom epiteli. Na liecenie
astmy je mozné pouzit také Hj antihistaminikd, ktoré neinhibuju HMT [26].
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Toxicita histaminu moze byt zvySend spolupdsobenim urcitych faktorov:

- existencia ldtok umoziujucich toxicitu histaminu (putrescin, kadaverin)
[23] - tieto aminy v trdviacom trakte prednostne reaguji s MAO a DAO,
¢o ma za nasledok zvySenie hladiny histaminu v krvi [27],

- pritomnost inhibitorov enzymov degradujucich biogénne aminy - amino-
guanidin, anserin, karnozin, agmatin a tyramin inhibuji DAO a B—fenyl-
etylamin, tryptamin, oktopamin maju inhibi¢ny u¢inok na HMT,

- tiez poranenia Crevnej mukdézy moézu znizit funkciu detoxikacnych
enzymov [23].

Metabolizmus histaminu v [udskom tele prebieha dvomi cestami:

- dusik v imidazolovom cykle je metylovany pomocou HMT za vzniku
N-metylhistaminu [23]. HMT je velmi selektivna pre detoxifikdciu hista-
minu a vyZaduje S-adenozylmetionin ako dondr metylu [6]. N-metylhista-
min je dalej oxidovany MAO na kyselinu N-metylimidazoloctov,

- pdsobenim DAO je histamin oxidovany na kyselinu imidazoloctovu, ktord
sa viaZze na ribézu [23].

HMT je v [udskom organizme zastipena hlavne v peceni a DAO v ¢revnom
trakte. U¢inok aminooxiddz je maximalny v neutrdlnom az alkalickom pro-
stredf a pre ich ¢innost je nutna pritomnost kyslika. Optimdlna teplota pre ¢in-
nost DAO je 37 °C, ale je aktivna od 20 °C do 63 °C. Pri 20 °C si zachovdva
50 % svojej aktivity. Optimdlne pH pre ¢innost DAO je 7 (rozsah 5 az 10).

Cast histaminu sa rychlo premiefia na inaktivny N-acetylhistamin ¢rev-
nymi baktériami, zvySok sa absorbuje a inaktivuje pocas jeho prechodu
cez Crevnu stenu. Histamin moze byt absorbovany aj cez mukézne mem-
brdny ust a hrdla a obist zazivaci proces, pocas ktorého sa histamin detoxi-
fikuje.

Obli¢ky maju schopnost detoxifikovat histamin v krvi. Bolo zistené, Ze
vécsia Cast histaminu poddvaného intravendzne bola metylovand v oblickédch
a vyluidend mocom. MenSia Cast bola vylic¢end v nezmenenej forme tiez
mocom [21].

Vzhladom na to, Ze zvySeny obsah histaminu v potravinich mdze viest
k zdravotnym rizikdim u konzumentov [3], je pri vyrobe potravin nutné
pouzit tzv. nizkohistaminovu technoldgiu, ktord zahffa:

- vysoku kvalitu suroviny (bez pritomnosti histaminu) a vhodné vyrobné
podmienky,

- zabrdnenie rastu a aktivite mikroorganizmov vykazujucich dekarboxy-
lazovu aktivitu, zabrdnenie aktivite endogénnych protedz a dekarboxyldz
aminokyselin,

80



Biogénne aminy - vznik, metddy stanovenia a vyskyt v potravinach

- pri pouziti Startovacich bakteridlnych kultir obmedzujicich spontdnnu
fermentdciu je potrebné vyberat kmene, ktoré nie si vybavené dekarbo-
xyldzami.

Cely vyrobny proces by mal byt zahrnuty do Specidlneho systému kvality,
do systémového manazmentu kvality DIN EN ISO 9000, zahfhajuceho ana-
lyticku kontrolu v kritickych bodoch [3,6].

Analytické metédy stanovenia biogénnych aminov

Na stanovenie biogénnych aminov moézZu byt pouZzité rdzne metddy.
Komplexnd matrica vzorky, pritomnost potencidlne interferujucich zloziek
a vyskyt niekolkych biogénnych aminov sicasne su typické problémy pri ana-
lyze biogénnych aminov [28].

NajobvyklejSim predseparacnym krokom vzhladom k zdsaditému charak-
teru aminov je ich extrakcia zo vzorky zriedenou kyselinou chloristou alebo
kyselinou trichloroctovou. Pre mlie¢ne vyrobky sa osvedcila jednoduchd ex-
trakcia metanolom za zvySenej teploty [3].

Na extrakciu je mozZné pouZit tieZ idnovo-parovu extrakciu, kde si aminy
prevedené ako idnové pary do organickej fazy. V porovnani s extrakciou
typu kvapalina-kvapalina vykazuje ionovo-pdrova extrakcia vySSi vytazok
a vysSiu Cistotu extraktov [19].

Vyuziva sa tiez extrakcia do tuhej fazy (SPE), ktord je v porovnani s kla-
sickou extrakciou ucinnejSia. Na SPE extrakciu mdzu byt pouzité sorbenty
ako napr. polystyrén, Amberlit CG-120, kationovy vymienac iénov alebo
kation-vymenné extrakéné disky.

Vytaznost SPE v slabo kyslom prostredi je viac ako 95 %. Nizsia vytaznost
v silne kyslom prostredi je prisudzovand vyssej reten¢nej kapacite, ktora
pravdepodobne zabraiiuje elticii aminov. U¢innost SPE sa znizuje aj s naras-
tajucou molekulovou hmotnostou biogénnych aminov [29].

NajcastejSie pouzivanou metddou na stanovenie biogénnych aminov
je vysokoucinnd kvapalinovd chromatografia (HPLC). Pri HPLC sa vyuziva
pred alebo pokoldnové derivatizdcia vzorky [19]. Na predkolonovu derivati-
zaciu sa pouzivaju benzoylchlorid, dansylchlorid, 9-fluorenylchloromravéan,
fluorescein a dabsylchlorid [27]. Na pokoldnovu derivatizaciu sa pouZzivaju
ninhydrin a o-ftalaldehyd (OPA) v prostredi 2-merkaptoetanolu [30].

NajpouzivanejSim derivatizacnym c¢inidlom je dansylchlorid. Dansylderi-
vaty sa daju po HPLC separdcii detegovat UV/VIS detektorom alebo
v pripade poZziadavky vysSej citlivosti tieZ fluorimetricky [3]. Dabsylchlorid
reaguje s primdrnymi aj sekunddrnymi aminoskupinami a jeho derivdty su
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stabilné pri izbovej teplote [28]. OPA reaguje len s primarnymi aminoskupi-
nami a vytvdra intenzivne fluoreskujice produkty [19].

Pred reakciou s benzoylchloridom je nutné vzorku alkalizovat. Pri pH
9-12 prebehne reakcia, pri ktorej vznikaji N-substituované benzamidy [31].
Benzoylderivaty su velmi stabilné a vykazuju vysoku citlivost pri UV detek-
cii [17].

HPLC sa pouZiva na stanovenie biogénnych aminov v rdznych potravinéch.

Leuschner a Hammes [32] zistovali obsah biogénnych aminov v majoné-
zach, haringoch arybacich 8aldtoch inokulovanych laktobacilmi. Vzorky
sa extrahovali 0,6 M kyselinou chloristou, homogenizovali, filtrovali a analy-
zovali HPLC. Mobilna fdza obsahovala kyselinu 1-hexdnsulfénovu a aceto-
nitril. Biogénne aminy po derivatizdcii o-ftaldialdehydom boli detegované
fluorimetricky, pricom absorpcia reakéného produktu bola merand v pripa-
de histaminu pri 210 nm a tyraminu pri 320 nm).

Autori vyuZili tito metddu aj na stanovenie histaminu a tyraminu produ-
kovaného Brevibacterium linens pocas zrenia syra Miunster [33], na sledova-
nie tvorby biogénnych aminov laktobacilmi pocas zrenia syra Gouda [34]
a na sledovanie tvorby tyraminu Lactobacillus curvatus LTH 972 [35].

Bockhardt a kol. [36] stanovovali biogénne aminy v syroch, ¢ervenom
vine a saldmach. Vzorky extrahovali 0,1 M kyselinou chlorovodikovou,
centrifugovali, filtrovali, derivatizovali dabsylchloridom (70 °C, 15 min)
a analyzovali metédou HPLC na kolone Spherisorb ODS 2 (150 x 4,6 mm),
3 pm linedrnou gradientovou eldciou (eluent A: 4 % dihydrogénfosfore-
¢nan, dimetylformamid, 0,18 % trimetylamin, pH 6,55 a eluent B: 80 % ace-
tonitril, 10 % tercbutyléter, 10 % voda). Dabsylaminy boli detegované UV
detektorom pri 436 nm.

Masson a kol. [1] sledovali produkciu tyraminu Carnobacterium divergens
v mésovej zmesi. Vzorky extrahovali, derivatizovali dansylchloridom a dan-
sylaminy separovali na kolone Spherisorb ODS 2 (125 x 4 mm), 5 um.
Vzorky boli eluované gradientovou eliciou eluentom A: octan amdénny
(0,1 M) a eluentom B: acetonitril. Biogénne aminy detegovali UV detekto-
rom pri 254 nm.

Eerola a kol. [37] vyuzili HPLC na sledovanie biogénnych aminov
v saldmach. Biogénne aminy extrahovali 0,4 M kyselinou chloristou a deri-
vatizovali dansylchloridom (40 °C, 45 min). Po derivatizécii pridali amoniak
na odstrdnenie interferujucich pikov v blizkosti kadaverinu. Separacia bola
uskutoc¢nend pouzitim kolony Spherisorb ODS 2 (125 x 4 mm), 5 um, s gra-
dientovou eluciou (octan etylovy, acetonitril). Limit stanovenia bol 1-5
mg.kg1.

Tito metddu pouzili aj Montel a kol. [38] na stanovenie biogénnych
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aminov vo francizskych saldmach, Maijala a kol. [39] pri sledovani tvorby
biogénnych aminov pocas zrenia fermentovanych salam, Masson a kol. [40]
pri stanoveni histaminu a tyraminu v mése.

Koutsoumanis a kol. [41] stanovovali obsah biogénnych aminov v mor-
skych rybéach. Vzorky extrahovali 6% kyselinou trichléroctovou, centrifugo-
vali, filtrovali, derivatizovali dansylchloridom a analyzovali na kolone
Lichrospher 100 RP-18 (125 x 3 mm), 5 um za pouzitia gradientovej elicie
s eluentom: voda, acetonitril. Detekciu uskutoc¢nili pomocou UV detektora
(MD-91-0) pri 254 nm.

Mendez a kol. [42] analyzovali biogénne aminy v Cerstvych a mrazenych
sardinkdch. Biogénne aminy extrahovali zo vzoriek 10 % kyselinou trichlo-
roctovou a separovali na koléne Spheri-5, Cig (220 x 4,6 mm), nasledovala
pokoldnova derivatizacia a fluorimetrickd detekcia (excitdcia 360 nm, emisia
455 nm).

Mendez [43] stanovoval obsah biogénnych aminov v portugalskych ry-
bach. Vzorky extrahoval 10% kyselinou trichléroctovou a aminy separoval
na koldne Spheri-5, Cig (220 x 4,6 mm). Nasledovala pokolonovd derivati-
zacia s fluorescencnou detekciou (excitdcia 360 nm, emisia 455 nm).

Belajova a Kolesdrova [44] sledovali obsah biogénnych aminov vo vine
metddou HPLC. Biogénne aminy pritomné vo vine boli analyzované
po predkolénovej derivatizdcii dansylchloridom a extrakcii toluénom.
Separdcia aminov prebiehala izokratickou eldciou s mobilnou fazou: aceto-
nitril, 0,1 M octan amdénny (55 : 45, v/v) v koléne RP Separon SGX Cig
(150 x 3 mm), 5 um. Derivatizované aminy boli monitorované pri 254 nm.

Kfizek a Hlavatd [31] vypracovali chromatograficki metddu na stanove-
nie biogénnych aminov v pive. Vzorky derivatizovali benzoylchloridom
(2,5 min), vzniknuté benzamidy extrahovali dietyléterom, extrakty odparili
do sucha a rozpustili v mobilnej faze pre HPLC (63 %, v/v, metanol
vo vode). Na analyzu pouZili kolénu SGX Cig (150 x 3 mm), 5 um a na detek-
ciu UV/VIS detektor (LCD 2563) pri 256 nm.

Hornero-Mendez a Gerrido-Fernandez [13] uskutocnili analyzu biogén-
nych aminov vo fermentovanych zeleninovych Stavach. Metdda bola zaloze-
nd na derivatizdcii aminov benzoylchloridom v silne alkalickom prostredi,
benzoylaminy boli extrahované dietyléterom a po odpareni bol zvySok roz-
pusteny v metanole a analyzovany na HPLC RP Spherisorb ODS 2
(125x4 mm), 5 um. Na detekciu benzoylaminov pouzZili UV detektor
pri 225 nm a pri 254 nm (pre agmatin).

Prehlad niektorych metdd pouzivanych v kvapalinovej chromatografii
je uvedeny v tab. 3.

Kol6ény pouzivané pri GC analyze biogénnych aminov su bud kapildrne
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alebo ndplnové [3]. Separdcia biogénnych aminov na ndplnovych kolénach
neddva uspokojivé vysledky z dovodov nepravidelnych pikov. Separicia
aminov na kapildrnych kolénach v spojeni s hmotnostnym detektorom do-
siahla vysoky stupen citlivosti a selektivity, av§ak zariadenia su znacne
nakladné [27].

TLC je jednoduchd, rychla a ¢asovo nendrocna metdda, ktord nevyzadu-
je Specidlne vybavenie a je vhodnd na rutinné stanovenie biogénnych aminov
v praxi [28]. Kompletné rozdelenie aminov je mozné len mnohondsobnou
vyvijacou technikou. Vysledkom jej pouzitia je lepSie oddelenie aminov
od ostatnych interferujucich latok a ziskanie intenzivnych $kvin [45].

Na analyzu biogénnych aminov je mozné pouzit aj automaticky analy-
zator aminokyselin.

Halasz a kol. [46] zistovali obsah biogénnych aminov v kvasenej kapuste.
Vzorky extrahovali 0,6 M kyselinou chloristou, extrakty predseparovali
na koléne Dowex 50W X8 (4 x 1 cm). Eliminovali tym volné aminokyseliny
a zakoncentrovali aminy. Samotnud analyzu uskutocnili na automatickom
analyzatore aminokyselin Biotronic LC 2000 v K+ citraitovom systéme.
Prietok tlmivého roztoku bol 40 ml.h'! a teplote kolony 67 °C. Po reakcii
s ninhydrinom nasledovala kolorimetricka detekcia pri 570 nm. Autori touto
metddou stanovovali aj obsah biogénnych aminov v pive [47].

Kapildrna elektroforéza sa Casto vyuZiva na stanovenie biogénnych
aminov v rybach.

Gallardo a kol. [17] sledovali droven histaminu v rybach kapildrnou elek-
troforézou. Vzorky extrahovali 6% kyselinou chloristou, centrifugovali, filt-
rovali a analyzovali (plnenad silikénova kapildra, 75 um x 57 cm) s pouZzitim
fosfore¢nanového tlmivého roztoku (pH 2,44) a UV detekcie pri 214 nm.

Gardana a kol. [48] pouZili na stanovenie histaminu v rybdch kapildrnu
elektroforézu. Histamin extrahovali zo vzorky 10% HCI, extrakt filtrovali
a analyzovali (systém P-ACE 5500 CE, silikénové kapildra 57 cm x 50 wm,
napdtie 20 KV, teplota koldny 30 °C) s fosfore¢nanovym tlmivym roztokom
(pH 3). Na detekciu pouzili DAD detektor (210 nm). Detekény limit meto-
dy bol 100 mg.kg-1.

Hopper a Sciacchitano [49] pouzili na stanovenie biogénnych aminov
vrybdch metddu kapildrnej zdénovej elektroforézy s UV detekciou
pri 210 nm. Vzorky extrahovali 50% metanolom, filtrovali a davkovali do si-
likénovej kapildry (72 cm x 50 um). Na eldciu pouzili 0,02 M citratovy tlmi-
vy roztok (pH 2,5).

Pri stanoveni biogénnych aminov elektrochemickymi biosenzormi sa vyu-
Zivaju enzymy aminooxidazy, ktoré su imobilizované do polymérnych mem-
bran. Pésobenim tychto enzymov na biogénne aminy dochddza k produkcii
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peroxidu vodika, ktory je potom mozné stanovit [50].

Esti a kol. [50] pouZili tito metddu pri sledovani obsahu biogénnych
aminov vo vakuovo balenom ovoci. Pomocou diaminooxiddzy sa zistil celko-
vy obsah biogénnych aminov, polyaminooxiddza bola selektivna na stanove-
nie spermidinu a sperminu. Vzniknuty H>O» bol detegovany pomocou plati-
novej elektrddy polarizovanej na 650 mV, pricom ako porovnavacia elektro-
da bola pouzitd argentochloridova elektrdda.

Male a kol. [51] vyuZili na stanovenie celkového histaminu, putrescinu
a kadaverinu biosenzory. V biosenzorovom systéme pouZzili enzym DAO
imobilizovany do pdrovitej nylonovej membrany. Enzymovd membrdna bola
pripojend na ampérometricku elektrddu, ktord sliZila na stanovenie celko-
vej koncentrdcie histaminu, putrescinu a kadaverinu akumulovaného
v rybach pocas skladovania. Na detekciu vznikajuceho H202 bola pouzitd
platinova elektréda polarizovand na 400 mV (potlacenie elektroaktivnych
interferencii a minimalizicia zneclistenia elektrédy) a argentochloridovd
elektréda ako porovndvacia elektrdda.

Prica je vypracovand v ramci rieSenia grantu VEGA 1/6227/99 ,,Biokonzervdcia rastlinnych

a zivoCiSnych surovin s pouzitim probiotickych baktérii ako prométorov Tudského zdravia,
za Ucelom zniZenia cudzorodych ldtok a zvySenia vyZivovej hodnoty*.
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Biogenic amines - formation, methods of determination and occurrence in food

KOHAIDOVA, Z. - KAROVICOVA, J.: Bull. potrav. Vysk., 40, 2001, p. 75-89.

SUMMARY. Biogenic amines are formed by decarboxylation of amino acids. Fermented meat
products contain tyramine from 1 mg/100 g to 56 mg/100 g and putrescine from 1 mg/100 g
to 19 mg/100 g of the product. The histamine content in wine is approximately 4.15 mg.dm-3.
Milk contains up to 1 mg.kg-! and cheeses more than 1 g.kg-! of biogenic amines. The most-
ly used method for the determination of biogenic amines is high performance liquid
chromatography.

KEYWORDS: biogenic amines; toxicity; analysis
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