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SAJTOK BIOGEN AMIN TARTALMANAK MEGHATAROZASA
DIAMIN OXIDAZ ENZIM ALAPU AMPEROMETRIAS
BIOSZENZORRAL'

Abstract: Biogenic amines are nitrogen-containing compounds of biological
importance in vegetable, microbial and animal cells. Cheeses are among those
high-protein-containing foodstuffs in which enzymatic and microbial activities
cause the formation of amino acids and biogenic amines. During cheese ripen-
ing, degradation of casein occurs leading to the accumulation of free amino acids
that can be converted into biogenic amines by the activity of bacterial decarbox-
ylases. Although biogenic amines are essential to living organisms, consumption
of food containing high amounts of them may have toxicological effects.

The aim of our work was to develop a diamine oxidase based biosensor me-
thod for determination of biogenic amines in cheese samples. The amine content
of cheese samples need to be extracted with 100mM phosphate buffer, pH=7.0
for biosensor analysis. This extract can be measured after centrifugation and
dilution. The method was applied for analysis of 9 different cheese samples.

Bevezetés és célkitiizés

A biogén aminok kis molekulatomegii, nitrogéntartalmu szerves bazisok,
amelyek biologiai aktivitassal rendelkeznek, ¢és baktériumok, novényi €s allati
sejtek természetes Osszetevoi. Biogén aminok minden olyan ¢lelmiszerben el6-
fordulhatnak, amely fehérjét, vagy szabad aminosavat tartalmaz, ¢s ki van téve
mikrobialis vagy biokémiai aktivitast lehetévé tevd korilményeknek, mivel f6-
ként az aminosavak bakterialis dekarboxilezédése illetve aldehidek €s ketonok
transzaminalodasa soran keletkeznek (Silla-Santos 1996). A sajtok a magas pro-
teintartalmu ¢lelmiszerek koézé tartoznak, amelyekben enzimek és mikrébak
hatasara aminosavak ¢s biogén aminok képzddhetnek (Laleye et al. 1987). A sajt
¢rése soran a kazein degradacioja szabad aminosavak felhalmozodasat eredmé-
nyezi, melyeket a bakteridlis dekarboxilaz enzimek biogén aminokka alakithat-
nak (Halasz et al 1994). Bar a biogén aminokra sziiksége van az €16 szervezet-
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nek, nagy mennyiségben azonban toxikus hatasuak, allergias reakciokat okoz-
hatnak. (Silla Santos 1996). Egyes szerzok szerint biogén amint 1000 mg/kg
feletti koncentracioban tartalmazo sajt okoz mérgezést (Roig-Sagues et al 1998),
mig masok mar 300 mg/kg koncentracional jeleznék a mérgezés veszElyét.
(Spanjer, Van Roode 1991).

Onal (2007) osszefoglalta az élelmiszerek biogén amin tartalmanak meghata-
rozasara alkalmas modszercket. A tanulmany szerint a kiilénféle kromatografias
technikak kozil a HPLC modszer alkalmazasa a legelterjedtebb. A biogén
aminok tobbsége nem tartalmaz kromofort, ezért gyakori a kromatografias elva-
lasztas elétti, vagy utani szarmazékképzes, amelyet o-ftal-aldehid (OPA) szar-
mazékok esctén fluorimetrias detektalas (Sméla et al 2003, Vidal-Carou et al
2003, Lavizzari et al 2006), mig danzil-klorid szarmazékok esetén spektrofoto-
metrias detektalas kovet (Innocente et al. 2007; Moret et Conte 1996; Moret ct
al. 2005).

A felsorolt draga ¢és hosszadalmas minta el6készitést igénylé mddszerekkel
szemben a bioszenzorok alkalmazasa gyors €s olcsod alternativat jelenthet az
¢lelmiszeranalitika ezen teriiletén. Biogén aminok bioszenzoros vizsgalata soran
a legelterjedtebb a diamin oxidazok hasznalata, elényiik a megfeleld stabilitas,
nagy enzimaktivitas, viszonylag egyszerii ¢s olcséd 1zolalhatosag, emellett sz¢les
szubsztratspecifitasuk miatt tobbféle amin kimutatasara alkalmasak. Diamin
oxidaz enzim alapu bioszenzorokra vonatkozo szamos publikacié latott napvila-
got (Wimmerova, Macholan (1999), Tombelli, Mascini (1998), Niculescu et al.
2000b, Niculescu et al. 2001). Néhany példat talalunk halak frissességének meg-
hatarozasara (Carsol; Mascini 1999; Draisci et al. 1998, Lange, Wittmann 2002;
Frébort et al. 2000, Niculescu et al., 2000a). Sajtok vizsgalatara Compagnone ¢s
munkatarsai (2001) hasznaltak FIA rendszeri bioszenzort, a lencsébol (Lens
culindris) kivont diamin oxiddz enzim katalizalta reakcidban képz6dé hidrogén
peroxidot platina elektrédon +650mV-on mértck.

Az Eszterhazy Karoly Féiskolan az EGERFOOD Regionalis Tudaskézpont
keretében zajlo élelmiszeranalitikai kutatasok egyik fontos teriilete az ¢lelmi-
szermindséget jellemzé enzim alapi amperometrias bioszenzorok fejlesztése.
Ezen belill az egyik {6 c¢l a biogén aminok 6sszmennyiségét mérd szenzor létre-
hozasa, amely az ¢lelmiszer vizsgalatok soran romlasindikatorként is hasznalha-
t6. Erre a célra alkalmas a sargaborsobol (Pisum sativum) 1zolalt diamin oxidaz
(EC 1.4.3.6) enzimet felhasznalé amperometrids bioszenzor. A kutatds soran
meghataroztuk a diamin oxidaz alapu biogén amin bioszenzor optimalis miko-
dési koriilményeit. Megallapitottuk, hogy -50mV potencial ¢s 0,45 ml/perc fosz-
fat puffer aramlasi sebesség (100mM, pH= 7.0) alkalmazasa a legmegfelelébb az
amperometrias mérés soran. Ezek utan a kifejlesztett szenzorral megkezdtik
valos ¢lelmiszermintak vizsgalatat.

E kozleményben a biogén amin bioszenzor sajtmintak vizsgalatara torténd
adaptalasanak eredményeit foglaljuk 6ssze. A diamin oxidaz alapi ampero-
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metrias bioszenzorral kiilonféle sajtok hisztamin ekvivalensben megadott 0ssz
biogén amin tartalmat hataroztuk meg.

Alkalmazott kisérleti koriilmények, vizsgalati modszerek
A kisérletekhez felhasznalt anyagok és vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt analitikai tisztasagu hisztamint a Sigma-Aldrich
ccgtdl vasaroltuk. A vizsgalatok soran Milli-Q-késziilékkel (Millipore, Badford,
MA, USA) ioncser¢lt, desztillalt vizet hasznaltunk. A foszfat puffert (100 mM,
pH 7.0, illetve 66 mM, pH=8,0) kalium-dihidrogén-foszfat és dinatrium-
hidrogén-foszfat 12-hidrat vegyszerekbdl készitettitk, mindkettét a Spektrum 3D
Kft.-t6l szereztiik be.

Az elektrod felszinére felvitt torma peroxidaz (P6782, type: VI-A, 1500
U/mg) a Sigma-Aldrich cégtél, mig a keresztk6td (poli(etilén-glikol)(400)
diglicidil ¢ter, 08210) a Polysciences Inc. cégtdl szarmazik, az ozmium media-
tort pedig a Lundi Egyetem (Svédorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A diamin oxidaz (EC 1.4.3.6) enzimet az EGERFOOD ¢s a Palaczky Egye-
tem (Olmiitz, Csehorszag) egyiittmiikodésének keretén beliil a Palaczky Egye-
tem laboratériumaban izolaltuk sargaborso (Pisum sativum) csiranovénybdl
(Marek Sebela et al., 1998).

A vizsgalt sajtok

A diamin oxidaz bioszenzorral 9 sajtmintat (gouda, mozzarella, fiistolt pare-
nyica, camembert, pannonia, parmezan, karavan, trappista, marvanysajt) vizsgal-
tunk, melyeket élelmiszeriizletben vasaroltuk, majd a vizsgalatig 4°C-on tarol-
tuk.

Sajt mintak el6készitése

A sajtokat lereszeltilk, majd 100 mM, pH=7.0, illetve egy sajt esetén 66 mM
8,0-as pH-ju foszfat pufferrel feltartuk. 50 ml-es centrifugacsében 10,0 g daralt
sajthoz 20 ml feltar6 oldatot adtunk, két percig ICA Ultra Turrax T25 basic tipu-
su késziilckkel maximalis fordulatszamon homogenizaltuk, majd centrifugaltuk
(6000 g, 5 perc). A vizes fazist gytijtottilk, majd a homogenizalast illetve a cent-
rifugalast megismételtilk. A két vizes fazist egyesitettik, szirtiikk, majd méré-
lombikban 50 ml-re egészitettiik ki.

Elektrodkészités

A bioszenzoros mérések soran diamin oxiddz enzimmel moédositott grafit
elektrodot hasznaltunk, melyet az alabbiak szerint készitiink. A csiszolopapirral
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lecsiszolt, kétszer ioncserélt vizzel lemosott, megszaritott elektrdd felszinén
redox hidrogélbe agyazva rogzitjik az enzimet (3,9 pg/elektrod) torma
peroxidazzal (12,6 pg/elektrod), ozmium mediatorral (10 pg/elektrod) ¢Es
poli(etilén-glikol)(400) diglicidil ¢ter (PEGDGE) keresztkotdvel (4.9 pg/elektrdd)
egyitt. Beszaradast kovetéen az elektrédokat lefedve egy ¢jszakan at 4 °C-on
taroltuk. Tapasztalataink szerint egy elektrdd tobb napig is hasznalhato, az elekt-
roédot a méréssorozatok kozott pufferoldatban taroljuk.

A biogén amin bioszenzor miikodési koriilményei

A fentick szerint elkészitett enzimelektrodot FIA (flow injection analysis)
rendszerbe illesztjik. Az allandé pufferdramot a Minipuls 3 tipusu (Gilson,
Franciaorszag) perisztaltikus pumpa biztositja. A mintat 20 pl-es mintahurokkal
ellatott (77251, RHEODYNE, USA) manualis injektoron keresztiil juttatjuk a
rendszerbe. Az injektalt minta wall-jet tipusu elektrokémai cellaba jut, amely az
enzimmel modositott grafit munkaclektrodot, Ag/AgCl referencia elektrodot ¢s
platina segédelektrodot tartalmazza. Az amperometrias mérés soran a
potenciosztat (QuadStat 164, eDAQ, USA) altal biztositott allando potencialon
mért aramerdsséget az e-corder A/D konverter (eDAQ, USA) segitségével sza-
mitogépen rogzitjilk. A mérést kovetéen a kapott adatokat a Chart program se-
gitsé¢gével Ertékeljik ki.

A diamin oxidaz bioszenzor fejlesztése soran megallapitottuk az optimalis
mérési korillményeket, ¢s ezeket alkalmaztuk a mérés soran, azaz -50 mV poten-
cialt ¢s 0.45 ml/perc foszfat puffer aramlasi sebességet (100 mM, pH=7,0). A
mérések szobahdémérsckleten torténtek.

A standardok ¢s valos élelmiszermintdk esetében is mintanként harom-o6t
parhuzamos injektalast végeztink, ¢és az eredményeket atlagoltuk. Minden méré-
racios gorbét készitettiink. A sajtok biogén amin tartalmat egyrészt a kalibracids
egyenes alapjan hataroztuk meg, masrészt standard addicios méréseket végez-
tiink hisztaminnal spikolt mintakkal. A kapott pontokra illesztett egyenes egyen-
letébdl szamoltuk a higitott minta koncentraciojat, majd ebbdl a sajtkivonat,
illetve a sajt biogén amin tartalmat. Mindkét médszer esetén a biogén amin tar-
talmat hisztamin ekvivalensben adtuk meg.

Eredmények
A DAO szenzor alkalmazasa
A korabban kifejlesztett szenzorral standard oldatokat mérve kalibracios

egyenest készitettiink (1. abra), majd vizsgaltuk a kiillonb6z6 szubsztratok méré-
sekor az enzim aktivitasat (2. abra). Megallapithato, hogy a legnagyobb jeleket a
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kadaverin ¢és putreszein mérésekor kaptunk, a spermidin ¢s a hisztamin mérése-
kor kozepes, mig a tiramin, triptamin ¢s a spermin injektalasakor igen kis jeleket
kaptunk.

Kallbracios gérbe
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2. dbra DAQ bioszenzor szubsztratspecifitasa
A szenzor jele kiilonbozé biogén aminok 0,5mM koncentrdacioji oldatdra

Sajtminta elokészités kidolgozasa
Sajtkivonat készitése

Az elsoként vizsgalt sajt esetén 100 mM koncentracioju pH=7,0, valamint 66
mM, pH=8,0 foszfat pufferrel készitettiink kivonatokat, amelyeket a bioszen-
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zoros mérés elott a megfeleld foszfat pufferrel tovabb higitottunk. A kapott jel
joval nagyobb (kb. kétszeres) volt, ha a biogén aminok kivonasa soran pH=7.0
puffert hasznaltunk (3. abra). Ez az eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy
100 mM pH=7,0 pufferrel nagyobb mennyiségli amint nyerhetiink ki a sajtbol,
azaz ¢lobbi oldat a 66 mM, pH=8,0 puffernél hatékonyabb kivondszer. A t6bbi
sajt esetén ezért csak a 100 mM, pH=7.0 foszfat pufterrel készitett kivonatokat
vizsgaltuk.

A minta-el6készités hatasa
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3. abra Kiilonbozé modon készitett gouda sajtkivonatok jele DAO bioszenzorral

A mintaban talalhaté szilard szemcsék zavarhatjak a bioszenzoros mérést,
ezért az elsoként vizsgalt gouda sajt esetén tobbféle modszert is kiprobaltunk
tiszta oldat nyerésére: a kivonat egy részét 0,45 um membransziirével szirtiik,
mig egy masik részleténdl centrifugalast (15000 g, 15 perc) hasznaltunk az el6-
készités soran. Az 3. abran a pH=7.0 pufferrel késziilt kivonatra az elékészitést,
majd tizszeres higitast kovetéen kapott jeleket osszevetve megallapithatjuk,
hogy a két mddszerrel kozel azonos jelet kaptunk, ezért a késébbickben az egy-
szeriibben kivitelezhetd centrifugalast alkalmaztuk a mintakészités soran.

Egy sajtminta (trappista) esetén a 100 mM, pH=7,0 foszfat pufferrel kétféle
modon készitettink 10 g reszelt sajtbol 50 ml kivonatot. Az 1. minta esetén egy-
Iépéses extrakciot alkalmaztunk, a sajtot 20 ml pufferrel homogenizaltunk, majd
centrifugalast kovetéen a felilluszét mérélombikban 50 ml-re higitottuk. A 2.
minta készitése soran az extrakcidt két 1¢pésben (2x20 ml pufferrel) végeztik,
majd a centrifugalast kovetden a két feliiluszot egyesitettitk ¢s mérélombikban
50 ml-re egészitettiik ki.
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A kivonatkészités hatasa
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4. abra A trappista sajtkivonatokbol készitett mintak jelei a DAO bioszenzorral

A 4. adbran a két kivonatbol tovabbi higitassal késziilt, kiillonb6z6 koncentra-
cioban hozzaadott hisztamint tartalmazé mintak jelei lathatok a hozzaadott hisz-
tamin koncentracié fiiggvénycben. Mindkét kivonat esetén a kisérleti pontokra
illesztett egyenesek meredeksége kozel azonos, azaz a bioszenzor jele a hiszta-
min koncentracié valtozasara azonos moédon reagal. Az eredmények kozotti
kilonbség a kétféle sajtkivonat eltérd biogén amin tartalmabol adodik. A 2x
extrahalt mintara kb. kétszeres koncentraciot mértiink, azaz ismételt extrakcioval
a biogén aminok kioldddasa teljesebb, a kétlépéses extrakcio hatasosabb kivo-
nast tesz lehetdéve. A tobbi sajt esetén kétlépéses extrakcioval készitettiink kivo-
natot.

A korabban leirt modon elkészitett sajtkivonatokat 10x, 20x, illetve 40x higi-
tottuk ¢s hisztamint adagoltunk kiillénb6z6 koncentracidéban (0, 0,01, 0,025, 0,05,
0,075 1lletve 0,1mM).

A kiilonb6z6 higitasti mintak esetén a mért biogén amin tartalom kézel azo-
nosnak adddott.

Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a DAO enzimelektrédos vizs-
galathoz a pH=7 foszfat pufferrel készitett kivonatot elegendd 10x higitani.

A mért jelek reprodukalhatosaga

Az elektrod allapotanak ellendrzése, a reprodukalhatésag tesztelése céljabol a
mérés soran az egyes sajtmintak koézott minden oldatsorozat utan ismételten

crcr
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hisztamin mintat. Az 5. abran lathato a jel fokozatos csokkenése, amit a szamitas
soran figyelembe vettiink.
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A vizsgalt sajtok 6ssz biogén amin tartalma

Vizsgaltuk, hogy a standard addicioval ¢és a kézvetleniil mért mintak eredmé-
nyei mennyire felelnek meg egymasnak. Megallapitottuk, hogy a standard addi-
cioval ¢s kozvetleniil a kalibracios egyenes alapjan szamolt értékek jo egyezést
mutatnak, ezért elegendd, ha a mintakat csak kozvetleniil mérjiik.

Az 1. tablazat a kiilonbozé sajtmintak esetén az 6ssz biogén amin tartalomra
mért értékeket foglalja 6ssze hisztamin ekvivalensben.

1 tablazat: Kiilonbozé sajtok szamitott éssz biogén amin tartalma hisztamin
ekvivalenshen

spikolt | higitott minta
sajt fajta mintikbél | jele alapjan
(mg/kg) (mg/kg)
camembert 313,10 285,80
trappista 527.26 539,37
gouda 157.40 129,06

A vizsgalt sajtok koziil a legkisebb biogén amin tartalmat a parenyica,
mozzarella és gouda sajtok esetén, a legnagyobbat pedig a panndnia ¢s marvany-
sajt esetcben mértikk. Az altalunk mért eredményeket 6sszehasonlitottuk az iro-
dalomban talalt ért¢kekkel (hisztamin ekvivalensre atszamitva), ¢s megallapitot-
tuk, hogy a mért értékek alapjan a vizsgalt sajtok nem tartalmaznak egészségre
karos mennyiségben biogén amint.
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6. dbra: Sajtok biogén amin tartalmdanak osszehasonlitdsa
Osszefoglalas

Sajtok 6ssz biogén amin tartalmanak meghatarozasara alkalmas bioszenzoros
modszert dolgoztunk ki. Ennek soran a sajt biogén amin tartalmanak kivonasa
100mM, pH=7.0 foszfat pufferes extrakcidval kétlépésben torténik, a kapott
kivonat centrifugalast kovetden tizszeres higitasban vizsgalhaté a diamin oxidaz
alapu bioszenzorral. A bioszenzoros médszer sajtmintak gyorsanalitikai modsze-
reként j6l alkalmazhato, segitségével a magas biogén amin tartalmu sajtok kiva-
laszthatok, a szelektalt, kisszamu minta vegyszer ¢s idéigényes HPLC analizisé-
vel szitkség esetén az egyes aminok (pl. hisztamin, tiramin) mennyisége kiilon-
kiilon szamithaté. Diamin oxidaz alapu szenzorunkkal meghataroztuk kilenc
sajtminta (gouda, trappista, mozzarella, fiistolt parenyica, camembert, karavan,
pannénia, marvanysajt) hisztamin ekvivalensben megadott biogén amin tartal-
mat. Emlitést ¢rdemel, hogy egyik vizsgalt sajt sem tartalmazott egészségre ka-
ros mennyiségben biogén amint.
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