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ELELMISZEREK BIOGEN AMIN TARTALMANAK
MEGHATAROZASA HPLC TECHNIKAVAL

Abstract

Biogenic amines are important nitrogen-containing compounds of high bio-
logical importance in vegetable, microbial and animal cells. Although they are
essential to living organisms, consumption of food containing high amounts of
them may have toxicological effects. High amounts of certain amines may be
found in food as a consequence of poor quality raw materials, contamination and
inappropriate conditions during food processing and storage. Therefore biogenic
amine, especially putrescine, cadaverine and histamine content in food can be
consider as a freshness marker and could be used as an indicator of microbial
spoilage.

The aim of our work is to develop an HPLC method for quantitative deter-
mination of biogenic amines in food products. The chromatographic separation
was carried out on a Cg column using a water-acetonitrile elution gradient. UV-
detection at 254 nm could be used after pre-column derivatisation with dan-
sylchloride. In case of wines and beers determination can be done without any
other sample pre-treatment, while the amine content of solid food samples need
to be extracted with acid aqueous solution. 0.4 M HCIO4, 5% trichloroacetic acid
(TCA), 0.1 M HCI solutions and phosphate buffer pH=7 were tested as extrac-
tion solution, and then 0.4 M HCIO,4 was selected. The method was applied for
analysis of different wine, beer, cheese, meat, sausages and fish samples. The
detected levels of biogenic amines are below the amounts considered to have an
adverse effect on human health.

Bevezetés és célkitiizés

A biogén aminok kis molekulatomegii szerves bazisok, amelyeknek biolo-
giai aktivitasa van: N-forrasként szolgalnak, illetve hormonok, alkaloidok, nuk-
leinsavak és proteinek szintézisének prekurzorai. Bar a biogén aminokra sziiksé-
ge van az €16 szervezetnek, nagy mennyiségben azonban toxikus hatastak, aller-
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gias reakciokat okozhatnak. A legismertebb a hisztamin mérgezés, amelyet rom-
lott hal, vagy tlérett sajt fogyasztasakor tapasztaltak. Egyéb biogén aminok,
mint példaul a putreszcin jelenlétében, a hisztamin huméan toxicitasa fokozodik,
mivel ezek a potenciatoroknak nevezett anyagok gatoljak a hisztamin lebontasa-
ban szerepet jatszé enzimeket, a diamin oxidazt és a hisztamin metil-transz-
ferazt. A biogén amin tartalmat meghatarozva a potencialis egészségkarositd
informacié nyerhetd. A biogén aminok egyes élelmiszerek, példaul erjesztéssel
eléallitott, illetve savanyitassal tartdsitott tejtermékek és huskészitmények kis
mennyiségben eléforduld, természetes Osszetevoi; nagyobb mennyiségben azon-
ban az élelmiszer nem megfeleld tarolasa, feldolgozasa soran képzddnek kiilon-
féle mikrobak hatisara a fehérjék ¢€s aminosavak degradacidja kovetkeztében
(Silla Santos, 1996).

Elelmiszerek biogén amin tartalmanak meghatarozasa sokféle modszerrel
lehetséges, melyekrél nemrégiben egy &sszefoglald is megjelent (Onal, 2007).
Az analizishez a kiilonféle kromatografias technikak (TLC, GC, CE, HPLC)
kozil a legelterjedtebb a HPLC modszer alkalmazasa. A biogén aminok detekta-
lasa soran a kromoférok hidnya miatt UV-spektrofotometrias detektor kozvetle-
niil nem hasznalhat6. Gyakori a kromatografias elvalasztas eldtti, vagy utani
szarmazékképzést kovetd fluorimetrias detektalas. Danzil- vagy dabzil-klorid
szarmazékképzd alkalmazasaval spektrofotometrids detektalds is megvaldsitha-
t6. A danzil-szdrmazékokat szdmos szerzd C,g toltetii oszlopon, kiilonféle gradi-
ens elicid segitségével valasztott el: Jeya Shakila és munkatérsai (2001) meta-
nol-viz gradienst alkalmaztak, de ennél sokkal elterjedtebb az acetonitril és viz
(Innocente et al. 2007; Yongmei et al. 2007, mo Dugo et al. 2006; Vallé et al
1997, Moret et Conte 1996; Moret et al. 2005) illetve az acetonitril és 0,1M kon-
2002; Vinci et Antonelli 2002).

Célunk élelmiszerek biogén amin tartalmanak meghatdrozasara alkalmas
modszer kidolgozasa volt. Vizsgalataink soran Moret és munkatarsai altal kozolt
modszerbdl (Innocente et al. 2007; Moret et Conte 1996; Moret et al. 2005) in-
dultunk ki, amit szamos [épésnél jelentésen modositottunk. Modszeriinket végiil
kiilonféle folyékony és szilard élelmiszermintak analizisére hasznaltuk.

Kisérleti koriilmények, vizsgalati modszerek

Felhasznalt anyagok és vegyszerek

A kisérletekhez felhasznalt analitikai tisztasagll vegyszereket (triptamin,
putreszcin, kadaverin, hisztamin, tiramin, spermidin, spermin, 1,7 diamino-

heptan) és a HPLC analizishez hasznalt HPLC gradiens tisztasagu acetonitrilt,
valamint a danzil-kloridot (DCI) a Sigma-Aldrich cégt6l vasaroltuk. A vizsgala-
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tok soran Milli-Q-késziilékkel (Millipore, Badford, MA, USA) ioncserélt, desz-
tillalt vizet hasznaltunk.

Standard mintak elokészitése

(0,1 mg/ml) standard oldatot készitettiink, melyhez - a val6s mintakhoz hasonlo-
an- ismert mennyiségli belsé standardot (1,7 diamino-heptant) is adtunk. Ezen
rozat mérésével kalibracios gorbét készitettliink, amelyet kés6bbiekben a valos
mintak analizise soran a kiértékeléshez alkalmaztunk. A higitott standard oldat
1,00 ml-éhez 1,00 ml DCI reagenst adtunk (20 mg/l, acetonban oldva), és a reak-
cidelegyet 40°C-on 60 percig sotétben inkubaltuk. A szarmazékképzési reakceio
csak er6sen lugos kozegben jatszodik le, ezért a reakcioelegy pH-jat minden
esetben ellendriztiik és sziikség esetén 1 M-os NaOH oldattal 11,0-re allitottuk.
A komplex elegyhez a DCI reagens felesleg eltavolitasara 0,200 ml L-prolin
oldatot adtunk (100 mg/ml), az elegyet 1 percig vortexeltiik, majd s6tétben szo-
bahémérsékleten 15 percig reagalni hagytuk. Az igy kapott minta pH-jat injekta-
las elétt ellendriztiik, sziikség esetén pH=7-re allitottuk, majd 60% acetonitrilt
adtunk hozza.

Elelmiszer mintak elékészitése
Italok

Az analitikai vizsgalatokat négy fajta bor (Ezerjo, Harslevelli, Cabernet,
Medock) és hatféle (haromféle vilagos, egy barna, egy alkoholmentes és egy
kalodriaszegény) sor mintaval végeztiik el.

Az italokhoz szlirést, centrifugédlast kovetden ismert mennyiségli belsd
standardot adtunk, az igy kapott minta 0,500 ml-éhez 0,500 ml danzil-klorid
oldatot (20 mg/ml, acetonban oldva) adtunk, majd a pH-t 11-re allitottuk 1,0 M-
os NaOH segitségével. A 60 perces 40°C-on, sdtétben torténé inkubacid utan a
mintdhoz a feleslegben maradt DCl-reagens eltavolitasa céljabol 0,200 ml L-
prolin oldatot (100 mg/ml) adtunk, és fél perc vortexelés utan 15 percre sotétbe
helyeztiik. A kromatografias vizsgalat el6tt pH=7-8-ra allitottuk a mintak pH-jat,
60% acetonitrilt adtunk hozza, majd centrifugaltuk (14 000 g, 2 perc).

Szilard élelmiszerek
A vizsgalatokhoz kiilonféle husokat (sertés, marha, csirke és hal), 6t kiilon-

b6z6 gyartmanya parizsit (pulyka, baromfi, sertés, marha, fiist6lt), valamint
négyféle sajtot (trappista, mozzarella, camembert, fiistolt) valasztottunk, és fris-
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sen, valamint 5-7 napig hiitdben torténd allas utan vizsgaltuk biogén amin tar-
talmukat. A szilard valés mintakat ledaraltuk, majd kiilonféle savakkal (0,4 M
perklorsav, 5% triklorecetsav, 0,1 M HCI) illetve 7-es pH-ju foszfatpufferrel
feltartuk. 50 ml-es centrifugacsében 10-10 g daralt mintahoz 20 ml feltar6 olda-
tot adtunk, két percig ICA Ultra Turrax késziilékkel maximalis fordulatszamon
homogenizaltuk, majd centrifugaltuk (6000 g, 5 perc). A vizes fazist gyiijtottiik,
majd a homogenizalast illetve a centrifugalast megismételtiik. A két vizes fazist
egyesitettiik, sziirtilk, majd mérélombikban 50 ml-re egészitettiik ki.
A szarmazékképzési reakcid a korabban leirt modon tortént.

Kromatografias koriilmények

Az LC-10AD és LC-10AS pumpaval és SPD-10-A UV-VIS detektorral fel-
szerelt SHIMADZU HPLC késziilékhez WATERS Nova Pak C-18 (6x250 mm,
4 ) kolonnat csatlakoztattunk. Az eluens 0sszetétele: A oldat: ioncserélt, desz-
tillalt viz, B oldat: gradiens HPLC mindségii acetonitril.

A forditott fazisu kromatografias elvalasztas hatékonysagat gradiens eliicios
technika alkalmazasaval fokoztuk. 0,80 ml/perc eluensaramot és viz-acetonitril
gradienst alkalmaztunk az alabbi program szerint: kezdetben az eluens 65%
acetonitrilt tartalmazott, majd az eluens acetonitril-tartalmat a kezdeti 65%-r6l 1
perc alatt 80%-ig, majd a kovetkezd 12 percben 90%-ra noveltiik. A 16. percben
az eluens acetonitril-tartalmat 100%-ra noveltiik, majd tartottuk a 23. percig,
végiil a 24. percben 100%-r6l 65%-ra csokkentettiik, s ezen az értéken tartottuk
a program végéig (35 perc). A 254 nm hullimhosszhoz tartozo abszorbanciat
fotometriasan kovettiik.

Eredmények

A kromatografids elvalasztas sordn lényeges az anyagok protonaltsagi alla-
pota. Moret és munkatarsai (2005) azonban nem tesznek emlitést a vizsgalt min-
tak pH-jarol, ezért tanulmanyoztuk a pH hatdsat: A minta pH-jat az oszlopra
injektalas el6tt hatféle értékre allitottuk. Savas (pH = 3, 4, 5) minta esetén eltérd
csucs alatti teriileteket kaptunk, mint ligos (pH =7, 8, 11) tartoméanyban. Ennek
oka, az aminok eltér6 protonaltsagi allapotdban keresend6: savas kdzegben, a
protonalt, igy pozitiv toltésii aminok a C,g oszlopon visszatartas nélkiil keresztiil
haladnak, nem kiiloniilnek el megfeleléen az oszlopon. A kapott adatok sszeve-
tésével a legmegfelelébbnek a gyengén lagos (7-8) pH bizonyult.

Az 1. abran egy standard minta esetén kapott kromatogram lathat6. Megal-
lapithatjuk, hogy az alkalmazott koriilmények kozott a meghatarozni kivant
aminok csucsai jol elkiiloniilnek egymastol.
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1. abra: Standard minta HPLC-kromatogramja. 1-putreszcin, 2-kadaverin, 3-hisztamin,
4-belsd standard, 5-tiramin, 6-spermidin, 7-spermin

Az ismert koncentracidju mintasorozat segitségével kalibracids gorbét ké-
szitettiink: az adott komponens csucsteriiletét a koncentracio fiiggvényében ab-
razoltuk. Az R* értékek alapjan a kisérleti pontokra jo kozelitéssel egyenesek
illeszthetok, melyek paramétereit (meredekség, tengelymetszet) az alabbi tabla-
zat foglalja Ossze.

I tablazat A kalibracios egyenesek jellemzoi

Biogén aminok meredekség tengelymetszet R?

putreszcin 1,012 E+08 3,436E+03 0,9877
kadaverin 1,022 E+08 2,598E+04 0,9892
hisztamin 2,950 E+06 1,632E+04 0,9796
tiramin 1,046E+08 4,358E+04 0,9930
spermidin 1,021E+08 -1,438E+05 0,9927
spermin 1,057E+08 -2,276E+05 0,9889
bels6 standard 1,745E+08 -1,002E+05 0,9932

Valds mintdk vizsgalata sordn eltértiink a Moret és munkatarsai altal leirt
minta-elokészitéstol. A szarmazékképzési reakciot kovetden kozvetleniil injek-
taltuk a mintat, elhagytuk a szerzdk altal javasolt tisztitasi Iépést, a hosszadal-
mas, és nagy mérési hibat okozo éteres extrakciot, majd az éteres fazis nitrogén-
aram alatti beparlasat, és acetonitrilben torténd visszaolddsat. Tapasztalataink
szerint a szdrmazékképzési reakciot kovetden 30% acetonitrilt adva a mintahoz
tiszta, csapadékmentes oldatot kapunk. A késébbiekben az acetonitril mennyisé-
gét 65%-ra noveltiik, mivel az elucid soran a gradiens program ilyen Osszetétel-
lel indul.

Vizsgaltuk az élelmiszermatrixbol az egyes aminok kinyerésének hatasfo-
kat: a mintakhoz ismert mennyiségben aminokat adva is elvégeztiik a kivonast és
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mennyiségi meghatarozast. Tapasztalataink szerint a modszer hisztaminra egyes
¢élelmiszerek esetén nagyon magas értéket ad, valdszintileg az élelmiszerminta-
ban 1év6 zavar6 anyagok miatt, ezért e cikkben a hisztaminra kapott eredménye-
ket nem tiintettiik fel. E kérdés tisztazdsahoz tovabbi, LC-MS vizsgalatokat ter-
veziink.

A vizsgalt sormintdkban kimutatott biogén aminok mennyiségét a II. tabla-
zat foglalja 0ssze. Két minta kivételével mindegyik sorben mérhetd mennyiség-
ben volt jelen putreszcin, a tobbi mért biogén aminhoz képest meglehetdsen
nagy koncentracioban. Kiemelkedden magas tiramin-tartalom (64mg/1) jellemzi
a kalériaszegény sort. Nagy mennyiségben (35 mg/ml) tartalmaz tiramint az
egyik vildgos sor is, a tobbi minta viszont csak igen alacsony koncentracidban.
A spermidin és spermin koncentracid kozel azonos volt minden mintéban.

IL. tablazat A vizsgalt sérék biogén amin tartalma (mg/l)

putreszcin kadaverin tiramin  spermidin spermin
vilagos sor 1 - 6 34,7 7,8 8
vilagos sor 2 51 5,5 0,1 8,7 10
vilagos sor 3 81,5 11,3 43 10,3 12
barna sor - 11,2 42 7,8 8,5
alkoholmentes sor 2 15,8 0,7 8 9,3
kaloriaszegény sor 161,3 6 63,6 7,2 9

- nem kimutathatd

A vizsgalt borok koziil a Cabernet tartalmazott a legtobb biogén amint:
136,6 mg/1 putreszcint, 13,6 mg/l kadaverint, és 2,3 mg/l tiramint. A Harslevelli-
ben viszont a harom biogén amin koziil egyiket sem talaltunk kimutathaté meny-
nyiségben. A Medock vords borban és az Ezerjoban a kadaverin koncentracioja
kozel azonos (6, illetve 5,7 mg/l) volt. Spermidint és spermint hasonlé mennyi-
ségben (6,0-10,0, illetve 8,8-11,0 mg/1) tartalmazott mind a négy bor.

A szilard valés mintak esetén vizsgaltuk a minta-el6készités hatdsat a mért
értékekre. A feltarast tobbféle modon elvégeztik: 0,4 M perklorsav, 5%
triklérecetsav, 0,1 M HCI illetve 7-es pH-ju foszfatpuffer oldatot hasznalva.
Mivel a sdsavval végzett feltdras hismintak esetében zselészerl anyag képzdodé-
sét eredményezte, ezért ezt a kivonasi modszert a késébbiekben nem alkalmaz-
tuk. A harom tovabbi feltardsi modszer (perklorsavas, triklorecetsavas,
foszfatpufferes) lényegesen eltérd értékeket nem eredményezett a mérés soran.
A kapott adatok alapjan a perklorsavas modszer bizonyult legalkalmasabbnak.

A 1I1. tablazat a vizsgalt szilard élelmiszerek biogén amin tartalmat foglalja
Ossze.
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III. tablazat Szilard élelmiszerek biogén amin tartalma (mg/kg)

Elelmiszer putreszcin  kadaverin _ tiramin  spermidin  spermin
marhahus (0 napos) - 17,6 - 38 65,8
marhahus (5 napos) - 298,3 4378 47,1 82
tengeri halfilé (0 napos) - 3,1 0,0 31,2 434
tengeri halfilé (1 hetes) - - 173,4 36,3 46,8
hal (filézetlen) 6,0 1,0 52,2 30,6 44,1
sertéshus (0 napos) 15 49 44 28,7 46
sertéshus (5 napos) 33,1 79 81,7 38 57,3
baromfihus - 17,5 - 33,2 69,2
kolbasz - 132 270 42,6 72,5
sajt (trappista) 48 14 19,7 37 55
sajt (mozzarella) - - 350 33,7 46,4
sajt (flistolt) 38,8 15,4 66 39 45,4
sajt (camembert) 10,1 4,0 - 40,8 44,6
parizsi (flistolt, pulyka) 13,5 53,2 28,2 49 90
parizsi (baromfi) 7,1 - 28 44,5 55
parizsi (sertés) 54,7 - - 39,6 50,2
parizsi (sertés 2) 82 0,5 9,0 32,2 50,9
parizsi (marha) 30 16,4 36 47,2 72,3

-nem detektalhato

Vizsgaltuk néhany sertés-, baromfi- illetve marhahus, valamint hal minta
biogén amin tartalmat vasarlas utan, valamint 6t-hétnapi, 4°C-on torténd tarolast
kovetéen. Méréseink szerint a kadaverin és a tiramin koncentracioja jelentdsen,
a tobbi amin mennyisége viszont kevéssé valtozott a hiitében valo tarolds soran.

A vizsgalt sajtok koziil egy mintaban (mozzarella) kiugréan magas tiramin
tartalmat allapitottunk meg. A fiistolt sajtban pedig az atlagosnal nagyobb volt a
putreszcin és a tiramin mennyisége. A kiilonboz6 felvagott mintdk biogén amin
tartalma jelentdsen eltért egymastol. A flistdlt mintanak volt a legmagasabb az
Osszes biogén amin tartalma. A spermidin és spermin mennyisége a vizsgalt
italokhoz hasonl6an a szilard élelmiszerek esetében is kdzel azonos volt minden
mintaban.

Osszefoglalas

Elelmiszerek biogén amin tartalmanak mennyiségi meghatarozasara HPLC
modszert dolgoztunk ki, melynek soran C;g3 oszlopon acetonitril-viz gradiens
segitségével valasztjuk el a minta dsszetevodit. A kromatografias elvalasztas elott
danzil-klorid szarmazékképz6t alkalmazunk, amely 254 nm-en UV-detektalast
tesz lehetévé. Borok és sorok esetén a szarmazékképzési reakcio elétt a minta
szlirésén, centrifugalasan kiviil egyéb minta-elékészités nem sziikséges, ellenben
szilard élelmiszermintak esetén a savas feltaras, az aminok extrakcioja elenged-
hetetlen. A modszerrel meghataroztuk kiilonféle élelmiszermintak: két fehér- és
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két vorosbor, hatféle (vildgos €és barna, alkoholmentes és kaldriaszegény) sor,
kiilonféle htisok (sertés, marha, csirke, hal) 6t kiilonb6z6 gyartmanyt parizsi
(pulyka, baromfi, sertés, marha, fiistolt) és négyféle sajt (trappista, mozzarella,
fiistolt, camembert) biogén amin tartalmat. Emlitést érdemel, hogy egyik vizs-
galt élelmiszer sem tartalmazott egészségre karos mennyiségben biogén
aminokat.
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