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UvoD

Biogenni aminy v pozivatinach pfedstavuji jed-
ny z nezadoucich zplodin kone¢ného rozkladu bil-
kovin. Proces jejich vzniku je katalyzovan zpravi-
dla mikrobialnimi enzymy a postupuje od bilko-
vin pfes peptidy k aminokyselinam, jejichz dekar-
boxylace vede ke vzniku amini. Pfi tomto dé&ji
vznikd napf. z ornithinu ¢ argininu putrescin,
z lysinu kadaverin, z histidinu histamin, z tyrosinu
tyramin.

V odborné literatufe nachazime v zasadé dva
diavody pro sledovani biogennich amint v poziva-
tinach. Hlavnim z nich je toxicita téchto nizkomo-
lekularnich organickych latek, dalsim pak snaha
0 nalezeni souvislosti mezi obsahem amint v po-
travinach a jejich jakosti.

Sledovani amini muze byt zdrojem cenné infor-
mace v takovych potravinaiskych provozech,
v nichz stézejni roli hraje ¢innost mikroorganis-
mi, jako je napf. vyroba kysaného zeli, vina ¢&i pi-
va.

Biogenni aminy jsou vasoaktivni latky. Hista-
min vyvolava rozsifeni cév a pokles krevniho tla-
ku. Obvyklym pfiznakem otravy histaminem je
buseni srdce, zaludeéni nevolnost, silna bolest
hlavy a duseni. Do jisté miry obdobné G¢inky na
lidsky organismus vykazuje tyramin, typické jsou
migrénové stavy. Na rozdil od histaminu krevni
tlak vzrusta.

U putrescinu a kadaverinu je vice nez vlastni

toxicita zavazné synergické pusobeni, umocnujici
farmakologicky efekt nebezpec¢néjsiho histaminu
a tyraminu. Podobny vliv ma téz alkohol v alko-
holickych napojich, kde se jiz za rizikové povazuji
koncentrace histaminu pfesahujici 2 mg/1 [1]. In-
toxikacemi biogennimi aminy jsou ohroZeny ze-
jména osoby lécené nékterymi antidepresivy po-
tlacujicimi ¢innost enzymu monoaminoxidasy
(MAO) ¢i diaminoxidasy.

Po poziti i malého mnozstvi fermentovaného
napoje se u pacientt s psychiatrickymi onemocné-
nimi, uzivajicich antidepresivni léky, které obsa-
huji monoaminoxidasovy inhibitor, mohou proje-
vit znamé akutni i chronické projevy otravy. Sy-
nergismus téchto 1é¢iv, ethanolu a biogennich
aminl piedstavuje pro konzumenta zdravotni rizi-
ko [2]. Byla popsana [3] siln& reakce pacienta léce-
ného MAO inhibitorem, ktery pil bezalkoholové
irské pivo. Vzhledem k tomu, Ze obsah histaminu
a tyraminu je v téchto pivech obdobny jako v béz-
ném alkoholickém pivu, doporucuje se v této pra-
ci zatadit nealkoholické pivo mezi pozivatiny za-
kazané konzumovat nemocnym, léCenym témito
preparaty.

STANOVENI BIOGENNICH AMINU
V POZIVATINACH

Potieba vypracovani vhodné metodiky pro sta-
noveni biogennich aminu je patrna v raznych
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oborech, ale vzhledem k rozdilnym vlastnostem
pfirodnich materialu lze jen tézko nalézt postup
univerzalni. Obsah biogennich aminu ve vzorcich
je obvykle maly a navic srovnatelny s koncentra-
cemi slozek chemicky podobnych, jez zpravidla
pusobi rusivé. Citlivé stanoveni se zpravidla ne-
obejde bez selektivni separace od pfibuznych la-
tek nesoucich ¢asto téz aminovou funkéni skupi-
nu a bez vhodné volené derivatizace.

Pro stanoveni biogennich amint v pozivatinach
pouziva vétSina autorii tenkovrstvou chromato-
grafii (TLC) [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12], plynovou
chromatografii (GC) [7, 13, 14, 15, 16], chromato-
grafii iontovych parua [17, 18, 19], a zejména pak
vysokou¢innou  kapalinovou  chromatografii
(HPLC) v nejriznéjsich apravach.

Tenkovrstva chromatografie slouzi pro svou
jednoduchost a instrumentalni nenaro¢nost hlav-
né pro rychlé orientaéni stanoveni amind. Déleni
volnych amini plynovou chromatografii na néapl-
novych kolonach byva do znaé¢né miry kompliko-
vano netnosnym chvostovanim piki a z tohoto
divodu se i zde musi zpravidla pfikrocit k deriva-
tizaci. Jako perspektivni se ukazuje déleni aminu
na kapilarnich kolonach [13].

Vétsina pracovisf pouziva dnes ke stanoveni
amint vysokou¢innou kapalinovou chromatogra-
fii. Postupy stanoveni biogennich amini v poziva-
tinach touto technikou maji nékteré spole¢né rysy.

Po homogenizaci vzorku nasleduje extrakce
amint obvykle kyselinou chloristou ¢i trichlor-
octovou. Po filtraci resp. centrifugaci je alikvotni
podil kyselého extraktu zalkalizovan, volné aminy
pak v tomto prostiedi reaguji s derivatizatnim Ci-
nidlem. Vzniklé derivaty jsou extrahovany do
vhodného organického rozpoustédla a déleny na
reverzni fazi HPLC. Pro derivatizaci amini se nej-
&astéji pouziva tzv. dansylchlorid (5-dimethylami-
nonaftalen-1-sulfonylchlorid) [20, 21, 22]. Dansyl-
derivaty lze detekovat jak UV/VIS detektorem,
tak v pfipadé pozadavku vy3si citlivosti stanoveni
fluorimetricky [23]. Jistou nevyhodou téchto deri-
vatl je jejich nizdi stabilita a citlivost na svétlo.
V omezeném rozsahu se k derivatizacim vyuziva
téz p-toluensulfonylchlorid [24].

Dalsim vhodnym ¢&inidlem pro derivatizaci je
benzoylchlorid, ktery byl pouzit pro stanoveni
amind v télnich tekutinach [25], rostlinnych tka-
nich [4] a silazich [26]. Benzamidy jsou na svétle
stabilni a lze je skladovat pfi nizké teploté
(—18 °C) po nékolik mésicu [4].

Pifed reakci s benzoylchloridem je nezbytné
vzorek zalkalizovat. Pfi pH = 9—12 probéhne
Schotten-Baumannova reakce, pfi niz vznikaji N-
substituované benzamidy. Zbytek derivatiza¢niho
¢inidla pfejde na benzoan (sodny). Aby reakce
probéhla kvantitativné, doporucuje se provést ji
v prostfedi ultrazvukové lazné [26]. Nasleduje ex-
trakce derivata do diethyletheru. Vyhodou extrak-

ce, kromé zakoncentrovani stanovenych latek, je
i jejich oddéleni od doprovodnych rusivych slo-
7ek, zejména aminokyselin. Odparek extraktu se
obvykle rozpousti v mobilni fazi, kterou nejcastéji
tvofi smés methanolu a vody ¢&i acetonitrilu a vo-
dy. Nasleduje déleni derivatd na reversni fazi
HPLC, aviak je popsano i semikvantitativni déle-
ni benzamida na TLC [10].

STANOVENI BIOGENNICH AMINU V PIVU

Ke stanoveni amini v pivu lze pouzit kro-
mé chromatografie téz spektrofluorimetrické sta-
noveni téchto latek po extrakci do organického
rozpoustédla, reextrakci do HCI a derivatizaci o-
ftalaldehydem [27]. Mnohem selektivnéjsi je vSak
separace amini metodou HPLC iontovych paru,
zakonéena tzv. ,,post column* derivatizaci o-fta-
laldehydem [28]. Metoda byla s ispéchem vyuZita
nejen pro vzorky piva, ale téz pro slad a chmel.
Mez stanovitelnosti biogennich amini touto
technikou se pohybuje v rozmezi od 0,40 do
0,50 mg/1.

Pro vzorky piva se osvédcila téz klasicka HPLC
separace dansylderivati na reversni fazi [29].

Na zakladé diivéjsich zkusenosti se vzorky sila-
zi jsme upravili metodu zaloZzenou na HPLC sepa-
raci N-substituovanych benzamidu [26] tak, aby
vyhovovala vzorkum piva.

MATERIAL A METODY

Chemikalie

Putrescin dihydrochlorid pur., kadaverin dihy-
drochlorid pur., histamin dihydrochlorid pur., ty-
ramin hydrochlorid pur., tryptamin hydrochlorid
pur., 1,6-diaminohexan pur., 1,7-diaminoheptan
pur. (vie Fluka AG, Buchs, Svycarsko). NaOH
p. a., NaCl p. a., methanol p. a., diethylether p. a.,
benzoylchlorid p. a., KH,PO, ¢., Na,HPO,.12H,0
¢&. (vée Lachema, Neratovice), HCIO, p. a. (Apol-
da, Némecko).

Priprava tlumivého roztoku

12,50 g KH,PO, a 32,88 g Na,HPO,.12H,0 se za
horka rozpusti a roztok se doplni do 50 ml destilo-
vanou vodou. Vzhledem k vysokému stupni nasy-
ceni roztok snadno krystalizuje, a proto je obcas
nutno pred pouzitim vyloucené krystaly znovu
rozpustit mirnym zahfatim ve vodni lazni.

Pristroje

Vysokotlaky linearni davkova¢ HPP 4001 (Lab.
pfistroje, n.p., Praha), UV/VIS detektor LCD
2563 (Lab. ptistroje, n. p., Praha), Chromatogra-
ficky integrator Apex (Data Apex, s.s r. 0., CR),
Kolona 150x3mm SGX-C;;, 5um (Tessek,
s.sT.0., Praha), Ultrazvukova lazen UC AJ 1
(Tesla, Vrable), Trepatka na mikrozkumavky
ML-1 (PREMED, Polsko)
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Stanoveni putrescinu, kadaverinu a tryptaminu

Ke 40 ml vzorku piva odplynéného pod va-
kuem se pfida 0,25 ml vnitiniho standardu
1,6-diaminohexanu (2000 mg/1), 2ml NaOH
(9,8 mol/1), 0,3 ml benzoylchloridu. Po 2,5 minuty
intenzivniho tfepani v zabrusové zkumavce je roz-
tok vystaven a¢inkum ultrazvuku. Dale je reakéni
smés nasycena 16 g (nadbytek) NaCl, nasleduje
extrakce benzamidi 10 ml diethyletheru. 1 ml
etherového extraktu se odpafi do sucha. Odparek
se rozpusti v 300 ul mobilni faze pro HPLC (63%
[v/v] methanol ve vodé). Pro HPLC se nastfikuje
10 ul roztoku benzamidua. Pritok mobilni faze byl
0,5 ml/min. Vinova délka detektoru je nastavena
na 256 nm.

Stanoveni histaminu a tyraminu

K 35 ml vzorku piva odplynéného pod vakuem
se piida 0,25 ml vnitiniho standardu 1,7-heptandi-
aminu (2 000 mg/1), 2 ml NaOH (9,8 mol/I), 0,3
ml benzoylchloridu. Po 2,5 minuty intenzivniho
tfepani je smés vystavena uc¢inkim ultrazvuku.
Dale se smés nasyti 16 g NaCl a prida se mnozstvi
koncentrované HCIO,, pfedem zjisténé postupem,
uvedenym dale. Poté se k reak¢ni smési pridaji
2 ml tlumivého roztoku (pfiprava viz vyse). Nasle-
duje extrakce benzamidu diethyletherem. 5 ml
etherového extraktu se odpafi do sucha. Odparek
se rozpusti v 400 ul mobilni faze pro HPLC (71%
[v/v] methanol ve vodé). Separa¢ni kolona a ostat-
ni podminky separace jsou stejné jako pfii stano-
veni putrescinu a kadaverinu. Zaznam analyzy je
patrny z obr. .

DISKUSE

Pfi vypracovani tohoto analytického postupu
pro vzorky piva bylo nutno vyhledat vhodny po-
mér mezi objemem vzorku a mnozstvim pfidava-
nych ¢inidel vzhledem k obsahim jednotlivych
amini v pivu.

Pii ovéfovani metodiky se ukazalo, ze vytézek
extrakce derivatizovaného tyraminu souvisi s pH
roztoku pred extrakci. Proto bylo nutno upravit
pH roztoku pfidavkem koncentrované HCIO, jed-
notné na hodnotu pH = 6,0 a dale pfidat tlumivy
roztok. Mnozstvi pridavané HCIO, bylo zjisténo
titraci zalkalizovaného vzorku piva (po reakci
s benzoylchloridem) do hodnoty pH = 6,0. Mnoz-
stvi HCIO, souvisi tedy zejména s koncentraci
NaOH a pfed sériovymi analyzami je nutno jej
zjistit.

Pii déleni derivatizovanych amini na koloné
s reverzni fazi pfi pouziti isokratické eluce nebylo
mozno stanovit koncentrace vsech aminu v jedi-
ném nastfiku. Pii pH = 6 nezbytném pro kvantita-
tivni extrakci derivatizovaného tyraminu, se extra-
huji téz nékteré slozky vzorku, které se eluuji sou-
¢asné s derivatizovanym putrescinem a rusi jeho
stanoveni. V isokratickém rezimu separace by pro

mV

putrescin
—— -
kadaverin

< |,b - dianinohexan

0
L
«— tryptanin

&l /\—J H ‘!\'\
retenln{ fas tr = 4,52 1,15 8,40 9,09
-0 T T T T T
o 2 4 s s 1o 12

min.

b) mV | q 1
—— [ !;

| | &
1;'!

— | R

0ol

(L}

—-— tyraain

—,

\‘m'_‘,_-
'/

== a€— |7 = didninoheptin

0
0
L

[}
(4]

7.
e
5
§ wt— histaain

retentnf tas tr = 4,81 10,18

18 20
min.

Obr. 1 Chromatograficky zaznam analyzy piva DIA pri
eluci: a) 63,5 %, b) 71,0 % (v/v) roztokem methanolu ve vodé

dokonalé rozdéleni bylo nutno vyrazné snizit kon-
centraci methanolu v mobilni fazi, doba analyzy
by se vSak netinosné prodlouzila a citlivost stano-
veni histaminu a tyraminu by zna¢né poklesla.

Z téchto duvodu musel byt kazdy vzorek piva
derivatizovan dvakrat. V jednom objemu, s regu-
lovanym pH extrakce, byl stanoven histamin a ty-
ramin, ve druhém pak putrescin, kadaverin a tryp-
tamin. Jako vnitini standard byl pfi stanoveni hi-
staminu a tyraminu pouzit 1,7-diaminoheptan
a pfi stanoveni putrescinu, kadaverinu a tryptami-
nu 1,6-diaminohexan.

Analyzy byly vyhodnoceny metodou kalibra¢-
nich kfivek pfipravenych pro jednotlivé aminy ze
standardnich roztoki v koncentraénim rozmezi
5—25 mg/l.

Kalibraéni kfivky byly sestrojeny jako zavislost
poméru plochy piku aminu k plose piku vnitiniho
standardu na poméru koncentrace aminu ke kon-
centraci vnitiniho standardu.

Korelaéni koeficienty (r) vypoétené z téchto za-
vislosti byly pro histamin — 0,9987, tyramin —
0,9997, tryptamin — 0,9973, putrescin — 0,9980
a kadaverin — 0,9979.

Pfi vyhodnoceni kalibra¢nich kfivek s ohledem
na plochu nejmensiho detekovatelného piku byla
zjisténa mez detekce jednotlivych aminid. Tato
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hodnota byla pro viechny sledované aminy prak-
ticky shodna a ¢inila v pruméru 0,3 mg aminu na
litr vzorku.

Hodnota vytézku extrakce, zjisténa jako primér
péti paralelnich analyz vzorku piva se standard-
nim pfidavkem amind ¢inila pro: putrescin
95.4 %, kadaverin 89,5 %, tryptamin 101,8 %, hista-
min 88,7 % a tyramin 93,2 %.

Z jedné lahve piva bylo dale provedeno sedm
paralelnich analyz s cilem zjistit chybu stanoveni
aminl popsanou metodou (7ab. I). Histamin a ty-
ramin byl stanoven v pivu DIA, ostatni aminy ve
svétléem 10% pivu.

Tabulka 1. Statistické vyhodnoceni sedmi paralel-
nich analyz aminu v pivu (mg/1)

¢ Histamin  Tyramin Tryptamin Putrescin Kadaverin
1. 5,63 244 1,66 11,5 359
2. 511 23,2 1,80 10,5 359
3. 574 222 1,46 9,06 34,1
4. 571 225 1,40 9,38 346
5. 591 19,7 1,27 9,04 358
6. 6,75 21,1 1,51 11,0 340
7. 6,09 17,2 1.48 1.3 36,2
X 5,85 215 1,51 10,2 35,2
Xamin 5,11 17,2 1,27 9.04 34.0
, I 6,75 244 1.80 11,5 36,2
s, 0,50 240 0,17 1,08 0,96
S el (%) 8,54 11,2 11.4 10,5 2,74
ZAVER

Metoda je rychla, dostate¢né citliva a vyznacuje
se dobrou opakovatelnosti stanoveni. Postup je
vypracovan pro jednoduchou isokratickou konfi-
guraci HPLC, pouziti gradientové eluce muze sta-
noveni jesté zefektivnit.
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Krizek, M.—HIlavata, V.: Stanoveni vybranych bio-
gennich aminua v pivu. Kvas. pram., 41, 1995, ¢. 9,
s. 265—269.

Je popsana metoda pro stanoveni biogennich
aminu v pivu, zalozena na isokratické HPLC se-
paraci N-substituovanych benzamidu. Vytézky
pouzité¢ho zplsobu extrakce z matrice byly pro
putrescin 95,4 %, kadaverin 89,5 %, tryptamin
101,8 %, histamin 88,7 % a tyramin 93,2 %.

Metoda je rychla, dostate¢né citliva a vyznacuje
se dobrou opakovatelnosti stanoveni.

Krizek, M.—Hlavata, V.: Assessment of Biogenic
Amines in Beer. Kvas. prum., 41, 1995, No.9,
p. 265—269.

Method is described for biogenic amines assess-
ment in beer, outgoing from isocratic HPLC
N-substituted benzamides separation. Yields
gained from applied matrix extraction method at-
tained at Putrescin 95,4%, Cadaverine 89,5%,
Tryptamine 101,8%, Histamine 88,7% and Tyra-
mine 93,2%.

The method is considered as rapid, sufficiently
sensitive and is significant by good assessment re-
peatability.

Krizek, M.—HIlavata, V.: Bestimmung ausgewihl-
ter biogener Amine im Bier. Kvas. prum., 41, 1995,
Nr. 9, S. 265—269.

Es wird eine Methode zur Bestimmung bioge-
ner Amine im Bier beschreiben, die auf der iso-
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kratischen HPLC-Separation der N-substituierten
Benzamide basiert. Die Ausbeuten des applizier-
ten Extraktionsverfahrens aus der Matrix waren
fiir Putrescin 95,4 %, fiur Kadaverin 89,5 %,
Tryptamin 101,8 %, Histamin 88,7 % und fiir Tyra-
min 93,2 %. Die Methode ist schnell, geniigend
empfindlich und gut reproduzierbar.

Kpuxer, M.—IaaBara, B.: Onpenenenne n3-
OpaHHbIX OWOreHHbIX aMHHOB B nuBe. Ksac.
npym., 41, NQ 9, cTp. 265—269.

Onucan MeTOn sl OmNpejiesieHHs: OMOTreHHBIX
aMHHOB B ITHBE, OCHOBAHHBIN HA H30KPATHYECKOM
HPLC cenapauun N-3aMeleHHbIX O€H3aMHIOB.
Boixoasl mpuMeHEeHHOTO crocoba IKCTpaKIHU M3
MaTpHUlbl A5 NMyTpecluHa cocTtaBisau 95.4 %,
nns kamaBepuna 89,5%, nans  TpUnTamMuHa
101,8 %, nnsa rucramuna 88,7 % u nis THpaMHuHa
93,2 %.

MeTton — OBbICTPAENCTBYIOIIHH, JOCTATOYHO
YYBCTBHUTEJILHBIN, OTJIMYAETCsl YIOBJIETBOPHUTEb-
HO¥ MOBTOPSIEMOCTBIO ONpeaeIeHuUs.



