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Uvod

Biogenni aminy (BA) a polyaminy (PA) vznikaji ve
zrajicich syrech (obecné fermentovanych potravinach)
predevsim bakterialni dekarboxylaci prislusnych prekurzo-
rovych aminokyselin. Kvantitativné a toxikologicky vy-
znamné BA a PA vyskytujici se ve zrajicich syrech lze
podle chemické struktury rozdé€lit na heterocyklické
(histamin, tryptamin), aromatické (tyramin, 2-fenyl-
ethylamin) a alifatické (putrescin, kadaverin, spermidin,
spermin). PA jsou v soucasnosti klasifikovany jako samo-
statnd skupina z diivodl biochemickych (moznost alterna-
tivni syntetické drahy) a toxikologickych; kromé spermidi-
nu a sperminu je do této skupiny fazen i jejich prekurzor
putrescin (chemicky diamin)'.

Toxikologicky vyznam tyraminu spoc¢iva v jeho puso-
beni jako nepfimého sympatomimetika: vasokonstrikce
s dusledkem hypertenze, migrény, krvaceni do mozku
a srdecniho selhani u citlivych jedinct. Klinickymi proje-
vy vyssiho pfijmu histaminu jsou snizeni krevniho tlaku,
astma, zanéty spojivek, kopfivka a bfisni kieCe. PA jsou
selektivné prijimany rakovinnymi buiitkami a mohou tedy
usnadiiovat riist tumoru. Hodnoty nad 100 mg tyraminu
nebo histaminu na kg potraviny je jiZ mozno povazovat za
nebezpecné pro alergiky a osoby konzumujici 1éciva
s funkei inhibitort monoaminoxidasy?.

Zrajici syry, zvlasté ve vysokém stupni zralosti, patfi
mezi nejrizikovEjsi potraviny pro citlivé skupiny konzu-
mentl. Cilem prace tedy bylo navrhnout expeditivni meto-
du stanoveni BA/PA v tomto typu vyrobkid a ovéfit ji na
realnych vzorcich eidamského syra.
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Experimentalni ¢ast
Pouzity materidl

V experimentu byl analyzovén zrajici syr eidamského
typu od dvou riznych vyrobct (A a B), vyrobeny za alter-
nativniho pouziti dvou riznych startovacich kultur (M
a N) ve dvou riznych tu¢nostech (30 a 45 %; obsah tuku
v Cerstvé hmot¢ syra). Startovaci kultura M sestavala ze
smési  kmenQ Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus
lactis subsp. diacetylactis, Streptococcus thermophilus
a Lactobacillus helveticus; kultura N se skladala ze smési
kment Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lac-
tis subsp. cremoris.

Po 20 tydnech zrani byly od kazdé varianty
(kombinace vyrobce-startér-tu¢nost) nahodné odebrany tii
bloky syra pro analyzu BA/PA.

Ptiprava vzorku

Kazdy blok syra byl uprostied podélné roziiznut
a rozdélen na okrajovou cast (O) o sile 3 cm a zbylou
vnitini ¢ast (V). Obé Casti byly analyzovany zvlast’.

Ptistrojové vybaveni

Pro stanoveni BA a PA ve vzorcich zrajicich syrt byl
pouzit kapalinovy chromatograf HP 1100 (Agilent Tech-
nologies, Wilmington, DE, USA) sestavajici z kvartérni
pumpy (model G1311A), vakuového odplynovace (model
G1322A), automatického davkovace (model G1313A)
a fotometrického UV/VIS detektoru s nastavitelnou vlno-
vou délkou (model G1314A).

BA a PA byly separovany na kolon¢ Zorbax Eclipse
XDB C18 (150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um; Agi-
lent Technologies, Wilmington, DE, USA) s predkolonou
Meta Guard ODS-2 (30 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm;
MetaChem Technologies, Torrance, CA, USA).

Pro piipravu vzorkl k analyze byl pouZzit desintegra-
tor Heidolph Diax 900 (Heidolph Instruments, Schwabach,
Neémecko), odstfedivka Hettich Universal 32R (Hettich,
Tutllingen, Némecko), minitfepacka MS2 IKA (IKA Wer-
ke GmbH, Staufen, Némecko), termostat EVATERM
s kapacitou 25 lahvicek na vzorky o objemu 4 ml
(Labicom, Olomouc, Ceska republika), nylonovy membra-
novy filtr (13 mm, 0,45 pum; Chromatography Research
Supplies, Addison, TX, USA); soucasti laboratorniho vy-
baveni byla i bomba se stlatenym dusikem (SIAD, a.s.,
Bratiany, Ceska republika).
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Chemikalie

Vnitini standard byl pfipraven rozpusténim 100 mg
1,7-diaminoheptanu (Sigma-Aldrich, Praha, Ceské republi-
ka) ve 100 ml deionizované vody (koncentrace 1 mg ml ™).

Zasobni roztok standardi BA/PA byl pfipraven jako
smésny standard vSech amint urenych k analyze
(tryptamin, 2-fenylethylamin, putrescin, kadaverin, hista-
min, tyramin, spermidin, spermin) rozpusténim 100 mg
kazdého z amind (ve form¢& hydrochloridt;, Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika) ve 100 ml deionizované vody
(koncentrace standardu kazdého z amint 1 mg ml™). Pracov-
ni roztok smésného standardu BA/PA byl ziskan smisenim
0,5 ml zasobniho roztoku standardt BA/PA s 0,5 ml roztoku
vnitinitho standardu a néslednou upravou na objem 50 ml.
Konetna koncentrace kazdého aminu byla 10 pg ml™).

Jako extrakéni ¢inidlo byla pouzita 0,1 M HCI pfipra-
vend rozpusténim 3,5 ml 35% HCI v deionizované vode
a doplnénim na 1 litr. Derivatizacni ¢inidlo bylo pfiprave-
no rozpusténim 5 mg dansylchloridu (DCl; 1-dimethyl-
aminonaftalen-5-sulfonylchlorid) v 1 ml propan-2-onu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Dale byly pouzity: nasyceny roztok Na,COs; (pH
upraveno hydroxidem sodnym na hodnotu 11,2); 10 mM
roztok amoniaku (pfipraveny rozpusténim 1,48 ml 26%
roztoku amoniaku v 1 dm’ deionizované vody); diethy-
lether (p.a., Sigma-Aldrich, Praha, Ceska republika); ace-
tonitril (ACN; pro gradientovou HPLC; Sigma-Aldrich,
Praha, Ceska republika).

Extrakce

Vzorek syra byl nastrouhan na velikost Castic cca
3 mm a 10 g bylo navaZeno do plastové centrifugacni zku-
mavky o objemu 85 ml. Po pfidani 20 ml 0,1 M HCI
a 0,5 ml roztoku vnitinitho standardu byl vzorek 2 min
extrahovan za pomoci desintegratoru. Suspenze byla od-
sttedovana pii 755 g po dobu 10 min pfi teploté€ 4 °C za
ucelem oddéleni pevného podilu a tuku. Supernatant byl
zfiltrovan papirovym filtrem (Filtrak, ¢. 390) a pevny podil
byl opétovné extrahovan stejnym postupem. Spojené ex-
trakty byly doplnény deionizovanou vodou do 50 ml
a zfiltrovany pies nylonovy membranovy filtr.

Derivatizace

1 ml extraktu (standardu) byl smisen s 0,5 ml nasyce-
ného roztoku Na,CO; (pH upraveno na 11,2) v lahvicce na
vzorky o objemu 4 ml, po 1 min byl ptidan 1 ml derivati-
zacniho Cinidla a smés byla protfepavana na laboratorni
mini-tfepacce 1 min. Poté byla lahvicka na vzorky vloZzena
do termostatu.

Derivatizace probihala v temnu po dobu 1 hodiny pfi
40 °C pti obCasném protiepani v patnactiminutovych inter-
valech. Po ukonceni derivatizacni reakce byla smés pone-
chéana v klidu 15 min, bylo pfidano 250 ul 10 mM roztoku
amoniaku za uCelem odstranéni nezreagovan¢ho DCI,
smés byla tfepana 1 min a poté ponechana v klidu 30 min.
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Derivaty BA/PA byly extrahovany diethyletherem
(3 x 1 ml). Organicka faze byla odpafena do sucha v proudu
dusiku, pevny zbytek byl rozpustén v 0,5 ml acetonitrilu.
Roztok byl filtrovan pifes nylonovy membranovy filtr
0,45 um a pomérna ¢ast byla nadavkovana na chromato-
grafickou kolonu.

Separace

Jednotlivé BA a PA byly separovany gradientovou
eluci H;O/ACN (doba eluce 23 min: H,O 35 % — 0 %;
ACN 65 % — 100 %) na kolon¢ Zorbax Eclipse XDB C18
(150 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) s predkolonou
Meta Guard ODS-2 (30 mm x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um)
pii pritoku 0,8 ml min ™.

Separované aminy byly detegovany pomoci fotome-
trického UV/VIS detektoru pfi 254 nm a identifikovany
porovnanim retencnich Casl s reten¢nimi casy standard
jednotlivych BA/PA (pfiklad chromatogramu standardu
BA/PA a realného vzorku syra je znazornén na obr. 1).
Koncentrace jednotlivych BA/PA ve vzorcich syra byla
vyjadfena v mg kg™ ptivodni (Serstvé) hmoty syra.

Zpracovani vysledki

Koncentrace aminii ve vzorku (c,; v mg kg') byla
korigovana podle koncentrace vnitiniho standardu na za-
klad€ rovnice: ¢k = ci5 X 4x/41s x RFy, kde ¢js je koncentra-
ce vnitiniho standardu (v mg kg'), 4;s je plocha piku
vnitiniho standardu (v jednotkach plochy), 4 je plocha
piku daného BA/PA (v jednotkach plochy) a RF je faktor
odezvy aminu: RF, = cy/cis; X Aisi/Ax, kde ¢y, je koncen-
trace aminu v referencnim vzorku (v mg kg’l), cisr je kon-
centrace vnitiniho standardu pfidaného k referencnimu
vzorku (v mg kg "), 45 je plocha piku vnitiniho standardu
v referencnim vzorku (v jednotkach plochy) a A4,; je plocha
piku aminu v referen¢nim vzorku (v jednotkach plochy).

Opakovatelnost analytického postupu (vyjadfena jako
relativni standardni odchylka, RSD) byla vyhodnocena na
zakladé 10x opakovaného nastfiku smési standardd BA/
PA po derivatizaci a 5x opakovaného néstfiku extraktu
vybraného vzorku syra s nizkym obsahem BA/PA po deri-
vatizaci.

Navratnost byla vyhodnocena na zéklad¢é opakované-
ho (5x) méfeni BA/PA ve vybraném vzorku syra
s ptidavkem smési standard BA/PA na hladin€ koncentra-
ce 2 mg kg '. Navratnost (R) byla vypoctena jako: % R =
[(CF — CU)/CA] x 100, kde CU je koncentrace aminu
v plivodnim vzorku, CA je koncentrace pfidaného analytu
a CF je koncentrace aminu ve vzorku s pfidanym analytem
(véechny koncentrace jsou v mg kg ).

Limit detekce (LOD) byl vypoéten jako pomér signal/
pozadi = 3 pfi pouziti roztoku standardi BA/PA.

Statistické vyhodnoceni

Obsah amint v kazdém vzorku byl méfen duplicitné.
Priméry z téchto dvou méfeni, reprezentujici danou cast
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Tabulka I
Kontrola kvality analytické metody

Amin Valida¢ni parametr
limit opakovatelnost®  navratnost®
detekce® [RSD, %] [%]
[mg kg ']
Histamin 0,0014 49 96
Tyramin 0,0031 4,2 92
Tryptamin 0,0018 2,3 93
2-Fenyl- 0,0033 5,2 90
ethylamin
Kadaverin 0,0014 2,9 89
Putrescin 0,0015 3,6 91
Spermidin 0,0008 2,6 86
Spermin 0,0009 5,7 84

* Pomér signal/pozadi = 3 (roztok standardii biogennich
amint a polyaminil), ® vypoétena jako relativni standardni
odchylka (RSD) méfeni analytické koncentrace amint pfi
10x opakovaném ndstfiku smési standardti BA/PA po deri-
vatizaci a 5x opakovaném nastiiku extraktu vybraného
vzorku syra s nizkym obsahem BA/PA, °vypoltena na
zakladé opakovaného méfeni (6x) analytické koncentrace
amini ve vybraném vzorku syra s pridavkem znadmého
mnozstvi standardii BA a PA

Laboratorni pfistroje a postupy

bloku syra, byly pouzity pro statistické vyhodnoceni. Pro-
gramem Statistica verze 10 (StatSoft Inc., Tulsa, USA)
byly vyhodnoceny rozdily v obsahu aminti mezi kombina-
cemi vyrobce-startovaci kultura-tu¢nost-¢ast syra metodou
jednoduchého tfidéni analyzy rozptylu, véetné Tukeyova
post-hoc testu’. Podil jednotlivych faktord (vyrobce, star-
tovaci kultura, tucnost, ¢ast syra) na celkové variabilité
obsahu aminl v syru byl vypoc¢ten pomoci obecného line-
arniho modelu (ANOV A hlavnich efektit).

Vysledky a diskuse

Hodnoty limitu detekce, opakovatelnosti a navratnosti
jsou pro jednotlivé BA a PA uvedeny v tab. 1. Pro kvanti-
tativné a toxikologicky vyznamné aminy (tyramin, hista-
min, putrescin) se hodnoty uvedené v tab. I pohybuji zhru-
ba uprostfed Skaly udaji publikovanych pro zrajici syry.
Konkrétn¢ hodnoty RSD pro histamin se obvykle zjistuji
v rozsahu 1,1 (cit.*) az 9,4 cit.%), pro tyramin 1,8 (cit.}) az
5,0 (cit.®) a pro putrescin 1,3 (cit.*) aZ 6,6 (cit.”).

Hodnoty navratnosti zjisténé v piredkladané studii
obdobné nevybocuji z rozsahu publikovanych hodnot pro
histamin 67 (cit.”) az 98 (cit.*), tyramin 59 (cit.”) az 93
(cit.*) a putrescin 65 (cit.®) az 98 (cit.”). Stejné konstatova-
ni plati i pro ostatni testované aminy.

Typicky chromatogram smésného standardu BA/PA
a realného vzorku jednoho z testovanych eidamskych syra
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Obr. 1. Separace biogennich amini a polyamini gradientovou eluci H,O/acetonitril na koloné Zorbax Eclipse XDB C18 (150 mm
x 4,6 mm, velikost &astic 5 pm) p¥i pritoku 0,8 ml min™ za pouZiti fotometrického UV/VIS detektoru p¥i 254 nm; (A) smésny

standard; (B) typicky vzorek testovaného eidamského syra
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(vyrobce A, startovaci kultura M, tu€nost 30 %, vnitiek (121 mg kg™') se nejvice blizila vnitini ¢ast vzorku syra
syra) je uveden na obr. 1. vyrobce B o tu¢nosti 45 % vyrobeného pomoci startovaci

Jak je patrné z obr. 2, obsah sumy vSech aminti (BA + kultury N (B45NV). Uvedena ¢&isla se neodchyluji od ob-
PA) v jednotlivych vzorcich syra se pohyboval ve znac- sahu amintl naméfenych v syrech eidamského® ¢i emental-

ném rozsahu, a to od 60 do 709 mg kg '. Hodnot& medianu ského'® typu; pongkud vyssi hodnoty (rozsah 180 a
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Obr. 2. Obsah celkovych aminii (suma biogennich amini' + polyamini?®) ve vzorcich eidamského syra po 20 tydnech zrani (primér
+ stiedni chyba priiméru; » = 3); ' histamin + tyramin + tryptamin + kadaverin;  putrescin + spermidin + spermin; A, B — vyrobci; N, M —
startovaci kultury (M: Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacety-
lactis, Streptococcus thermophilus a Lactobacillus helveticus; N: Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris),
30, 45 — tucnost syra; O — okrajova vrstva 3 cm, V — vnitiek syra; a, b, ¢ — priméry oznacené riznymi pismeny se lisi pti P<0,05
(jednostupnové tfidéni analyzy rozptylu s naslednym Tukeyovym testem)

350 -

W

o

o
T

[

L

=
T

Suma amind {mg kg1)
[y o
L [e=]
(=] o
T T
[«%]
[+5]

=

o

o
T

u
=]

A B M N 30 45 vnitfek = okraj

vyrobce starter tucnost Cast syra

Obr. 3. Vliv vyrobce, startovaci kultury, tuénosti a &sti syra na celkovy obsah aminii (suma biogennich amini' + polyamini?) ve
vzorcich eidamského syra po 20 tydnech zrani (primér + stiedni chyba priméru; vliv daného ukazatele hodnocen vzdy bez ohledu na
ostatni ukazatele; n = 24); ' histamin + tyramin + tryptamin + kadaverin; * putrescin + spermidin + spermin; M — Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacetylactis, Streptococcus thermophilus a Lacto-
bacillus helveticus; N — Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus lactis subsp. cremoris); okraj = 3 cm; a, b — pruméry oznacené
riznymi pismeny se v ramci dan¢ho ukazatele lisi pii P<0,05 (jednostupnové tiidéni analyzy rozptylu s naslednym Tukeyovym testem)
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818 mg kg ) jsou uvadény pro syr typu Gouda''.

Pro blizsi objasnéni vlivu jednotlivych testovanych
faktori (vyrobcee, startovaci kultura, tuénost, ¢ast syra) na
obsah BA/PA v piedkladané studii byl vypocten pramérny
obsah sumy vSech aminti (BA+PA) ve vzorcich syra pouze
pfi zohlednéni daného faktoru bez ohledu na ostatni fakto-
ry (napf. primérny obsah amint ve vSech syrech vyrobe-
nych pomoci startovaci kultury M bez ohledu na to, ktery
producent je vyrobil a bez ohledu na tu¢nost syra a Cast
syra, byl srovnan s primérnym obsahem amini ve vSech
syrech vyrobenych za pouZiti startovaci kultury N).

Vysledky jsou uvedeny na obr. 3. Startovaci kultura
N méla tendenci (P>0,05) snizovat obsah amint ve srov-
nani s kulturou M; obdobné se projevovala vyssi tucnost
syra (P>0,05). Naopak rozdily mezi vyrobci byly prikazné
(P<0,05). Nejvétsi rozdily v obsahu aminti byly zazname-
nany v piipadé€ jejich distribuce v rliznych Castech syra:
obsah sumy aminti byl ve vné&jsi tficentimetrové vrstveé
vice nez dvojnasobny ve srovnani s vnittkem syra
(P<0,05). Tento nalez potvrzuje obdobné udaje ohledné
zrajicich syri eidamského® i ementalského typu'.

V procentech vyjadieny podil jednotlivych faktord
testovanych v predkladaném experimentu na celkovou
variabilitu obsahu aminl v syru, kvantifikovany pomoci
obecného linearniho modelu (ANOVA hlavnich efektd),
byl ve vzestupném poradi nésledujici: startovaci kultura
(8 %, P =0,090) < tucnost syra (11 %, P = 0,049) < vyrob-
ce (19 %, P=0,011) < ¢ast syra (62 %, P =10,00001).

Rozhodujici vliv tedy méla ¢ast syra: rizikovi konzu-
menti (alergici, pacienti konzumujici léciva s aktivitou
inhibitori monoaminoxidasy) by se méli vyhnout kon-
zumaci syrit ve vyS§Sim stupni zralosti nebo alespoil u toho-
to typu syra pfed konzumaci odstranit svrchni vrstvu o sile
3cm.

Vyrazny vliv vyrobce (P<0,05) je poukazem na nut-
nost dodrzovat pfi produkci syra piisnd hygienickd pravi-
dla, pfedev§im zabranit mikrobialni kontaminaci vstupni
suroviny i pfislusnych technologickych zatizeni.

Zavér

Stanoveni biogennich amini a polyamini metodou
vysokotlaké kapalinové chromatografie po extrakci
0,1 M HCI a ptedkolonové derivatizaci dansylchloridem
bylo standardizovano pro pouZiti v matrici zrajicich syrd,
které jsou z hlediska sledovanych analytd jednou
z nejrizikovéjSich potravin. Zjisténé hodnoty limitu detek-
ce (0,0008 mg kg', spermidin — 0,0033 mg kg,
2-fenylethylamin) i névratnosti (84 %, spermin — 96 %,
histamin) prokéazaly vhodnost navrzené metody pro stano-
veni uvedenych toxikologicky zajimavych latek v daném
typu potravin. Z aplikace metody pro analyzu Sirokého
spektra syrt eidamského typu s riznym obsahem tuku, od
ruznych vyrobcl, resp. pii pouziti riznych startovacich
mikrobidlnich kultur vyplynuly nésledujici zavéry: 1) Cel-
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kovy obsah sumy vSech amintl v tomto typu vyrobku se
muize pohybovat v Sirokém rozmezi od desitek po stovky
mg kg ' a miZe nabyvat hodnot, které jiz nejsou bezpe&né
pro rizikové skupiny konzumenti. 2) Vnéjsi ¢ast syra je
vnitini, rizikovym spotfebitelim lze doporucit odstranéni
vnéjsi tficentimetrové vrstvy vyzralého syra pted jeho
konzumaci. 3) Dislednym dodrzovanim pfisnych hygie-
nickych zdsad mize dany vyrobce podstatné omezit tvorbu
biogennich amint ve svém produktu.
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The objective of the study was to standardize determi-
nation of biogenic amines (BA) and polyamines (PA) in
ripening cheeses by LC after their extraction with aqueous
HCI and derivatization with dansyl chloride, and to verify
the method using the cheeses with expected high contents
of BA and PA. The central and edge parts of twenty-week-
old Edam cheeses from two sources, with two fat contents
and using two starter cultures were analyzed. The limits of
detection and recoveries ranged from 0.008 to 0.0013
mgkg' and from 84 % to 96 %, respectively. Total
amines (BA+PA) in the cheeses ranged from 60 to 709
mg kg .



