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Biogénne amíny − vznik, metódy stanovenia
a výskyt v potravinách

ZLATICA KOHAJDOVÁ − JOLANA KAROVIÈOVÁ

SÚHRN. Biogénne amíny vznikajú dekarboxyláciou aminokyselín. Fermentované mäsové
výrobky obsahujú tyramín v množstve od 1 mg/100 g do 56 mg/100 g a putrescín v množ −
stve od 1 mg/100 g do 19 mg/100 g výrobku. Obsah histamínu vo víne je približne
4,15 mg.dm−3. Mlieko obsahuje menej ako 1 mg.kg−1 a syry viac ako 1 g.kg−1 biogénnych
amínov. Najèastejšie používanou metódou na stanovenie biogénnych amínov je vysoko −
úèinná kvapalinová chromatografia.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: biogénne amíny; toxicita; analýza

Biogénne amíny sa tvoria a degradujú rastlinným, živoèíšnym a mikro −
biálnym metabolizmom [1]. Vznikajú dekarboxyláciou aminokyselín alebo
amináciou a transamináciou aldehydov a ketónov [2]. Väèši na biogénnych
amínov v potravinách vzniká dekarboxyláciou vo¾ných aminokyselín pôsobe−
ním bakteriálnych dekarboxyláz [3]. Faktory ovplyvòujúce dekarboxylázovú
aktivitu mikroorganizmov sú uvedené v tab. 1. [4,5].

Odstránenie α–karboxylovej skupiny z aminokyseliny vedie k tvorbe ko −
rešpondujúcich biogénnych amínov [6]. Z histidínu, tyrozínu a tryptofánu
vznikajú monoamíny histamín, tyramín a tryptamín. Diamíny putrescín
a kadaverín vznikajú z ornitínu a lyzínu. Putrescín je prekurzorom pre tvor−
bu polyamínov spermínu a spermidínu [7].

Escherichia, Enterobacter, Salmonella, Shigella, Clostridium, Streptococcus,
Lactobacillus a Leuconostoc a iné baktérie sú schopné tvori� biogénne amíny.
Lactobacily môžu produkova� histamín, tyramín a putrescín. Enterokoky sú
typickými producentmi tyramínu a èe¾aï Enterobacteriaceae je producentom
putrescínu a kadaverínu [8]. V tab. 2 sú uvedené niektoré baktérie produku−
júce biogénne amíny [3].
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TAB. 1. Faktory ovplyvòujúce dekarboxylázovú aktivitu mikroorganizmov [4,5].
TAB. 1. The factors influencing the decarboxylase activity of microorganisms [4,5].

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

Faktory1 Vplyv na dekarboxylázovú aktivitu2

pH
dekarboxylázová aktivita je silnejšia v kyslom prostredí
(pH 4 až 5,5)

Obsah glukózy
0,5 až 2 % je optimálna pre rast mikroorganizmov
vybavených dekarboxylázami, 
3 % inhibujú syntézu dekarboxyláz

Teplota
20 až 37 °C je optimálna pre rast väèšiny mikroorganiz−
mov vybavených dekarboxylázami,
nízke teploty zastavujú ich rast

Koncentrácia NaCl
aktivuje tyrozíndekarboxylázu,
inhibuje histidíndekarboxylázy

Koncentrácia NaNO2 aktivuje tyrozíndekarboxylázu

Množstvo prítomných amínov
histamín, agmatín a putrescín inhibujú histidíndekar−
boxylázu (Photobacterium N−14)

TAB. 2. Niektoré baktérie produkujúce biogénne amíny [3].
TAB. 2. Some bacteria producing biogenic amines [3].

1 − food, 2 − bacteria, 3 − amines formed, 4 − fish, 5 − cheeses, 6 − meat and meat products,
7 − fermented vegetables.

Potraviny1 Baktérie2 Vytvárané amíny3

Ryby4 Morganella morganii, Klebsiella pneu−
monia, Hafnia alvei, Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Clostridium perfrin−
gens, Enterobacter aerogenes,
Bacillus spp., Staphyloccocus xylosus

histamín, tyramín,  kadaverín,
putrescín,  agmatín, spermidín,
 spermín

Syry5 Lactobacillus buchneri, L. bulgaricus,
L. plantarum, L. casei, L. acidophilus,
L. arabinose, Streptococcus faecium,
S. mitis, Bacillus macerans,
Propionibacterium spp. 

histamín, kadaverín,  putrescín,
tyramín,  2−fenyletyl amín,
 tryptamín

Mäso a mäsové
výrobky6

rody Pediococcus, Lactobacillus,
Pseudomonas, Streptococcus,
Micrococcus, èelaï Enterobacteriaceae

histamín, kadaverín,  putrescín,
tyramín, 2−fenyletyl amín,
 tryptamín 

Fermentovaná
zelenina7

Latobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Pediococcus spp. 

histamín, kadaverín,  putrescín,
tyramín, tryptamín



Biogénne amíny v potravinách môžu pochádza� z dvoch zdrojov. Sú pri−
rodzenou súèas�ou bunkových štruktúr alebo môžu vznika� v procese výroby
a skladovania potravín ako výsledok metabolického pôsobenia mikroorganiz−
mov. Biogénne amíny sa tak stávajú indikátorom mikrobiálnej kontaminácie
a ich koncentrácia môže by� jedným z ukazovate¾ov kvality potravín [9].

V ovocí a zelenine, ktoré sú v neporušenom stave chránené pred bakte −
riálnou inváziou, je obsah biogénnych amínov nízky. Hladiny histamínu
nižšie ako 1 mg.kg−1 a nízke obsahy ïalších biogénnych amínov sú charakte−
ristické pre ovocné nektáre a džúsy [3]. V zrelých rajèinách bol zaznamena−
ný výskyt histamínu (11,1 µg.g−1), v jablkách tyramínu (3,6 µg.g−1) a v listovej
zelenine spermidínu (11 µg.g−1) [10]. Fermentované mäsové výrobky sú cha−
rakteristické vysokým obsahom tyramínu (1–56 mg/100 g) a putrescínu
(1–19 mg/100 g) [1].

Histamín je vo vínach zvyèajne prítomný v koncentrácii okolo
4,15 mg.dm−3. Aromatické amíny (fenyletylamín, tyramín) sú prítomné
v množstvách 1,7 mg.dm−3 resp. 7,6 mg.dm−3 [11]. Výskyt biogénnych amínov
v mlieku je nízky (menej ako 1 mg.kg−1), ale v syroch sa udáva obsah viac ako
1 g.kg−1 [12]. Množstvo tyramínu v syroch môže dosiahnu� hodnotu
500 mg.kg−1 [13]. V mlieène fermentovanej zelenine (mrkva, èervená repa)
sa vyskytujú kadaverín, histamín, putrescín, spermidín a tyramín v koncent−
rácii od 1 mg.kg−1 do 15 mg.kg−1 [14].

Podmienky pre tvorbu biogénnych amínov v potravinách sú: 
− prístupnos� vo¾ných aminokyselín (vo¾né aminokyseliny sa buï prirodze−

ne vyskytujú v potravinách, alebo sa môžu tvori� poèas proteolýzy),
− prítomnos� baktérií vybavených dekarboxylázami aminokyselín,
− vhodné podmienky pre dekarboxyláciu aminokyselín [6].

Biogénne amíny, hlavne histamín, tyramín, putrescín, spermidín a sper−
mín, sú u živoèíchov potrebné pre množstvo fyziologických funkcií [3].
Polyamíny sa podie¾ajú na syntéze DNA, RNA a proteínov, na stabilizácii
bunkových membrán a na bunkovom raste [7]. Na druhej strane ich vysoké
koncentrácie môžu zapríèini� toxické efekty [9]. Najviac preštudovaným
biogénnym amínom je histamín [15]. Ascar a Treptow [22] uvádzajú, že orál−
ny príjem 8–40 mg histamínu vyvoláva prejavy ¾ahkej otravy, 40 až 100 mg
stredné a viac ako 100 mg silné intoxikácie [3].

Zvýšený príjem histamínu môže vies� k bolestiam hlavy, nevo¾nostiam,
kožným vyrážkam, sèervenaniu, respiraèným poruchám, srdcovým a žalúdo−
èným problémom [6].

Otrava histamínom je èasto spojená s konzumáciou rýb z èe¾ade Scom −
bridae, ako sú makrely, tuniaky a sardinky [16]. EÚ vydala legislatívne na −
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riadenie týkajúce sa množstva histamínu obsiahnutého v surových rybách
(menej ako 100 mg.kg−1) a solených rybách (menej ako 200 mg.kg−1) pre
èe¾ade Scombridae a Clupeidae [17]. Maximálny tolerovate¾ný obsah hista−
mínu v rybách Eugraulidae a Corynaenidae pod¾a legislatívneho nariadenia
EÚ je 400 mg.kg−1 [18].

Tyramín môže vyvola� bolesti hlavy [2]. Jeho príjem v rozmedzí
od 100 mg.kg−1 do 800 mg.kg−1 je považovaný za toxický [15]. Diamíny put−
rescín a kadaverín sú považované za látky umožòujúce toxicitu histamínu
[2,15] a ich nahromadenie v potravinách je spojené so znížením ich mikro −
biologickej kvality [15].

Sekundárne biogénne amíny môžu podlieha� nitrozácii a vytvára� nitró−
zoamíny, ktoré sú považované za vysoko karcinogénne [19]. Nitrózoamíny sa
èasto vyskytujú v mäsových výrobkoch, ktoré obsahujú dusitanové a dusiè −
nanové soliace zmesi používané ako konzervaèné èinidlá [20]. Poèas zahrie−
vania alebo varenia môžu by� putrescín a kadaverín konvertované na pyroli−
dín a piperidín [19]. Tieto produkty môžu by� za urèitých podmienok nitró−
zované obdobne ako sekundárne skupiny agmatínu, spermínu a spermidínu.

V èrevnom trakte cicavcov pôsobí detoxikaèný systém, ktorý dokáže me −
tabolizova� normálny príjem biogénnych amínov potravou [3]. Biogénne
amíny sú jeho úèinkom metabolizované na fyziologicky menej aktívne meta−
bolity [6]. Hlavnú úlohu v òom zohrávajú enzýmy: monoaminooxidáza
(MAO, EC 1.4.3.4) a diaminooxidáza (DAO, EC 1.4.3.6). Tieto majú však
len urèitú kapacitu, ktorá nezvládne nadmerný príjem biogénnych amínov.
MAO a DAO pôsobia v èrevnom epiteli, takže do krvného obehu sa dostáva−
jú oxidaèné produkty biogénnych amínov [3].

Prípadné zlyhanie èinnosti DAO môže by� spôsobené genetickými pre −
dispozíciami, gastrointestinálnymi chorobami, inhibítormi DAO. MAO
môžu by� inhibované niektorými lieèivami [6].

Histamín −  vznik,  toxicita,  metabolizmus
v ¾udskom organizme, nízkohistamínová technológia

Histamín vzniká z histidínu pomocou enzýmu L−histidíndekarboxylázy
(EC. 4.1.1.22) [9]. V ¾udskom organizme sa histidín metabolizuje na kyseli−
nu urokánovú pomocou histidinázy, ïalším produktom metabolizmu je glu−
tamát a z neho vyniká α–ketoglutarát, ktorý vstupuje do citrátového cyklu
alebo sa histidín metabolizuje na histamín.

Histidínanémia je vrodená chyba v metabolizme histidínu, jej dôsledkom
je absencia enzýmu histidinázy. Táto anémia je spojená so zvýšeným vyluèo−
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vaním histamínu a jeho metabolitov. Preto ¾udia, ktorí òou trpia, sú náchyl−
nejší na otravu histamínom ako zdraví jedinci [21].

V ¾udskom organizme je histamín uložený v tukových bunkách a v bazo−
filných granulocytoch, èo je jeden z druhov bielych krviniek. Odtia¾ sa
pri alergickej reakcii uvo¾òuje do krvného obehu. Druhým zdrojom je potra−
va. Príjem histamínu potravou môže vies� k rovnakým �ažkostiam ako jeho
uvo¾nenie z telových depozitov. Prejavy sú obdobné ako pri alergii na urèité
potraviny, takže sa intoxikácia èasto diagnostikuje ako alergická reakcia [3].

Otravy histamínom v potravinách prebiehajú ve¾mi charakteristicky. Prvé
príznaky sú èasto ve¾mi slabé. Pretože ide o intoxikáciu, je inkubaèná doba
ve¾mi krátka − 30 až 60 minút [3,22]. Príznaky otravy histamínom sú nasle−
dovné: sèervenanie kože (hlavne na tvári), žih¾avovité vyrážky so svrbením,
nevo¾nos� (ktorá môže vies� až k zvracaniu), hnaèka, žalúdoèné kàèe, bolesti
hlavy a závraty [22,23].

Histamín spôsobuje svoj toxický úèinok v interakcii s receptormi, ktoré sú
lokalizované v bunkových membránach respiraèného, kardiovaskulárneho,
gastrointestinálneho, imunologického systému a na pokožke [21].

Histamín zapríèiòuje rozširovanie krvných kapilár a artérií. S�ahovanie
èrevného hladkého svalstva sprostredkované H1 receptormi vyvoláva hnaè −
ku, kàèe a zvracanie. Vyluèovanie žalúdoèných štiav je regulované hista−
mínom prostredníctvom H2 receptorov umiestnených na stenách buniek.
Boles� a svrbenie môžu by� spôsobené zmyslovou a motorickou nervovou sti−
muláciou, ktorá je spôsobená H1 receptormi [4,23].

Antagonisti receptorov H1 (napr. Claritin) sú používané na lieèenie aler−
gií a antagonisti H2 receptorov (napr. Tagamet) na lieèenie žalúdoèných vre−
dov. V r. 1983 bol objavený receptor H3, ktorého antagonisti (napr. Per −
ceptin) sa používajú na lieèenie porúch centrálnej nervovej sústavy, ïalej
na lieèenie porúch spánku, pamäti (napr. pri Alzheimerovej chorobe) a pod.
[24].

Užívanie antihistaminík prvej generácie (Hydrozon, Promethazin) môže
vies� k riziku srdcových aritmií a epileptickým prejavom. U mladých pacien−
tov môže dochádza� pri užívaní vysokých dávok týchto liekov ku kàèovitým
prejavom.

Druhá generácia antihistaminík (Astemizol, Terfenadin, Fexofenadin)
vykazuje vyššiu selektivitu na H1 receptory, nedochádza k sedatívnemu úèin−
ku a má tiež niektoré doplòujúce antialergické vlastnosti [25].

Histamín je s�ahovaè priedušiek a spolupôsobí pri vzniku astmy. N−mety−
lácia katalyzovaná histamín−N−metyltransferázou (HMT) je primárnou ces−
tou pre biotransformáciu histamínu v prieduškovom epiteli. Na lieèenie
astmy je možné použi� také H1 antihistaminiká, ktoré neinhibujú HMT [26].
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Toxicita histamínu môže by� zvýšená spolupôsobením urèitých faktorov:
− existencia látok umožòujúcich toxicitu histamínu (putrescín, kadaverín)

[23] − tieto amíny v tráviacom trakte prednostne reagujú s MAO a DAO,
èo má za následok zvýšenie hladiny histamínu v krvi [27],

− prítomnos� inhibítorov enzýmov degradujúcich biogénne amíny − amino−
guanidín, anserín, karnozín, agmatín a tyramín inhibujú DAO a β–fenyl −
etylamín, tryptamín, oktopamín majú inhibièný úèinok na HMT,

− tiež poranenia èrevnej mukózy môžu zníži� funkciu detoxikaèných
enzýmov [23].

Metabolizmus histamínu v ¾udskom tele prebieha dvomi cestami:
− dusík v imidazolovom cykle je metylovaný pomocou HMT za vzniku

N−metylhistamínu [23]. HMT je ve¾mi selektívna pre detoxifikáciu hista−
mínu a vyžaduje S−adenozylmetionín ako donór metylu [6]. N−metylhista−
mín je ïalej oxidovaný MAO na kyselinu N−metylimidazoloctovú,

− pôsobením DAO je histamín oxidovaný na kyselinu imidazoloctovú, ktorá
sa viaže na ribózu [23].

HMT je v ¾udskom organizme zastúpená hlavne v peèeni a DAO v èrevnom
trakte. Úèinok aminooxidáz je maximálny v neutrálnom až alkalickom pro −
stredí a pre ich èinnos� je nutná prítomnos� kyslíka. Optimálna teplota pre èin−
nos� DAO je 37 °C, ale je aktívna od 20 °C do 63 °C. Pri 20 °C si zachováva
50 % svojej aktivity. Optimálne pH pre èinnos� DAO je 7 (rozsah 5 až 10).

Èas� histamínu sa rýchlo premieòa na inaktívny N−acetylhistamín èrev−
nými baktériami, zvyšok sa absorbuje a inaktivuje poèas jeho prechodu
cez èrevnú stenu. Histamín môže by� absorbovaný aj cez mukózne mem−
brány úst a hrdla a obís� zažívací proces, poèas ktorého sa histamín detoxi−
fikuje.

Oblièky majú schopnos� detoxifikova� histamín v krvi. Bolo zistené, že
väèšia èas� histamínu podávaného intravenózne bola metylovaná v oblièkách
a vylúèená moèom. Menšia èas� bola vylúèená v nezmenenej forme tiež
moèom [21].

Vzh¾adom na to, že zvýšený obsah histamínu v potravinách môže vies�
k zdravotným rizikám u konzumentov [3], je pri výrobe potravín nutné
použi� tzv. nízkohistamínovú technológiu, ktorá zahàòa:

− vysokú kvalitu suroviny (bez prítomnosti histamínu) a vhodné výrobné
podmienky,

− zabránenie rastu a aktivite mikroorganizmov vykazujúcich dekarboxy−
lázovú aktivitu, zabránenie aktivite endogénnych proteáz a dekarboxyláz
aminokyselín,

KOHAJDOVÁ, Z. − KAROVIÈOVÁ, J.

80



− pri použití štartovacích bakteriálnych kultúr obmedzujúcich spontánnu
fermentáciu je potrebné vybera� kmene, ktoré nie sú vybavené dekarbo−
xylázami.
Celý výrobný proces by mal by� zahrnutý do špeciálneho systému kvality,

do systémového manažmentu kvality DIN EN ISO 9000, zahàòajúceho ana−
lytickú kontrolu v kritických bodoch [3,6].

Analytické metódy stanovenia biogénnych amínov

Na stanovenie biogénnych amínov môžu by� použité rôzne metódy.
Komplexná matrica vzorky, prítomnos� potenciálne interferujúcich zložiek
a výskyt nieko¾kých biogénnych amínov súèasne sú typické problémy pri ana−
lýze biogénnych amínov [28].

Najobvyklejším predseparaèným krokom vzh¾adom k zásaditému charak−
teru amínov je ich extrakcia zo vzorky zriedenou kyselinou chloristou alebo
kyselinou trichlóroctovou. Pre mlieène výrobky sa osvedèila jednoduchá ex −
trakcia metanolom za zvýšenej teploty [3].

Na extrakciu je možné použi� tiež iónovo−párovú extrakciu, kde sú amíny
prevedené ako iónové páry do organickej fázy. V porovnaní s extrakciou
typu kvapalina−kvapalina vykazuje iónovo−párová extrakcia vyšší vý�ažok
a vyššiu èistotu extraktov [19].

Využíva sa tiež extrakcia do tuhej fázy (SPE), ktorá je v porovnaní s kla−
sickou extrakciou úèinnejšia. Na SPE extrakciu môžu by� použité sorbenty
ako napr. polystyrén, Amberlit CG−120, katiónový vymieòaè iónov alebo
katión−výmenné extrakèné disky.

Vý�ažnos� SPE v slabo kyslom prostredí je viac ako 95 %. Nižšia vý�ažnos�
v silne kyslom prostredí je prisudzovaná vyššej retenènej kapacite, ktorá
pravdepodobne zabraòuje elúcii amínov. Úèinnos� SPE sa znižuje aj s naras −
tajúcou molekulovou hmotnos�ou biogénnych amínov [29].

Najèastejšie používanou metódou na stanovenie biogénnych amínov
je vysokoúèinná kvapalinová chromatografia (HPLC). Pri HPLC sa využíva
pred alebo pokolónová derivatizácia vzorky [19]. Na predkolónovú derivati−
záciu sa používajú benzoylchlorid, dansylchlorid, 9−fluorenylchloromravèan,
fluoresceín a dabsylchlorid [27]. Na pokolónovú derivatizáciu sa používajú
ninhydrín a o−ftalaldehyd (OPA) v prostredí 2−merkaptoetanolu [30].

Najpoužívanejším derivatizaèným èinidlom je dansylchlorid. Dansyl de ri −
váty sa dajú po HPLC separácii detegova� UV/VIS detektorom alebo
v prípade požiadavky vyššej citlivosti tiež fluorimetricky [3]. Dabsylchlorid
reaguje s primárnymi aj sekundárnymi aminoskupinami a jeho deriváty sú
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stabilné pri izbovej teplote [28]. OPA reaguje len s primárnymi aminoskupi−
nami a vytvára intenzívne fluoreskujúce produkty [19].

Pred reakciou s benzoylchloridom je nutné vzorku alkalizova�. Pri pH
9–12 prebehne reakcia, pri ktorej vznikajú N−substituované benzamidy [31].
Benzoylderiváty sú ve¾mi stabilné a vykazujú vysokú citlivos� pri UV detek−
cii [17].

HPLC sa používa na stanovenie biogénnych amínov v rôznych potravinách.
Leuschner a Hammes [32] zis�ovali obsah biogénnych amínov v majoné−

zach, haringoch a rybacích šalátoch inokulovaných laktobacilmi. Vzorky
sa extrahovali 0,6 M kyselinou chloristou, homogenizovali, filtrovali a analy−
zovali HPLC. Mobilná fáza obsahovala kyselinu 1−hexánsulfónovú a aceto−
nitril. Biogénne amíny po de rivatizácii o−ftaldialdehydom boli detegované
fluorimetricky, prièom absorpcia reakèného produktu bola meraná v prípa−
de histamínu pri 210 nm a ty ramínu pri 320 nm).

Autori využili túto metódu aj na stanovenie histamínu a tyramínu produ−
kovaného Brevibacterium linens poèas zrenia syra Münster [33], na sledova−
nie tvorby biogénnych amínov laktobacilmi poèas zrenia syra Gouda [34]
a na sledovanie tvorby tyramínu Lactobacillus curvatus LTH 972 [35].

Bockhardt a kol. [36] stanovovali biogénne amíny v syroch, èervenom
víne a salámach. Vzorky extrahovali 0,1 M kyselinou chlorovodíkovou,
centrifugovali, filtrovali, derivatizovali dabsylchloridom (70 °C, 15 min)
a analyzovali metódou HPLC na kolóne Spherisorb ODS 2 (150 x 4,6 mm),
3 µm lineárnou gradientovou elúciou (eluent A: 4 % dihydrogénfosfore−
ènan, dimetylformamid, 0,18 % trimetylamín, pH 6,55 a eluent B: 80 % ace−
tonitril, 10 % tercbutyléter, 10 % voda). Dabsylamíny boli detegované UV
detektorom pri 436 nm.

Masson a kol. [1] sledovali produkciu tyramínu Carnobacterium divergens
v mäsovej zmesi. Vzorky extrahovali, derivatizovali dansylchloridom a dan−
sylamíny separovali na kolóne Spherisorb ODS 2 (125 x 4 mm), 5 µm.
Vzorky boli eluované gradientovou elúciou eluentom A: octan amónny
(0,1 M) a eluentom B: acetonitril. Biogénne amíny detegovali UV detekto−
rom pri 254 nm.

Eerola a kol. [37] využili HPLC na sledovanie biogénnych amínov
v salámach. Biogénne amíny extrahovali 0,4 M kyselinou chloristou a deri−
vatizovali dansylchloridom (40 °C, 45 min). Po derivatizácii pridali amoniak
na od stránenie interferujúcich pí kov v blízkosti kadaverínu. Separácia bola
uskutoènená použitím kolóny Spherisorb ODS 2 (125 x 4 mm), 5 µm, s gra−
dientovou elúciou (octan etylový, acetonitril). Limit stanovenia bol 1–5
mg.kg−1.

Túto metódu použili aj Montel a kol. [38] na stanovenie biogénnych
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amínov vo francúzskych salámach, Maijala a kol. [39] pri sledovaní tvorby
biogénnych amínov poèas zrenia fermentovaných salám, Masson a kol. [40]
pri stanovení histamínu a tyramínu v mäse.

Koutsoumanis a kol. [41] stanovovali obsah biogénnych amínov v mor−
ských rybách. Vzorky extrahovali 6% kyselinou trichlóroctovou, centrifugo−
vali, filtrovali, derivatizovali dansylchloridom a analyzovali na kolóne
Lichrospher 100 RP−18 (125 x 3 mm), 5 μm za použitia gradientovej elúcie
s eluentom: voda, acetonitril. Detekciu uskutoènili pomocou UV detektora
(MD−91−0) pri 254 nm.

Mendez a kol. [42] analyzovali biogénne amíny v èerstvých a mrazených
sardinkách. Biogénne amíny extrahovali zo vzoriek 10 % kyselinou trichló−
roctovou a separovali na kolóne Spheri−5, C18 (220 x 4,6 mm), nasledovala
pokolónová derivatizácia a fluorimetrická detekcia (excitácia 360 nm, emisia
455 nm).

Mendez [43] stanovoval obsah biogénnych amínov v portugalských ry −
bách. Vzorky extrahoval 10% kyselinou trichlóroctovou a amíny separoval
na kolóne Spheri−5, C18 (220 x 4,6 mm). Nasledovala pokolónová derivati−
zácia s fluorescenènou detekciou (excitácia 360 nm, emisia 455 nm).

Belajová a Kolesárová [44] sledovali obsah biogénnych amínov vo víne
metódou HPLC. Biogénne amíny prítomné vo víne boli analyzované
po predkolónovej derivatizácii dansylchloridom a extrakcii toluénom.
Separácia amínov prebiehala izokratickou elúciou s mobilnou fázou: aceto−
nitril, 0,1 M octan amónny (55 : 45, v/v) v kolóne RP Separon SGX C18

(150 x 3 mm), 5 µm. Derivatizované amíny boli monitorované pri 254 nm.
Køižek a Hlavatá [31] vypracovali chromatografickú metódu na stanove−

nie biogénnych amínov v pive. Vzorky derivatizovali benzoylchloridom
(2,5 min), vzniknuté benzamidy extrahovali dietyléterom, extrakty odparili
do sucha a rozpustili v mobilnej fáze pre HPLC (63 %, v/v, metanol
vo vode). Na analýzu použili kolónu SGX C18 (150 x 3 mm), 5 µm a na detek−
ciu UV/VIS detektor (LCD 2563) pri 256 nm.

Hornero−Mendez a Gerrido−Fernandez [13] uskutoènili analýzu biogén−
nych amínov vo fermentovaných zeleninových š�avách. Metóda bola založe−
ná na derivatizácii amínov benzoylchloridom v silne alkalickom prostredí,
benzoylamíny boli extrahované dietyléterom a po odparení bol zvyšok roz−
pustený v metanole a analyzovaný na HPLC RP Spherisorb ODS 2
(125 x 4 mm), 5 µm. Na detekciu benzoylamínov použili UV detektor
pri 225 nm a pri 254 nm (pre agmatín).

Preh¾ad niektorých metód používaných v kvapalinovej chromatografii
je uvedený v tab. 3.

Kolóny používané pri GC analýze biogénnych amínov sú buï kapilárne
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alebo náplòové [3]. Separácia biogénnych amínov na náplòových kolónach
nedáva uspokojivé výsledky z dôvodov nepravidelných píkov. Separácia
amínov na kapilárnych kolónach v spojení s hmotnostným detektorom do −
siahla vysoký stupeò citlivosti a selektivity, avšak zariadenia sú znaène
nákladné [27].

TLC je jednoduchá, rýchla a èasovo nenároèná metóda, ktorá nevyžadu−
je špeciálne vybavenie a je vhodná na rutinné stanovenie biogénnych amínov
v praxi [28]. Kompletné rozdelenie amínov je možné len mnohonásobnou
vyvíjacou technikou. Výsledkom jej použitia je lepšie oddelenie amínov
od ostatných interferujúcich látok a získanie intenzívnych škvàn [45].

Na analýzu biogénnych amínov je možné použi� aj automatický analy−
zátor aminokyselín.

Halász a kol. [46] zis�ovali obsah biogénnych amínov v kvasenej kapuste.
Vzorky extrahovali 0,6 M kyselinou chloristou, extrakty predseparovali
na kolóne Dowex 50W X8 (4 x 1 cm). Eliminovali tým vo¾né aminokyseliny
a zakoncentrovali amíny. Samotnú analýzu uskutoènili na automatickom
analyzátore aminokyselín Biotronic LC 2000 v K+ citrátovom systéme.
Prietok tlmivého roztoku bol 40 ml.h−1 a teplote kolóny 67 °C. Po reakcii
s ninhydrínom nasledovala kolorimetrická detekcia pri 570 nm. Autori touto
metódou stanovovali aj obsah biogénnych amínov v pive [47].

Kapilárna elektroforéza sa èasto využíva na stanovenie biogénnych
amínov v rybách.

Gallardo a kol. [17] sledovali úroveò histamínu v rybách kapilárnou elek−
troforézou. Vzorky extrahovali 6% kyselinou chloristou, centrifugovali, filt−
rovali a analyzovali (plnená silikónová kapilára, 75 µm x 57 cm) s použitím
fosforeènanového tlmivého roztoku (pH 2,44) a UV detekcie pri 214 nm.

Gardana a kol. [48] použili na stanovenie histamínu v rybách kapilárnu
elektroforézu. Histamín extrahovali zo vzorky 10% HCl, extrakt filtrovali
a analyzovali (systém P−ACE 5500 CE, silikónová kapilára 57 cm x 50 µm,
napätie 20 KV, teplota kolóny 30 °C) s fosforeènanovým tlmivým roztokom
(pH 3). Na detekciu použili DAD detektor (210 nm). Detekèný limit metó−
dy bol 100 mg.kg−1.

Hopper a Sciacchitano [49] použili na stanovenie biogénnych amínov
v rybách metódu kapilárnej zónovej elektroforézy s UV detekciou
pri 210 nm. Vzorky extrahovali 50% metanolom, filtrovali a dávkovali do si −
likónovej kapiláry (72 cm x 50 µm). Na elúciu použili 0,02 M citrátový tlmi−
vý roztok (pH 2,5).

Pri stanovení biogénnych amínov elektrochemickými biosenzormi sa vyu−
žívajú enzýmy aminooxidázy, ktoré sú imobilizované do polymérnych mem−
brán. Pôso be ním týchto enzýmov na biogénne amíny dochádza k produkcii

Biogénne amíny − vznik, metódy stanovenia a výskyt v potravinách

85



peroxidu vodíka, ktorý je potom možné stanovi� [50].
Esti a kol. [50] použili túto metódu pri sledovaní obsahu biogénnych

amínov vo vákuovo balenom ovocí. Pomocou diaminooxidázy sa zistil celko−
vý obsah biogénnych amínov, polyaminooxidáza bola selektívna na stanove−
nie spermidínu a spermínu. Vznik nutý H2O2 bol detegovaný pomocou plati−
novej elektródy polarizovanej na 650 mV, prièom ako porovnávacia elektró−
da bola použitá argentochloridová elektróda.

Male a kol. [51] využili na stanovenie celkového histamínu, putrescínu
a kadaverínu biosenzory. V biosenzorovom systéme použili enzým DAO
imobilizovaný do pórovitej nylonovej membrány. Enzýmová membrána bola
pripojená na ampérometrickú elektródu, ktorá slúžila na stanovenie celko−
vej koncentrácie histamínu, putrescínu a kadaverínu akumulovaného
v rybách poèas skladovania. Na detekciu vznikajúceho H2O2 bola použitá
platinová elektróda polarizovaná na 400 mV (potlaèenie elektroaktívnych
interferencií a minimalizácia zneèistenia elektródy) a argentochloridová
elektróda ako porovnávacia elektróda.

Práca je vypracovaná v rámci riešenia grantu VEGA 1/6227/99 „Biokonzervácia rastlinných
a živoèíšnych surovín s použitím probiotických baktérií ako promótorov ¾udského zdravia,
za úèelom zníženia cudzorodých látok a zvýšenia výživovej hodnoty“.
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Biogenic amines − formation, methods of determination and occurrence in food

KOHAJDOVÁ, Z. − KAROVIÈOVÁ, J.: Bull. potrav. Výsk., 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−1 and cheeses more than 1 g.kg−1 of biogenic amines. The most−
ly used method for the determination of biogenic amines is high performance liquid
chromatogra phy.
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