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Az élelmiszertudomdany teriiletén egyre nagyobb a jelent6sége
egyes kis mennyiségben el6fordulé komponensek vizsgélatdnak,
amelyek az emberi szervezetre kdros hatdsuak lehetnek.

Ilyen kis mennyiségben el6forduld vegyiiletek a biogén aminok,
amelyek szinte minden élelmiszerben megtaldlhaték. A szakiroda-
lombd6l egyre tobbszor értesiilhetiink olyan esetekr6l, amikor
nagyobb mennyiségiik mérgezést okozott (pl. sajt vagy hal é&ltal
okozott hisztamin mérgezések) [1-3].

A biogén aminok aminosavakb6l keletkeznek mikroor-
ganizmusok aminosav dekarboxildz enzimjeinek muikodése révén.
Emiatt veszélyforrast jelenthetnek a fermentdcidoval késziilo
termékek (sajt, szaldmi, bor stb.), valamint a nem megfeleld
higiéniai allapotu, baktériumokkal szennyezett élelmiszerek. Ezért
az egészségvédelmi szempontok mellett a biogén aminok
mennyisége alkalmas a termék frissességének a jellemzésére is.

A biogén aminok meghatdrozédsdra az irodalomban kiilénb6zd
analitikai modszerek ismeretesek [4], igy vékonyrétegkromatografia [5-7],
HPLC [8], gazkromatogréfia [9], kromatografia aminosavanalizétorral [10,
11].

Az utobbi években magyar kutatok 4ltal kifejlesztett
tilnyomdsos rétegkromatografids késziilék egy uj, nagyon hatékony
eszkodze a rétegkromatografids vizsgdalatoknak [12].

A tilnyomdsos rétegkromatogrdfia egy sik elrendezés
kromatogréafids technika, ahol a szorbensréteg kiilsé feliileti nyoma4s
ald helyezésével a mozgé fdazis nyomds hatdsdra az 4all6 féazison
keresztiil dramoltathat6. Ez a technika lehetévé teszi az eluens
dramldsi sebességének 4llandé értéken tartdsdt, és igy hatékony
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elvalasztis végezhet6 finomszemcsés réteglapon rovid 1d6 alatt,
hosszabb tdvolsdgon is. A zart kamra miatt a kornyezeti hatdsok
kevésbé érvényesiilnek, 1{igy a hagyomdnyos vékonyréteg-
kromatografidhoz képest a reprodukdlhatdésag javul.

A Chrompress 10 és Chrompress 20 késziilék utdn az OPLC
technika legujabb valtozata a Personal OPLC, amely S5MPa
maximalis nyomadssal iizemeltetheté6 (1. 4abra). A késziilék egy
folyadék szallit6 rendszerbdl és egy elvdlaszté kamrdbol all. Hairom
eluens tartdlyt tartalmaz, melyekbdl egy valtoszelep segitségével az
eluens program szerint adagolhatd, igy 1épcsGs gradiens elicid is
megvalosithatd. Az elvalaszto kamra kazetta rendszerd. A késziilék
mikodését szamitogép vezérli, a kromatografias kifejlesztés teljesen
automatikus és ezdltal jo a reprodukdlhatéosag. A maximdlis feliileti
nyomds, az eluens térfogat és dramlasi sebesség programozhatd, a
kifejlesztési idot a szamitogép a beirt adatokbol szdmolja.
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1. abra: Personal OPLC BS50 késziilék

Célunk az volt, hogy a tulnyomdsos rétegkromatografia
legujabb valtozataval, a Personal OPLC késziilékkel (POPLC BS-50,
OPLC-NIT  Kft., Budapest) dolgozzunk ki moddszert az
¢lelmiszerkémiai szempontbodl legfontosabb biogén aminok (tiramin,
hisztamin, putreszcin, spermidin, spermin, kadaverin, agmatin)
elvilasztisara.
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Vizsgalati anyagok és modszerek

Standardok: spermidin, spermin, putreszcin, hisztamin, tiramin,
kadaverin hidroklorid, agmatin szulfdt formédban (Sigma, St.
Louis, Mo., USA). Az aminokbé6l 1, 2, 4, 6, 10, 15 pg/cm’

sz s

Elelmiszermintdk: sajt, karfiol.

Extrakcio: Az élelmiszermintakbo6l a biogén aminok extrakcidja 7
%-o0s perkldrsav oldattal (5 g minta / 15 ¢cm’ PCA oldat) 1 6ran
keresztiil, rdzatdssal tortént Thys 2 tipusu razdégéppel.
Centrifugdlds utdn a sztrletet dolgoztuk fel.

Szdrmazékképzés: 500 pl extraktumhoz 1000 pl danzil-klorid
(Sigma) oldatot (5 mg/cm3 acetonban oldva) és 500 ul telitett Na-
karbondt oldatot adtunk. A reakcidelegyet egy ¢éjszakdn at
szobahdmérsékleten sotét helyen taroltuk. A reagens-felesleg
eltavolitdsdra 200 pl prolin oldatot (100 mg/cm®) adtunk az
elegyhez, majd 30 percre ismét sotét helyre tettik. A danzil-
aminok extrakciéja 2 x 1 cm’ benzollal tortént. A standard
oldatok danzilezését hasonloképpen végeztiik.

Kromatografia: a kromatografias elvédlasztashoz Personal OPLC BS
50 (OPLC-NIT Kft, Budapest) késziiléket, 20x20 cm-es HPTLC
szilikagél 60 F,;, réteglapokat (Merck, Darmstadt) alkalmaztunk.
A mintdkbol és a standard oldatokbol 5 - 5 pl-t vittiink fel a
rétegre Chrompress-s OE506/1 tipusu kézi mintafelvivdvel.

Denzitometria: A lapok értékelését Desaga SD60 (Desaga,
Heidelberg, Németorszag) tipusu denzitométerrel, 313 nm
hullamhosszon végeztiik.

Eredmények

Az eluensrendszer optimalizdldsa a Prizma modell szerint tortént [13].
Elsé 1épésben a megfeleld olddszereket valasztottuk ki, majd ezutdn az
elvalasztas szempontjabol megfeleld aranyu keverékiiket kerestiik meg.

Az eluensek kivdlasztdsa a Snyder szerinti csoportositds alapjan
[14] végeztiik. A 8 kiilonb6zd szelektivitdsi - egymdstdl proton-
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donor, proton-akceptor és dipol kolcsonhatasban kiilonbozd -
csoportbdl egy-egy olddszert probaltunk ki:

dibutil-éter (I.csop.)

I-butanol (Il.csop.)

ecetsav (IV.csop.)

diklér-metan (V.csop.)

etil-acetat (VI.csop.)

toluol (VIl.csop.)

nitrometdn (VIII.csop.)

kloroform (VIII.csop.)

Az Rf értékek alapjan a legjobbnak a hexdn - butanol elegyet
talaltuk. Ebben a rendszerben azonban a mintdkban jelenlevé NH; a
kadaverinnel azonos Rf értéket mutatott, a tiramin pedig nagyon
tavol helyezkedett el a tobbi biogén amint6l. Az elvdlasztés
javitdsara az eluenshez kis mennyiségben trietilamint adtunk. Az Rf
értékek valtozdsat a hozzdadott trietilamin mennyiségének
figgvényében az 2. 4dbra mutatja. A trietilamin mennyiségének
novelésével az Rf értékek csokkentek, ¢és a komponensek
elhelyezkedése egyenletesebb lett. Ez alapjdn a biogén aminok
elvdlasztasahoz a kovetkezd eluensrendszert valasztottuk: hexan-
butanol = 9:1 + 7,5 % trietilamin. A retencids értékek javitdsdhoz az
eluens tulfuttatasara volt sziikség.

A Personal OPLC késziilékben lehetdség van gradiens elucidra
i1s, igy a leglassabban eludlddé amin retencids faktor értéke a kis
mennyiségben hozzdadott erdsebb eluenssel nodvelhetd (hexan-
butanol = 8:2).

Ezek alapjan a kovetkezd kisérleti koriilményeket alkalmaztuk a

biogén aminok meghatdrozdsdhoz:

Ext. Press: 50 bar ( Kiilsé nyomas )

E FLR: 500 pl/min (Eluens térfogatidramlasi sebessége)

Vol R: 200 pl (Gyors eluensadagolas térfogata)

A Vol: 11500 pul (A eluens mennyisége, hexdn-butanol-trietilamin=90:10:9,1)

B Vol: 800 ul ( B eluens mennyisége, hexdn-butanol = 8:2)

A* Vol: 800 ul (Visszadllasi térfogat)

Kifejlesztési 1d6: 26,26 min

Maximalis eluensnyomads a kifejlesztés végén: 4 bar
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2. abra: Hexan-butanol (9:1) rendszerhez adott trietil-amin
mennyiségének hatdsa a biogén aminok Rf értékére

Az elvélasztds sematikus rajza a 3. abran lathato.
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3. abra: Danzilezett biogén aminok elvédlasztdsdnak rajza
1: agmatin, 2: spermin, 3: spermidin, 4: trappista sajt, 5: standard keverék,
6: karfiol, 7: putreszcin, 8: kadaverin, 9: hisztamin, 10: tiramin
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A danzil-amin standardok Rf értékeit, a kimutatdsi hatart és a
korreldacids koefficiens értékeit az 1. tdblazat mutatja.

1. tablazat: Danzil-amin standardok Ry értékei, kimutatdsi hatar,
szoras €s korrelacidos koefficiens értékei

Aminok | eeierer | hatdr | (50 e felvice | <CTTelcie
viszonyitva) (ng) mennyiségnél)
Agmatin 0,06 5 2 % 0,9932
Spermin 0,15 2,5 1 % 0,9999
Spermidin 0,22 2,5 1 % 0,9973
Putreszcin 0,30 5 1 % 0,9957
Kadaverin 0,35 2,5 5 % 0,9967
Hisztamin 0,39 15 2 % 0,9885
Tiramin 0,70 15 7 % 0,9881

A kimutatasi hatar 2,5 és 15 ng kozé esett. A két nem alifds biogén
amin (hisztamin, tiramin) esetén kaptunk nagyobb értéket. A parhuzamos
mintafelvitel kozotti szorasértékek 1 - 7 % kozott valtoztak. Kétféle
¢lelmiszerminta biogén amin tartalmat vizsgaltuk. A ndvényi eredetd
termékek koziil egy karfiol mintdt €s egy allati eredetd, fermentacidval

késziilt sajt mintat elemeztiink (2.
putreszcint és tiramint tartalmazott nagyobb mennyiségben,

trappista sajt tiramint.

tablazat).

A karfiol spermidint,

mig a

2. tablazat: Elelmiszermintdk biogén amin tartalma (pg/g)

Aminok Trappista sajt Karfiol
Agmatin - 5,3
Spermin - 9,3
Spermidin 6,1 28,5
Putreszcin 0,5 15,8
Kadaverin - -
Hisztamin - -
Tiramin 11,2 10,7
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Az eredményeink alapjan megdallapithat6, hogy a Personal
OPLC-re altalunk kidolgozott mddszer gyors és hatékony
lehetdséget ad kiilonbozd élelmiszerekben el6fordulé biogén aminok
kimutatdsdra és mennyiségi meghatdrozdisara.
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Biogén aminok meghatarozasa tdlnyomasos
rétegkromatografias modszerrel

Kovdcs A., Simonné Sarkadi L. és Mincsovics E.

Elelmiszerekben eléfordulé biogén aminok meghatdrozdsdra
tilnyomésos rétegkromatografids moédszert dolgoztak ki. A Personal
OPLC-re kidolgozott moédszert trappista sajtban és karfiolban
el6fordulé biogén aminok gyors és hatékony kimutatdsdra és
mennyiségi meghatdrozdsdra alkalmazték.

Determination of Biogenic Amines by Overpressured
Layer Chromatographic Method

Kovdcs, A., Simon-Sarkadi, L. and Mincsovics, E.

Overpressured Layer Chromatographic Method was developed for
determination of biogenic amines in foods. The method developed
for the Personal OPLC equipment could be used for rapid and
efficient qualitativ and quantitativ determination of biogenie amines
in cheese of type Trappista and in couliflower.

Bestimmung von biogenen Aminen mit der Uberdruck-
Diinnschichtchromatographie

Kovdcs, A., Simon-Sarkadi, L. und Mincsovics, E.

Eine diinschichtchromatographische Methode mit Uberdruck wurde
fiir die Bestimmung der in Lebensmitteln vorkommenden biogenen
Amine erarbeitet. Die fiir Personal OPLC erarbeitete Methode wurde
fir den schnellen und effektiven Nachweis sowie fiir die
quantitative Bestimmung von biogenen Aminen in Trappista Kése
und Blumenkohl angewandt.

Elelmiszervizsgalati Kozlemények, 43, 1997/2 111





