CHO9.1.

STANOVENIE BIOGENNYCH AMINOV METODOU HPLC / FLD

1 PRINCIP METODY

Biogénne aminy sa extrahuji zo vzoriek zriedenou kyselinou chloristou a analyzuju sa na
chromatografickej kolone s postkolonovou derivatizaciou s OPT (o-phthaldialdehyd).
V zésaditom prostredi vznika fluoreskujuci komplex, ktory je detegovany fluorescenénym
detektorom.

2  POUZITEENOST METODY

Metdda je vhodna pre analyzu histaminu vo vzorkach zivociSnych tkaniv, rybacich Salatov,
vyrobkov zryb, piva, vina, putresinu, kadaverinu, tyraminu, sperminu, spermidinu a
tryptaminu v ZivociSnych tkanivach a pre analyzu tyraminu v syroch.

3 CHEMIKALIE A ROZTOKY
3.1 Cisté chemikalie

3.1.1 acetonitril

3.1.2 metanol

3.1.3 octan sodny trihydrat

3.1.4 kyselina octova

3.1.5 kyselina chlorista

3.1.6 o-phthaldialdehyd

3.1.7 kyselina borita

3.1.8 KOH

3.19 BRIN35

3.1.10 histamin chlorid - HIS

3.1.11 tyramin hydrochlorid - TYR

3.1.12 putrescin (1,4-diaminobutane dihydrochloride) - PUT
3.1.13 kadaverin (1,5-diaminopentane dihydrochlorid) - CAD
3.1.14 spermin - SPM

3.1.15 spermidin trihydrochlorid - SPD

3.1.16 tryptamin - TRY

3.1.17 deionizovana voda

3.2 Roztoky a reagencie

3.2.1 0,6 M kyselina chlorista (52 ml kyseliny chloristej (3.1.5) preniest’ do 1 1 odmernej
banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.19)).

3.2.2 boratovy pufer (61,8 g kys.boritej (3.1.7) + 40 g KOH (3.1.8) navazit, preniest do 1 |
odmernej banky a doplnit’ po rysku deionizovanou vodou (3.1.19)).




3.2.3 derivatiza¢né ¢inidlo (1,5 g BRIJ 35 (3.1.11) rozpustit’ v 5 ml metanolu (3.1.2). Potom
pridat’ 500 mg o-phthaldialdehydu (3.1.6) a nechat’ rozpustit. Takto ziskany roztok pridat’
k 500 ml boratového pufru (3.2.2))

3.2.4 eluent 1 : 13,32g trihydratu otanu sodného (3.1.3) sa rozpusti v 800ml deionizovanej
vody (3.1.19) a upravi sa pH kyselinou octovou (3.1.4), doplni deionizovanou vodou (3.1.19)
do 1000ml.

3.25 eluent 2 : 21,28¢g trihydratu otanu sodného (3.1.3) sa rozpusti v 600ml deionizovanej
vody (3.1.1.19) a upravi sa pH kyselinou octovou (3.1.4). Prida sa 230 ml acetonitrilu grade
(3.1.1), doplni deionizovanou vodou (3.1.19) do 1000ml.

3.3 Standardné roztoky
3.3.1 Zasobné roztoky Standardov

3.3.1.1 Zasobny Standardny roztok histaminu ZR1 (100 mg/l histaminu v 0,6 M HCIO4)
Navazit’ 8,285 mg histaminchloridu (3.1.12) do 50 ml odmernej banky a rozpustit’ v 50 ml 0,6
M HCIO, (3.2.1).

3.3.1.2 Zasobny standardny roztok tyraminu ZR2 (100 mg/1 tyraminu v 0,6 M HCIO, )
Navazit’ 6,33 mg tyraminchloridu (3.1.13) do 50 ml odmernej banky a rozpustit’ v 50 ml 0,6M
HCIO,(3.2.1).

3.3.1.3 Zasobny Standardny roztok putrescinu ZR3 (100 mg/1 putrescinu v 0,6 M HCIO, )
Navazit’ 9,132 mg 1,4-diaminobutane dihydrochloride (putescin) (3.1.14) do 50 ml odmernej
banky a rozpustit’ v 50 ml 0,6 M HCIO,4 (3.2.1).

3.3.1.4 Zasobny $tandardny roztok kadaverinu ZR4 (100 mg/l kadaverinu v 0,6 M HCIO, )
Navazit'® 8,567 mg 1,5-diaminopentane dihydrochlorid (kadaverinu) (3.1.15) do 50 ml
odmernej banky a rozpustit' v 50 ml 0,6 M HCIO, (3.2.1).

3.3.1.5 Zasobny Standardny roztok sperminu ZR5 (100 mg/l sperminu v 0,6 M HCIO4 )
Navazit' 50 mg sperminu (3.1.16) do 50 ml odmernej banky a rozpustit’ v 50 ml 0,6 M HCIO,4
(3.2.1).

3.3.1.6 Zasobny $tandardny roztok spermidinu ZR6 (100 mg/1 spermidinu v 0,6 M HCIO, )
Navazit’ 8,765 mg spermidinu (3.1.17) do 50 ml odmernej banky a rozpustit' v 50 ml 0,6 M
HCIO,4(3.2.1).

3.3.1.7 Zasobny standardny roztok tryptaminu ZR7 (100 mg/l tryptaminu v 0,6 M HCIO, )
Navazit' 5 mg tryptaminu (3.1.18) do 50 ml odmernej banky a rozpustit’ v 50 ml 0,6 M HCIO,4
(3.2.1).

3.3.2 Kalibra¢né roztoky Standardov

Do 50 ml odmernych baniek napipetovat’ objemy zasobného roztoku histaminu podl'a tabulky
1 a objemy zasobnych roztokov biogénnych aminov podl'a tabulky 2 a doplnit’ po rysku 0,6
M kyselinou chloristou (3.2.1).



Tabulka 1 Priprava kalibra¢nych roztokov histaminu

Koncentracia HIS Oznacenie Pridavok zo zasobného
(mg/l) roztoku roztoku ZR1 (ml)
0,5 H1 0,25
1 H2 0,5
15 H3 0,75
2 H4 1,0
5 H5 2,5

Tabul'ka 2 Priprava kalibracnych roztokov biogénnych aminov

Koncentracia Koncentricia Pridavok zo Pridavok zo
TYR,PUT,CAD, HIS, SPD. TRY Oznacenie | zasobného roztoku zasobného
SPM, SPD, TRY ' roztoku ZR1, ZR2, ZR3, roztoku ZR6,
(mg/) (mg/l) ZR4, ZR5 (ml) | ZR7(ml)
0,5 1 Al 0,25 0,5
1 2 A2 0,5 1,0
15 3 A3 0,75 15
2 4 A4 1,0 2,0
5 10 A5 2,5 5,0

4 PRISTROJE A POMOCKY

4.1 kvapalinovy chromatograf Agilent s fluorescenénym detektorom
4.2 chromatograficka kolona C -18, 125mm

4.3 chromatografické kolona C-18, 250mm

4.4 peristaltickeé Cerpadlo pre OPT roztok

4.5 spojky, reakéna sl'ucka, T-kus, tygénové hadicky
4.6 ultrazvukovy kupel

4.7 laboratorne sklo

4.8 homogenizator

4.9 50 pl striekacka

4.10 filtracny papier

4.11 pH meter

5 PRACOVNY POSTUP
5.1 Priprava vzorky pre kontrolu kvality merania
5.1.1 Priprava negativnej vzorky a fortifikovanych vzoriek

Na pripravu vzoriek sa pouzivaju negativne matrice. Vzorky sa fortifikujd na urovni
ustanoveného MRL (200mg/kg).

Navazit' 2 g zhomogenizovanej vzorky do Erlenmayerovej banky, pridat’ roztoky Standardov
podla tabul’ky 3 pre histamin alebo tabul’ky 4 pre stanovenie biogénnych aminov. Zmixovat’
na Vortexe. Nechat’ postat’ 15 minut. Pokracovat’ podl'a bodu 5.2.1



Tabulka 3 Priprava fortifikovanych vzoriek pre stanovenie histaminu

Koncentracia HIS Pridavok roztoku
vo vzorke ( mg/kg) ZR1(ml)
0 0
200 0,4

Tabul'ka 4 Priprava fortifikovanych vzoriek pre stanovenie biogénnych aminov

Koncentracia TYR, PUT, CAD, Pridavok roztoku
HIS, SPM, SPD, TRY ZR1, ZR2, ZR3, ZR4, ZR5,
vo vzorke ( mg/kg) ZR6, ZR7 (ml)
0 0
200 0,4

5.2 Priprava vzorky

5.2.1 Priprava vzorky pre stanovenie biogénnych aminov v rybach, svale a syre

10 g zhomogenizovanej vzorky do Erlenmayerovej banky, zaliat' priblizne 70 ml 0,6M
kyseliny chloristej (3.2.1) a sonikovat’ 15 min. v ultrazvukovom kupeli. Vzorku kvantitativne
preniest’ do 100 ml odmernej banky a doplnit’ po rysku 0,6 M kyselinou chloristou (3.2.1).
Extrakt prefiltrovat cez filtracny papier, preniest’ do vialky a aplikovat’ na kolonu.

5.2.2 Priprava vzorky pre stanovenie histaminu pivach a vinach

Vzorky piva a vina sa odplynia na ultrazvukovej lazni a aplikuji sa priamo bez tGpravy na
chromatograficku kolonu. Ak je potrebné riedia sa s 0,6M kys. chloristou (3.2.1).

Poznamka: V pripade, Ze sa vzorka koncentratne vymyka zrozsahu meranej kalibracnej
krivky je pri opakovanom merani upravend tak, aby koncentracne spadala do kalibraéného
rozsahu.

5.3 Chromatograficka analyza

LC-podmienky pre histamin

Chromatograficka koléna C-18, 125 mm

Mobilna faza: eluent 1 (3.2.2.4) : eluent 2 (3.2.2.5)

Prietok mobilnej fazy: 1 ml/min.

Prietok OPT ¢inidla (: 0,5 ml/min.

Detekcia fluorescenéna: excita¢na vinova dizka 330 nm
emisna vlnova dizka 464 nm

Gradientova eltcia

LC-podmienky pre biogénne aminy

Chromatograficka kolona C -18e, 250

Mobilna faza: eluent 1 (3.2.2.4) : eluent 2 (3.2.2.5)
Prietok mobilnej fazy: 1 ml/min.

Prietok OPT ¢inidla 0,5 ml/min.



Detekcia fluorescen¢na: excitaéna vinova dlzka 330 nm
emisna vlnova dlzka 464 nm
Gradientova elacia

6 VYHODNOTENIE VYSLEDKOV MERANIA

Koncentracia zlozky je umerna hodnotam plochy pikov. Ich vyhodnotenie je vykonané

porovnanim tychto ploch s plochami pikov nameranych Vv kalibra¢nych roztokoch.
Cy=Cs.R  (mg/kg)

Cy - koncentracia aminu v mg/kg

Cs - koncentracia aminu urc¢ena z Kal. krivky (mg/l)

R - stupen riedenia
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8 ZOZNAM SKRATIEK

HPLC - kvapalinovy chromatograf/ kvapalinova chromatografia/
OPT - orto — phthaldialdehyd



