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ABSTRAKT

Vo vzorkach sumca vel'kého sme analyzovali tri biogénne aminy. Analyzované boli vzorky Cerstvého maésa,
masa skladovaného pri —18 °C pocas 1 mesiaca, 3 mesiacov a po vareni na 50 °C 30 minut, po sterilizacii
na 120 °C v sterilizatore a po pecCeni vo vreckdch na pecenie pri teplote 180 °C 15 minat. Obsah
2-fenyletylaminu nebol zisteny v Cerstvej ani mrazenej vzorke. Najvyssi obsah mala vzorka po vareni.
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a to az 119,18 mg-kg'. Obsah sperminu mala najnizsi Cerstvd vzorka (9,46 mg-kg™') a 172,45 mg-kg™
dosahovala vzorka ktora bola varena pri 50 °C.
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ABSTRACT

We analysed three biogenic amines in catfish samples. Samples of fresh meat, meat stored at —18 °C
for 1 month, 3 months and after cooking at 50 °C for 30 minutes, after sterilization at 120 °C in a sterilizer
and after baking in baking bags at 180 °C for 15 minutes were analysed. The content of 2-phenylethylamine
was not detected in either the fresh or frozen sample. The highest content was in the sample after cooking.
Of all the processed samples, the lowest content was achieved by the sterilized sample. Spermidine was
detected in each sample, with the lowest content in the fresh sample with a value of 17.14 mg-kg™
and the highest in baking, up to 119.18 mg-kg™'. The lowest spermine content was achieved in the fresh sample
(9.46 mg-kg™") and 172.45 mg-kg' was achieved in the sample that was boiled at 50 °C.

Keywords: catfish, biogenic amines, freezing, processing

UvoD

Biogénne aminy (BA) sa Casto produkuji pocas skladovania a kazenia ryb a produktov z nich. Biogénne
aminy su typ alifatickych alebo heterocyklickych nizko molekularnych zlicenin obsahujtcich dusik, ktoré
sa prevazne produkuju dekarboxylaciou vol'nych aminokyselin prostrednictvom dekarboxylazy vyluovane;j
mikroorganizmami (Ma et al., 2021).

Nadmerny prijem BA moZze poskodit’ 'udsky organizmus. Vzhl'adom na rozdiely v toxicite jednotlivych typov
BA, typu potravinového substratu, individualnych rozdieloch v néchylnosti spdsobenych efektivnostou
detoxikacnych systémov a interakcii medzi BA (napriklad synergicky efekt medzi tyraminom a histaminom)
je tazké urcit’ jednotny maximalny limit pre prijem BA. V sucasnosti jedina legislativa regulujica BA
v potravinach cieli na histamin v rybach a jeho derivatoch (del Rio et al., 2023).
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2-fenyletylamin pomaha pri reguldcii krvného tlaku a eliminécii noradrenalinu v nervovom systéme.
Pri vysokom obsahu v tele moze spésobovat’ migrény (del Rio et al., 2020). Spermin a spermidin napomahaji
pri syntéze DNA a RNA. Vysoky obsah sperminu v tele mdéze zapri€init’ zniZzenie krvného tlaku a tak isto
zapri€init’ nizsiu zrdzanlivost’ krvi. Vysoky obsah spermidinu moze zapri¢init’ tvorbu nitrozaminov ktoré
mozu posobit’ karcinogénne (Royo et al., 2019).

MATERIAL A METODIKA

Material
Vzorky sumca velkého na analyzu boli zakupené v Cerstvom chladenom stave bez koze v obchodne;j sieti
Metro, v baleni s hmotnostou 3 kg. Filety boli pdvodom z Ceskej republiky.

Vsetky chemikalie pouZité pocas analyz boli analytickej kvality a pochadzali zo Slovenska, Nemecka Svédska
a Francuzka, zakupené boli od firmy Lambda Life, a.s. (Bratislava, Slovensko). Pouzila sa ultracistd voda,
HCI, (¢ = 0,1 mol-1"), Standardovy roztok, danzylchlorid, aceton, Na,CO3, amoniak (¢ = 10 mmol-1),
dietyléter a acetonitril.

Priprava vzoriek

Cerstva vzorka uréend na analyzu bola hned’ v den dodania lyofilizovana. Ostatné vzorky boli spracované
jednotlivymi sposobmi tepelnej Gipravy resp. pripravené na zamrazenie a skladovanie. Mrazené filety boli
vo vakuovanych vreckach uskladnené pri teplote —18 °C po dobu jedného az troch mesiacov a nasledne boli
lyofilizované. Filety s Gipravou varenim boli nakrajané do centrifuga¢nych skiimaviek, uzavreté a vo vodnom
kupeli varené pri teplote 50 °C po dobu 30 minut. Filety sterilizované pri teplote 120 °C boli v sterilizacnom
zariadeni spracované (autoklavované) pri vysSom tlaku 60 minut. Vzorky boli umiestnené do centrifugacnych
skimaviek, uzatvorené a vlozené do sterilizatora, nasledne bol spusteny cely proces sterilizacie. Vzorky ktoré
boli upravené pecenim boli po dobu 15 min tepelne oSetrené pri teplote 180 °C v uzavretych vreckach
na pe€enie. Nasledne boli vSetky tepelne upravené vzorky lyofilizované.

Stanovenie biogénnych aminov

Zasobny roztok zmesi jednotlivych Standardov biogénnych aminov bol pripraveny rozpustenim 40 mg
jednotlivych Standardov v 100 ml ultracistej vody, pricom vyslednd koncentracia bola 400 pg-ml™ pre kazdy
Standard. ZmieSany roztok Standardov sa zriedil 10x a vysledny roztok sa pouzil pre kalibra¢né ticely. Kyselina
chlorovodikova (c = 0,1 mol-1™") sa pouzila na extrakciu aminov z lyofilizatov vzoriek. Derivatiza¢né ¢inidlo
sa pripravilo rozpustenim 50 mg danzylchloridu (DCI) v 10 ml acetonu. Ostatné roztoky pre analyzu boli
nasyteny roztok NaxCOs s pH prispdsobenym na 11,2 s pouzitim hydroxidu sodné¢ho a roztok amoniaku
s koncentraciou 10 mmol-1!, ktory sa pouzil na ukoncenie derivatizacného procesu.

Vzorky lyofilizatov sumca velkého sa extrahovali a derivatizovali podl'a metodiky popisanej v publikacii
Jakabova et al. (2023). Lyofilizat sa navazil do polypropylénovych centrifugacnych skiimaviek v mnozstve
2,0+ 0,01 g. Vzorky sa extrahovali 25 ml roztokom kyseliny chlorovodikovej (¢ = 0,1 mol-1™").

Vzorky sa zhomogenizovali v dezintegratore a odstredili pri 6 000 otackach za minatu po dobu 10 minut
pri 4°C.

Extrakt sa filtroval cez striekackovy filter PVDF (0,22 um, 25 mm). Do centrifugacnej skumavky sa pridal
I ml extraktu a zneutralizoval sa pridanim 0,5 ml nasyteného roztoku Na,COs3, po pretrepani sa ku vzorke
pridal 1 ml roztoku danzylchloridu, nasledne sa vzorky inkubovali v tme pri 40 °C po dobu 60 min.

Po inkubécii sa derivatizacia ukoncila pridanim 250 pl roztoku amoniaku (¢ = 10 mmol-1""). Zmes
sa pretrepavala 1 min. a potom sa nechala v pokoji 30 min. Ku zmesi sa pridali 2 ml dietyléteru
a na extrahovanie derivatizovanych biogénnych aminov. Z vrchnej organickej fazy sa odobralo 1 800 pl
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priamo do HPLC vialky. Dietyléter sa odparil pod pradom dusika a vzorky sa rekonstruovali pridanim 0,5 ml
acetonitrilu. Nasledne sa priamo merali na HPLC.

HPLC separacia: meranie sa realizovalo na pristroji HPLC-DAD Agilent 1260 Infinity II (Agilent
Technologies, Nemecko). Separacia prebehla pri gradientovej elicii s mobilnymi fazami HO a ACN
na separacnej kolone Zorbax Eclipse XDB C18 column 150 mm x 3,0 mm x 3,5 um s predkolénou Agilent
EC-C18 pre-column 30 mm X% 4,6 mm X 2,7 um pri prietoku 0,6 ml-min™'. Zmes Standardov ako aj vzorky
boli davkované v objeme 3 pl.

Kazda vzorka bola merana 3 krat. Kvantifikacia vychadzala z iidajov zberanych pri vlnovej dizke 254 nm.
Koncentracia aminov bola prepocitand na jednotku mg-kg™' suSiny vzorky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabulke 1 uvadzame obsah 2-fenyletylaminu v jednotlivych vzorkach sumca vel'kého. V Cerstvej vzorke
sa nenachadzal 2-fenyletylamin. V mrazenych vzorkdch sa taktiez nenachadzal detegovateny obsah
2-fenyletylaminu. V tepelne upravenej vzorke pri teplote 50 °C pocas 30 min nastal narast na 10,43 mg-kg™
susiny, pri teplote 120 °C poc€as 60 minut v sterilizacnom zariadeni na 9,38 mg-kg™ suSiny a pri peceni
pri teplote 180 °C pocas 15 min na 10,11 mg-kg™ suSiny oproti pévodnému nulovému obsahu. Nérast
pri peceni je vysvetleny tym, ze pocas tepelného spracovania mohlo ddjst’ k dekarboxylacii fenylalaninu,
¢o vedie k odstraneniu karboxylového kyslika z fenylalaninu a tvorbe 2-PEA. Dalej to mohlo byt ovplyvnené
vznikom Maillardovych reakcii, pri ktorych vznikaju aromatické zluceniny, medzi ktoré patri aj 2-PEA.
Okrem Maillardovej reakcie mohli byt’ pocas tepelného spracovania pritomné aj d’alSie chemické reakcie.
Tieto reakcie mohli zahfiiat’ r6zne rozklady alebo transformacie zloziek mésa, ktoré¢ vedu k tvorbe 2-PEA
ako vedlajSieho produktu.

Vysoky obsah 2-fenyletylaminu moze spdsobit’ hypertenziu a migrénu u konkrétnych pacientov, ktori
podstupuju liecbu inhibitorom monoamin oxidazy (Visciano et al., 2020). U 2-fenyletylaminu je odportcany
horny referen¢ny limit 30 mg na kg hmotnosti jedinca. Autori zistili, Ze tymian a oregano mdzu inhibovat’
tvorbu 2-fenyletylaminu a prediZit’ tak trvanlivost’ filiet kapra (Cyprinus carpio) (Krizek et al., 2018). Dalsi
autori zistili, Ze ¢ajové polyfenoly vyznamne inhibuju tvorbu biogénnych aminov pri naméc¢ani zamrznutych
filiet kapra. Obsah BA vo vzorkach oSetrenych ¢ajovymi polyfenolmi bol o 3046 % nizsi ako v kontrolnych
vzorkach (Dai et al., 2021)

Tabul’ka 1: Obsah 2-fenyletylaminu vo vzorkdch sumca vel'kého po tepelnych tUpravach a v procese
skladovania mrazenim

Vzorka mg-kg” SH Smerodajna odchylka
Sumec vel’ky Cerstvy 0 0

Sumec vel’ky pri 50 °C 30 minut 10,43 0,76

Sumec vel’ky pri 120 °C 60 mintt 10,11 0,12

Sumec vel’ky 180 °C 15 minit 9,38 0,12

Sumec vel’ky —18 °C 1 mesiac 0 0

Sumec vel’ky —18 °C 3 mesiace 0 0

V ramci Statistického hodnotenia sme sa zaoberali porovnavanim roéznych variant a identifikaciou Statisticky
vyznamnych rozdielov v obsahu 2-fenyletylaminu u jednotlivych experimentalnych variant. Pouzili sme
p-hodnoty na urcenie urovne Statistickej vyznamnosti pre dané rozdiely. V kontexte vykonanej Statisticke;j
analyzy sme nezaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely medzi vzorkou skladovanou v mraznicke pocas
jedného mesiaca a vzorkou skladovanou v mraznicke pocas troch mesiacov pri teplote —18 °C. Toto
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konStatovanie je zaloZzené na vyhodnoteni p-hodnoét, ktoré nezodpovedaju stanovenym urovniam Statistickej
vyznamnosti (p > 0,05). Konkrétne hodnoty st uvedené v tabul’ke 2.

Tabulka 2: Statistické vyhodnotenie obsahu 2-fenyletylaminu vo vzorkach sumca vel’kého

Vzorka SV éerstyy SVIM SV3M SVS50°C SV180°C SV 120°C
Sumec vel’ky Cerstvy - - ok ok ok
Sumec vel’ky 1 mesiac 1 - ook Rk *rx
Sumec vel’ky 3 mesiace 1 1 ok ok ok
Sumec vel’ky 50 °C 30 minut 9,65E-13 9,65E-13 9,65E-13 - *
Sumec vel’ky 180 °C 15 minut 1,23E-12 1,23E-12 1,23E-12 0,825E-12 -
Sumec vel’ky 120 °C 60 minut 2,08E-12 2,08E-12  2,08E-12 0,0175 0,1304

Legenda: Ciselné hodnoty vyjadrujii vypocitané p-hodnoty; Statisticky vyznamné rozdiely: *p < 0,05;
**p <0,01; ¥**p <0,001

V tabul’ke 3 uvddzame obsah spermidinu v jednotlivych vzorkéch sumca vel'kého. P6vodny obsah spermidinu
v Cerstvej vzorke bolo 17,14 mg-kg™" suSiny. Pri mrazeni poc¢as —18 °C jedného mesiaca nastal 261 % narast
oproti povodnému obsahu spermidinu. Pri mrazeni pri teplote —18 °C pocas troch mesiacov nastal 436 %
narast oproti pdvodnému obsahu spermidinu. V tepelne upravenej vzorke pri teplote 50 °C 30 min nastal
narast o 493 %, pri teplote 120 °C pocas 60 min v autokldve o 595 % a pri pe€eni pri 180 °C pocas 15 min
0 589 %.

Autori zistili, ze opracovanie pri vysokom hydrostatickym tlaku znizili obsah spermidinu v susenom haringu.
Hoci ultravysokotlakova technologia dokaze do urcitej miery kontrolovat’' BA vo vodnych produktoch, ¢asto
vyzaduje velkorozmerné zariadenia, ktoré st drahé a ovplyviiuji farbu, chut’ a chut’ vodnych produktov
(Doeun et al., 2016).

Tabul’ka 3: Obsah spermidinu vo vzorkach sumca velkého po tepelnych Gpravach a v procese skladovania

mrazenim
Vzorka mg-kg' SH Smerodajna odchylka
Sumec vel’ky Cerstvy 17,14 0,30
Sumec vel’ky pri 50 °C 30 minut 101,61 1,66
Sumec vel’ky pri 120 °C 60 minut 118,17 0,4
Sumec vel’ky 180 °C 15 minut 119,18 0,29
Sumec vel’ky —18 °C 1 mesiac 61,83 0,19
Sumec vel’ky —18 °C 3 mesiace 91,85 0,15

Z Tabul’ky 4 vyplyva, ze medzi varenim rybich filiet na 50 °C 30 min a pecenim na 180 °C neexistuje
Statisticky vyznamny rozdiel. Urovei *** (p < 0,001) medzi ostatnymi variantmi signalizuje extrémnu trovei
vyznamnosti, pri ktorych bol zisteny rozdiel na mimoriadne nizkej hladine 0,001.

V tabul’ke 5 uvddzame obsah sperminu vo vSetkych vzorkach. Povodny obsah sperminu v Cerstvej vzorke bol
9,46 g na 100 g suSiny. Pri mrazeni pri teplote —18 °C pocas 1 mesiaca nastal 316 % nérast oproti povodnému
obsahu sperminu. Pri mrazeni pocas —18 °C 3 mesiace nastal 739 % narast oproti pdvodnému obsahu
sperminu. V tepelne upravenej vzorke pri teplote 50 °C 30 min nastal rapidny narast o 1 723 %, pri teplote
120 °C pocas 60 minut v autoklave o 623 % a pri peceni pri teplote 180 °C 15 mintt nastal tieZ rapidny narast
o 1 588 %. Pocas mrazenia a tepelnej Gprave misa ryby mohlo ddjst’ k uvolfiovaniu ornitinu a argininu
z tkaniv mésa a ich naslednej dekarboxylécii na spermidin a spermin. Reakciami Maillardovych zlacenin
medzi aminokyselinami a cukrami mohlo viest’ k tvorbe roznych zlicenin, vratane spermidinu a sperminu.
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Zmeny pH taktiez mohli ovplyvnit' aktivitu enzymov a bakterialnu Cinnost, ¢o mohlo viest k tvorbe
spermidinu a sperminu.

Sanchez-Parra et al. (2022) zistili, Ze, spermidin klesal, ked’ sa Cerstvy Zltoplutvy tuniak a jeho suchy suseny
produkt ,,mojama*, skladovali pri -9 °C a—18 °C.

Z Tabul’ky 6 vyplyva, Ze troveil *** (p <0,001) medzi vSetkymi variantami tepelnej upravy existuje extrémna
uroven vyznamnosti, pri ktorych bol zisteny rozdiel na mimoriadne nizkej hladine 0,001.

Tabul’ka 4: Statistické vyhodnotenie obsahu spermidinu vo vzorkach sumca velkého

Vzorka SV erstvyy SVIM SV3M SV50°C SV180°C SV 120°C
Sumec vel’ky erstvy ook ok ok
Sumec vel’ky 1 mesiac 3,03E-14 Aok ok ok
Sumec vel’ky 3 mesiace 2,81E-14  6,82E-13 Aok * *
Sumec vel’ky 50 °C 30 minut 2,81E-14  2,81E-14 1,45E-12 ek *
Sumec vel’ky 180 °C 15 minut 2,81E-14  2,81E-14 1,88E-12 0,7314 Hkx

Sumec vel’ky 120 °C 60 minut 2,81E-14  4,74E-14 1,54E-07 1,39E-10 3,41E-10
Legenda: Ciselné hodnoty vyjadrujii vypocitané p-hodnoty; Statisticky vyznamné rozdiely: *p < 0,05;
**p <0,01; ***p <0,001

Tabul’ka 5: Obsah sperminu vo vzorkdch sumca vel'kého po tepelnych upravach a v procese skladovania
mrazenim

Vzorka mg-kg' SH Smerodajna odchylka
Sumec vel’ky Cerstvy 9,46 0,12
Sumec vel’ky pri 50 °C 30 minut 172,45 0,87
Sumec vel’ky pri 120 °C 60 minut 159,68 1,06
Sumec vel’ky 180 °C 15 minft 68,37 1,09
Sumec vel’ky —18 °C 1 mesiac 39,34 0,41
Sumec vel’ky —18 °C 3 mesiace 79,4 0,41

Tabul’ka 6: Statistické vyhodnotenie obsahu sperminu vo vzorkach sumca vel'kého

Vzorka SV erstvyy SVIM SV3M SV50°C SV180°C SV 120°C
Sumec vel’ky Cerstvy - - ok ok ok
Sumec vel’ky 1 mesiac 9,94E-13 - Aok ok ok
Sumec vel’ky 3 mesiace 2,81E-14  6,10E-14 ok * *
Sumec vel’ky 50 °C 30 mintt 2,81E-14  1,25E-12 6,08E-08 ook *
Sumec vel’ky 180 °C 15 minut 2,81E-14  2,81E-14 2,81E-14 281E-14 Hkx

Sumec vel’ky 120 °C 60 minut 2,81E-14 2,81E-14 2,81E-14 281E-14 1,19E-08
Legenda: Ciselné hodnoty vyjadrujii vypocitané p-hodnoty; Statisticky vyznamné rozdiely: *p < 0,05;
**p <0,01; ***p < 0,001

ZAVER

V nasej praci sme sa venovali sledovaniu zmien obsahov troch biogénnych aminov v mase sumca vel'kého
v zavislosti od sposobu skladovania a fyzikdlno-chemického opracovania. Analyzované boli konkrétne
2-fenyletylamin, spermidin a spermin vo vzorkach Cerstvého mésa, v mése skladovanom pri —18 °C pocas
jedného a troch mesiacov a po roznych spdsoboch tepelnej Upravy (varenie, sterilizacia a pecenie).
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Vysledky ukézali, ze 2-fenyletylamin nebol detegovany v cerstvych ani mrazenych vzorkach, zatial
¢o po tepelnom opracovani doslo k jeho tvorbe. Najvyssie hodnoty boli zaznamenané po vareni a peceni.

Spermidin bol pritomny vo vSetkych analyzovanych vzorkach, pricom jeho obsah vyznamne narastal vplyvom
mrazenia aj tepelné¢ho opracovania. Najvyssie hodnoty boli zaznamenané pri peceni a sterilizacii. Podobny
trend bol pozorovany aj pri spermine, ktorého obsah sa vyrazne zvysil najmi po vareni pri 50 °C.

Na zaklade Statistického vyhodnotenia mdézeme konStatovat’, ze sposob tepelnej ipravy ma vyznamny vplyv
na obsah tychto biogénnych aminov, zatial' ¢o rozdiely medzi jednotlivymi dobami mrazenia neboli vzdy
Statisticky vyznamné.

PODAKOVANIE
Tato praca bola podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-22-0402.

LITERATURA

del Rio, B., Fernandez, M., Redruello, B., Ladero, V., Alvarez, M. A. (2023): New insights into
the toxicological effects of dietary biogenic amines. Food Chemistry, 435, Article 137558. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2023.137558

Doeun, D., Shin, H. S., Chung, M. S. (2016): Effects of storage temperatures, vacuum packaging, and high
hydrostatic pressure treatment on the formation of biogenic amines in Gwamegi. Applied Biological
Chemistry, 59(1), 51-58. Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s13765-015-0128-5

Jakabova, S., Arvay, J., Benesova, L., Zajac, P., Capla, J., Curlej, J., Golian, J. (2023): Evaluation of biogenic
amines in goat and sheep cheeses of Slovak origin. Journal of Microbiology, Biotechnology and Food
Sciences, 13(2), €10000. Dostupné z: https://doi.org/10.55251/jmbfs.10000

Krizek, M., Dadakova, E., Vacha, F., Pelikanova, T., Matejkova, K. (2018): The effects of two essential
oil and UV-light irradiation treatments on the formation of biogenic amines in vacuum packed fillets
of carp (Cyprinus carpio). LWT — Food Science and Technology, 95, 268-273. Dostupné z:
https://doi.org/10.1016/5.1wt.2018.04.097

Ma, X., Bi, J., Li, X., Zhang, G., Hao, H., Hou, H. (2021): Contribution of microorganisms to biogenic amine
accumulation during fish sauce fermentation and screening of novel starters. Foods, 10(11), 2572.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/foods10112572

Sanchez-Parra, M., Lopez, A., Munoz-Redondo, J. M., Montenegro-Gomez, J. C., Perez Aparicio, J., Pereira-
Caro, G. (2022): Study of the influence of the fishing season and the storage temperature in the fishing vessel
on the biogenic amine and volatile profiles in fresh yellowfin tuna (Thunnus albacares) and dry-cured
mojama. Journal of Food Composition and Analysis, 114, Article 104845.

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/].jfca.2022.104845

Royo, J. L., Castellano-Castillo, D., Ruiz-Galdon, M., Molina-Vega, M., Cardona, F., Tinahones, F. J.,
et al. (2019): Monoamino oxidase alleles correlate with the presence of essential hypertension
amonghypogonadic patients. Molecular Genetics and Genomic Medicine, 8(1), Article e1040. Dostupné z:
https://doi.org/10.1002/mgg3.1040

Visciano, P., Schirone, M., Paparella, A. (2020): An overview of histamine and other biogenic amines in fish
and fish products. Foods, 9(12), E1795. Dostupné z: https://doi.org/10.3390/foods9121795

243



Kontaktnd adresa: prof. Ing. Jozef Golian, Dr., Ustav potravindrstva, Fakulta biotechnolégie
a potravindrstva, Slovenska polnohospodarska univerzita v Nitre, Tr. A. Hlinku 2, 949 76 Nitra, e-mail:
Jjozef.golian@uniag.sk

244





