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Aminy biogenne (AB) wystepujace w organizmie ludzkim na niskich poziomach
zawartosci sg istotne dla wielu funkcji fizjologicznych, odgrywajac istotng rol¢ jako hormony
czy tez europrzekazniki. Jednakze, ze wzgledu na ich aktywno$¢ biologiczng, dostarczenie
duzej ilo$ci AB wraz z pozywieniem, moze mie¢ toksyczny wptyw na organizm czlowieka.
W produktach spozywczych, ktorych technologia wytwarzania oparta jest na fermentacji,
wystepuja rézne drobnoustroje, z ktorych cze$¢ zdolna jest do wytwarzania zwiazkow z grupy
AB. Do tej kategorii zywnos$ci nalezg napoje fermentowane, tj.: piwo, cydr, winO OWOCOWe,
kefir czy inne napoje regionalne. Napoje fermentowane, w ktorych stezenie etanolu badz
kwasu octowego jest stosunkowo duze, np. wina czy piwa, cieszg si¢ duzym
zainteresowaniem jako material badawczy wsrod naukowcoOw na calym $wiecie, poniewaz
zarowno alkohol jak i aldehyd octowy hamujg dzialanie enzymu MAO oraz DAO (mono- i
di-aminooksydazy), ktore uczestniczy w procesie rozktadania amin biogennych. Ponadto,
zawarto$¢ poszczegdlnych amin biogennych obecnych w danych ilosciach w winie
destruktywnie wplywa na walory smakowe i sensoryczne tego trunku.

Pomimo tego, ze bardzo trudne badz nawet niemozliwe jest wytworzenie wina
pozbawionego amin biogennych, to jednak wymagania konsumentow odnosnie zdrowej i 0
wysokiej jakosci zywnosci doprowadzity do badan nad AB, biorac pod uwage ich znaczenie
dla zdrowia i zycia ludzkiego. Pomimo faktu, ze brak jest regulacji europejskich na temat
dopuszczalnych zawartosci amin biogennych w winach, to jednak monitoring oraz analiza
wina w celu oznaczenia zawartosci AB jest wymagana przez wielu importerow w UE. Jest to
powod dlaczego opracowano odpowiednie zalecenia dotyczace dopuszczalnych,

maksymalnych st¢zen poszczegdélnych amin biogennych w winie (dopuszczalne stgzenie
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histaminy: 2 mg/L w Niemczech, 6 mg/L w Belgii, 8 mg/L we Francji). Ponadto, w 2011 r.
eksperci z Migdzynarodowej Organizacji ds. Winorosli i Wina (O1V) opracowali przewodnik,
w ktorym zawarte sg informacje na temat prawidlowego prowadzenia procesoOw
realizowanych w winnicach i piwniczkach winnych, aby zminimalizowa¢ zawartos¢ amin
biogennych w winie.

Na szeroka skalg prowadzi si¢ produkcje wina w warunkach domowych, ktore
nastepnie jest dopuszczone do obrotu jako np. produkt regionalny. Pomimo tego, ze istnieja
przepisy prawne regulujace taka produkcje, to czesto nie zawierajg one informacji o
dopuszczalnych stezeniach amin biogennych (np. w Polsce Ustawa z dnia 22 stycznia 2004 o
wyrobie i rozlewie wyrobéw winiarskich, obrocie tymi wyrobami i organizacji rynku wina).
Dlatego w celu ochrony zdrowia i zycia ludzkiego, tak wazne jest kontrolowanie nie tylko
win przemystowych, ale rdwniez win wytwarzanych domowym sposobem, zaréwno tych
dopuszczonych do obrotu jak i tych wytworzonych na wlasny uzytek. W zwiazku z tym,
opracowanie nowych metodyk analitycznych, ktore w sposob szybki, tani i bezpieczny dla
srodowiska zapewnily mozliwo$¢ uzyskiwania miarodajnych informacji o obecno$ci i
poziomach zawartosci poszczegdlnych amin biogennych w winie ma zasadnicze znaczenie.

Opracowano wiele procedur w celu oznaczania zwiazkéw z grupy AB w probkach
napojow winiarskich. W wiekszosci z nich wykorzystuje si¢ technike chromatografii
cieczowej (LC), chromatografii gazowej (GC), chromatografii cienkowarstwowej (TLC) lub
elektroforeze kapilarng (CE) na etapie detekcji, identyfikacji i ilo$ciowego oznaczenia.
Jednakze czg¢sto opracowane metodyki nie spetniajg poktadanych w nich oczekiwan, przede
wszystkim ze wzgledu na duza czaso- i pracochtonnos$¢, koniecznos¢ stosowania duzych
ilosci rozpuszczalnikow organicznych oraz, zazwyczaj, wieloetapowych procesow izolacji i
wzbogacania analitow przed etapem oznaczen koncowych.

Oznaczenie AB w probkach wina charakteryzujacych si¢ ztozonym i zmiennym
sktadem matrycy jest bardzo trudne, poniewaz zwykle sg one obecne na niskich poziomach
zawartosci (od pg/L do mg/L). Ponadto, w badanych probkach win wystepuja réwniez inne
zwigzki o bardzo podobnych wiasciwosciach, na zblizonych, a niekiedy nawet wyzszych
poziomach zawartosci, co bardzo utrudnia i czg¢sto uniemozliwia wykrycie, identyfikacje i
ilosciowe oznaczenie amin biogennych. Do tego nalezy dodac fakt, ze wiele zwigzkow z
grupy amin biogennych nie wykazuje takich wtasciwosci, aby mozliwe bylo ich oznaczanie
przy uzyciu powyzej wspomnianych technik sprzezonych z danym typem detekcji. Dlatego

koniecznym staje si¢ przeprowadzenie analitbw w odpowiednie pochodne o pozadanych
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wlasciwo$ciach umozliwiajagcych ich oznaczenie, czyli przeprowadzenie, tzw. procesu
derywatyzacji, czyli inaczej procesu konwersji chemicznej analitow.

W literaturze mozna znalez¢ potwierdzenie dla tezy, ze miniaturyzacja oraz
automatyzacja to kluczowe elementy, ktére powinny by¢ brane pod uwage przy optymalizacji
tych procedur analitycznych, w ktorych wystepuje etap derywatyzacji analitow, jesli maja by¢
one zaliczone do grupy tzw. zielonych metodyk analitycznych. Rezultatem zastosowania
takiego podejscia jest zmniejszenie ilosci zuzytych odczynnikow i tym samym, zmniejszenie
ilosci wytworzonych odpaddéw. Jedng z technik mikroekstrakcji, ktora spelnia powyzsze
wymogi jest dyspersyjna mikroekstrakcja w ukladzie ciecz-ciecz (DLLME). Ta technika
opracowana w 2006 roku sktada si¢ z dwoch etapow:

e Wprowadzenia odpowiedniej mieszaniny rozpuszczalnikow ekstrahujacego i
dyspergujacego do probki wody (wzglednie wodnego roztworu probki) zawierajacej
anality. Na tym etapie rozpuszczalnik ekstrahujacy ulega dyspersji w wodnej probce
do postaci drobnych kropelek, w ktorych anality ulegaja wzbogaceniu. Dzigki duzej
powierzchni kontaktu pomigdzy rozpuszczalnikiem ekstrahujagcym a probka wodna,
bardzo szybko ustala si¢ stan rownowagi, a wydajnos¢ ekstrakcji jest praktycznie
niezalezna od czasu. Jest to glowna zaleta tej techniki.

e Odwirowania me¢tnego roztworu. Po odwirowaniu anality znajdujace si¢ w dolnej
fazie (sedymentacyjnej) mozna oznaczy¢ stosujac odpowiednie techniki
instrumentalne.

Technika DLLME charakteryzuje si¢ szeregiem zalet, a informacje na ten temat sg zestawione

w Tabeli 1.

Tabela 1. Zalety i wady techniki DLLME

Zalety Wady

e szybkos¢ i tatwo$¢ stosowania e limitowana mozliwos¢ wyboru

e minimalne objetosci zuzywanych rozpuszczalnika ekstrahujacego
rozpuszczalnikow organicznych e stosowanie mikrolitrowych objgtosci

e wydajnos¢ ekstrakcji niezalezna od czasu lotnych rozpuszczalnikow organicznych

e zastosowanie wzorcoOw wewngtrznych przy wyzszych temperaturach otoczenia
znacznie poprawia powtarzalno$é¢ e w przypadku niektérych  probek,

e mozliwo$¢ wspotprowadzenia procesu wydobycie organicznej kropli  spod
derywatyzacji warstwy osadu na granicy faz
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Jedng z zalet techniki DLLME jest mozliwo$¢ wspotprowadzenia procesu
derywatyzacji in situ. Rozwiazanie takie niesie za sobg wiele korzysci, m.in.: skraca czas calej
procedury analitycznej, zmniejszenie ilosci zuzytych odczynnikéw 1 tym samym,
zmniejszenie ilosci wytworzonych odpadow, mniejsza ilo$¢ etapéw procedury analitycznej i
w konsekwencji zmniejszenie ryzyka straty analitow. Na Rysunku 1. schematycznie

przedstawiono etapy przeprowadzenia procesu derywatyzacji z jednoczesng ekstrakcja

analitow.
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Rysunek 1. Schemat procesu derywatyzacji z jednoczesna ekstrakcja analitow z

wykorzystaniem techniki DLLME

Oznaczenie wybranych amin biogennych z wykorzystaniem procedury DLLME-GC-MS
Celem prowadzonych badan byto opracowanie nowej procedury analitycznej, ktéra umozliwi
roOwnoczesne oznaczanie wybranych amin biogennych w probkach wina produkcji domowe;.
Zakres pracy obejmowatl nastepujace zagadnienia:
» Derywatyzacja in situ amin biogennych w potaczeniu z dyspersyjng mikroekstrakcja
w uktadzie ciecz-ciecz (DLLME); mozna z catym przekonaniem stwierdzi¢, ze jest to
zielona technika przygotowania probek do analizy;
» Walidacja opracowanej procedury badawczej;
* Oznaczanie wybranych amin biogennych w probkach win réznego pochodzenia z

wykorzystaniem chromatografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrem mas (GC-MS).
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W przeprowadzonych badaniach wykorzystano 17 préobek win sporzadzonych w warunkach
domowych, przygotowywanych do wlasnej konsumpcji, ktore byly przechowywane
w temperaturze 21°C i chronione przed dostgpem $wiatla stonecznego. Procedura analityczna
wykorzystana podczas analizy probek zostala przedstawiona w sposob schematyczny na

Rysunku 2.

Sml probki + IS (50ul wodnego roztworu
zawierajacego IS w 100mg/1)

Dodanie metanolu, pirydyny, HCI i odczynnika
derywatyzujacego (chloromréwczan izobutylu)

Dodanie 400 pl chloroformu. Mieszanie: 1 min.

Pobranie dolnej warstwy probki (150 pl).

Dozowanie do GC-MS.

Rysunek 2. Schemat opracowana procedury 0znaczania amin biogennych w probkach wina

Optymalizacja procesu derywatyzacji i1 ekstrakcji obejmowala wybor rozpuszczalnikow:
dyspergujacego 1 ekstrahujacego oraz odczynnika derywatyzujacego. Proces optymalizacji
obejmowatl takze dobranie odpowiedniej objetosci odczynnikéw oraz ustalenie czasu
przeprowadzania derywatyzacji. Podczas wyboru rozpuszczalnika ekstrahujagcego pod uwage
byty brane nastgpujace parametry:

e wybdr rozpuszczalnika, ktory nie miesza si¢ z woda,

e dobor rozpuszczalnika o gestosci wiekszej lub mniejszej od gestosci wody,

e kompatybilnos$ci z odczynnikiem derywatyzujacym.
Na podstawie tych kryteridéw badano:

e izooktan (gestosc¢: 0,83 g/ml),

e toluen (gestosc: 0,87 g/ml),

e chloroform (ggstos¢: 1,48 g/ml).
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W celu wyboru rozpuszczalnika dyspergujacego gldéwnymi kryteriami branymi pod uwage
byly: mieszalno$¢ z rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym oraz mieszalno$¢ z roztworem probki.
Na podstawie tych wymogoéw wybrano dwa rozpuszczalniki:

e acetonitryl (MeCN),

¢ metanol (MeOH).
Na etapie wyboru odczynnika derywatyzujacego zdecydowano si¢ na alkilowe pochodne
chloromréwczanu (chloromréwczan izobutylu - IBCF oraz chloromréwczan propylu - PCF).
Oprocz faktu, ze stanowig one bardzo dobry materiat do przeprowadzenia amin biogennych w
ich pochodne, ktore beda oznaczane z wykorzystaniem techniki GC-MS, to posiadajg wiele
innych zalet, tj: niewielkie koszty, tagodne warunki oraz krotki czas przeprowadzania procesu
derywatyzacji.

Wyniki uzyskane w trakcie analizy probek ekstraktow znaczaco roznity sie dla
réznych rozpuszczalnikéw 1 odczynnikow derywatyzujacych. Wigkszo§¢ zwigzkéw nie
zostata skutecznie wyekstrahowana przez izooktan i toluen, podczas gdy wyniki uzyskane dla
chloroformu jako rozpuszczalnika ekstrahujacego wskazuja na duzy stopien ekstrakcji
wszystkich pochodnych (zaréwno dla pochodnych IBCF jak ipochodnych PCF), w
przypadku zastosowania metanolu jako rozpuszczalnika dyspergujacego. Bioragc pod uwage
odczynniki derywatyzujace, to zarowno IBCF jak 1 PCF pozwolilty na uzyskanie bardzo
dobrych  wynikow dla  wszystkich  analitow, jednakze powierzchnia  pikéw
chromatograficznych odpowiadajagcych pochodnym IBCF byta wigksza, dlatego ten
odczynnik byt brany pod uwagg podczas dalszych badan.

W celu optymalizacji ilosci rozpuszczalnika ekstrahujacego, badano wplyw réznych objetosci
chloroformu na wydajno$¢ procesu ekstrakcji, przy zastosowaniu statej ilosci rozpuszczalnika
dyspergujacego (metanolu), mieszaniny pirydyny i HCI oraz IBCF. Najlepsze rozdzielenie
chromatograficzne uzyskano przy zastosowaniu 400 pl chloroformu i ta warto$¢ byta
stosowana w dalszych badaniach. Informacje na temat uzyskanych stopni wzbogacenia dla
danych analitéw przy zastosowaniu réznych objetosci rozpuszczalnika ekstrahujacego

przedstawiono na Rysunku 3.

W celu oceny wpltywu objetosci rozpuszczalnika dyspersyjnego na wydajno$¢ procesu
ekstrakcji analitbw z probek wina, przeprowadzono badania z zastosowaniem réznych
objetosci metanolu, za$ tych samych ilosci chloroformu, IBCF i mieszaniny pirydyny z HCI.
Analizujgc otrzymane wyniki mozna stwierdzi¢, ze wraz ze wzrostem ilosci MeOH

wydajno$¢ ekstrakcji wzrasta (dla ilosci od 155 pl do 215 pl), a nastepnie nieznacznie spada
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(dla 215 pl, 245 ul, 280 ul) dla wszystkich pochodnych. W oparciu o wyniki eksperymentalne

wybrano optymalng objetos$¢ rozpuszczalnika dyspersyjnego - 215 pl metanolu.
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Rysunek 3. Wartosci liczbowe wspotczynnika wzbogacania uzyskane w  wyniku

zastosowania roznych ilosci rozpuszczalnika ekstrahujacego-chloroformu (n=3; RSD<3.3 %)

W celu optymalizacji procesu derywatyzacji wykonano szereg prob z wykorzystaniem
réznych objetosci reagenta. Reakcje prowadzono przez rézny okres czasu w temperaturze
pokojowej. Ocene skutecznoSci procesu derywatyzacji w roéznych warunkach reakcji
dokonano porownujgc wartosci liczbowe wzglednego wspotczynnika odpowiedzi (RRF). Ze
wzgledu na fakt, ze wzorzec wewnetrzy (IS) jest obojetny w stosunku do pochodnych
analitow, im wyzsza wartos¢ liczbowa wspotczynnika RRF, tym wigksza wydajnos¢ procesu.
Ta zalezno$¢ pozwolita na oceng wydajnosci procesu derywatyzacji.

Analiza uzyskanych wynikow pozwolita na stwierdzenie, ze najbardziej korzystnym
odczynnikiem derywtyzujacym jest IBCF, poniewaz wykazuje wyzsze wartosci liczbowe
wspotczynnika RRF dla kazdej pochodnej analitu. Ponadto, wyniki wskazuja, Zze optymalne
warunki prowadzenia procesu derywatyzacji z uzyciem IBCF sg nastepujace:

e objetos¢ odczynniki: 90 pl,

e czas reakcji: 15 min.


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Dlatego tez, dalsze badania prowadzono w takich warunkach procesu derywatyzacji.

W celu identyfikacji analitow dokonano analizy probek roztworow wzorcowych
zawierajgcych poszczegdlne anality. ldentyfikacji dokonano na podstawie czasu retencji oraz
wykorzystujac selektywnos¢ detektora MS pracujgcego w trybie SIM.

Wyznaczono podstawowe parametry  walidacyjne opracowanej  procedury
analitycznej. Uzyskane wyniki wskazywaly na dobrg liniowos$¢ dla wszystkich 0znaczanych
zwigzkow, a Warto$ci wspoOtczynnika korelacji liniowej wynosity od 0,9961 do 0,9992. LOD
miesci si¢ w przedziale od 1,1 do 4,1 pg/l, a LOQ waha si¢ od 3,3 do 11,7 ug/l. Opracowana
procedura charakteryzuje si¢ rowniez duzym odzyskiem analitow (77 — 105 %). Wybrane
parametry metrologiczne opracowanej procedury DLLME-GC-MS do oznaczenia amin

biogennych w probkach wina 1 wina owocowego porownano z parametrami metrologicznymi

juz istniejacych procedur stosowanych w praktyce analitycznej (Tabela 2).

Tabela 2. Informacje na temat wybranych metodyk oznaczania amin biogennych w probkach wina

Anality Technika Proces LOD/LOQ Odzysk | Technika Rodzaj detekcji
przygotowani | derywatyzac [%] separacyjna
a probki do ji
analizy Tak/Nie
BUT, CAD, | DLLME TAK LOD: 1.1-4.1 pg/L 27.105 GC MS
DET, LOQ: 3.3-12.3 png/L (kolumna:
DMET, ET, ZB-5MS,
MET, HIS, 0.25 pm)
PROP,
PUT, SPR,
TRYP,
TYR, 2-PE
TRYP, UA-DLLME | TAK LOD: 1.-7.8 ng/mL | 91.2—- HPLC FLD
HIS, CAD, LOQ: 3.5~ 108.3 (kolumna:
2-PE, HEX, 26.1 ng/mL Hypersil
TYR, SPR C18)
PUT, CAD, | Dodanie PVP | TAK LOD: 0.09- >78 HPLC uv
2-PE, SPR, 0.30 mg/L (kolumna:
SPRE, HIS, LOQ: 0.30- Ci8 YMC-
TYR 1.00 mg/L Pack ODS-
A)
HIS, TYR, | Ekstrakcja TAK LOD: 0.05-0.2 mg/L UHPLC FLD
2-PE, SER, | rozpuszczalni LOQ: 0.1-0.3 mg/L 93.56- (kolumna:
TRYP, kowa 103.28 Acquity
OCT, DOP, UPLC
CAD, PUT, BEH C18)
AGM, SPR,
SPRE
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PROP,
DMET,
DET, MET,
TRYP,
CAD, SPR,
2-PE, TYR,
PUT, HIS,
BUT, HEX,
IPENT,
IBUT,
SPRE,
AGM

Rozcienczenie

TAK

LOD: 0.023-83
pg/dm?®

LOQ: 0.075-270
pg/dm?®

HPLC
(kolumna:
Gemini C-
18)

MS/MS

MET,
DMET, ET,
DET,
PROP,
IPROP,
BUT, IBUT,
AM, 1AM,
2-MBUT,
HEX, PYR,
PIP, MOR,
PUT, CAD,
2-PE, HIS,
TYR

DLLME

TAK

LOD: 1.8-36.8 pg/L

85-111

GC
(kolumna:
HP-5MS,
0.25 um)

MS

HIS, TYR,

PUT, CAD,
SPR, SPRE,
TRYP, 2-PE

Filtracja,
dodanie PVP

NIE

LOD: 1-2 pg/L
LOQ: 3-8 pg/L

90-113

CE

MS/MS

HIS, TYR,
PUT, CAD,
SPRE,
TRYP, 2-PE

Filtracja

TAK

LOD: 0.06 - 0.11
no/L

93-104

MECK

LIF

HIS, TRYP,
TYR, 2-PE

NIE

MECK

uv

2-PE, SPR,
SPRE,
CAD, PUT

Homogenizacj
a, filtracja,
rozcienczenie

TAK

LOD: 0.4 -12nM

MECK

LIF

probki

Podsumowanie

Pomimo braku oficjalnych dokumentéw wprowadzajacych obligatoryjnos¢ oznaczania AB w
wyrobach winiarskich, istnieje szereg wymagan importerskich w UE, ktére wyznaczajg limity
stezen poszczegdlnych AB w winie. Mozna przypuszczaé, ze tylko kwestig czasu jest
wprowadzenie oficjalnych rozporzadzen, wprowadzajacych obowigzkowy monitoring ich
zawartosci w winie, w tym w wyrobach produkowanych w domu i wprowadzanych do
obrotu, zwlaszcza w konteksécie rozwoju produkcji wyroboéw regionalnych. W zwigzku z tym,
opracowanie nowych metodyk analitycznych, ktore w sposdb szybki, tani i bezpieczny dla

srodowiska umozliwityby jakosciowe 1 ilo§ciowe oznaczanie poszczegdlnych AB w winie ma
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zasadnicze znaczenie. Bez watpliwosci procedura analityczna oparta na derywatyzacji in situ
w potaczeniu z technika DLLME oraz GC-MS na etapie oznaczen koncowych sprawdza si¢ w
oznaczaniu AB w wyrobach winiarskich. Rozwigzanie takie niesie za sobg wiele korzysci,
m.in.:

e skrocenie czasu calej procedury analitycznej,

e zmniejszenie ilosci zuzytych odczynnikow i tym samym, zmniejszenie iloSci

wytworzonych odpadow,
e zmniejszenie ilo$¢ etapow procedury analitycznej i w konsekwencji

e zmniejszenie ryzyka straty analitow.
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