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1. UvOD

Prisutnost biogenih amina u SkoljkaSima, ribi i ribljim proizvodima pokazatelj je svjezine i
kvalitete plodova mora i proizvoda od plodova mora za ljudsku konzumaciju. Interes za
odredivanje biogenih amina je u porastu zbog njihovog utjecaja na ljudsko zdravlje. Dok je
niska razina biogenih amina prihvatljiva za ljudsko zdravlje, prekomjerno nakupljanje
biogenih amina u ljudskom tijelu moZze biti toksi¢no za organizam, Sto moze dovesti do
ozbiljnih problema za zdravlje opce populacije i sigurnost hrane (Wang i sur., 2021). Biogeni
amini su organske baze niske molekulske mase s razli¢itom strukturom; alifatskom,
aromatskom i heterociklickom strukturom (Liu 1 sur., 2018). Uobiajeni biogeni amini koji se
nalaze u hrani i ¢ija se razina koristi kao pokazatelj svjezine i1 kvalitete u najve¢em broju
proizvoda ukljucuje 4 biogena amina i to histamin, triptamin, putrescin i kadaverin. Medu
navedenim biogenim aminima histamin se smatra vaznim toksinom jer njegovo nakupljanje
moze izazvati niz toksicnih ucinaka (Arulkumar i sur., 2023). Putrescin i kadaverin imaju
niski toksikoloski efekt, medutim mogu djelovati kao prekursor kancerogenih N-nitrozamina

u prisutnosti nitrita (Qu i sur. 2022).

Biogeni amini u plodovima mora koji su povezani s kvarenjem su putrescin, kadaverin,
tiramin i histamin (Lehane i Olley, 2000). Nastaju zbog prisustva bakterija na povrsini tkiva,
koje se raspada, a odgovorne su za dekarboksilaciju odgovarajuc¢e slobodne aminokiseline
enzimima endogene dekarboksilaze ili transaminaciju aldehida i ketona pomocu enzima
aminokiselinskih transaminaza (Prester, 2011; Park i sur., 2010). Prijevoz morskih plodova i
ribe u drzave koje nemaju vlastiti izvor te skladiStenje imaju vaznu ulogu u stvaranju biogenih
amina. To se posebno odnosi na vrijeme potrebno za prijevoz plodova mora i njihovih
proizvoda od mjesta ulova do mjesta proizvodnje te dalje do potroSaca te temperaturu njihova
skladistenja u skladistima. PoviSena temperatura dovodi do postupnog raspadanja proizvoda i

posljedi¢no porasta koncentracije biogenih amina (Prester, 2011).

U svrhu zastite potroSaca vazno je pratiti kvalitetu prehrambenih proizvoda, pa stoga i razviti
pouzdanu analiticku metodu za sloZzenu matricu kao $to je tkivo Skoljkasa. Razlicita strukturna
grada pojedina¢nih biogenih amina, niska molekulska masa te apsorpcija UV zracenja i
nativna fluorescencija nedovoljno visoka za analiticke svrhe predstavljaju izazov pri razvoju

metoda za odredivanje biogenih amina u tkivu Skoljaka (Liu i sur, 2018). Vecina objavljenih



analitickih metoda opisuje istovremeno odredivanje do osam razliitih biogenih amina u
realnim uzorcima zivotinjskog porijekla (Zhu i sur., 2016) i to mesa (Wojnowski i sur., 2019),
umaka od soje (Dong i Xiao, 2017), kobasica i sir (Liu i sur., 2018) te alkoholnih pi¢a kao $to
su pivo i vino (Fernanda Angulo i sur., 2020; Daniel i sur., 2015; Romano i sur., 2012). S
druge strane problem predstavlja i ¢injenica da je u dosadaSnjim istrazivanjima fokus ve¢inom
bio usmjeren na odredivanje histamina (Zhang i sur., 2021) te u manjem opsegu drugih
biogenih amina u ribljim proizvodima dok su literaturni podaci koji opisuju analiticke metode

za odredivanje biogenih amina u Skoljkasima ogranicCeni.

Cilj ovog rada je prvenstveno (i) razviti analitiCku metodu odredivanja pojedina¢nih biogenih
amina prisutnih u tkivu modelnog Skoljkasa, i to u tkivu dagnje te primjenom razvijene
metode (ii) pratiti promjene koncentracije biogenih amina u tkivu dagnji pohranjenih u
razli¢itim uvjetima temperature i vremena kratkotrajnog skladistenja. U dijelu razvoja metoda
naglasak ¢e biti na ispitivanje razli¢itih pristupa ekstrakciji biogenih amina iz tkiva dagnji,
metodama derivatizacije 1 separacije derivatizacijskih produkata primjenom tekudinske
kromatografije visoke djelotvornosti u sprezi s detektorom s nizom dioda. Razvijena metoda
bit ¢e podvrgnuta validaciji u svrhu utvrdivanja pouzdanosti i tocnosti dobivenih analiti¢kih

rezultata.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Skoljkasi

Razred skoljkasa (Bivalvia) pripada koljenu mekusaca (Mollusca). Tijelo im je gradeno
simetri¢no, duguljasto smjesteno unutar dvije ljusture. Vanjski sloj ljusture je graden od

organske tvari konhiolina i kalcijeva karbonata (Wallace i Taylor, 1996).

Skoljasi imaju trup i stopalo, a na kraju tijela imaju 8krzni i izmetni otvor. Na pocetku tijela se
nalazi usni otvor na koji se nastavlja jednjak i zeludac. Plast obavija tijelo koje izluCuje
kalcijeve soli za nastanak ljustura a sastoji se od trepetljikavog epitela. Skrge se nalaze ispod
plasta pomocu kojih se odvija izmjena plinova. Nadalje, miSi¢avo stopalo na donjoj strani

plasta sluzi za prihvacanje za podlogu 1 ukopavanje u pijesak (Wallace 1 Taylor, 1996).

U Jadranskom moru komercijalno se uzgajaju dvije vrste $koljkasa: crna dagnja (lat. Mytilus
galloprovincialis) (slika 1) i europska ravna kamenica (lat. Ostrea edulis) (Arapov i sur.,
2010).

Slika 1. Crna dagnja (lat. Mytilus galloprovincialis) (Bohnam i sur., 2017)

2.2. Biogeni amini

Biogeni amini koji se prate kao pokazatelji svjezine i kvalitete bioaktivne su organske

molekule niske molekulske mase.



Nastaju dekarboksilacijom aminokiselina ili aminacijom i transaminacijom aldehida i ketona
tijekom metabolic¢kih procesa (Ozogul i Ozogul, 2019). Spojevi koji se smatraju biogenim
aminima moraju biti proizvedeni u zivim organizmima i sadrzavati barem jednu amino

skupinu (Koller, 2020).

Prema kemijskoj strukturi, biogeni amini se dijele na alifatske (putrescin, kadaverin, spermin,
spermidin), aromatske (tiramin, feniletilamin) i heterocikli¢ke (histamin i triptamin) amine

(Ozogul i Ozogul, 2019) (slika 2).

Aromatski i heterociklicki amini razlikuju se u strukturi svojih prstena. Aromatski amini
(feniletilamin i tiramin) imaju benzenski prsten, dok heterociklicki amini (histamin i
triptamin) imaju modificiranu strukturu prstena: dvostruki prsteni i/ili prsteni u kojem je jedan
ili viSe ugljikovih atoma supstituiran s duSikom. Alifatski amini su aciklicke molekule, ali se
razlikuju po broju amino skupina. Na temelju broja amino skupina u njihovoj strukturi
klasificiraju se kao monoamini (feniletilamin i tiramin), diamini (kadaverin, putrescin) te

poliamini (spermidin i spermin) (Spano i sur., 2010).

Alifatski nehlapljivi amini (putrescin, kadaverin, spermin) imaju dvije ili viSe amino skupina,

dok alifatski hlapljivi amini (npr. etilamin, metilamin) sadrze jednu ili dvije amino skupine te

Alifatske amine karakterizira intenzivni, odbojni miris i niski tlak para (Zeisel i DaCosta,
1986). Biogeni amini manje su topljivi u vodi od aminokiselina iz kojih nastaju enzimskom
pretvorbom. Zbog ove karakteristike navedeni amini su hlapljivi i imaju jak, neugodan miris.
Posebno kadaverin 1 putrescin, karakteristiénog su mirisa raspadaju¢eg mesa i mesa koje trune

(Koller, 2020).

Amini se mogu podijeliti na endogene i egzogene. U endogeno nastale amine ubrajaju se
neurotransmiteri koji se proizvode u tkivima organizma. Ova skupina ukljucuje kateholamine
(dopamin, epinefrin i norepinefrin), indolamini (serotonin, melatonin i 5-hidroksitriptamin) i
histamini. Prisutni su u mesu, ribi 1 vocu 1 igraju vaznu ulogu u tijelu kao neurotransmiteri
(Wojcik i1 sur., 2020). Egzogeno nastali amini mogu biti rezultat aktivnosti dekarboksilaze
fermentacijske mikroflore (Wojcik i sur., 2020). Nazvani su prema aminokiselinama iz kojih
su nastali. Putrescin, kadaverin, spermidin i spermin reguliraju funkciju nukleinskih kiselina,
sintezu proteina i stabilizaciju membrana u zivim stanicama. Medutim, prisutnost biogenih

amina u hrani povezana je s mikrobnom aktivno$¢u (Spano i sur., 2010). Najces¢i biogeni



amini u plodovima mora povezani s kvarenjem su histamin, tiramin, putrescin i kadaverin
(Lehane i Olley, 2000).

Aromatski i heterocikli¢ki amini

NHz NH;
NHz NH, N NH,
/@/\/ @/\/ o </ j/\/
N N
N HO N HN
\ H

H

Triptamin Tiramin Feniletilamin Serotonin Histamin
Alifatski di-, tri-, poliamini
N._ _NH,
HyN\/\/\/NHE /\/\/NHZ HZN/\\,/\/ ‘\\I/
HaN NH,
Kadaverin Putrescin Agmatin
N NH i
/‘\/\/ \//\/ 2 N NH,
HA HzN/\/\H/\/\/ NN
Spermidin Spermin
Alifatski hlapljivi amini
NH, HaN—_~0H HZN/\\\ /}\ANH‘
Metilamin Etanolamin Etilamin 1zopentilamin

Slika 2. Podjela biogenih amina prema kemijskoj strukturi (Izradeno prema Erdag i sur.,
2019)

2.3. Metabolic¢ki put biogenih amina u §koljkama

Biogeni amini prirodno su prisutni u niskim koncentracijama u $koljkasima, a mogu nastati 1
sintezom amonijaka i transaminacijom aldoza i ketoze kao sporednim reakcijama u glavnim

metabolickim putevima (Francisco i sur., 2019).

Tijekom razgradnje morskih plodova proizvode se razli¢ite koncentracije biogenih amina.
Gram-negativne bakterije smatraju se dominantnim bakterijama koje proizvode biogene

amine u ribama, glavonoScima i Skoljkama (Serratore i sur., 2021). Biogeni amini se u



Skoljkasima proizvode dekarboksilacijom odgovaraju¢ih slobodnih aminokiselina katalitickim
djelovanjem mikrobnih dekarboksilaza specifi¢nih za supstrat kod ¢ega dolazi do uklanjanja
a-karboksilne skupine iz molekule aminokiselina daju¢i odgovarajuée amine (Liu i sur.,

2018).

Riblji misi¢ prirodno je bogat slobodnim aminokiselinama, a sadrZaj se moze povecati i nakon
smrti. Pokazano je da nastajanje aminokiselina ovisi 0 sezoni berbe i aktivnosti hranjenja prije
hvatanja. Na primjer, riba ulovljena tijekom ljeta ili u sezoni hranjenja brzo oslobada velike
koli¢ine lizina i arginina (Flick, 2005). Proces dekarboksilacije moze se odvijati kroz dva
biokemijska puta: posredovanjem endogenih enzima dekarboksilaza koji se prirodno
pojavljuju u ribama ili Skoljkama, ili egzogenih enzima koje oslobadaju razli¢iti
mikroorganizmi povezani s morskim plodovima, medutim, endogena proizvodnja diamina

beznacajna je u usporedbi s egzogenim putem (Flick, 2005).

U istrazivanju sastava biogenih amina u ribi i ribljim proizvodima Park i sur. (2010) navode
da osim dekarboksilacijom aminokiselina biogeni amini nastaju i transaminacijom
aminokiselina, aldehida, ketona enzimima aminokiselinskim transaminazama. Metabolicki

put biogenih amina prikazan je naslici 3.

Uvjeti za tvorbu biogenih amina djelovanjem mikroorganizama su: dostupnost slobodnih
aminokiselina, prisutnost mikroorganizama koje proizvode enzim dekarboksilazu i uvjeti koji
omogucuju rast bakterija, sintezu dekarboksilaze 1 aktivnost dekarboksilaze (Spano 1 sur.,
2010). Aktivnost dekarboksilaza se pojacava u prisutnosti fermentirajucih ugljikohidrata, kao

Sto je D-glukoza (Wagas i sur., 2019).

Faktori koji utjeCu na kontrolu uvjeta za nastajanje biogenih amina su temperatura, pH
vrijednost, koncentracija soli i vrijeme. Prije pojave hladnjaka, riba i morski plodovi su se
usoljavali 1 skladistili do nekoliko mjeseci kako bi se sprijecilo kvarenje. Dodatkom povecane
koncentracije soli smanjuje se aktivnost dekarboksilaza mikroorganizma, a time i nakupljanje
biogenih amina (Waqas i sur., 2019; Gardini i sur., 2016). Metode poput hladenja takoder
inhibiraju nakupljanje biogenih amina, ali studije pokazuju da neke bakterije proizvode
biogene amine ¢ak i pri temperaturi nizoj od 5 °C (Naila i sur., 2010). Primjena aditiva i
konzervansa u hrani takoder moze odgoditi sintezu biogenih amina, primjerice, natrijev sorbat
odgada stvaranje biogenih amina, dok dodatak 2 9% natrijeva heksametafosfata odgada
proizvodnju histamina. Kapsaicin, kurkumin i piperin prirodni su aditivi izolirani iz zaina

crvene paprike, kurkume i crnog papra za koje je pokazano da inhibiraju nastajanje biogenih
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amina (Naila 1 sur., 2010). U svjezoj ribi nalazi se oko 1 g histidina na 100 g tkiva tune, rjede
se nalazi u obliku histamina, ali njegova razina raste s napredovanjem raspadanja tkiva ribe
(Jeya Shakila i sur., 2003).
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Slika 3. Metabolicki put biogenih amina u $koljkasima (Izradeno prema Francisco i sur.,
2019)

Aerobni i anaerobni uvjeti imaju ulogu u razvoju biogenih amina, pa je tako pokazano da

prisustvo kisika inhibira stvaranje biogenih amina (Wagas i sur., 2019).



2.4. Toksi¢ni ucinak biogenih amina

Visoke koncentracije biogenih amina mogu uzrokovati intoksikaciju, poremecaje miSi¢nog i
zivéanog sustava. Najces¢i simptomi kod ljudi koji se pojavljuju su: osip, glavobolja,
mucnina, hipo- i hipertenzija, sr¢ana opalpitacije, mozdana krvarenja, anafilakticki Sok

(Innocente i sur., 2007).

Trovanje histaminom je trovanje hranom koje moze biti uzrokovano konzumiranjem ribe koja
sadrzi visoku koncentraciju slobodnog histamina u miSi¢nim tkivima. S trovanjem
histaminom c¢esto se povezuju skombroidne ribe iz obitelji Scomberesocidae i Scombridae,
koje ukljucuju tunu. Egzogeni histamin je produkt dekarboksilacije histidina misiénog tkiva
koji javlja se kod riba. Buduci da visoke razine histamina mogu nastati u ribama s dobrim
organoleptickim svojstvima, svjeza riba moze takoder sadrzavati histamin kao i pokvarena
riba (Zhernov i sur., 2023). Medutim, intoksikacija histaminom najc¢es¢e se razvija nakon
konzumiranja pokvarene ribe (Zhernov i sur, 2023). Za razliku od riba, kod skoljkasa i
glavonoSaca povecanje koncentracije histamina je daleko nize, pa trovanje histaminom nije
povezano s njihovom konzumacijom (Prester i sur., 2010). Histamin se primarno metabolizira
kod ljudi pomocu enzima diamin oksidaze i histamin-N-tranferaze (Maintz i Novak, 2007).
Kadaverin i putrescin smatraju se pojacivac¢ima toksi¢nosti histamina, $to moze objasniti
nedostatak toksi¢nosti Cistog histamina u studijama oralne primjene kod ljudi (FAO, 2012).
Kao dokaz njihovog doprinosa pojacanju toksi¢nosti, pokazano je da kadaverin i putrescin
inhibiraju diamin oksidaze i histamin N-transferaze u modelu jejunuma $takora (Taylor i
Lieber, 1979) sto dovodi do nakupljanja histamina. U drugoj in vivo studiji provedenoj na
Stakorima, prisutnost 1 kadaverina i putrescina povecala je koli¢inu nemetaboliziranog
histamina (Hui i Taylor, 1985). Minimalna razina kadaverina ili putrescina koja potencira
toksi¢nost histamina je nepoznata. Omjer kadaverina ili putrescina i histamina koji je potreban
da izazove ufinak ne mora biti visok, ali nije jasno jesu li njihove razine prisutne u
pokvarenoj ribi dovoljne da pojacaju toksi¢nost histamina kod ljudi. Kuhanje, konzerviranje
ili zamrzavanje ne moze smanjiti razine histamina, jer je ovaj spoj stabilan pri visokim

temperaturama (Visciano i sur., 2014).

Osim histamina, tiramin prisutan u ribi, mesu, ribljim namirnicama moZze uzrokovati nekrozu
crijevnih stanica. Tiramin se proizvodi iz aminokiseline tirozina pomocu enzima tirozin
dekarboksilaze i metabolizira ga monoaminooksidaza. Konzumirani tiramin nema Stetnih

uc¢inaka na ljudsko zdravlje buduci da stijenka crijeva i jetra ukljucuju monoaminooksidazu,



enzim koji metabolizira tiramin u manje aktivnu p-hidroksilfeniloctenu kiselinu (Ozogul i
Ozogul, 2019). S druge strane, kada se unese u visokim koncentracijama hranom ili kod
pacijenata lijeCenih lijekovima inhibitorima monoaminooksidaze, detoksikacija tiramina moze
biti neadekvatn i dovesti do oslobadanja noradrenalina iz ziv€anog sustava. Enzim
monoaminooksidaza, deaminira amine koji potjecu iz hrane i igra ulogu u njihovoj razgradnji
prije nego S§to dospiju u krv. Koristenjem lijekova za lijeCenje depresije, inhibitorima
monoaminooksidaze, onemogucavaju proces detoksikacije te moze do¢i do nakupljanja
tiramina u Krvi u visokim koncentracijama $to rezultira hipertenzijskom krizom za pacijenta
(Smith i Durack, 1978).

2.5. Analiticke metode odredivanja biogenih amina

Odredivanje biogenih amina je kompleksno zbog razli¢ite kemijske strukture pojedinih amina,
a ujedno su u matrici prisutni u vrlo niskim koncentracijama (An i sur., 2015). Najcesce
tehnike separacije koje se primjenjuju za odredivanja biogenih amina u hrani su tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid chromatography, HPLC),
kapilarna elektroforeza (engl. capillary electrophoresis, CE), ionska kromatografija (engl. ion
chromatography, IC), tankoslojna kromatografija (engl. thin - layer chromatography, TLC) i
plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) (An i sur., 2015). Zbog visoke
osjetljivosti 1 rezolucije, tekuc¢inska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC) postala je
vazna metoda za odredivanje biogenih amina. Naj¢eS¢e koristeni detektori ukljucuju detektor
za mjerenje apsorpcije elektromagnetskog zraCenja u ultraljubi¢astom podruéju (engl.
ultraviolet detector, UVD) i detektor emisije fluorescencije (engl. fluorescence detector, FLD)
(Sagaratini i sur., 2012). Posljednjih je godina HPLC u sprezi s spektrometrijom masa (engl.
mass spectrometry, MS) postao vazna tehnika u analizi biogenih amina (Sagaratini i sur.,
2012). Prednost primjene spektrometrije masa u odnosu na tzv. klasi¢ne nacine detekcije
(UVD i FLD) ocituje se kroz jednostavniju pripremu uzorka u kojem nije potrebno provesti
korak derivatizacije, odnosno kemijske modifikacije biogenih amina u kemijski oblik
pogodan za detekciju pomo¢u UVD ili FLD (Sagratini i sur., 2012). Ipak, treba napomenuti
da vaznu prepreku za koriStenje spektrometrije masa za detekciju biogenih amina u hrani
predstavljaju daleko veéi troSkovi nabave 1 odrZzavanja opreme, ali i1 dodatno
nezadovoljavaju¢a ionizacija u MS-u (Pataca i sur., 2021; David i sur., 2020). Zbog
navedenoga se HPLC reverznih faza u sprezi s detektorom s nizom dioda (RP-HPLC-DAD)
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smatraju dovoljno osjetljivim metodama, pa su i naj¢eS¢e metode izbora za odredivanje
biogenih amina u hrani (Munir i Badri, 2020; Liu i sur., 2018; An i sur., 2015). Nasuprot
detektoru s nizom dioda, fluorescencijski detektori pokazuju veéi odziv detektora, odnosno
osjetljivost te time postiZu i znatno niZze vrijednosti granice detekcije (engl. limit of detection,
LOD) i granice kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) za spojeve od interesa
(Plenis i sur., 2019).

Za odredivanje biogenih amina u hrani primjenom RP-HPLC-DAD potrebno je prije same
kromatografske analize biogene amine izdvojiti, odnosno ekstrahirati pogodnim otapalima iz
matrice hrane, ekstrakt procistiti te prisutne amine derivatizacijom prevesti u oblik pogodan
za detekciju, a po potrebi ponovo ekstrahirati u hlapljivo otapalo i ukoncentrirati (Fu i sur.,
2016). Druga svrha derivatizacije amina je nastanak nepolarnih ili manje polarnih hlapljivih
spojeva, jer jako polarni amini imaju tendenciju zadrZavanja u koloni i mogu izazvati tzv.
»efekt pamcenja” (An i sur., 2015). Efekt pamcenja, izraz poznat 1 kao ,,carry-over« opisuje
sluc¢aj poznat u kromatografiji u kojem se analiti iz prethodne analize, koji su se zadrzali u

koloni, pojavljuju u sljedecoj analizi.

Sto se tie metoda izdvajanja biogenih amina iz matrice hrane, glavne su metode koje se
primjenjuju ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid-phase extraction, SPE), ekstrakcija izmedu
dviju teku¢ih faza (engl. liquid-liquid extraction, LLE) i ekstrakcija izmedu dviju tekuéih faza
potpomognuta isoljavanjem (engl. salting-out liquid-liquid extraction, SALLE) (Francisco i
sur., 2019; Fu i sur., 2016). lako je SPE, kao i druge vrste ekstrakcije temeljene na SPE,
Siroko upotrebljavana metoda za proc¢iS¢avanje uzoraka i izolacije biogenih amina, ponekad je
potreban i dodatak specifi¢nih kemijskih spojeva kako bi se osiguralo uklanjanje potencijalnih
interferenata kao Sto su lipidi, proteini i polifenoli. Medutim, ovi spojevi imaju slicne
strukture kao biogeni amini, $to moze predstavljati problem kod derivatizacije, §to posljedi¢no
otezava kvantifikaciju i detekciju biogeni amini. Kemijski spojevi koje se obi¢no dodaju su
trikloroctena kiselina (TCA), etil acetat, klorovodicna kiselina, perklorna kiselina, dietil eter i
polivinilpirolidon ¢ime su smetnje matrice, do odredene mjere, svode na minimum
(Neofotistos i sur., 2018). Tradicionalne metode ekstrakcije otapalom ne da zahtijevaju samo
veliki volumen organskih otapala, ve¢ i viSe uzastopnih ekstrakcija, pro¢is¢avanje zbog
uklanjanja lipida, proteina, bojila, te ukoncentriravanje radi povecanja relativne koli¢ine
analita u odnosu na volumen otapala. Sve navedeno zahtjeva dugo vrijeme pripreme uzorka, a
ujedno je takav pristup i1 ekoloski neprihvatljiv. Organska otapala nisu pogodna zbog snaznog

polarnog karaktera biogenih amina, pa ¢e ekstrakcija rezultirati ve¢om topljivosti u vodi u
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odnosu na organska otapala. Drugi razlog neefikasnosti tradicionalne ekstrakcije je slozenost
matrice u kojoj se nalaze brojni interferenti, ali i istodobna prisutnost razli¢itih biogenih
amina u razli¢itim koncentracijama (Pataca, 2021). Jedan od novijih pristupa za ekstrakciju
biogenih amina iz ribe, a koji smanjuje vrijeme i potroS$nju reagencija za pripremu uzorka
temelji se na tzv. QUEChERS pristupu. QUEChERS je tip disperzivne ekstrakcije na ¢vrstoj
fazi (dSPE) i skraceni je naziv za brzu, jednostavnu, jeftinu, efikasnu, robusnu i sigurnu
metodu za pripremu uzorka za analizu (engl. Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) (Guo i sur., 2022). Ekstrakcija QUEChERS sustavom pripreme uzorka provodi se u
organskom otapalu. Nakon provedene ekstrakcije u uzorak se dodaju soli kako bi se
potaknulo odvajanje organske faze. Zatim slijedi korak pro¢is¢avanja organske faze dodatkom
sorbenta za uklanjanje vode i tvari koje su se ekstrahirale zajedno s aminima. Nakon
centrifugiranja gornja faza se izuzme i podvrgne postupku derivatizacije. Ekstrakcija
otapalom potpomognuta isoljavanjem ima prednost u usporedbi s drugim tehnikama
ekstrakcije, budu¢i da je brza i koristi se manji volumen organskog otapala nego kod
ekstrakcije izmedu dviju teku¢ih faza, a ujedno je isplativije od ekstrakcije na Cvrstoj fazi
(Francisco i sur., 2019). Prema podacima iz dostupne literature, izravna ekstrakcija biogenih
amina vodenim otopinama jakih Kiselina iz tkiva ribe metoda je izbora. Uzorci krute hrane
(npr. riba, meso, sir, kobasice, povrée) za HPLC i kapilarnu elektroforezu cesto se otapaju u
kiselim otopinama (0,1 — 0,6 M) trikloroctene, perklorne ili klorovodi¢ne kiseline kako bi se

ujedno istalozili i uklonili proteini (Blondin Tsafack 1 Tspomo, 2022).

Derivatizacija je kemijska modifikacija analita (koji imaju nisku apsorpciju zracenja u UV
podrucju kada se za detekciju analita koristi UV detektor) kemijskim 1 fizikalnim metodama s
ciljem povecanja osjetljivosti metode (David i sur., 2020; Pataca, 2020). Kriteriji za odabir
reagensa za derivatizaciju s analitom su: selektivnost prema funkcijskoj skupini analita,
koncentracija analita u matrici, metoda odredivanja ciljanog spoja, broj moguce proizvedenih

derivata, kineticki aspekti i reakcijski mehanizmi derivatizacije (David i sur., 2020).

Derivatizacija se moze provesti na vise nacina ovisno o vrsti uzorka kao $to su: in situ
derivatizacija, derivatizacija s ekstrakcijom izmedu dviju teku¢ih faza ili ekstrakcija izmedu
krute 1 tekuce faze s derivatizacijom (David 1 sur., 2020). Derivatizacija s ekstrakcijom
izmedu dviju tekuc¢ih faza provodi se in situ derivatizacijom na nadin da se nakon
derivatizacije u izvornom uzroku provede ekstrakcija derivata analita u pogodno otapalo.
(David 1 sur., 2020). Ekstrakcija izmedu krute i tekuce faze s derivatizacijom takoder se

odvija u jednom koraku, a ekstrakcija i derivatizacija odvijaju se na Cvrstoj fazi ili na
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medupovrsini izmedu tekuce 1 Cvrste faze (Atapattu i Rosenfeld, 2013). Ukoliko se provodi
prvo ekstrakcija amina iz matrice te nakon toga se odvija reakcija derivatizacije povecava se
vjerojatnost pogreske i gubitak analita u uzorku prije odredivanja biogenih amina odabranom
analitickom metodom (Francisco i sur., 2019). Kako bi se izbjegle greske moze se provoditi
in situ derivatizacija. Moze se opéenito primijeniti na analite male molekulske mase ili na
hidrofilne spojeve (David i sur., 2020). Ponekad se radi predpriprema kod sloZenih matrica u
smislu uklanjanja proteina i ostalih eventualnih interferenata (Zhong i Zhou, 2019). Klasi¢an
reagens za in situ derivatizaciju je 2,4-dinitrofenilhidrazin (2,4-DNPH), poznat kao Bradyjev
reagens, koji se koristi za derivatizaciju karbonilnih spojeva koji slabo apsorbiraju u UV
podru¢ju. Derivati nastali reakcijom kondenzacije snazno apsorbiraju UV zracenje i
poboljsavaju osjetljivost odredivanja. Ovaj je reagens topljiv u uobi¢ajenim otapalima koji se
koriste za pripremu mobilne faze, acetonitrilu, metanolu ili etanolu, a reakcija se odvija uz
prisustvo kiseline (David i sur., 2020). lzravnu derivatizaciju ekstrakta ekstrahiranih
kiselinama je uspjesno koristio niz autora za prehrambene matrice s relativno niskim
sadrzajem slobodnih aminokiselina kao $to su meso, riba i povrée (Innocente i sur., 2007). Za
odredivanje biogenih amina u morskim organizmima do 2020. godine postoji mnogo
istrazivanja u kojima derivati biogenih amina naj¢eS€e nastaju reakcijom amina s
derivatizacijskim reagansima kao $to su dansil klorid (DNS-CI), o-ftaldialdehid (OPA),
benzoil Kklorid ili dabsil klorid (DBS-CI) (Liu i sur., 2018). Dabsil klorid nije prikladan za
odredivanje biogenih amina HPLC metodom jer nastali derivati nisu stabilni (Liu i sur.,
2018). U usporedbi s drugim reagensima za derivatizaciju, derivati dansil klorida su stabilniji,
metode koje se temelje na nastajanju dansil derivata su osjetljivije, toCnije 1 preciznije.
5-dimetilaminonaftalen-1-sulfonil klorid (DNS- ClI) je reagens koji se koristi u biokemijskim
metodama za analizu spojeva koji sadrze amino skupinu (Mantonanelli 1 sur., 2020).
Derivatizacija s dansil kloridom ima prednost jer omogucuje UV detekciju (kod 254 nm) i
brzo vrijeme eluacije pri tome koriste¢i jednostavan gradijentni program eluiranja koji se
sastoji od vode i acetonitrila ili metanola dok derivatizacija o-ftaldialdehidom (OPA)
predstavlja dobar izbor kada se istovremeno odreduju slobodni amini i aminokiseline, ali
zahtijeva i dulje vrijeme eluiranja (Innocente i sur., 2007). OPA reagens reagira samo S
primarnim aminima i derivati nisu jako stabilni (Fu 1 sur., 2016). Jo§ jedna prednost dansil
klorida je $to formira derivate s primarnim i sekundarnim aminima, a nastali derivati su

stabilni kroz dulje vrijeme ¢ak 1 na sobnoj temperaturi (Sagratini, 2012).
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Kako je ve¢ navedeno, dansil klorid je reagens za derivatizaciju biogenih amina koji reagira s
primarnim i sekundarnim amino skupinama (Francisco i sur., 2019). Dansil klorid je
aromatski ugljikovodik naftalen koji u svojoj strukturu sadrzi sumpor i fluorescentnu
kemijsku skupinu. Pojava fluorescencije je rezultat nastajanja derivata (boja samog reagensa
nije fluorescentna) vezanjem na amino skupine aminokiselina, ali se koristi i za obiljeZavanje
biogenih amina (Koller, 2020). Kemijska reakcija izmedu dansil klorida i amina u kojoj

nastaju sulfoamid i klorovodicna kiselina pikazan je na slici 4 (Silva, 2005).

R R
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N N
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Slika 4. Reakcija derivatizacije biogenog amina reagensom dansil kloridom (Mantonanelli i
sur., 2020)

S obzirom da je kinetika reakcija biogenih amina s dansil kloridom relativno spora, reakcije se
izvode kod poviSene temperature, Sto onemogucuje primjenu derivatizacije s dansil kloridom
nakon separacije biogenih amina u izvornom kemijskom obliku u kromatografskoj koloni, a
prije detekcije. Zbog toga je derivatizaciju biogenih amina potrebno provesti prije same
separacije. Temperatura i vrijeme dva su vazna obrnuto povezana parametra koji utjeCu na
izvodenje reakcije derivatizacije amina s dansil kloridom. Derivatizacijom kod poviSene
temperature skracuje se vrijeme potrebno za derivatizaciju, pri ¢emu treba voditi raCuna da
previsoka temperatura moze smanjiti stabilnost nastalih dansil derivata (Silva, 2005). pH
vrijednost je najznacajniji ¢imbenik koji utje¢e na dansilaciju amina. Reakcija se odvija u
luZznatom mediju koji, osim temperature, pridonosi ubrzavanju reakciju derivatizacije.
Preveliki suviSak dansil klorida 1 nastale dansil sulfonske kiseline moze interferirati prilikom
detekcije derivata jer mogu eluirati zajedno s derivatima od interesa (Silva, 2005). Stoga se
Cesto za uklanjanje suviska dansil klorida i nastale dansil sulfonske kiseline dodaju prolin,

natrijev glutamat, amonijak ili metilamin (Silva, 2005). Reakcijom dansil klorida i amonijaka
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nastaje produkt DNS-NH; (Yu i sur., 2020). Isto tako kada suviSak dansil klorida reagira s
aminokiselinama kompetitivnom reakcijom nastaju derivati aminokiselina. Cilj koriStenja
sredstava za uklanjanje suviska dansil klorida je minimalizirati nusprodukte dansilacije koji bi

mogli interferirati s derivatima od interesa (Stephens, 1986).

Prednost koriStenja dansil klorid u odnosu na druge reagense za odredivanje amina primjenom
tekucinske kromatografije je mogucnost odredivanja i sekundarnih amina, nastali derivati su

stabilniji te se moze se koristiti viSe sustava detekcije, i to UVD 1 FLD (Silva, 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Sve kemikalije koristene u ovom radu naveden su u tablici 1. Za pripremu otopina koriStena je
ultra-¢ista voda proizvedena na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u

Zagrebu.

Tablica 1. Popis kemikalija koriStenih za izradu rada

KEMIKALIJA CISTOCA PROIZVODAC
Natrijev karbonat (Na,CO3) p.a. Kemika, Hrvatska
Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) p.a.

Etanol (CH3CH,OH) 96 %

Perklorna kiselina (HCIO4, 70%) 96 %

Magnezijev sulfat (MgSOs,) 96,6 % Lachner, Ceska
Heksan (C¢H14) >99 %

Heksan (CgH14) >99%

Cikloheksan (CgH12) >99%

Diklormetan (CHCl,) >99%

Natrijev klorid (NaCl) 99,96 %

L- prolin (CsHgNO,) >99 % Sigma-Aldrich, SAD
1,7diaminoheptan (NH2(CH,)7NH,) 98 %

Kadaverin dihidroklorid (NH2(CH3)sNH, - 2 HCI) >99 %

Spermin tetrahidroklorid (Cy1p HzsN4 - 4HCI) >99 %

Spermidin trihidroklorid (C;H19N3 - 3HCI) >98 %

Tiramin hidroklorid (HOCgH4CH,CH,NH; - HCl) >98 %
2-feniletilamin hidroklorid (CgHsCH,CH,;NH - >99 %
HCI) >98 %
Putrescin dihidroklorid (NH2(CH2)sNH, - 2HCI) > 99 %,
Histamin dihidroklorid (CsHgN3 - 2HCI)

Aceton (C3HgO) >99 % Merck, Njemacka
Kloroform (CHCls) >99 %

Toluen (C;Hsg) >99 %

Metanol (CH30OH) 99,8 %
5-(dimetilamin)naftalin-1-sulfonil klorid >99 % Thermo Fisher Scientific,
(C12H12,CINO,S) SAD

Acetonitril (CH3CN) 99,9 % Fisher Scientific, SAD
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3.1.2. Mjerni uredaji i aparatura

Uzorci su analizirani na tekucinskom kromatografu visoke djelotvornosti Agilent
Technologies 1100 series opremljen binarnom pumpom, automatskim uzorkivacem, sustavom
za otplinjavanje mobilne faze i detektorom s nizom elektroda (DAD) (Agilent, SAD). Za
odrzavanje temperature kromatografske kolone koriSten je Jones Chromatography grijac
Model 7981 (Jones Chromatography, SAD). Za pripremu uzoraka koriStena je sljedeca
aparatura: centrifuga Mikro 220 (Hettich GmbH, Njemacka) i mini centrifuga IKA mini G
(IKA- Werke GmbH & Co. KG, Njemacka), analiticka vaga (A&D Instruments Ltd, Japan),
mjesa¢ IKA vibrax- VXR Model 2200 (IKA works Inc, SAD), vakuum koncentrator
(Eppendorf, Velika Britanija) i termoblok MBT 250 (ETG, Njemacka).

3.1.3. Uzorci

Za optimiranje uvjeta ekstrakcije, derivatizacije i kromatografske analize koristen je modelni
organizam Skoljke dagnje iz razloga §to je lako dobavljiva u ve¢im koli¢inama potrebnim u
postupku razvoja i validacije analitiCkog postupka i to kao neobradena (sirova i dostupna na
lokalnoj trznici ribe) 1 kao obradena (smrznuta i prethodno toplinski obradena te dostupna u

lokalnim trgovinama hrane).

Za istrazivanje uvjeta kvarenja kod razli¢itih temperatura, vremenskih perioda i validacije
razvijene analiticke metode koristena je neobradena $koljka dagnje (sirova te dostupna na

lokalnoj trznici ribe) koja je prenesena u laboratorij na ledu.

3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema standardnih otopina
Ishodne otopine biogenih amina pripremljene su otapanjem njihovih hidroklorida

odgovarajuce odvage u 10 mL ultra-¢iste vode sljedecih masenih koncentracija: y(kadaverin)

= 4,01 mg mL™ y(putrescin) = 4,01 mg mL™* y(spermin) = 4,01 mg mL"*, y(spermidin) =
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4,29 mg mL %, p(histamin) = 4,01 mg mL* y(tiramin) = 4,00 mg mL™%, y(feniletilamin)
4,30 mg mL™, y(1,7 diaminoheptan) = 5,23 mg mL ™.

Radna otopina smjese biogenih amina pripremljena je razrjedivanjem ishodnih otopina u

10 mL ultra-Ciste vode u kojoj su masene koncentracije iznosile: y(kadaverin)

0,25 mg mL™%, y(putrescin) = 0,68 mg mL™, y(spermin) = 0,56 mg mL ™, y(spermidin)
0,52 mg mL %, p(histamin) = 0,32 mg mL ™%, y(tiramin) = 1,60 mg mL " i y(feniletilamin) =
0,08 mg mL ™.

Za konstruiranje bazdarnog dijagrama pripremljene su standardne otopine biogenih amina
razli¢itih koncentracija u vodi, perklornoj kiselini i supernatantu Skoljke sukcesivnim
razrjedivanjem radne otopine u ultra-Cistoj vodi u koncentracijskom rasponu:
536 — 1371,40 ng mL™' za kadaverin, 14,06 — 3599,92 ng mL™* za putrescin,
11,72 — 299993 ng mL™' za spermin, 10,75 — 2750,92 ng mL' za spermidin,
6,53 — 1671,39 ng mL' za histamin, 33,40 — 8549,85 ng mL' za tiramin i
1,80 — 459,55 ng mL* za feniletilamin.

Alikvoti pripremljenih razrijedenih otopina biogenih amina i radne otopine pohranjeni su na

—18 ° C do analize.

Na dan analize standardne otopine su ostavljene na sobnoj temperaturi do potpunog otapanja

3.2.2. Priprema otopina reagencija

Otopine natrijeva hidrogenkarbonata, masene koncentracije, y = 20 mg mL™ , natrijeva
karbonata, mnozinske koncentracije ¢ = 2 mol L™ i kalijeva hidroksida, mnoZinske
koncentracije ¢ = 0,88 mol L™, pripremljene su u ultra-Gistoj vodi . Otopina prolina masene
koncentracije y = 100 mg mL 1, pripremljena je u ultra-Cistoj vodi. Ishodna otopina
unutarnjeg standarda (IS) 1,7 diaminoheptana masene koncentracije y = 5,23 mg mL™
pripremljen je u ultra-Cistoj vodi. Radna otopina unutarnjeg standarda c¢ija j masena
koncentracija iznosila 0,33 mg mL * pripremljena je razrjedivanjem ishodne otopine u ultra-
Cistoj vodi. Otopine derivatizacijskog reagensa dansil klorida pripremljene su na vise
koncentracijskih razina u acetonu u svrhu optimiranja derivatizacijskog postupka (opisano u
poglavlju 3.2.5.). Otopina derivatizacijskog reagensa pripremana je u svakom danu

provodenja derivatizacijskog postupka.
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3.2.3. Priprema tkiva Skoljkasa

Tkivo sirovih neobradenih dagnji na ledu je odvojeno od ljusture odmah nakon dopreme s
lokalne trznice i mehanicki je usitnjeno i homogenizirano u mehanic¢koj kuhinjskoj mijesalici.
Tkivo zamrznutih toplinski obradenih dagnji kupljenih u lokalnoj trgovini hrane takoder je
mehanic¢ki homogenizirano u mehanickoj kuhinjskoj mijesalici. Homogenizirane smjese su

podijeljene na manje odvage i pohranjene na —18 ° C do analize.

3.2.4. Optimiranje ekstrakcijskih uvjeta za odredivanje biogenih amina iz tkiva dagnji

S obzirom da je u literaturi opisano viSe postupaka ekstrakcije biogenih amina iz uzoraka
hrane, za izbor najpogodnije metode izabrana su Cetiri pristupa za testiranje, a koji su i
dodatno modificirani. Prva metoda je bila ekstrakcija ,kruto-tekuée™ temeljena na tzv.
QUEChERS sustavu pripreme uzorka u koje su se nakon provedene ekstrakcije u tekuce
otapalo dodala sol kako bi se potaklo odvajanje organske faze. Organska faza se prodistila
dodatkom sorbenta za uklanjanje vode i tvari koje su se ekstrahirale zajedno s biogenim
aminima. Nakon centrifugiranja izuzela se gornja faza i podvrgnula postupku derivatizacije
dansil kloridom. Druga metoda ekstrakcije biogenih amina iz tkiva dagnji nakon
derivatizacije reagensom dansil kloridom bila je ekstrakcija organskim otapalima. Odvojena
organska faza se uparila u struji dusika. Treca metoda se temeljila na ekstrakciji biogenih
amina iz tkiva dagnji vodenom otopinom jake kiseline nakon koje je slijedio postupak
derivatizacije dansil kloridom. Cetvrta metoda se temeljila na ekstrakciji biogenih amina iz
tkiva dagnji vodenom otopinom jake kiseline nakon koje je slijedio postupak derivatizacije

dansil kloridom i zatim druga ekstrakcija derivata dansil klorida u pogodno organsko otapalo.

3.2.4.1. Ekstrakcija temeljena na tzv. QUEChERS sustavu

Za ekstrakciju biogenih amina iz realnih uzoraka, u epruvetu od 15 mL odvagano je 1 g
prethodno homogeniziranog i smrznutog tkiva dagnji i dodano je 1 mL acetonitrila. Zatim je
dodano to¢no 30 mg ¢vrste soli natrijeva klorida, 125 mg ¢vrste soli magnezijeva sulfata i
600 pL pripremljene standardne otopine smjese biogenih amina. Dodatno je provedena i

ekstrakcija bez dodatka soli, natrijeva klorida 1 magnezijeva sulfata. Nakon mijeSanja (30
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min) smjesa je centrifugirana kroz 5 minuta pri 3500 g. Isti postupak je proveden i za
standarde na nacin da je umjesto uzorka uzeto 600 pL pripremljene standardne otopine smjese
biogenih amina i 400 pL ultra-Ciste vode.

Ekstrakcijski uvjeti su ispitani i za smjesu otapala i to acetonitril:metanol (v/v 1:1 i viv 1:2),
acetonitril:etanol (v/v 1:1 i viv 1:2).

Nakon provedene ekstrakcije, 500 puL bistre otopine je uzeto za daljnji postupak derivatizacije

ekstrahiranih biogenih amina (opisano u poglavlju 3.2.5.).

3.2.4.2. Izravna ekstrakcija organskim otapalima

U epruvetu od 15 mL odvagano je 1 g prethodno homogeniziranog i smrznutog tkiva dagnji i
dodano je 1 mL acetonitrila. Uzorak je direktno podvrgut derivatizacijskom procesu prema
opisnom postupku u potpoglavlju 3.2.5.. Derivati biogenih amina centrifugirani su kroz 5
minuta pri 3500 g. Za ekstrakciju derivata dansil derivata biogenih amina uzeto je 500 pL
bistre gornje faze za Sto je koriSteno 500 pL organskog otapala i to heksana, cikloheksana,
dietiletera. Nakon mijeSanja (5 min) organska faza je odvojena u drugu epruvetu od 2 mL te je
sadrzaj uparen do suha u struji dusika. U epruvetu je dodano 500 uL acetonitrila prije same

kromatografske analize.

3.2.4.3. Ekstrakcija s vodenom otopinom jake kiseline

Za ekstrakciju biogenih amina iz realnih uzoraka u epruvetu od 15 mL odvagano je 1 g
prethodno homogeniziranog i smrznutog tkiva dagnji i 4 mL vodene otopine perklorne
kiseline, mnozinske koncentracije ¢ = 0,4 mol L™ te 20 uL otopine unutarnjeg standarda (1,7-
diaminoheptana) masene koncentracije y = 0,88 mg mL™". Smjesa je tijekom 30 minuta
snazno mijeSana na mjeSacu IKA vibrax-VXR Model 2200 nakon ¢ega je centrifugirana kroz
10 minuta pri 3000 okretaja u minuti (rpm) radi odvajanja krute i tekuce faze. Otopina iznad
taloga je prenesena u drugu plasti¢nu epruvetu od 15 mL. Ukupno su provedene tri uzastopne
ekstrakcije u cilju provjere koliko je ekstrakcija potrebno da se najveca koli¢ina biogenih
amina prevede u ekstrakcijsko otapalo.

Za pripremu standardnih otopina primijenjen je isti pristup kao i kod ekstrakcije iz tkiva

dagnji, 1 mL standardnih otopina otpipetirano je u epruvetu od 15 mL dodano je: (i) 4 mL
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otopine perklorne kiseline, mnozinske koncentracije ¢ = 0,4 mol L% ili (ii) ultra-¢iste vode i
20 pL pripremljene otopine unutarnjeg standarda (1,7-diaminoheptana). Smjesa je tijekom
30 minuta snazno mijeSana nakon ¢ega je centrifugirana kroz 10 minuta pri 3000 rpm.
Ekstrakcijski uvjeti su ispitani s vodenim otopinama perklorne kiseline kod nize
(c=0,2mol L) i kod vise (¢ = 0,4 mol L) koncentracije.

Nakon provedene ekstrakcije, 500 puL bistre otopine uzeto je za daljnji postupak derivatizacije

ekstrahiranih biogenih amina (opisano u poglavlju 3.2.5.).

3.2.4.4. Ekstrakcija s vodenom otopinom jake kiseline i organskim otapalom

Za ekstrakciju biogenih amina iz realnih uzoraka primijenjena je ista metoda opisana u
prethodnom poglavlju 3.2.4.3.. Nakon provedene ekstrakcije i derivatizacijskog postupka
dansil derivati biogenih amina ekstrahirani su iz reakcijske smjese pogodnim organskim

otapalom. Organsko otapalo izbora bili su heksan i dietileter.

Za ekstrakciju dansil derivata biogenih amina uzeto je 500 puL reakcijske smjese, dodano je
500 pL dietiletera (ili heksana) te je smjesa snazno mijeSana na mjeSacu IKA vibrax-VXR
Model 2200 kroz 2 minute. Smjesa je zatim centrifugirana kroz 2 minute pri 3000 rpm radi
odvajanja vodene i organske faze. Organska faza je odvojena u mikro epruvetu volumena
2 mL, uparena do suha u struji duSika te je ostatak otopljen u 400 pL acetonitrila prije

kromatografske analize. Ukupno su provedene tri uzastopne ekstrakcije s dietileterom.

3.2.5. Derivatizacija biogenih amina u tkivu dagnji i standardima za kalibraciju

Neposredno prije provedbe jednostupanjske derivatizacije pripremljena je otopina dansil
klorida u acetonu razli¢itih koncentracija koje su koriStene za optimiranje derivatizacijskog

postupka.

U epruvetu od 15 mL otpipetirano je 500 puL prethodno profiltriranog ekstrakta dobivenog
ekstrakcijom opisanom u poglavlju 3.2.4.2. i 10 puL otopine unutarnjeg standarda. Smjesa se
promijesala te se pH smjese podesio na 7 dodatkom pripremljene vodene otopine kalijeva
hidroksida. Zatim se dodalo 200 pL pripremljene otopine natrijeva karbonata, mnoZinske

koncentracije ¢ = 2 mol L™ i 700 pL otopine dansil klorida pripremljene u acetonu, masene
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koncentracije y = 15 mg mL . Reakcijska smjesa je promijeSana i inkubirana pri 55 °C kroz
15 minuta. Nakon zavrSene reakcije, u reakcijsku smjesu je dodano 100 pL. vodene otopine
prolina za zaustavljanje reakcije prevodenjem suviSka dansil klorida u dansil derivat prolina.
Alternativno, umjesto otopine prolina, reakcijskoj smjesi je dodano 100 pL 25 % otopine
amonijaka. Smjesa je promijeSana i ostavljena na sobnoj temperaturi kroz 30 minuta ili
zagrijana pri 60 °C kroz 15 minuta nakon Cega je smjesa ostavljena da se ohladi na sobnu
temperaturu. U zadnjem koraku je smjesa centrifugirana kroz 5 minuta pri 4000 rpm i 500 pL.
smjese je profiltrirano kroz PTFE filter papir dimenzija pora od 22 pum prije kromatografske
analize. Za derivatizaciju standarda biogenih amina pripremljenih u vodi ili u vodenoj otopini
perklorne kiseline opisanu u poglavlju 3.2.4.3. uzeto je 500 pL pripremljene otopine
standarda u vodi odnosno otopini perklorne kiseline i derivatizacija je provedena na isti nacin

kao 1 u slu¢aju ekstrakta tkiva dagnji.
Za optimiranje derivatizacijskog postupka ispitani su sljede¢i radni uvjeti:

e temperatura derivatizacije

e vrijeme derivatizacije

e pH reakcijske smjese

e koncentracija dansil klorida

e zaustavljanje reakcije

Za podeSavanje pH uzoraka i standardnih otopina smjese biogenih amina prije same
derivatizacije koriStena je pripremljena vodena otopina natrijeva hidrogenkarbonata
(y = 20 g L™Y) i natrijeva karbonata (y = 666,7 g L ™). Ispitani su uvjeti derivatizacije kod dviju
pH vrijednosti reakcijske smjese: (i) 8 — 9 i (ii) 10,5 — 11. Postupak ekstrakcije i derivatizacije
proveden je prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.5. uz razliku da je dodano 60 pL dansil
klorida (y = 10 mg mL ™) u 500 pL uzorka tkiva dagnje ili standardne otopine biogenih amina
te se derivatizacija provodila pri temperaturi 60 °C kroz 15 minuta. Reakcija se zaustavila
dodatkom 100 pL prolina (y = 100 mg mL™) te su derivati ostavljeni u mraku kroz 30 minuta.
U sljede¢em pokusu reakcija se zaustavila dodatkom 25 % otopine NHj3 i reakcijska smjesa se
dodatno inkubirala kroz 15 minuta pri temperaturi 60 °C kako bi se uklonili ostaci acetona i

amonijaka. Reakcija smjesa se zatim ostavila u mraku kroz 30 minuta.

Utjecaj temperature i vremena inkubiranja na derivatizacijski postupak ispitan je kod dviju

temperatura, 60 °C 1 55 °C, a inkubacija se provodila kroz vremenski period od 12, 15 1 30
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minuta. Postupak derivatizacije je proveden pri pH 8 — 9 uz dodatak 85 pL dansil klorida
(y = 10 mg mL™) u 500 pL uzorka ili standardne otopine biogenih amina. Reakcija se
zaustavila dodatkom 100 uL vodene otopine prolina (y = 100 mg mL™) ili dodatkom 100 pL
25 % vodene otopine NHs.

Za ispitivanje utjecaja koncentracije dansil klorida na ucinkovitost derivatizacije 700 pL
dansil klorida koncentracija 3,5 mgmL ™, 7,5 mg mL ™, 15 mg mL ™" i 25 mg mL " dodani su
u reakcijsku smjesu prije inkubiranja. Reakcija se zaustavila dodatkom 100 pL prolina (y =

100 mg mL ™) ili dodatkom 100 puL 25 % otopine NHa.

3.2.6. Uvjeti kromatografske analize

Tijekom razvoja analiticke metode bilo je potrebno provijeriti utjecaj sastava mobilne faze,
protok mobilne faze i temperature kromatografske kolone na separaciju dansil derivata
biogenih amina. Za separaciju dansil dervata biogenih amina koriStena je PerfectSil Target
ODS-3 HD 5um, 150 x 4.6mm (MZ Analysentechnik, Njemacka). Konacni uvjeti
kromatografske separacije i detekcije prikazani su u tablici 2. Za sastav mobilne faze
koriStena je ultra-Cista voda i acetonitril. Mobilna faza A bila je smjesa acetonitril : voda =

80:20 (v/v), a mobilna faza B bio je Cisti acetonitril.

Tablica 2. Konstantni uvjeti analize primjenom tekucinske kromatografije

Parametar Uvjet

Temperatura kolone 45°C
Protok mobilne faze 1 mL min~*
Volumen injektiranja 20 uL

Valna duljina mjerenja 254 nm

Tijekom razvoja metode optimirani su uvjeti gradijenta mobilne faze. Ispitani gradijenti

(volumni omjeri) mobilne faze A i B prikazani su u tablici 3.

Optimirani uvjeti analize dansil derivata biogenih amina za sve provedene eksperimente u

ovom radu koristen je gradijent mobilne faze 4 (tablica 3).
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Tablica 3. Gradijenti mobilne faze

Vrijeme [min] O 7 11 15 17 19

Gradijent Mobilna faza
mobilne faze 1 A [vV], % 60 20 182 10 60 60
B [v/v], % 40 80 818 90 40 40
Vrijeme [min] O 7 11 12 16 18
Gradijent Mobilna faza
mobilne faze 2 A [vV], % 60 20 182 5 60 60
B [v/v], % 40 80 818 95 40 40
Vrijeme [min] 0 7 9 10 14 16 18
Gradijent Mobilna faza
mobilne faze 3 A [viv], % 60 20 18 5 5 60 60
B [v/v], % 40 80 82 95 95 40 40
Vrijeme [min]
Gradijent Mobilna faza o 7 & 9 18 1L U
mobilne faze 4 A [viv], % 60 20 18 5 5 60 60
B [v/V], % 40 80 8 95 95 40 40

3.2.7. Pracenje promjene koncentracije biogenih amina u tkivu dagnji promjenom uvjeta
skladistenja

Kako bi se ispitali uvjeti skladistenja u kojima dolazi do promjene koncentracije biogenih
amina u tkivu dagnji odvagani uzorci mase 1 g 1 preneseni u plasti¢ne epruvete od 15 mL.
Uzorci su skladiSteni pri razli¢itim temperaturama u zamrzivacu (—18 °C), hladnjaku (+4 °C),
I Uvjetima sobne temperature tijekom razli¢itog vremenskog perioda. Uzorci tkiva dagnji s
oznakom 1-24 su pohranjeni su u zamrzivacu pri —18 °C , uzorci s oznakom 25-48 su
pohranjeni su u hladnjaku pri +4 °C, dok su uzorci s oznakom 49-72 bili pohranjeni na realnoj
sobnoj temperaturi. Promjena temperature uzoraka ostavljenih u sobnim uvjetima, pri +4 °C,
pri —18 °C u razli¢itom vremenskom periodu prikazana je na slici 2. Prosjecna sobna
temperatura iznosila je +22,2 °C kroz 6 dana (168 h), dok je promjena temperature bila u

rasponu od +18,8 do +25 °C. Shema uzorkovanja prikazana je na slici 5.

Uzorci su nakon proteka odredenog vremenskog razdoblja na sobnoj temperaturi 1 kod +4 °C
pohranjeni na —18 °C do kromatografske analize. Svi uzorci tkiva dagnji analizirani su
razvijenom analitiCkom metodom prema opisanom postupku ekstrakcije (opisano u poglavlju
3.2.4.3.) uz napomenu da je u postupku ekstrakcije koriStena je otopina unutarnjeg standarda

masene koncentracije 0,33 mg mL ™) i derivatizacije (opisano u poglavlju 3.2.5.).
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Homogenizirano tkivo

dagnji
Sobna
temperatura +4°C -18 °C

uzorak vrijeme uzorak vrijeme uzorak vrijeme
25-30 Oh 49 - 54 Oh 1-6 Oh
31-36 48 h 55-60 48 h 7-12 48 h
37-42 96 h 61-66 96 h 13-18 96 h
43 - 48 168 h 67-72 168 h 19-24 168 h

Slika 5. Promjena temperature uzoraka ostavljenih u uvjetima sobne temperature, pri +4 °C i

pri —18 °C u razli¢itom vremenskom periodu

3.2.8. Evaluacija razvijene analiticke metode
U svrhu validacije razvijene analitiC¢ke metode za odredivanje biogenih amina iz uzorka tkiva
dagnji odredeni su sljede¢i parametri: razlucivanje, efikasnost ekstrakcije, to¢nost,

ponovljivost, osjetljivost analiticke metode, odnosno, granica detekcije 1 granica

kvantifikacije.

3.2.8.1. Kalibracija

S obzirom da odziv detektora na odredene sastojke od interesa moZe jako ovisiti o matrici u

kojoj su analiti 1 standardi odredeni, usporeden je odziv detektora za dva slucaja:
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a) vodene otopine standarda razliCitih koncentracija biogenih amina u ocekivanom rasponu
biogenih amina u uzorcima podvrgnuti su derivatizaciji i kromatografskoj analizi prema

optimiranoj razvijenoj analitickoj metodi.

b) u standardne otopine razli¢itih koncentracija biogenih amina u ocekivanom rasponu
biogenih amina dodan je jednak volumen otopine perklorne kiseline kao i za ekstrakciju
biogenih amina iz tkiva dagnje i smjesa je podvrgnuta derivatizaciji prema razvijenoj

analitickoj metodi.

Za izracun koncentracija pojedinih biogenih amina koriSten je omjer povrSine ispod
kromatografskog pika i unutarnjeg standarda. Standardne otopine biogenih amina za
konstruiranje regresijskih krivulja pripremljene su sukcesivnim razrjedivanjem radne otopine
smjese biogenih amina, a u kojima je koncentracijski raspon biogenih amina iznosio
0-0,61 ug mL'za feniletilamin, 0 — 4,5 pg mL™* za putrescin, 0 — 1,8 pg mL™" za kadaverin,
0 — 2,0 ug mL™* za histamin, 0 — 11,5 pg mL™* za tiramin, 0 — 3,5 ug mL* za spermidin i
0— 4,0 pg mL ™ za spermin.

Kalibracijski pravei su izracunati metodom najmanjih kvadrata osim u slucaju spermina za
koji je ovisnost odziva detektora o koncentraciji nelinearna pa se Koristila regresijska analiza

polinoma drugog stupnja.

3.2.8.2. Efekt matrice

Za odredivanje efekta matrice u standardne otopine razli¢itih koncentracija biogenih amina u
ocekivanom rasponu biogenih amina dodan je jednak volumen otopine perklorne kiseline kao
i za ekstrakciju biogenih amina iz tkiva dagnje i smjesa je podvrgnuta derivatizaciji prema
razvijenoj analitickoj metodi. U uzorke tkiva dagnji pohranjenih na —18 °C dodana je
usporediva koncentracija standardnih otopina razli¢itih koncentracija kao i jednak volumen
otopine perklorne kiseline kao i za ekstrakciju biogenih amina iz tkiva dagnje. Nakon

ekstrakcije smjesa je podvrgnuta derivatizaciji prema istoj analitickoj metodi.

Efekt matrice izracunat je kao omjer nagiba pravca izraCunatog za analiticke standarde
(Sotapalo) pripremljene u otapalu i nagiba pravca za analitiCke standarde pripremljene u tkivu

skoljki (Stkivo dagnje)-
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S
Efekt matrice (%) = —=*°_.100 [1]

tkivo dagnje

3.2.8.3. Efikasnost ekstrakcije

Za ispitivanje efikasnosti ekstrakcije biogenih amina iz realnih uzoraka tkiva dagnji
primijenjene su tri uzastopne ekstrakcije s istim volumenom vodene otopine perklorne
kiseline prema metodi upisanoj u poglavlju 3.2.4.3. Efikasnost ekstrakcije pojedinih biogenih

amina nakon prve ekstrakcije izracunata je prema izrazu,

koli¢ina biogenog amina nakon 1. ekstrakcije

Efikasnost 1. ekstrakcije (%) = 0 [2]

koli¢ina biogenog amina nakon sve 3 ekstrakcije

3.2.8.4. Ponovljivost

Za odredivanje ponovljivosti razvijene analiticke metode, 6 individualno pripremljenih
realnih uzoraka tkiva dagnji mase od 1 g podvrgnuto je opisanom postupku ekstrakcije,
derivatizacije i kromatografske analize unutar jednog dana analizom 6 replikata na jednoj
koncentracijskoj razini. Ponovljivost je izracunata kao relativna standardna devijacija (RSD)

izrazena u postocima prema izrazu:

RSD (%) :%.mo 3]

u kojem SD predstavlja standardnu devijaciju rasprSenosti podataka oko srednje vrijednosti,

dok X predstavlja srednju vrijednost podataka (izracunatu kao aritmeticka sredina).

3.2.8.5. Osjetljivost metode (granica detekcije i kvantifikacije)

Za odredivanje granice detekcije i granice kvantifikacije konstruiran je bazdarni dijagram u
niskom koncentracijskom rasponu u blizini granice detekcije, odnosno kvantifikacije. Granica

detekcije (engl. limit of detection, LoD) i granica kvantifikacije (engl. limit of quantification,
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LoQ) izraCunata je iz izraCunatih vrijednosti rezidualne standardne devijacije (SDys) i nagiba

kalibracijskog pravca (engl. slope, S) na temelju sljedecih izraza:

SD

LoD (ug mL‘1)=3,3-% [4]
LoQ(ug mL*)=10-22= 5]

3.2.8.6. Indeks biogenih amina

Indeks biogenih amina (engl. biogenic amine indeks, BAI) izracunat je iz izraza prema

Veciana-Nogues i sur. (1997),

BAI (mg kg ™) = Histamin + Putrescin + Kadaverin + Tiramin (6]

3.2.8.7. Obrada podataka

Za obradu svih podataka, ukljucivo linearnu regresiju i statistiCku obradu podataka koristen je

Prism 9.5.1. (Graph-Pad, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Biogeni amini imaju ulogu neurotransmitera, pokazatelja kvalitete, odnosno svjezine hrane,
ali mogu izazvati i toksicni efekt na ljudsko zdravlje. Zbog toga ih je vazno odrediti i u
namirnicama morskog podrijetla. Istovremeno odredivanje vise biogenih amina u uzorcima

Cesto je zahtjevno zbog njihove razli¢ite strukture, pa time i fizikalno-kemijskih svojstava.

Iako je publiciran veliki broj radova za odredivanje biogenih amina u ribama, literaturni
podaci za odredivanje biogenih amina u Skoljkasima izrazito je ogranien. Stoga je u ovom
radu bio cilj razviti analiticku metodu za odredivanje biogenih amina u modelnom organizmu
i to u tkivu dagnji. Dagnje su kao modelni organizam izabrani zbog svoje lokalne dostupnosti
u ve¢im koli¢inama, kao svjeze ili toplinski obradene i duboko smrznute. Kao analiticka
metoda izbora za analizu odabrana je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti u sprezi
s detektorom s nizom dioda. Metoda je dalje primijenjena za prac¢enje promjena koncentracije
biogenih amina u tkivu dagnji pohranjenih u razli¢itim uvjetima temperature i vremena
kratkotrajnog skladiStenja. Za razvoj metode i pracenje promjena koncentracije izabrano je
sedam biogenih amina koji se koriste kao indikatori svjezine hrane i to feniletilamin,

putrescin, kadaverin, histamin, tiramin, spermidin i spermin.

HPLC metoda za odredivanje biogenih amina uz prethodnu derivatizaciju s dansil kloridom,
koja je koriStena u ovom radu, omogucila je potpunu separaciju kromatografskih pikova svih
sedam dansil derivata biogenih amina te pouzdanu kvantifikaciju svih dansil derivata biogenih

amina osim spermina.

4.1. ldentifikacija dansil derivata biogenih amina

Pripremljene standardne otopine pojedinacnih biogenih amina i smjese standarda biogenih
amina u vodi podvrgnute su, nakon ekstrakcije, derivatizaciji pomoc¢u regensa dansil klorida.
Dansil derivat svakog biogenog amina identificiran je na temelju vremena zadrzavanja.
Redoslijed vremena zadrzavanja pojedinih dansil derivata biogenih amina u kromatogramima
odreden je iz pojedinacnih kromatograma individualnih derivata standarda biogenih amina.
Na slici 6 prikazani su kromatogrami derivata pojedina¢nih biogenih amina i smjese biogenih

amina pri optimiranim uvjetima kromatografske analize opisanima u poglavlju 3.2.6.
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Vremena zadrzavanja pojedinih dansil derivata biogenih amina bila su priblizno 7,8 min za
feniletilamin, 8,1 min za putrescin, 8,5 min za kadaverin, 8,8 min za histamin, 9,5 min za

unutarnji standard, 10,5 min za tiramin, 10,8 min za spermidin i 12,0 min za spermin.

4.2. Optimiranje uvjeta kromatografske analize

Tijekom razvoja metode optimirani su uvjeti gradijenta mobilne faze kako bi se postigla
prihvatljiva separacija dansil derivata biogenih amina u najkratem mogucem vremenskom
periodu kromatografske analize. U tu svrhu su ispitani najpovoljniji omjeri mobilnih faza A
(smjesa vode i acetonitrila u volumnom omjeru 80:20) i B (acetonitril), a rezultati utjecaja
mobilne faze na separaciju dansil derivata biogenih amina prikazani su na kromatogramima
na slici 7. S obzirom da je postignuta dovoljno dobra separacija prvih 5 kromatografskih
pikova, promjena gradijenta je bila prvenstveno usmjerena na skradivanje vremena
zadrzavanja tiramina i spermina te u ve¢oj mjeri spermidina, §to je i postignuto povecanjem

udjela organske faze B nakon 7. minute.

Iz kromatograma na slici 7d je vidljivo da se pri optimiranim uvjetima postize najkrace
vrijeme analize, ali i potrebno razdvajanje kromatografskih pikova (krivulja) sto je potvrdeno
1 izraCunatim razluc¢ivanjem prema danom numeri¢kom izrazu, koje je za sve susjedne pikove

iznosio najmanje 1.
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Slika 6. Reprezentativni RP-HPLC-DAD kromatogrami dansil derivata standarda
pojedinacnih biogenih amina pri optimiranim kromatografskim uvjetima: a) PHE —
feniletilamin, b) PUT — putrescin, ¢) CAD — kadaverin, d) HSM — histamin, e) IS —
unutarnji standard, f) TYR — tiramin, g) SPD — spermidin, h) SPM — spermin, (i) smjesa
standarda dansil derivata biogenih amina
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_ 2(t (B)—tr (A))
R= w(B)-w(A) [7]
u kojem je,
R — razlucivanje
tr (B) — vrijeme zadrzavanja sastojka koji izlazi kasnije (s)
tr (A) — vrijeme zadrZavanja sastojka koji izlazi ranije (s)

W — $irina kromatografskog pika u bazi (s)

Razlucivanje izmedu susjednih kromatografskih pikova prema izraunu je iznosilo 1,00 za
feniletilamin/putrescin, 1,80 za putrescin/ kadaverin, 1,40 za kadaverin/histamin, 1,33 za
histamin/interni standard, 2,16 za interni standard/ tiramin, 1,51 za tiramin/spermidin te 6,85
za spermidin/spermin. Kao §to se moze vidjeti iz kromatograma na slici 7d pikovi su dobro
odvojeni do bazne linije i eluiraju kao ostri i simetri¢ni pikovi te bez interferirajucih pikova

kod svih sastojaka.
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Slika 7. Utjecaj gradijenta mobilne faze na separaciju dansil derivata biogenih amina a)
gradijent mobilne faze 1, b) gradijent mobilne faze 2, ¢) gradijent mobilne faze 3, d) gradijent
mobilne faza 4. (PHE — feniletilamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, HSM —
histamin, IS — unutarn;ji standard, TYR — tiramin, SPD — spermidin, SPM — spermin)
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4.3. Optimiranje uvjeta ekstrakcije i kemijske modifikacije biogenih amina

Kao prvi korak u analizi biogenih amina bilo je potrebno provijeriti koje je ekstrakcijsko
otapalo najpogodnije za njihovo izdvajanje iz uzorka. U tu svrhu je, na temelju dostupnih
podataka iz literature, izabrano nekoliko pristupa; ekstrakcija temeljena na Quechers pristupu,
zatim ekstrakcij u organsko otapalo (dietileter, kloroform, diklorometan, heksan), vodenu
otopinu jake kiseline (klorovodi¢na i perklorna kiselina) te dietileter nakon prethodne

derivacije s dansil kloridom.

Ekstrakcija biogenih amina iz tkiva Skoljke temeljena na Quechers pristupu opisana u
poglavlju 3.2.4.1. i izravna ekstrakcija organskim otapalima opisana u poglavlju 3.2.4.2. nisu
se pokazali pogodnim metodama za ekstrakciju svih biogenih amina. Ispitivanje najboljeg
ekstrakcijskog otapala provedeno je u standardnim otopinama biogenih amina i o¢ekivano
manja koncentracija biogenih amina ekstrahirana je s organskim otapalima nego s perklornom
kiselinom. Koncentracija standardnih otopina biogenih amina bila je vi$a u otopinama iz kojih
su biogeni amini ekstrahirani s organskim otapalima, nego vodenom otopinom perklorne
kiseline (slika 8). Organska otapala nisu pogodna zbog snaznog polarnog karaktera biogenih
amina, pa ¢e ekstrakcija rezultirati ve¢om topljivosti u vodi u odnosu na organska otapala.
Dodatan razlog neefikasnosti tradicionalne ekstrakcije s organiskim otapalima je slozenost

matrice u kojoj se nalaze brojni interferenti (Pataca i sur., 2021).

S obzirom na slozenost matrice organska otapala ili smjesa otapala nisu pogodne za sve
istrazene biogene amine zbog svoje slozene grade. Prema dostupnoj literaturi najvise se za
odredivanje biogenih amina upotrebljava ekstrakcija s jakom kiselinom zatim derivatizacija 1
ponovno ekstrakcija organskim otapalom. Stoga je razvoj analiticke metode bio usmjeren na
Sto manje koraka te se odbacio korak druge ekstrakcije u organskom otapalu. Ispitana je
ekstrakcija s otopinom perklorne kiseline mnozinskih koncentracija 0,2 mol L™"i 0,4 mol L™".
Kadaverin, putrescin, tiramin i spermidin se prema realnim koncentracijama standarda bolje
ekstrahiraju pomoéu otopine perklorne kiseline koncentracije 0,4 mol L™'. Spermin se nije
mogao kvantificirati niti ekstrakcijom organskim otapalima niti perklornom kiselinom jer se
derivatizacija dansil kloridom nije pokazala kao povoljna za ovaj amin. Kao bolje
ekstrakcijsko otapalo se pokazala otopina perklorne kiseline koncentracije 0,4 mol L™". Stoga
se za provodenje drugog dijela istrazivanja dalje provodila ekstrakcija s perklornom kiselinom

koncentracije 0,4 mol L.
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Slika 8. Reprezentativni RP-HPLC-DAD kromatogram standardnih otopina pojedinih amina
u obliku njihovih dansil derivata pri ekstrakciji s otapalima: a) perklorna kiselina, b)
kloroform, c) dietileter, d) heksan (PHE — feniletilamin, PUT — putrescin, CAD —
kadaverin, HSM — histamin, IS — unutarnji standard, TYR — tiramin, SPD — spermidin,
SPM — spermin)
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4.4. Optimiranje derivatizacije biogenih amina u tkivu dagnji i standardima za
kalibraciju

U svrhu optimiranja uvjeta derivatizacije ispitani su derivatizacijski uvjeti pri razli¢itim pH
vrijednostima reakcijske smjese, koncentracijama dansil Kklorida, temperaturama i
vremenskom periodu derivatizacije. U tu svrhu eksperimenti su provedeni sa standardima za

kalibraciju, ali i na tkivu dagniji.

S obzirom da se reakcije s dansil kloridom odvijaju u luznatom mediju, a u literaturi se
opisuju razliite vrijednosti pH reakcijske smjese u rasponu od 8 do 12 kao optimalne za
derivatizaciju biogenih amina s dansil kloridom (Hernandez-Cassou i Saurina, 2011), ispitana
je efikasnost derivatizacije pri pH 8 - 9 i pri pH 10,5 - 11 u tkivu dagnji. Na slici 9 prikazani
su kromatogrami derivata dansil derivata biogenih amina iz kojih je vidljivo da se veci
analiti¢ki signali postizu pri pH 10,5 — 11 nego pri pH 8 — 9. Prema istrazivanju Jastrzgbska i
sur. (2013) najjac¢i analiticki signal dansil derivata dobiven je pri pH 9,3, dok je prema
Francisco i sur. (2019) te Herrero i sur. (2016). pH vrijednost reakcijske smjese mora biti
iznad 10 za optimalnu derivatizaciju dansil kloridom. Optimalna pH vrijednost za
derivatizaciju biogenih amina s dansil kloridom iznosi 10 prema Dadékova i sur. (2009), dok
prema Ramos i sur. (2014) iznosi 11. U ovom radu su ispitana obje vrijednosti pH (slika 9) i
zaista se pokazalo da optimalna pH vrijednost za derivatizaciju iznosi 10,5 — 11 §to je u

skladu s istrazivanjima Francisco i sur. (2019), Herrero i sur. (2016), Dadékova i sur. (2009).

Optimalna koncentracija derivatizacijskog reagensa u reakcijskoj smjesi takoder doprinosi
odzivu detektora. Za optimiranje koli¢ine dansil klorida u reakcijskoj smjesi prvobitno su
provedene derivatizacije kod 3 razli¢ite koncentracije 1 to 3,75 mg mL™, 7,5 mg mLt i
15 mg mL ™. Rezultati na slici 10 pokazuju da je analiticki signal najveéi za sve dansil
derivate nakon dodatka 700 pL otopine dansil klorida koncentracije 15 mg mL ™ u reakcijsku
smjesu. Najveci analiti¢ki signal, odnosno odziv detektora, postignut je dodatkom 700 pL
otopine dansil klorida koncentracije 15 mg mL ™", a najnizi analiti¢ki signal je postignut pri
koncentraciji 3,75 mg mL " dansil klorida (slika 10). U sljede¢em koraku se ispitalo moze li
dodatno povecanje koli¢ine dansil klorida i dalje biti popraceno s povecanjem analitickog
signala, pa je stoga dodatno provedena derivatizacija dodatkom 700 puL otopine dansil klorida
koncentracije 25 mg mL ' u reakcijsku smjesu. Najveéa koncentracija dansil klorida dovela je
do supresije analiti¢kog signala (slika 12 b). Dobiveni rezultati se ne razlikuju u standardima

(slika 12 c) niti u uzorku tkiva dagnji (slika 12 a, b). Pataca i sur. (2021) u svom su radu za
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derivatizaciju koristili koncentraciju dansil klorida od 3 mg mL ™ kao optimalnu, $to je
koncentracija koja je u ovom radu rezultirala nizim odzivom detektora. Istrazivanje Kim i
sur. (2009) za odredivanje biogenih amina u uzorcima ribe, lignji i Skoljaka i istrazivanje
Simat i sur. (2011) pokazuju da je optimalna koncentracija dansil klorida za derivatizaciju 10
mg mL™%, sto je takoder niza koriStena koncentracija u odnosu na ovaj rad. Prema dostupnoj
literaturi ovaj rad je po prvi puta ukljucio i ispitivanje utjecaja derivatizacije i pri daleko visoj
koncentraciji dansil klorida i to 25 mg mL™!. Razlog za to lezi u &injenici da je matrica tkiva
Skoljkasa kompleksna, da moze sadrzavati i druge sastojke koji mogu reagirati s dansil
kloridom, §to posljedi¢no dovodi do smanjene koli¢ine derivatizacijskog reagensa raspolozive
za derivatizaciju analita. Na temelju rezultata kao optimalna koncentracija dansil klorida za
daljnji rad izabrana je koncentracija od 15 mg mL ™.

U radu Hernandez-Cassou i Saurina (2011) reakcija analita s dansil kloridom zahtijeva
vrijeme reakcije 20 — 60 min i temperaturu 40 °C — 70 °C. Najcesce koriStena temperatura
derivatizacije je 40 °C tijekom 45-60 min (Proestos i sur., 2008.; Mo Dugo, i sur., 2006.; Jeya
Shakila 1 sur., 2001). Derivatizacija na poviSenoj temperaturi koristi se iz razloga Sto visoka
temperatura povecava efikasnost derivatizacije i1 proces zavrSava u kratkom vremenu
(Dadakova i sur., 2009). Pri temperaturama reakcijske smjese u kojoj se odvija derivatizacija
viSim od 60 °C, nastali dansil derivati biogenih amina nisu stabilni (Zhu 1 sur., 2016).
Temperatura visa od 65 °C moZe uzrokovati razgradnju dansil derivata Sto rezultira
promjenom oblika pikova i smanjenjem visine kromatgrafskih pikova (Dadakova i sur.,
2009). U ovom radu su odabrane dvije temperature za derivatizaciju i to 55 °C 1 60 °C, a
prema Pataca i sur. (2021) i Jastrzgbska i sur. (2013). Na temelju rezultata pri temperaturi od
55 °C nisu vidljive razlike u efikasnosti derivatizacije u odnosu na 60 °C, stoga je temperatura
od 55 °C izabrana kao optimalna temperatura derivatizacije u ovom radu. Medutim, vidljive
su razlike su duljini trajanja derivatizacije pri optimalnoj temperaturi (slika 11). Produljenjem
vremena derivatizacije s 15 minuta (slika 11a) na 30 minuta (slika 11b) opada ja¢ina
analitickog signala. Jednaki rezultati pri navedenim uvjetima su dobiveni i u standardnim
otopinama (slika 11c) i u tkivu dagnji. U istrazivanju Dadakova i sur. (2009) takoder je
ispitana 1 derivatizacija pri 20 °C (sobna temperatura) kroz 20 h 1 usporedena s
derivatizacijom pri 50 °C kroz 1 sat. Razlog za izbor sobne temperature leZi u ¢injenici da
dulje vrijeme derivatizacije, ali pri nizoj temperaturi ne bi trebao dovoditi do znacajne

degradacije dansil derivata (Dadakova i sur., 2009). Dobiveni rezultati u ovom radu su u
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skladu s istrazivanjem Dadakova i sur. (2009) utoliko da niza temperatura reakcijske smjese u

kojoj se odvija derivatizacija pogoduje stabilnosti nastalih dansil derivata.

S obzirom na sve navedeno, kao optimalni uvjeti derivatizacije biogenih amina u standardnim
otopinama i tkivu dagnji te validacije analiticke metode uzeti su: pH reakcijske smjese
10,5 — 11, dodatak od 700 uL otopine dansil klorida koncentracije 15 mg mL ™ u reakcijsku

smjesu, temperatura derivatizacije od 55 °C te vrijeme derivatizacije od 15 minuta.

Vazan korak nakon provedene derivatizacije je uklanjanje suviska dansil klorida. SuviSak
dansil klorid reagensa i njegovih nusprodukata ometaju separaciju derivata biogenih amina
(Liu 1 sur., 2018). Nastanku povecane koncentracije nusprodukata derivatizacije, dansil
sulfonske kiseline (DNS-OH) i dansil amida (DNS-NH2) pogoduje luznati pH koji pomice
ravnotezu kemijske reakcije prema nastanku produkta. Dansil sulfonska kiselina moze ometati
kromatografsko razdvajanje amina, jer moze koeluirati s dansil derivatima s izrazenijim
hidrofilnim karakterom (Silva, 2005). Kako bi se nadvladao taj problem, u reakcijsku se
smjesu nakon proveden derivatizacije, dodaju reagensi za potro$nju suviska derivatizacijskog
reagensa. NajceS¢e se dodaje amonijak, amonijev hidroksid ili aminokiselina prolin. U ovom
radu ispitivan je utjecaj dodatka amonijaka i otopine prolina te se je promatrao njihov utjecaj
na koeficijent odredivanja biogenih amina u svrhu uklanjanja suviSka dansil klorida.
Dodatkom prolina uklanja se viSak dansil klorida stvaranjem ioniziranog dansil derivata
prolina, koji ostaje u vodenoj fazi zajedno s DNS-OH (Silva, 2005). Razlog zasto je prolin
bolji reagens za uklanjanje suviska dansil klorida od amonijaka, prema istraZivanju Stephans
(1986), je da dodatkom amonijevog hidroksida nastaju velike koncentracije dansil amida
(DNS-NH) ¢iji  kromatografski pikovi zbog nastalog amonijaka mogu maskirati
kromatografske pikove derivata analita. Prema istraZivanju De May i sur. (2012) dodatak
amonijaka takoder nije mogao dovoljno ukloniti suviSak dansil klorida. Kao rezultat toga,
male koli¢ine nusprodukata mogu se i dalje detektirati u kromatogramu i vidljiv je utjecaj na
kromatografski pik putrescina (De May 1 sur., 2012). U daljnjem istraZivanju De May 1 sur.
(2012) ni dodatak dvostruke koncentracije amonijaka i udvostrucenje vremena inkubacije nisu
utjecali na smanjenu pojavu nusprodukta. U ovom radu se prolin pokazao kao bolji reagens za
uklanjanje suviSka dansil klorida $to je u skladu s opazanjima u istrazivanju De May 1 sur.
(2012). Nakon optimiranja derivatizacijskog procesa, i promjenom zaustavljanja reakcije

dodatkom otopine prolina, spermin i dalje nije bilo moguc¢e pouzdano kvantificirati.
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Slika 9. RP-HPLC-DAD kromatogrami dansil derivata biogenih amina u tkivu dagnji
derivatizirani dansil kloridom pri pH 8 — 9, dodatkom 60 uL. DNS (10 mg L™ ) u reakcijsku
smjesu pri 60 °C tijekom 15 minuta 1 pH 10,5-11, dodatkom 700 pL. DNS (15 mg Lt ) u
reakcijsku smjesu pri 55 °C tijekom 15 minuta (PHE — feniletilamin, PUT — putrescin,

CAD — kadaverin, HSM — histamin, IS — unutarnji standard, TYR — tiramin, SPD —

spermidin, SPM — spermin)
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Slika 10. RP-HPLC-DAD kromatogrami dansil derivata biogenih amina u (a) standardnoj
smjesi biogenih amina u ultra-¢istoj vodi i (b) tkivu dagnji dodatkom 700 uL otopine dansil
klorida tri razli¢ite koncentracije (15, 7,5 i 3,75 mg mL™) u reakcijsku smjesu (DNS — dansil
klorid, PHE — feniletilamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, HSM — histamin, IS —

unutarnji standard, TYR — tiramin, SPD — spermidin, SPM — spermin)
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Slika 11. RP-HPLC-DAD kromatogrami dansil derivata biogenih amina nakon derivatizacije
pri 55 °C u (a) tkivu dagnji kroz 15 minuta , (b) tkivu dagnji biogenih amina kroz 30 minuta 1
(c) slijepoj probi (ultra-¢ista voda) kroz 15 minuta dodatkom 700 uL otopine dansil klorida
dvije razlicite koncentracije (15 i 25 mg mL™) u reakcijsku smjesu (DNS — dansil klorid,
PHE — feniletilamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin, HSM — histamin, IS —

unutarnji standard, TYR — tiramin, SPD — spermidin, SPM — spermin)
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Slika 12. RP-HPLC-DAD kromatogrami dansil derivata biogenih amina nakon derivatizacije
pri 55 °C u (a) tkivu dagnji dodatkom 700 pL otopine dansil klorida koncentracije 15 mg mL’
! u reakcijsku smijesu, (b) tkivu dagnji dodatkom 700 pL otopine dansil klorida koncentracije
25 mg mL™ u reakcijsku smjesu i (c) slijepoj probi (ultra-Gista voda) kroz 15 minuta
dodatkom 700 pL otopine dansil klorida koncentracije 15 mg mL™ u reakcijsku smjesu.
Derivatizacijska reakcija se provodila pri 55 °C kroz 15 minuta (BLANK — slijepa proba, ST
— standardi, TD — tkivo dagnji, PHE — feniletilamin, PUT — putrescin, CAD —
kadaverin, HSM — histamin, IS — unutarn;ji standard, TYR — tiramin, SPD — spermidin,
SPM — spermin)
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4.5. Evaluacija analiticke metode

U drugom dijelu istrazivanja evaluirana je razvijena analiticka metoda za odredivanje
biogenih amina u tkivu dagnji. Za evaluaciju metode odreden je koeficijent odredivanja
pojedina¢nih dansil derivata biogenih amina, efekt matrice, efikasnost ekstrakcije,
ponovljivost 1 osjetljivost razvijene analiticke metode 1 razlucivanje kod optimiranih
kromatografskih uvjeta separacije. Pri optimiranim uvjetima postize se najkrace vrijeme
analize, ali i potrebno razdvajanje kromatografskih pikova (krivulja) Sto je potvrdeno i
izraCunatim razlu¢ivanjem koje je za sve susjedne pikove pojedina¢nih biogenih amina

iznosio najmanje 1.

4.5.1. Kalibracija

S obzirom da su standardne otopine biogenih amina pripremljene u vodi, a koji se iz tkiva
dagnji ekstrahiraju s vodenom otopinom perklorne kiseline, ispitano je ima li razlike u odzivu
detektora kada se standard priprema na isti nacin kao i realni uzorak, ili bez dodatka perklorne
kiseline. U tu svrhu su standardi podvrgnuti istim postupcima pripreme uzorka za analizu kao
i u sluéaju realnih uzoraka. U 1 mL vodene otopine standarda dodano je 4 mL vodene otopine

perklorne kiseline (c = 0,4 mol L) ili jednaki volumen vode.

Dobiveni kalibracijski pravci za svaki biogeni amin u smjesi izraCunati su metodom
najmanjih kvadrata osim u slucaju spermidina za koje je ovisnost odziva detektora o
koncentraciji nelinearna pa se koristila regresijska analiza polinoma drugog stupnja. U slucaju
spermina primjenom optimiranog postupka nije bilo moguce dobiti odziv detektora sa
zadovoljavaju¢im koeficijentom odredivanja u potrebnom koncentracijskom podrucju.
Vrijednosti koeficijenta odredivanja (R?) za sve dansil derivate pripremljene i u vodi i nakon
dodatka perklorne kiseline iznosile su viSe od 0,99 osim u slucaju standarda spermidina.
Koeficijent odredivanja spermidina je iznosio 0,89 u perklornoj kiselini. Treba napomenuti da
je u ovom dijelu ispitivanja za zaustavljanje reakcije u uklanjanje suviSka neizreagiranog
derivatizacijskog reagensa koriSten amonijak. Usporedo je ispitano zaustavljanje reakcije

dodatkom otopine prolina, ¢iji je dodatak rezultirao boljim koeficijentom odredivanja za

spermidin (R® > 0,95) te je bio reagens izbora u daljnjem radu.
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Numericki rezultati su prikazani u tablici 4 iz kojih je vidljivo da dodatak perklorne Kiseline
utjece na derivatizaciju biogenih amina. Priprema standardnih otopina bez dodatka perklorne
kiseline u smjesu biogenih amina rezultirala bi izraCunatim vrijednostima koncentracije
biogenih amina priblizno 20 % ve¢ima bez dodatka perklorne kiseline, osim u slucaju
tiramina kod kojeg je trend upravo suprotan. Na temelju dobivenih rezultata u daljnjem
istrazivanju bazdarni pravci su pripremljeni dodatkom perklorne kiseline, a koeficijent
odredivanja bio je veci od 0,986 za feniletilamin i spermidin, odnosno 0,994 za sve ostale
amine. Dobiveni koeficijenti odredivanja u uzorcima dagnji u skladu su s istrazivanjem Kim i
sur. (2009) u kojem su koeficijenti odredivanja bili u rasponu od 0,94 do 0,98. Spermin se u
daljnjem istrazivanju nije kvantificirao jer nije dobiven smislen odziv detektora ni nakon

optimiranja metode niti promjenom zaustavljanja reakcije dodatkom otopine prolina.

Tablica 4. Kalibracijski pravci i krivulje (H,O — derivatizacija provedena nakon ekstrakcije
smjese standarda biogenih amina pripremljenih u vodi, H,O + PCA — derivatizacija
provedena nakon ekstrakcije smjese standarda biogenih amina pripremljenih u vodi vodenom

otopinom perklorne kiseline)

H20 H20 + PCA
Biogeni amin Jednadzba ) Jednadzba 5
pravca/krivulje R pravca/krivulje R

Feniletilamin y =0,0636x — 0,00018 0,9947  y=0,0805x + 0,00090 0,9985

Putrescin y =0,2976x — 0,0040 0,9997 y =0,3606x + 0,0040 0,9990
Kadaverin y = 0,0581x + 0,0023 0,9991 y=0,0725x + 0,0019  0,9968
Histamin y = 0,0621x — 0,00033 0,9978 y =0,0718x + 0,09588 0,9934
Tiramin y =0,1922x + 0,00005 0,9995 y=0,1736x +0,0181  0,9989

y = 0,03322x* + 0,0614x +
0,00059

y = 0,04837x% +

Spermidin 0,006035x + 0,05886

0,9989 0,8936

45.2. Efekt matrice

Prilikom razvoja metode vazno je istraziti i efekt matrice kao izvora mogucih interferencija
sastojaka u smjesi koji mogu utjecati na odziv detektora, analizu i pouzdanost dobivenih

rezultata. Efekt matrice, kao mjera moguce interferencije pojedinih sastojaka u smjesi, a time
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posljedi¢no i na analizu i kvatitetu dobivenih podataka, odreden kao omjer nagiba pravca
standardnih otopina u otapalu i dodanih u tkivo dagnje prikazan je u tablici 5. Efekt matrice
kretao se u rasponu od 0,65 % za histamin do 152,9 % za fenietilamin, a najveéi utjecaj
interferenata je pokazan za tiramin (22,7 %) i feniletilamin (152,9 %). Rezultati upucuju na
zakljucak da matrica uzorka tkiva dagnje utjeCe na analiticki postupak nekih dansil derivata
biogenih amina. Iako je razli¢iti efekt matrice uoCen za sve dansil derivate biogenih amina,
najveci efekt matrice dobiven za feniletilamin mogao bi biti posljedica ¢injenice da je njegova
razina u tkivu dagnji bila izrazito mala, pa je i koncentracijski raspon standardnih otopina

takoder nizak, Sto moze doprinijeti izrazenijem uo¢enom efektu matrice.

4.5.2. Efikasnost ekstrakcije
Zbog instrumentalnih problema analiza uzoraka za odredivanje efikasnosti ekstrakcije nije

bila uspjes$no provedena §to je rezultiralo podacima koji su bili nepouzdani. Stoga, efikasnost

ekstrakcije nije mogla biti izracunata.
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Tablica 5. Kalibracijski pravci i krivulje (PCA — derivatizacija provedena nakon ekstrakcije smjese standarda biogenih amina pripremljenih u

vodi vodenom otopinom perklorne kiseline, tkivo dagnje — derivatizacija provedena nakon ekstrakcije smjese standarda biogenih amina dodanih

u tkivo dagnji vodenom otopinom perklorne Kiseline)

PCA Tkivo dagnje
Biogeni amin ) ) Efekt matrice (%)
Jednadzba pravca R Jednadzba pravca R

Feniletilamin y = 0,000080x + 0,00089 0,987 y = 0,000032x + 0,00092 0,995 152,90
Putrescin y = 0,00036x + 0,0042 0,998 y =0,00035x + 0,0147 0,999 2,47
Kadaverin y =0,000072x + 0,0019 0,995 y = 0,000066x + 0,0138 0,998 8,72
Histamin y =0,000071x + 0,00092 0,993 y = 0,0000728x + 0,0369 0,998 0,65
Tiramin y = 0,000137x + 0,00005 0,981 y = 0,000178x +0,0146 0,998 22,73
Spermidin y = 0,000058x* + 0,033 0,950 y = 0,000064x* + 0,232 0,991 7,77
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4.5.3. Ponovljivost

Ponovljivost, izrazena kao relativna standardna devijacija (%), odredena je unutar jednog
dana analizom 6 replikata u realnim uzorcima tkiva dagnji. Ponovljivost je iznosila 6,5 % za
feniletilamin, 12,5 % za putrescin, 8,7 % za kadaverin, 16,5 % za tiramin, 25,7 % za
spermidin. Zbog pojave interferencija u kromatogramima na vremenima zadrzavanja
histamina, nije bilo moguée odrediti ponovljivost. Ponovljivost je u usporedbi s literaturnim
podacima za odredivanje biogenih amina u ribama bila lo$ija u usporedbi s radom Simat i
Dalgaard (2011) i Zhai i sur. (2012) u kojima su ponovljivosti iznosile od 1,4 % do 5,6 % za
sve biogene amine. Nasuprot tome, u radu Pataca i sur. (2021) ponovljivost je iznosila do
11 %, odnosno i do 17 % u radu Sagratini i sur. (2012) kao razlog navode uocene interferente
iz matrice u rasponu od 2 % do 50 %. Ovdje treba istaknuti da je ponovljivost u ovom radu
odredena u realnim uzorcima dagnji, a ne u standardnim otopina S$to je Cest slucaj u literaturi,
pa bi to mogao i biti razlog $to je ponovljivost za neke biogene amine losija od one koja je
navedena u veéem broju radova. U malom broju radova koji su istrazivanja proveli na
SkoljkaSima, ponovljivost ¢esto nije niti odredivana. Tako u istrazivanju Prester i sur. (2009)
ponovljivost nije odredena jer je raspon koncentracija odredenih biogenih amina bio je ispod
granice detekcije. Sve navedeno jasno upucuje na Cinjenicu da efekt matrice ima veliki utjecaj

na ponovljivost u odredivanju biogenih amina iz ribe 1 Skoljkasa.

4.5.4. Osjetljivost metode (granica detekcije i kvantifikacije)

Za odredivanje granice detekcije konstruiran je bazdarni dijagram u niskom koncentracijskom
rasponu opisanom u potpoglavlju 3.2.4.8. Granica detekcije izraCunata je prema izrazu (3)
prikazanom u potpoglavlju 3.2.4.8. Granica detekcije iznosila je za feniletilamin 21,48 ng
mL"?, za putrescin 78,51 ng mL*, za kadaverin 27,19 ng mL ™%, za histamin 54,84 ng mL %, za
tiramin 168,93 ng mL* i za spermidin 43,08 ng mL ™. Granica detekcije izraZena u odnosu na
masu tkiva dagnje iznosila je za feniletilamin 0,40 mg kg*, za putrescin 1,46 mg kg *, za
kadaverin 0,51 mg kg, za histamin 1,02 mg kg *, za tiramin 3,15 mg kg * i za spermidin
0,80 mg kg *.
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Za odredivanje granice kvantifikacije konstruiran je bazdarni dijagram u niskom
koncentracijskom rasponu opisanom u potpoglavlju 3.2.4.8. Granica kvantifikacije izraGunata
je prema izrazu (4) prikazanom u potpoglavlju 3.2.4.8. Granica kvantifikacije iznosila je za
feniletilamin 65,08 ng mL ™, za putrescin 237,92 ng mL ™%, za kadaverin 82,40 ng mL %, za
histamin 166,22 ng mL™, za tiramin 511,92 ng mL " i za spermidin 130,55 ng mL ™. Granica
kvantifikacije izrazena u odnosu na masu tkiva dagnje iznosila je za feniletilamin 1,21 mg
kg, za putrescin 4,44 mg kg, za kadaverin 1,54 mg kg, za histamin 3,11 mg kg *, za
tiramin 9,22 mg kg * i za spermidin 2,44 mg kg .

Granice detekcije odredene u ovom radu sli¢ne su vrijednostima navedenima u istraZivanju
Simat i Dalgaard (2011) u kojem je za odredivanje biogenih amina koristen UV detektor, dok
su u radu (Wang i sur., 2021) granice detekcije bile nesto nize. Zhang i sur. (2021) i Sagratini
1 sur. (2012) su za odredivanje biogenih amina u tkivu riba koristili LC-MS te je zbog vece

osjetljivosti spektrometrije masa u odnosu na UV 1 granica detekcije bila osjetno niza.

4.6. Utjecaj uvjeta skladiStenja na razinu biogenih amina u realnim uzorcima

Analiti¢ka metoda je primijenjena za pracenje utjecaja uvjeta skladiStenja na razinu biogenih
amina u tkivu dagnji pri razli¢itim uvjetima temperature i vremena skladistenja. Rezultati su

prikazani na slikama 13 i 14.

Na slici 13 i slici 14 moze se uoditi da poviSenjem temperature raste i razina svih biogenih
amina. NajviSa razina pojedinih biogenih amina bila je pri prosje¢noj temperaturi od +22 °C
nakon 168 sati skladiStenja. Najvi$a razina pojedinih biogenih amina bila ocekivano kod
sobne temperature nakon 168 sati skladiStenja. Najveca razlika u koncentraciji biogenih
amina skladiStenih pri +4 °C u odnosu na na one skladiStene npri +22 °C uocena je za
feniletilamin (priblizno 30 do 50 puta) (slika 14b,c), dok je najmanja razlika u koncentraciji
bila za spermidin. Prema istrazivanju Prester i sur. (2009) zabiljezene su neznatne promjene
koncentracija za sve biogene amine u mediteranskoj dagnji pri temperaturi od +22 °C, osim
za histamin ¢ija se koncentracija se povisila za 1,5 puta tijekom 24 h. Za razliku od ostalih
biogenih amina, trend je bio suprotan, koncentracija spermidina bila je manja kod sobne
temperature u odnosu na temperaturu pri +4 °C. Dobiveni rezultat je u skladu s rezultatom

istrazivanja An 1 sur. 2015 na kamenicama u kojem je uocen porast koncentracije od
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46,7 mg kg™ do 119,7 mg kg™ kod spermidina nakon dva dana skladi$tenja pri temperaturi od
+4 °C. Istrazivanje Mietz and Karmas (1997) pokazuje da je razina histamina, putrescina,
kadaverina niska u svjezim uzorcima tune, a raste s napredovanjem raspadanja tkiva.
Spermidin i spermin imaju suprotan trend, njihova se koncentracija smanjuje s raspadanjem
uzorka (Pataca i sur., 2021), $to je uoceno i slucaju dagnji, u kojima se koli¢ina spermidina
smanjila kod skladistenja pri sobnoj temperaturi u odnosu na skladistenje pri +4 °C. Visoke
koncentracije spermina i spermidina su pokazatelj dobre kvalitete dok suprotan trend ukazuje
raspadanje tkiva (Pataca i sur., 2021). Temeljem navedenog moze se zakljuciti da je kvaliteta

dagnji skladiStenih na sobnoj temperaturi narusena.

Najnize razine biogenih amina oc¢ekivano su odredene pri temperaturi od —18 °C bez obzira
na vrijeme skladiStenja. Podjednake koncentracije feniletilamina uocene su —18 °C i kod
+4 °C. Interesantno, kod —18 °C koncentracija tiramina bila je ispod granice detekcije. Kod
skladistenja pri +4 °C tiramin i putrescin te u manjoj mjeri kadaverin pokazuju tendenciju
porasta koncentracije s vremenom skladiStenja. Ovaj rezultat je u skladu s istrazivanjem An i
sur. (2015) u kojem se koncentracija putrescina povisila 7 puta skladiStenjem pri temperaturi
od +4 °C, dok je razina fenietilamina, histamina i tiramina tek neznatno porasla. Pri +22 °C
isti trend porasta koncentracije s vremenom skladiStenja moZze se zamijetiti i u slucaju
feniletilamina. Dobiveni rezultati u ovom radu ukazuju na to da je porast koncentracije
biogenih amina u vecoj mjeri ovisan o temperaturi, a ne o vremenu skladiStenja pri istim
temperaturnim uvjetima. Jedan od razloga za promjene razine biogenih amina je da poviSenje
temperature pogoduje razvoju bakterija koje se nalaze na tkivu koje se raspada, a koje su
odgovorne za dekarboksilaciju slobodnih aminokiselina enzimima dekarboksilazama (Prester,
2011). Znacajan porast bakterija koje formiraju amine pri 25 °C zabiljeZen je u istraZivanju
Kim i sur. (2009). Takoder, je uoeno da su bakterije Enterobacter spp. uzrok nastajanja
histamina, kadaverina i putrescina u istraZivanju na uzorcima riba, lignji 1 Skoljaka (Kim i

sur., 2009).
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Slika 13. Dijagrami ovisnosti promjene koncentracije fenietilamina, putrescina, kadaverina o

vremenu skladistenja pri sljede¢im temperaturama: dijagrami a) ,c) , g) pri —18 °C, dijagrami

b), e), h) pri + 4 °C, i dijagrami c), f), 1) pri prosje¢noj sobnoj temperaturi od 22 °C (PHE —

feniletilamin, PUT — putrescin, CAD — kadaverin)
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Slika 14. Dijagrami ovisnosti promjene koncentracije fenietilamina, putrescina, kadaverina o
vremenu skladiStenja pri sljede¢im temperaturama: dijagrami a) ,c) , g) pri —18 °C, dijagrami
b), e), h) pri + 4 °C, i dijagrami ¢), f), i) pri + prosje¢noj sobnoj temperaturi od 22 °C (HSM

— histamin, TYR — tiramin, SPD — spermidin)
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Osim temperature skladiStenja jo§ dva vazna parametara koji pokazuju promjenu kvalitete
morskih proizvoda, a izrazeni su kao indeks kvalitete (engl. quality indeks, QI) i indeks
biogenih amina (Mietz i Karmas, 1977.; Veciana-Nogue’s i sur., 1997). Indeks kvalitete se
odreduje kao omjer zbroja koncentracija histamina, putrescina, kadaverina i znamenke 1 i
zbroja koncentracija spermidina i spermina (Pataca i sur., 2021). Visoke koncentracije
spermidina i spermina i niske koncetracije putrescina, histamina i kadaverina indikatori su
dobre kvalitete (Pataca i sur., 2021). Medutim, njihova formula ne ukljucuje i tiramin, pa su
Veciana-Nogue's i sur. (1997) alternativno predlozili formulu koja predstavlja zbroj biogenih
amina ukljucujudi i tiramin, ali bez spermina i spermidina. U ovom radu nije odreden indeks
kvalitete jer razvijenom analitickom metodom nije bilo moguée odrediti spermin. Indeks
biogenih amina izracunat prema formuli predlozenoj od strane Veciana-Nogues i sur. (1977)

za pojedine uvjete skladiStenja prikazan je u tablici 6.

Tablica 6. Indeks biogenih amina pri pojedinim uvjetima skladistenja izraen u mg kg™

BAI (mg kg™)
Temperatura skladiStenja Vrijeme skladisStenja
Oh 48 h 96 h 168 h
-18 °C 24,2 17,7 34,0 -
+4 °C 1747 205,8 2489 288,4
+22 °C 623,1 918,1 832,8 708,6

Indeks biogenih amina (BAI) povecao se s duljinom skladistenja i s pove¢anjem temperature
skladiStenja. Ocekivano, razlika u indeksu biogenih amina bila je najveca izmedu skladistenja
pri temperaturi od —18 °C i +22 °C. Indeks biogenih amina je bio izmedu 24 i 52 puta veéi
kod skladistenja pri +22 °C. Najmanja razlika je bila izmedu skladiStenja pri temperaturi od
+4 °C 1 +22 °C te se kretala u rasponu od 3,3 do 4,5 puta. Kod skladistenja pri +4 °C indeks
biogenih amina postupno raste, dok kod skladistenja pri +22 °C dostize svoj maksimum

nakon 48 h skladistenja, nakon ¢ega je dolazi do njegovog postupnog snizavanja.
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5. ZAKLJUCAK

1. Razvijena je analiticka metoda za odredivanje 6 biogenih amina u tkivu Skoljkasa koja se
temeljila na ekstrakciji biogenih amina s perklornom kiselinom, derivatizaciji ekstrahiranih
biogenih amina s dansil klorid te separaciji nastalih derivata teku¢inskom kromatografijom

visoke djelotvornosti u sprezi s detektorom s nizom dioda.

2. Optimirani su uvjeti derivatizacije biogenih amina te su se kao optimalni uvjeti pokazali
temperatura niza od 60 °C, krace trajanje procesa derivatizacije kroz 15 minuta, vise

koncentracije dansil klorida (15 mg mL™) i pH uvjeti reakcijske smjese izmedu 10,5 i 11.

3. Odziv detektora bio je linearan za pojedina¢ne biogene amine a koeficijent odredivanja bio

je veéi od 0,99 za sve biogene amine u koncentracijskom podruc¢ju odredivanja.

4. Razvijena analitiC¢ka metoda pokazala se dovoljno osjetljivom za detekciju i kvantifikaciju

svih 6 biogenih amina.

5. Razvijena analiticCka metoda primijenjena je za pracenje utjecaja uvjeta skladiStenja na
razinu biogenih amina u tkivu dagnji pri razli¢itim uvjetima temperature i vremena

skladiStenja.

6. Najnize razine biogenih amina u tkivu dagnji su odredene pri temperaturi od —18 °C bez

obzira na vrijeme skladiStenja.

7. PoviSenjem temperature tijekom 168 h rastu razine feniletilamina, putrescina, kadaverina,
histamina i tiramina koje dostize svom maksimum pri temperaturi od +22 °C nakon 168 sati

skladiStenja.

8. U sluaju spermidina, razina pri temperaturi od +22 °C nakon 168 sati skladistenja

usporediva je s onom pri —18 °C, dok je najveca razina uocena kod skladistenja pri +4 °C.

9. Indeks biogenih amina u tkivu dagnji povecao se s duljinom skladistenja i s pove¢anjem

temperature skladiStenja.
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