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Heterocikliniai aminai mésoje
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Darbe jvertintas terminio apdorojimo rezimo poveikis heterocikliniy aminy (HA) susidarymui kepant
Ivairiy rusiy mésos méginius. Heterocikliniy junginiy kiekis nustatytas remiantis standartiniy junginiy (DMIP;
AaC; MeAaC; 1Q; Trp-P-1; Trp-P-2; PhIP; 7,8-DiMelQx) tyrimy duomenimis, panaudojant atvirkstiniy
faziy analiting kolonéle SYNERGI POLAR-RP. Parinkti HA ekstrahavimo i§ mésos méginiy parametrai
panaudojant Chromabond XTR ir Chromabond PS-H' kolonéles. Tirta kaitinimo trukmés ir temperatiiros
itaka HA susidarymui vistienoje ir jautienoje. Nustatyta, kad daugiau Siy junginiy susidaré jautienoje negu
vistienoje, o HA koncentracija didéjo ilgéjant kaitinimo trukmei.

RaktazZodziai: viStiena, jautiena, mésa, heterocikliniai aminai.

Ivadas

Kasmet  pasaulyje  uZregistruojama  apie
11 milijony naujy véziniy susirgimy atveju, kuriuos
lemia nesveika mityba bei netinkamas gyvenimo
buidas, todél Siuo metu aktualiausia problema yra
nustatyti maisto produktuose bei gérimuose esancius
kancerogeninius junginius.

Mokslininky atlikti tyrimai parodé, kad tarpiniai
Majaro reakciju produktai, tarp ju — paprasty ir
sudétingy struktiiry heterocikliniai deguoniniai ir
azotiniai junginiai, kaip ir aminoriig§¢iy terminio
kitimo produktai — heterocikliniai aminai (HA)
pasizymi ne tik kancerogeniniu, bet ir mutageniniu
bei genotoksiniu poveikiu [1-5]. Sis faktas skatina
mokslininkus intensyviai tyrinéti heterocikliniy
aminy paplitima, formavimasi ir tam jtakos turin¢ius
veiksnius, biologini poveiki bei ieskoti galimybiy,
stabdan¢iy  §iy  junginiy susidaryma maisto
produktuose ir gérimuose.

Heterocikliniai aminai yra mazos molekulés,
kurios susidaro, kai maisto komponentai — baltymai
ir kreatinas/kreatininas (esantis raumenyse) — yra
paveikiami aukSta temperatiira. Taip pat HA gali
susidaryti vykstant skirtingy amino rigsciy pirolizés
reakcijoms, kai terpéje yra kreatino/kreatinino ir
redukuojanciy sacharidy arba ir tada, kai jy néra [6—
10].

Mokslininkai identifikavo apie du tukstancius
skirtingy HA, i§ kuriy Vakary Europos Saliy maiste
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dazniausiai randami  penki. Cheminiai HA
pavadinimai yra ilgi, pvz.: 2-amino-1-metil-6-fenil-
imidazo[4,5-b]piridinas, todél vardijami
santrumpomis. Minétas  heterociklinis  aminas
zymimas PhIP [11].

Moksliniuose straipsniuose placiai analizuojama
daznai sutinkamo PhIP susidarymo i§ fenilalanino ir
kreatinino mechanizmas ir itaka darantys veiksniai
[12, 13]. Taciau didziausia jtaka HA formavimuisi
turi Majaro reakcija (1 pav.), vykstanti tarp sacharidy
ir laisvyju amino rigscéiy [ 8, 14].

HA  susidarymas maiste priklauso nuo
temperattros, Sildymo trukmés, salyCio su kar$cio
Saltiniu pobiidzio, maisto sudéties.

Temperatira yra svarbus HA susidarymo
veiksnys. Maiste, keptame Zemesnéje negu 160 °C
temperatiiroje, paprastai yra labai mazas arba
neaptinkamas HA  kiekis. Keliant apdorojimo
temperatira, HA palaipsniui daugéja. Pavyzdziui,
jautienos, keptos 250 °C temperatiiroje, mutageninis
aktyvumas yra $esis ar septynis kartus didesnis negu
keptos 200 °C temperatiiroje. Kuo ilgiau maistas
iSlaikomas aukStoje temperatiroje, tuo daugiau
susidaro HA [7]. Iki Siol Lietuvoje heterocikliniy
aminy tyrimai nebuvo atlikti.

Darbo tikslas — jvertinti terminio apdorojimo
rezimo itaka heterocikliniy aminuy susidarymui
Lietuvoje uzauginty gyviiny mésoje.
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1 pav. Kai kuriy HA susidarymo mechanizmas dalyvaujant Majaro reakcijuy produktams

MedZzZiagos ir metodai

Standartiniai  heterocikliniy —aminy tirpalai.
Heterocikliniy  aminy  iSskirstymo  skystinés
chromatografijos kolonéléje ir identifikavimo masiy
spektrometrijos  biidu  (ESC/MS)  metodikos
parametrai  parinkti = naudojat  standartinius
heterocikliniy aminy tirpalus. Tiriamy aminy kiekiui
termiSkai apdorotuose jvairiose mésos méginiuose
nustatyti naudojant Siuos HA tirpalus sudarytos
kalibravimo kreives:

DMIP (2-amino-1,6-dimetilimidazo [4,5-b]
piridinas) — 2100 ng/ml;

AaC (2-amino-9H-pirido [2,3-b] indolas) —
2050 ng/ml;

MeAaC (2-amino-3-metil-9H-pirido [2,3-b]
indolas) — 2320 ng/ml;

1Q (2-amino-3-metilimidazo [4,5-f] chinolinas)
-2 mg/10 ml;

Trp-P-1 (3-amino-1,4-dimetil-5SH-pirido [4,3-b]
indolas) — 1650 ng/ml;

Trp-P-2 (3-amino-1-metil-5H-pirido [4,3-b]
indolas) — 2620 ng/ml;

PhIP (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo [4,5-b]
piridinas) — 2440 ng/ml;

7,8-DiMelQx (2-amino-3,7,8-trimetilimidazo
[4,5-f] chinoksalinas) — 10,86 pg/g.

Termiskai apdoroti  jautienos ir VviStienos
méginiai. Siekiant nustatyti terminio apdorojimo
temperatiiros, trukmés, mésos raSies itaka
heterocikliniy aminy (HA) susidarymui mésoje,

tyrimo objektais buvo pasirinktos daznai miisy
mityboje vartojamos mésos riiSys — jautiena ir
vistiena. Tirta Kauno prekybos tinkle ,,Maxima‘
isigyta lietuviskos kilmés atSaldyta jautienos
nugaring ir visty kriitinélé.

Isisavinant HA ekstrahavima kietoje fazéje iS
mésos méginiy ir tiriant temperatirinio rezimo itaka
§iy junginiy formavimuisi mésos méginiai paruosti
supjaustytus gabalélius kepant keptuvéje. Méginiy
terminio apdorojimo parametrai — trukmé ir pasiekta
gaminio temperatiira pateikti 1 lenteléje.

1 lentelé. Mésos méginiy terminio apdorojimo
parametrai

Mésos Meéginio Kepimo Temperatiira,

rusis Nr. trukmé, min °C

1 10 120

Jautiena 2 15 137
3 20 142

1 10 150

Vistiena 2 15 150
3 20 155

Po terminio apdorojimo meéginiai susmulkinti
malant iki 2-3 mm skersmens daleliy, iki
ekstrahavimo laikyti sandariai uzdaryti $aldiklyje —
18 °C temperatiroje.

Heterocikliniy aminy ekstrahavimas 18 mésos
méginiy jsisavintas remiantis literatiiroje pateiktu
G. A. Gross ir A. Griiter ekstrahavimo kietoje fazéje
metodu [15], ji pritaikant turimai laboratorinei jrangai ir
prietaisams.
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HA ekstrahuoti naudojant ekstrahavimo kasete
Chromabond XTR (Macherey — Nagel GmbH & Co,
Diiren, Vokietija), uzpildyta diatomitine Zeme, ir
katijony mainy ekstrahavimo kaset¢ Chromabond PS —
H'(Macherey — Nagel GmbH & Co, Diiren, Vokietija),
uzpildyta polistirenu — divinilbenzenu su prijungtais H"
(stiprios riigsties) katijonais.

1 g liofilizuoto mésos méginio buvo maiSyta su
24ml 1 mol/l natrio hidroksido tirpalo (NaOH) ir
suspensija viena valanda buvo homogenizuojama
magnetine maiSykle (500 min™). Sarminé suspensija,
praleista per Chromabond XTR ekstrahavimo kasete,

uzpildyta 13 g diatomitinés zemés. Per ta pacia kasete
praleista 30 ml etilacetato, kuris buvo naudojamas kaip
tirpiklis ir eliuentas. Surinkta ekstrakta praleidus per
Chromabond PS-H" ekstrahavimo kasete, kaseté buvo
dziovinama ore ir plaunama su 2 ml 0,1 mol/l druskos
rugsties tirpalo (HCl) ir 2 ml metanolio (MeOH).
Analité i§ ekstrahavimo kasetés iSplauta su 2 ml
metanolio — koncentruoto amoniako (MeOH — konc.
NH;) misinio (santykiu 19:1). Gautas ekstraktas
iSgarintas azoto srove kad bty sausas ir iStirpintas
100 mg (126,4 ul) metanolio (2 pav.).

Mésos méginio paruosimas
(1,0 g mésos méginio + 12 ml
1 mol/l NaOH tirpalo)

!

(1 h; 500 min™)

Meéginio homogenizavimas

|

Chromabond XTR «— 30 ml etilacetato tirpalo
(eliuentas)
Atliekos Chromabond PS — H" 1 plovimas
‘ « 2'ml 0,1 mol/l HCI
Atliekos «— Chromabond PS — H" <« 2 plovimas .
2 ml metanolio
Chromabond PS — H" < 2 ml MeOH — NH;4
misinio (19/1)

|

HA ekstraktas

|

azoto srove

Ekstrakto dziovinimas

2 pav. Heterocikliniy aminy ekstrahavimo i§ mésos méginiy schema
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HA identifikuoti ir ju kiekis nustatytas ESC/MS
biudu, naudojant Waters (Milford, JAV) iranga su
atvirkstiniy faziy analitine kolonéle SYNERGI,
POLAR-RP. Kolonélés ilgis — 250 mm, vidinis
skersmuo — 4,6 mm, sorbento daleliy dydis — 4 pm
(Phenomenex, Thorrance, CA). Eliuenty tékmés
greitis Iml/min. ISskirstymui kaip A eliuentas
naudojamas metanolis/acetonitrilas/vanduo/acto
rugstis (8/14/76/2), kurio pH 5,0 sureguliuotas 25 %
amoniako tirpalu, o acetonitrilas naudojamas kaip B
eliuentas. Naudota neSancio gradiento programa:
0% B, 0-12 min, 0-30 % B, 12-20 min, 30 % B,
20-35 min, ileidimo tiiris — 20 pl. ISeinantis iS$
kolonos eliuento srautas buvo suskirstytas i dvi dalis,
0,2 ml/min elivento srauta nukreipiant | Waters
ZQ 2000 masiy detektoriy, kur registruotos tiriamy
junginiy chromatogramos.

Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Siekiant nustatyti tinkamas HA tyrimo ESC/MS
metodu salygas, parinkta Siems junginiams tirti
reikalinga jonizacijos itampa. UZraSius standartiniy
HA junginiy miSiniy chromatogramas nustatyta, kad
geriausi rezultatai gaunami, kai jtampa 40-50 V,

todél tolesniuose tyrimuose tikslinga taikyti 45 V
jonizacijos energija.

Pritaikius parinktus chromatografijos parametrus
ir chromatografo MassLynx kompiutering programa,
sudarytos tiriamyju heterocikliniy aminy kalibracijos
kreivés kaip chromatografijos smailiy ploto
priklausomybés nuo juy koncentracijos funkcija bei
nustatyti koreliacijos koeficientai pateikti 2 lenteléje.

Heterocikliniy aminy tirpaly, kuriy koncentracija
yra 100 ng/ml, chromatogramos pateiktos
3 paveiksle.

Tiriant terminio apdorojimo rezimo
heterocikliniu aminy formavimuisi, analizuoti
skirtingomis  terminémis  salygomis  apdoroti
viStienos ir jautienos méginiai. Pagal metodikos
skyriuje aprasyta schema paruosti HA ekstraktai, tirti
ESC/MS metodu.

Pagal  chromatogramose  gauty  azotiniy
heterocikliniy junginiy smailiy plotus ir sudarytas
standartiniy tirpaly kalibracines kreives apskaiciuota
heterocikliniy aminy koncentracija skirtingu terminiu
rezimu apdorotuose meésos méginiuose, gauti
rezultatai pateikti 4-9 paveiksluose.

itaka

2 lentelé. HA kalibracijos kreivés ir koreliacijos koeficientai

Nr. Heterociklinis aminas Kalibracijos kreive apraSanti lygtis Koreliacijos koeficientas
1. DMIP y =83,8595 x + 418,038 r=0,999353
2. AaC y =75,6599x + 323,955 r=10,995643
3. MeAaC y =30,1080x + 111,008 r=10,992724
4. 1Q y =74,0497 x + 287,859 r=0,993863
5. Trp-P-1 y =26,5536 x + 82,9446 r=0,985147
6. MelQ y= 6,20170 x + 106,186 r=0,982153
7. PhIP y=26,2111x + 143,142 r=0,994497
8. 7,8-DiMelQx y=16,1769 x + 44,2084 r=0,992714

Kaip matyti i§ grafikuose pateikty rezultaty,
jautienoje nustatyti beveik visi heterocikliniai aminai
(i8skyrus Trp-P-2), kuriy standartines kreives
sudaréme tiriamy junginiy koncentracijoms jvertinti.
Vistienoje identifikuoti MeAaC, 1Q, DMIP, AaC,
Trp-P-1, PhIP heterocikliniai azotiniai junginiai.

Daugiausiai i§ visy rasta PhIP junginio, kuris
dazniausiai susidaro raumeniniame meésos audinyje
saveikaujant L-fenilalaninui ir kreatinui [16]. Jo
kiekis ilgéjant kepimo trukmei ir didéjant
temperatiirai — didéjo. 20 min keptoje jautienoje jo
koncentracija pasiekia net 40,92 ng/g. Kitu tyréju
gautais eksperimento duomenimis [6], PhIP rasta
daugiau kaip 350 ng/g. C. Messnes ir M. Murkovic
[17], atlike tyrimus nustaté, kad daugiausiai tarp visy
susidariusiy HA buvo PhIP. P. Pais tyré 6 skirtingy
rusiy mésa bei menke¢ ir nustaté, kad daugiausiai
PhIP susidaré vistienoje (38+15 ng/g), o kity rasiy

mésoje tik 1-8 ng/g. Lyginant su minétais
rezultatais, miisy tiriamojo darbo metu nustatytas
mazesnis PhIP junginio kiekis vistienoje ir 20 min
iki 155 °C keptame méginyje sieké tik 17,72 ng/g
[18]. E Person paskelbtais duomenimis, kepant
vistiena 175 °C temperatiroje, susidaré 0,7 n/g PhIP,
200°C — 10 n/g, o 225°C — 30 n/g [19]. Tokie
ivairiis rezultatai buvo gauti dél skirtingos kaitinimo
temperatiiros bei trukmés.

Miisy tirtoje jautienoje be PhIP taip pat nemazai
susidaré ir IQ junginio. Didziausias jo kiekis, t.y.
20,82 ng/g, rastas 15 min keptuose jautienos
méginiuose. Siuose  méginiuose  nustatytas
didziausias MeAoaC (11,58 ng/g), Trp-P-1
(9,51 ng/g) ir kity heterocikliniy azotiniy junginiy —
DMIP, AaC, bei 7,8-DiMelQx kiekis, kuris svyravo
6,81-12,01 ng/g ribose.
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3 pav. 100 ng/ml koncentracijos HA tirpaly (DMIP, AaC, MeAaC, 1Q, Trp-P-1, MelQ,
PhIP, 7,8-DiMelQx) ESC/MS chromatogramos

10 minuciy kepta jautiena
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4 pav. Heterocikliniy aminy kiekis 10 min keptoje jautienoje pasiekiant 120 °C
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5 pav. Heterocikliniy aminy kiekis 15 min keptoje jautienoje pasiekiant 137 °C
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6 pav. Heterocikliniy aminy kiekis 20 min keptoje jautienoje pasiekiant 142 °C

10 minuciy kepta vistiena

30

25

20

5 | &

0 | |

DMIP AaC MeAaC 1Q Trp-P-1 Trp-P-2 PhIP 7,8-
DiMelQx

Koncentracija, ng/g
=)

Heterocikliniai aminai

7 pav. Heterocikliniy aminy kiekis 10 min keptoje vistienoje pasiekiant 150 °C
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9 pav. Heterocikliniy aminy kiekis 20 min keptoje vistienoje pasiekiant 155 °C

Termiskai apdorotuose vistienos meéginiuose taip
pat daugiausiai rasta PhIP junginio (17,72 ng/g),
tatiau DMIP, AaC, Trp-P-2 bei 7,8-DiMelQx
visiSkai neaptikta. Beje, Trp-P-1 rasta tik 20 min
keptoje vistienoje, ir jo kiekis siekia vos 3,12 ng/g.
Antroje vietoje pagal nustatyta koncentracija —
MeAaC, jo kiekis svyruoja 2,51-9,1 ng/g ribose.

Pagal gautus tyrimo rezultatus matyti, kad
heterocikliniy aminy  koncentracijos  pokytis,
priklausomai nuo kepimo trukmés, buvo ivairus.
Pavyzdziui, jautienoje DMIP, Trp-P-1 bei PhIP
kiekis ilgéjant kepimo trukmei didéjo, o likusiu HA
didziausias kiekis rastas 15 min keptuose jautienos
méginivose. Kaitinant 20 min pastebétas Siy HA
sumazéjimas, galbtt dél ju nestabilumo kaitinimo
metu. Vistienoje 8 keturiy aptikty HA didéja
MeAoaC ir Trp-P-1 kiekis, o IQ ir PhIP kito
neproporcingai. Kreatino dariniy, gliukozés, amino
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rigsciy itaka poliniy HA susidarymui ir stabilumui,
kaitinant 150, 225 °C temperatiroje 0,5-120 min,
tyringjo P. Arvidsson. Ju gautais tyrimy rezultatais,
stabiliausi buvo PhIP, 7,8-DiMelQx, 4,8-DiMelQx ir
1Qx [20, 21].

Susumavus kiekvieno méginio kancerogeniniy
azotiniy junginiy kieki matyti, kad bendras ju kiekis
didziausias 20 min keptoje jautienoje ir sudaro
97,22 ng/g, taiau nedaug mazZesnis Siy junginiy

kiekis nustatytas ir 15 min keptos jautienos
méginiuose — c¢ia bendras HA kiekis siekia
95,16 ng/g. Vistienoje didziausias HA  kiekis

susidaro kepant 20 min, t. y. 34,24 ng/g, o tai beveik
tris kartus maziau negu jautienoje. Yra zinoma, kad
HA susidaro, kai tam tikros amino riigStys (ir kai
kuriais atvejais cukrus) aukStoje temperatiiroje
reaguoja su kreatinu ir kreatininu. Taip pat teigiama,
kad HA susidaro vykstant skirtingy amino ragsciuy



pirolizés reakcijoms tiek esant, tiek nesant
kreatinui/kreatininui bei cukrui [11, 22]. Todél tris
kartus  didesnj bendra susidariusiy tiriamy
kancerogeniniy junginiy kiekj termiskai apdorotuose
jautienos méginiuose galima buty paaiskinti
jautienos raumenyse esanciu gausesniu
kreatino/kreatinino kiekiu negu vistienos raumenyse.

Jei viename misy paruoSto jautienos méginio
grame yra apie 97,22 ng HA, tai suvartojus 100 g i
miisy organizma patekty apie 9722 ng HA, t.y.
9,7 ng.

Manoma, kad vidutiniS$kai su maistu Zmogus
suvartoja 0,2-7,7 png HA per para [17], taigi
suvartoj¢ 100 g taip paruostos jautienos mes jau
vir§ijame vidutinj suvartojama kieki.

ISvados

1. Parinkus optimalius HPLC parametrus, nustatyta
tiesing chromatografijos smailiy  ploto
priklausomybé nuo  heterocikliniy  aminy

koncentracijos standartiniuose tirpaluose. Tuo
remiantis sudarytos 8 heterocikliniy aminy
kalibravimo kreivés.

2. Terminis rezimas yra jtakingas veiksnys HA
susidarymui jautienoje ir viStienoje. Ilgéjant
kaitinimo trukmei ir pasiekiant aukStesn¢
temperatiira bendras ju kiekis didéja.

3. Pasirinktomis méginiy terminio rezimo ir HA

ekstrahavimo salygomis (kaitinimo trukmé
20 min, pasiekiama temperatira — 142 °C ir
155°C), tiek jautienoje, tick viStienoje

daugiausiai susidaré¢ PhIP junginio, kurio kiekis
jautienoje sieké net 40,92 ng/g, o vistienoje —
17,72 ng/g. Kity nustatyty HA koncentracija
svyravo nuo pédsaky lygmens iki 15,97 ng/g, o
Trp-P-2 junginio visiskai neaptikta nei jautienoje,
nei vistienoje.

4. Bendras didziausias HA kiekis nustatytas 20 min
keptoje jautienoje pasiekiant 155 °C ir buvo net
97,22 ng/g, tuo tarpu vistienos méginiuose ja
kepant 20 min pasiekiant 142 °C, susidaré tik
34,24 ng/g, t.y. beveik 3 kartus maziau negu
jautienoje, turin¢ioje didesnj kreatino kieki.
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Pateikta spaudai 2007-10

R. Vinauskiené, A. Skripkauskaité
HETEROCYCLIC AMINES IN MEAT

Summary

The effects of processing parameters on the
formation of heterocyclic amines (HAs) in different type
of meat during cooking were examined. The amounts of
HAs were determined by comparing peak areas with the
areas of reference compounds (DMIP; AaC; MeAaC;
1Q; Trp-P-1; Trp-P-2; PhIP; 7,8-DiMelQx) and reverse
phase analytical HPLC column SYNERGI POLAR-RP.
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The procedure for the extraction of HAs from meat
samples was optimised by using Chromabond XTR and
Chromabond PS-H" cartridges. The effects of heating
time and temperature on the content of HAs in poultry
and beef was studied, and it was found that the beef
compared to poultry, remarkably accumulates higher
amounts of HAs during heating, similarly, the amount of
HAs increased with the increase of heating time.

Keywords: heterocyclic amines, meat, poultry, beef.

P. Bunayckene, A. CkpunkayckaiTe
IF'ETEPOLHUKINYECKHUE AMHUHBI B MACE

Pe3iome

UccnenoBaHo BiaMsiHME  peXUMa  TEPMHUYECKOU
00paboTKkH Ha 00pa30BaHUE TETEPOIMKIMYECKUX aMUHOB
('A) B pasnumuHoMm >xapeHoM Msce. KommuectBo T['A
YCTaHOBIIEHO B PE3yJIbTaTe HCCIICHOBAHHS CTaHAAPTHBIX
pacTBOPOB  COCIAMHCHHA C TPUMECHEHHEM KOJOHKHU
SYNERGI  POLAR-RP. llomoOpaHel  mapameTpsl
SKCTPAKLIUU M3 MSICHBIX MPOO ¢ MPUMEHEHHEM KOJIOHOK
Chromabond XTR w Chromabond PS-H'. Vccnenosano
BIMSIHAC TPOJOJDKUTEIBHOCTA TEIUIOBOW 00pabOTKH U
TeMIepaTypbl Ha oOpazoBaHue ['A B Msice NTHIBI U B
TrOBSAMHE. YCTAHOBJIIEHO, 4YTO B YapEHOHl TIOBsINMHE
00pa30BaioCh OONBIIE TETEPOIMKINICCKUX COSTNHEHHH,
9eM B JKapeHOM Msce NTHIBL, a 0o0mas KOHICHTPaIus
BO3pacTalia P! JUIUTETHHOCTH TETUIOBOM 00pabOTKH.
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