7. STRESZCZENIE

;

Przedstawiona rozprawa opisuje. wymkl badant riad poszukiwaniem nowych oraz
-modyfikacjg istniejacych procedur oznaczania amm biogennych w zywnodci. Znaczenie badan
rozprawy dla nauki i zdrowla wynika z roli jal}q__peiniq--am‘iny biogenne (AB) w organizmije
cziowieka oraz powszechnosei ich wy_stqpowarilia w produktach spozywezych zawigrajacych
bialko, takich jak: ryby, 'm'it;so_,_- sery i ich przé;twory otaz. produkty otrzyniywane w. wyniku
fermentacji, czyli piwo i wino: W.rozpraw_ie.ddlcjtt)rs‘kiej wybrano do badafi napoje alkoholowe,
poniewaz etanol moze thumié aktywnosé oksy'(i:la-zy aminowej: monoamincoksydazy (MAO)
'oraz diaminooksydazy (DAQ), hamujac tym -Saffnym rozklad amin biogennych w organizmie i
zwiekszajge ich toksyczniosé, zas duze s_:tqzeﬁieéA;B w Zywnosci moze powodowaé negatywne
skutki fizjologiczne oraz przyczyniaé sig do zatrué i alergii pokarmowych. Ponadio AB
decydujg o cechach organoleptycznych prodﬁ_kté_w spozywczych, s3. miernikami  jakosci i
prz__ydatnoéci do spozycia zywnodci, a wiec analiza ich zawartodci jest niiezbedna.

Na ‘podstawic przegladu stanu bada‘r'lé W tematyce -oznaczania amin biogennych
okre$lone zostaly cele pracy. Doniesienia literaiu'f0we'wskazywaiy-g_ ze naj Czé;éciej stosowang
technika do -oznaczania AB w réznych _prc}diiktach spozywczych jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa, ale stasuje sie 'ta;kie chromatografie jonowymienna, metody
elektromigracyjne: oraz elektrochemiczre. Aﬁal;_za amin biogennych jest trudna z powodu ich
budowy chemicznej, poniewaz grupa aminowa 1?1ie jest wyréznikiem struktury, co'nie pozwala
na ich oznaczanie w sposdb bezposredni i czuiiy za pomocg metod s_pcktrosk'c_)_p_owyc_h, a tym
samym detektorow detekcji UV-Vis badz luminéscencji w chromatografii cieczowe]. Skutkiem
tego jest konieczno$¢ stosowania etapu _two:zenia pochodnych amin biogennych ze zwiazkami
zawierajacymi grupe chromoforowa. W pracy. .:prz_yjt':to hipoteze o koniecznodci modyfilacji
procedur oznaczania AB za pomocy nowych 1 stosowanych zwiazkdw, Sposrdd dotychezas
stosowanych metod otrzymywania p‘Ochodng‘?ch; przeprowadzono modyfikacje procedur
stosujgc: chlorek dansylu, '1,3'-.dinitr0-2-ch_lo'r6-5-triﬂuoro'metqubenz_en, 1-fluoro-2-nitro-4-
trifluorometylobenzen i izotiocyjanian 3,‘5-bis(?_tr-ifluOrOm‘ctylojfenyl_u'. Przeglad literaturowy
pozwolit na sformulowanie hipotez, Ze: nale:‘;y poszukiwa¢ rniewych metod analizy amin
‘biogennych o parametrach konkurencyjnych do ;i_st'niejqc':ych. Druga hipoteza byto sprawdzenie

mozliwosci wykorzystania nowych zwiazkow _d_;'o_ konwersji chemieznej AB.
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Przedstawione hipotezy pozwolity na sf_brmu%oévanicj nastgpujgcych celéw rozprawy:

. ‘opracowanie procedur aﬁalizy amin'biogennycih bez stosowania syntezy pochodnych amin ,

. modyfikacja znanych metod analizy chrom;ltbgraﬁc'znej poprzez zastosowanie nowych
odczynnikow,

optymalizacja etapu przygotowania probek _.Z;vwnoé'ci do oznaczania amin biogénnych w

matrycach zywnosciowyeh w fazie stafe] i cieklej.

W ramach pracy doktorskiej 'ozn'aczozno nast¢pujgce aminy: histamine, tyramine,
tryptaming, fenyloetyloaming, puttescyne, kadafWerW@, sperming 1 spermidyng w winie, piwie,
miesie; rybach i serze. Do oznaczenia AB 'metéd'a"_ wysokosprawnej ‘chromatografii cieczowej
wykorzystano chlorek dansylu. Opracowano néaw'e__ procedury syntezy ww. zwigkéw z 1,3-
dinitro-2-chloro-5-riflucrometylobenzenem, i_~flu0ro-2-nitro-4-(_t_r‘i'ﬂuorbmetylo) benzenem
oraz izotEOQyjaﬁia'nem"-3,_5—bis(tri_ﬂuor0metylo) fénylu. Budowg pochodnych amin biogennych
potwierdzono metodg metodami spekt_ro_skopowfymi UV-VisiH, ¥C, F NMR oraz-dla czeéci
uzyskanych zwigzkéw wykrystalizowano ~-monokrysztaly i wyznaczono strukture
rentgenowska. |

Zaleta zastosowanych odczynnikéw ébylo ograniczenie niepozadanych zjawisk
redukujgeych  matryce | skrécenie czasu analizy amin B_iogennych w ‘matrycach
zywnosciowych, Otrzymane pochodne z'as'tofso'Wane zostaly do oznaczZania: histaminy,
tyraminy, tryptaminy, fenyloetyloaminy w napbjaCh alkoholowych technika wysokosprawnej
chromdtografii ¢ieczowej i chromatografii Ciecz_fowej sprzgzong ze spektroskopia mas,

Opracowano nowa métode oznaczania c}c_{lkciv\kitej zawartosci AB za pomocg ’F NMR,
z wykorzystaniem pochodnych fluorowanych, “_:‘:r'winach i piwach, uzyskujac wyniki zawartogci
oznaczanych zwigzkdw zgodne z wynikamiuzyskanymi me_todami_chromatograﬁcmymi, przy.
znacznym skroceniu czasu analizy. '

'R'ealizujqc cel mod_y-ﬁkacji etapu przygc';'towania prébek zoptymalizowalam procedury
ekstrakeji, ktére pozwolity na wyodrq_bnian:i'e badariych zwigzkéw z matrycy probek
Zywno$ciowych.

Zastosowatam metode spektroskopowa YF NMR. do oznaczania $umy amin
Biogen‘n_ych'. Te metody. potwierdzity cel'owoé'é?p‘Oszuki'_wania nowych metod oznaczania AB.
Modyfikacja reakcji syntezy ww. amin z chloirki'em dansylu, pozwolita na oznaczenia tych
zwigzkdéw w winach, piwach, rybach i s'erach'tée'chn'ﬂ(q HPLC z bardzo dobrymi parametrami
dokladnosei, precyzji i powtarzalnosci, pot\;vierdzonymi analiza statystyczng wynikow.
Zastosowanie nowych zwigzkéw do- otrzyniiywania pochodnych: histaminy, tyraminy,
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fenyloetyloaminy i tyrozyny pozwolilo na otrzymanie czystych wzorcéw oraz wyeliminowanie
produktow ubocznych reakcji, przy zachowaniu zwalidowanych parametréw jakosci analiz.
Przeprowadzone badania, nad opracowaniem uktadéw do oznaczania amin za pomocg nowych
zwiazkow, wskazuja Ze sg to metody pozwalajace na ich zastosowanie w analizie Zywnosci w
matrycach statych i ciektych zapewniajace parametry czulosci, doktadnosci i powtarzalnosci
poréwnywalnej z metodami chromatograficznymi lub innymi elektromigracyjnymi.

Rozprawa doktorska opublikowana zostala w 5 publikacjach naukowych z listy A
MNiSW o sumarycznym IF = 16,435, (IF=25,05 z lat 2021-2022), ktére byly cytowane 100
razy.

Opracowane nowe techniki i zmodyfikowane chromatograficzne oznaczania AB
wskazujg na mozliwos¢ ich stosowania w kontroli jakosci surowcéw, polproduktow i
produktow koncowych oraz monitorowania proceséw fermentacji napojow, wigc ma znaczenie
dla rozwoju technologii produkcji zywnosci. Wyniki rozprawy przyczynia sie takze do
zaproponowania nowych norm stgzenia amin w Zzywnosci w celu poprawy jakosci
produkowanej Zywnosci oraz zapewnienia bezpieczeristwa zywnosci na kazdym etapie

produkeji i obrotu produktami zywnosciowymi.
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8. SUMMARY

;

Presented doctoral thesis describes r.esujts of search for new: and miodified methods of
biogenic amines (BA) determination in food. E2The--i_Iquz'ic_:t of studies on science and human
health comes out from the significant role of '_b_iiogenic amines in human body and appearance
of the amines.in food products reach in protje‘i;fls such as: fish, meat, cheese and products of
fermentation processes beer and wine: The "sel'éécti‘on of alcoholic beverages was based on the
assumption that ethanol inhibits activity of aén'ine_ oxidase, reducing the decomposition of’
biogenic amines in human organism re'sultinffg in the increased toxicity of amines. High
concentration of BA in food can cause negaiive physiological reactions resulting in food
allergies and even toxic effects. Moreover, BA .have main impact on organcleptic properties of
food products, they are indicators of quality ar_id freshness of food for consumers, and hence
their analysis is highly desirable.

Literature survey in the field of biogenic amiines determination allowed on formulation
the scope of thesis: Literatures data: indiésates,_. that ‘the most commonly used are
chromatographic methods, among which high pér;fonnance. liguid chromatography (HPLC) was
prevailing. The main difficulty in biogenic amines analysis comes out from their ¢hemical
composition, because the amine group is -not:?__sufﬁcient]y distinctive structure factor, what
causes the detection by the spec'_troscopic.met_héds_ using UV-VIS detectors are not.useful for
that purpose. In order to overcome this inconveiﬁence,_the stage of amines derivatization with
compounds, which have additional chromo_pho_ré group, was introduced. In the presented work
the hy_pothe_s’is‘ on improvement of the ..derivatizsition stage by applying new or modification the
known trethods was -imposed. Modifications __E)f the derivatizing methods were studied for
-reactiagns of BA’s with: dansyl chloride. 2-ch1é1r_0—1,'3—diniti‘-’o-S-(triﬂuoromet'hy])—b'enzene, 1-
fluoro-2-nitro-4-(triflucromethyl)benzene and 3\5,5-bis_—(_triﬂ_uoromethyl)phenyl isothiocyanate,

Second hypothésis suggests search forhew analytical techniques of BA analysis with
parameters competitive to the existing. The thirﬂ hypothesis was focused on the ¢lucidating of
BA new derivatizing compounds and -verfiﬁ_c_afion of their usefulness in new determination
‘procedure. ;

‘Results of BA determination food _i'natr'ice_s and alcoholic: beverages provides
information important for raw materials qual;ity analysis. and final products content. The
methods developed in the research work can be used for monitoring the techno]‘o‘gy-‘proccsses

during fermentation stage of wine and beer and in meat quality assessment in wholesale and
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retail trade. The knowledge of the amines level in food will increase food safety and cause the
life quality improvement.
Presented hypothesis allowed on formulation the following aims of thesis:
a) development of new methods BA analysis without procedure of derivatives synthesis,
b) modification of the existing chromatographic methods by application of new derivatizing
reagents,

c)optimization of food sample preparation stage for determination of BA in liquid matrices.

In the presented doctoral thesis, the following amines were determined: histamine,
tyramine, tryptamine, phenylethylamine, putrescine, cadaverine, spermine and spermidine in
wine, beer, meat, fish and cheese. Biogenic amines were determined by HPLC technique with
dansyl chloride as derivatizing compound. In search for new procedures of BA’s derivatives
synthesis reactions with 2-chloro-1,3-dinitro-5-(trifluoromethyl)-benzene (CNBF), 1-fluoro-2-
nitro-4- (trifluoromethyl)benzene (FNBT) and 3,5-Bis-(trifluoromethyl)phenyl isothiocyanate
(CNBF) were elaborated. Obtained derivatives were characterized by 'H, '3C, '°F NMR and
single crystal X-ray structure analysis. The main advantage of the applied derivatives were:
limitation of matrices reduction reactions, analysis time minimization and the same or better
parameters of precision and detection limits of: HIS, TYR, TRP and FEN determination in
alcoholic beverages obtained by HPLC- VIS and LC-MS techniques.

New method of the total amount of BA determination in wine and beer by '"F NMR
based on fluorinated derivatives of BA was developed. The NMR analytical data when
compared to the chromatographic methods revealed the same quality parameters but analysis
time was much shorter.

The most important substantive achievement of the dissertation was the synthesis of

new derivatives of amines, confirmation of their structures by spectroscopic methods and
development of analytical procedures determination of biogenic amines in food samples.

PhD thesis results were published in 5 scientific publications indexed with Scopus and
Web of Knowledge data bases and on the List A of Polish Ministry of Science and Higher
Education. The 5 papers sum of IF was 16,435, (IF=25,05 for the 2021-2022), and 100 citations.

Elaborated new analytical technics of chromatographic determination of BA’s indicates
usefulness of their applications for food quality assessment and monitoring of fermentation
processes of beverages, hence it has implication on development of food technology production.
Results of thesis will be useful for new standards of biogenic amines concentrations in food for

improvement of food quality and safety assessment on each stage of production and marketing.
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