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Histamina pochodna imidazolowa powstaje w tkance miesnej ryb
na drodze autolitycznego i bakteryjnego rozpadu histydyny. Sposrod
metod oznaczania histaminy, zastosowanie znalazly miedzy innymi me-
tody chromatograficzne {1, 3], fluorometryczne [2, 6] i kolorymetrycz-
ne {4, 5].

Celem pracy bylo zaadaptowanie kolorymetrycznej metody Ota [5] -
do rutynowanych oznaczen histaminy w tkance miesnej ryb jako wskaz-
nika przydatnoéci ryb do spozycia. Wybdér metody uzasadnia jej przy-
datnosé do szybkich i seryjnych oznaczefi zawartosci histaminy w ma-
teriale biologicznym.

METODYKA
Odczynniki

1. 5%-owy roztwoér kwasu tréjchlorooctowego

2. 1%-owy roztwér wodorotlenku sodowego

3. 4%-owy roztwér weglanu sodowego

4. Odczynnik dwuazowy: rozpuszczano 0,1 g p-nitroaniliny (oczyszczonej przez
rozpuszczenie w goragcej wodzie destylowanej i wykrystalizowanie w temp. po-
kojowej, a nastepnie po przesgczeniu wysuszonej w temp. 80°C) w 100 c¢cm3 0,1 n
kwasu solnego i przechowywano w lodéwce do chwili uzycia. Oddzielnie przygo-
towano roztwér 4—5% azotynu sodowego w wodzie destylowanej tuz przed uzy-
ciem. Odczynnik dwuazowy otrzymano przez zmieszanie 10 ¢m3 roztworu p-nitro-
aniliny i 1 cm? roztworu NaNO, Nalezy go réwniez przygotowaé przed uzyciem.

5. Siarczan sodowy bezwodny

6. Octan etylu

7. Wzorcowy roztwor histaminy:

a) roztwoér podstawowy otrzymano przez rozpuszczenie 0,1656 g dwuchlorowo-
dorku histaminy (suszonej 2 godz. nad HySO;) w 100 cm® wody destylowanej;
1 cm?® odpowiada 1 mg histaminy,

b) 10 cm? roztworu podstawowego rozcienczono do 100 cm? wodg i otrzyma-
no roztwoér, w ktéorym 1 cm?® odpowiada 100 ug histaminy,

¢) przez rozcienczenie 5 cm? roztworu ,,b” do 100 cm? wodg uzyskano roztwor,
w ktorym 1 cm?® zawiera 5 pg histaminy (roztwor nietrwaly).

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Do jednakowych proboéwek Kkalibrowanych z doszlifowanymi korkami poj.
15—20 cm?® odmierzono od 0,002 do 0,020 mg histaminy w 1 em? wodnego roztworu.
Uzupelniono woda do 2 c¢cm3 i dodano 1 cm® 4% roztworu weglanu sodowego.
Nastepnie probdéwki wstawiono do lodéwki na okres 3—5 min. Po ochtodzeniu do-



48 R. Gajewska i inni Nr 1

dano 1 em? zimnego $wiezo przygotowanego odczynnika dwuazowego i calosé po-
nownie ochladzano w temp. 0 do —5°C (5 min.). Z kolei dodano 7 cm? octanu
etylu i probéwki po zatknieciu doszlifowanymi korkami energicznie wytrzgsano
przez 30—860 sek. Po rozdzieleniu sie warstw pobierano suchg pipetg gérna war-
stwe do nastepnej suchej probéwki i odwadniano bezwodnym siarczanem sodo-
wym. Porhiaru absorbancji rézowego estru histaminy dokonano na spektrofoto-
metrze ,Specol” przy diugosei fali 496 nm wobec proby slepej.

Probke S§lepg przygotowano jak proébki wzorcowe, bez dodatku histaminy.
W celu okreslenia czulo$ci metody dla kazdego poziomu stezenn krzywej kalibra-
cji wykonywano po 4 réwnolegle oznaczenia. Czulogé metody wyrazono stosun-
kiem przyrostu wartosci absorbancji do przyrostu stezenia histaminy., Najmniej-
sze stezenie histaminy dajace reakcje barwna z odeczynnikiem dwuazowym przy-
jeto jako granice wykrywalnosci metody.
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! Rye. 1. Krzywa wzorcowa histaminy

Oznaczanie histaminy w tkance miesnej ryb

Odwazono 10—25 g (w zaleinosci od zawartosci histaminy) farszu tkanki mies-
nej ryb i dodano 100—150 cm? 5% roztworu kwasu tréjchlorooctowego. Calosé
homogenizowano przez 3 min., nastepnie przenoszono do kolby miarowej pojem-
nosci 250 cm?, uzupelniano kwasem do kreski i odstawiano na okres 10 min. Po
tym czasie calo$¢ odwirowano przez 5 min. przy ok. 3000 obrotéw na minute.
1 cm?® uzyskanego w ten sposéb ekstraktu odpowiada 0,04—0,1 g tkanki (w za-
leznosci od odwazki farszu tkanki miesnej ryb). Z kolei pobrano do kalibrowa-
nej probéwki 1 cm3? ekstraktu, zobojetniono 1% roztworem wodorotlenku sodo-
wego i calo§¢ uzupelniono do objetosci 2 cm® woda destylowana. C_ia,g dalszy po-
stepowania tak jak opisano przy wykonywaniu krzywej wzorcowej.
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Odzysk metody zbadano oznaczajac histamine w tkance miesnej ryb fortyfi-
kowane]j roztworem wzorcowym histaminy w zakresie stezen 0,002—0,010 mg na
10—25 g materialu doswiadczalnego.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Na podstawie badan stwierdzono, ze odzysk histaminy z tkanki
miesnej ryb wynosit od 88% do 108%, $rednio 98%.

W badanym zakresie stezenn od 2—20 wg histaminy, czulo$¢ metody
wynosita 0,017. Wykrywalnoé¢ metody wynosﬂa okolo 2 pg/l cm3? eks-
traktu. Oplsana metoda kolorymetryczna moze byé stosowana do ru-
tynowych oznaczen histaminy w tkance miesnej ryb, ktérej zawartosc
przyjeto za wskaznik ich przydatnosci do spozycia.

P. TaeBcka, 3. Tanopaxk, A. Jlebegsuubcka

OIIPEAEJEHUE TUCTAMUHA
B MBIIUEYHOM TKAHU PBIB KOJOPUMETPUYIECKUM METOJOM

Peszwme

ApanTupoBanu KoJopumerpuueckuii Meton OrTa a8 PYTHMHOBBIX OIIpezesenui
TUCTaMMHA B MBINIEYHOM TKaHM DbIO, Kak mnokKasaTelNid IPUTOZHOCTHM DBIO Iaa mo-
TpebneHud.

YeraHOBIE€HO, YTO B MBILIEYHONM TKAHU pbI6 MeTOn Zaér Buixon 88—108% rucra-
MMua, B cpexdeM 98%. MuHMMANBHO obHapyKuBaeMoe KOJIMIECTBO COCTABIIAIO
2 MKI‘/l cM3 SKCTpaKTa.

R. Gajewska, Z. Ganowiak, A, Lebiedzinska

HISTAMINE DETERMINATION IN THE MEAT OF FISH
BY THE COLORIMETRIC METHOD

Summary

The colorimetric method of Ota was adapted for routine determination of hi-
stamine in the meat of fish as an index of the suitability of fish for eating.

It was found that histamine recovery from fish meat was from 88% to 108%,
mean 98%. The detectability of the method was 2 ug/l mi of the extract.
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