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Opracowano madyfikacje fluorymetrycznej metody oznaczania histaminy w konser-
wach rybnych, wykorzystujqc jednopromieniowy spektrofotometr Spekol-10, wyposazony
w przystawke FK do pomiarow fluorescencji i filtr GVK-48.

Wykazano zgodnosé uzyskiwanych wynikéw z wartosciami oznaczonymi wg zalecanej
przez AOAC metody spektrofluorymetrycznej.

W zwiazku z przypadkami wystgpowania zatru¢ pokarmowych zwigzanych z obec-
noS$cig histaminy w przetworach rybnych, [6, 8] Komitet d/s Ryb i Przetworow Rybnych
Komisji Kodeksu Zywnosciowego FAO/WHO zwrdcil uwage na znaczenie wy-
stegpowania histaminy w w przetworach z niektérych rodzajow ryb i zaproponowal
jako metode odwolawcza wykrywanie tej aminy metoda spektrofluorymetryczna wg
AOAC 1, 3]

Na ostatnim posiedzeniu tego Komitetu w marcu 1990 roku w Bergen (Norwegia)
w toku dyskusji nad dokumentem dotyczacym solonych sledzi (CAC/RCP 26 —1979)
delegacje niektorych krajow (RFN, Francja, Egipt, Tajlandia) sugerowaly konieczno§é
limitowania histaminy i obnizenia jej poziomu do wartosci 10 mg/100 g [4].

W Zakladzie Badania Zywnosci i Przedmiotéw Uzytku PZH w 1988 r oznaczono
metoda spektrofluorymetryczna wg AOAC zawartos¢ histaminy w konserwach ryb-
nych i zaproponowano j3 jako metode odwolawcza [5].

W 1990 roku Morski Instytut Rybacki opracowal projekt normy metodycznej
dotyczacej fluorymetrycznej metody oznaczania histaminy w surowcach i przetworach
z ryb 1 innych zwierzat wodnych [7], wzorujac si¢ na metodzie wg AOAC [2].

Przeszkoda do szerszego wykorzystania tej metody w oznaczeniach wykonywanych
w kraju jest brak odpowiedniej, aparatury pomiarowej — spektrofluorymetrow,
speliajacych wymagania AOAC.

W zwiazku z powyzszym wykonano badania majace na celu sprawdzenie
mozliwosci zastosowania powszechnie dostgpnego dla wigkszosci laboratoriow
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terenowych — jednopromieniowego spektrofotometru fotoelektrycznego — Spekol-10,
firmy Carl Zeiss Jena, wyposazonego w przstawke do pomiaréw fluorescencji
typu FK. Wyniki oznaczen poréwnywano z otrzymanymi na spektrofluorymetrze
— firmy Aminco Bowman. '

CZESC DOSWIADCZALNA

Zasada metody polega na metanolowej ekstrakcji histaminy z badanego materiatlu, oczyszczeniu
ekstraktu na kolumnie jonowymiennej i spektrofluorymetrycznym oznaczeniu fluoryzujacego zwigzku
histaminy z aldehydem ortoftalowym (OPT).

Aparatura i sprzet

Jednopromieniowy spektrofluorymetr fotoelektryczny Spekol-10 firmy Carl Zeiss Jena z przy-
stawka do pomiarow [luorescencj typu FK oraz filtr GVK - 48 i kuwety typu 8F (1 cm).

Spektrofluorymetr firmy Aminco Bowman z kuwetami o 1 cm grubosci warstwy.

Pozostaly sprzgt i aparatura, odczynniki, przygotowanie probek do badan, kolumn, wzorcow
i krzywych wzorcowych podano w poprzedniej pracy [5].

Pomiary fluorymetryczne

Pomiary wzglednej intensywnosci fluorescencji (1F) wykonywano w nastgpujacych warunkach:
Spekol-10: wzbudzenie A=365 nm, emisja filtr GVK - 48, czulo$¢ aparatu 1000,
Aminco Bowman: wzbudzenie A =350 nm, emisja 444 nm, szczeliny liczagc od luku ksenonowego 2,5;
2,0; 2,3 mm.

Przygotowanie krzywej wzorcowej i oznaczenie probek

Wzorce histaminy i §lepa probg przygotowano wg [5], otrzymujac nastepujace stezenia robocze
roztworow standardowych: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ug/5 ml.

Wykonanie pomiaru na aparacie Spekol-10

Po wykonaniu reakcji z aldehydem ortoftalowym ustawia si¢ warto$¢ odniesienia proby Slepej
(warto$¢ jalowa) na wspolczynnik przepuszczania promieniowania v=0%.

Warto$¢ proby wzorcowej o najwyzszym stezeniu (2,0 pg/5ml) ustawia si¢ na wspolczynnik
promieniowania v=100% przy czulosci aparatu = 1000.

- Nast¢pnie mozna przystapic do pomiaru innych probek wzorcowych i spei.jdzenia krzywel
wzorcowej (ryc. 2). Stgzenie w probkach badanych odczytuje si¢ z krzywej wzorcowej, ktorg nalezy
sporzadzi¢ kazdorazowo przed wykonaniem serii pomiardow.

Krzywg wzorcowg na aparacie Aminco Bowman przygotowuje si¢ rutynowo [5].

Jezeli probka badana zawiera wigcej niz 20 mg histaminy w 100 g konserwy rozciencza
si¢ eluat z kolumny O0,IN HCl do osiggni¢gcia wartofci odczytu mieszczacego si¢ w zakresie
krzywej wzorcowe;j.

Omaczenia probek badanych wykonywano rownolegle na aparatach Spekol-10 z przystawkg FK
i spektrofluorymetrze Aminco-Bowman. Kazdorazowo wykonywano oznaczenia réwnoleglych 8 po-
wtorzen probek. Wyniki opracowano statystycznie obliczajac odchylenie standardowe (SD) i wspol-
czynnik zmiennosd (V%).
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WYNIKI 1 ICH OMOWIENIE.

Rycina 1 przedstawia natgzenie promieniowania fluorescencyjnego (§wiatlo wtdrne)
fluorochromu otrzymanego w wyniku reakcji wzorca histaminy z aldehydem orto-
ftalowym, wykreslone przy uzyciu aparatu Spekol-10, zaopatrzonego w przystawke
FK i filtr GVK-48. Maksimum emisji, w tych warunkach przypada na dlugo$é fali
wzbudzenia A=365 — 366 nm, ktérag wykorzystano w dalszych pomiarach.
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Ryc. 1. Widmo emisji zwiazku histaminy z aldehydem ortoftalowym (warunki wykonania: spektrofoto-
metr Spekol-10 z przystawka FK, filtr GVK 48, czulo$¢ aparatu 500, 2 ug histaminy/5 ml
roziworu wzorcowego), v% — wspolczynnik przepuszczania promieniowania.

Fluorescence spectrum of fluorochrome after reaction of histamine with o-phthaldialdehyde
(spectrophotometer Spekol-10 with FK equipment, G VK — 48 filter, scale of sensibility 500, 2 ug
of histamine standard/5 ml of celibration solution)

V% light transmission coefTicient.

Rycina 2 przedstawia krzywa wzorcowa, wykonanga na aparacie Spekol-10 z przy-
stawka FK w warunkach podanych w cze$zi doswiadczalnej. W zakresie badanych
stezen jest ona linia prosta, przechodzaca przez Srodek ukladu wspolrzednych.

Wykrywalnos$é¢ w opisanych warunkach ekstrakcji i rozcienczenia wynosi 1 mg
histaminy na 100 g prébki wyjiciowej (0,02 pg 1 cm? roztworu wzorcowego) [S].
Uwzgledniajac wymagania obowiazujace dla przetwordéw rybnych mozna uznac ja za
zadowalajaca.

Poréwnanie wynikéw oznaczen zawartoséci histaminy w prébkach konserw rybnych
Przedstawia tabela I. Probki konserw dobrano tak, aby wykazywaly one niska (ponizej

10 mg/100 g), $rednia; (miedzy 10 a 20 mg/100 g) i wysoka (powyzej 30 mg/100 g)
zawartosc histaminy.
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Ryc. 2. Krzywa wzorcowa histaminy (warunki wykonania: spektrofotometr Spekol-10 z prezystawka
FK, filtr GVK - 48, czulo$¢ aparatu 1000)
V% — wspolczynnik przepuszczania promieniowania.
Calibration curve of histamine standard (spectrophotometr Specol — 10 with FK equipment,
GVK - 48 filter, scale of sensibility 1000)
V% light transmission coeficient.

Tabela 1. Poréwnanie oznaczen zawartosci histaminy w probkach konserw rybnych na spektrofluorymet-
rze Aminco-Bowman i spektrofotometrze Spekol-10, z przystawka FK, - lirmy Carl Zeiss Jena.
Comparison of histamine determination in canned fish products on spectrofluorometer

Aminco Bowman and spectrophotometer Carl Zeiss Jena Spekol-10 with FK equipment
for spectrofluorometry.

Liczba Zawartos¢ histaminy w mg/100 g
Nazwa konserwy .
L:p. (produkcji I'O\:':’)ll(:elig. Aminco- Bowman Spekol
jugostowianskiej) P n X SD V% X SD V%
1 Sardynka w oleju 8 7,49 0,48 6,4 8,23 0,35 434+
2 Sardynka w oleju 8 5,50 0,71 13,0 5,59 0,47 8,5
3 ,Issa” — Sardynka w oleju 8 61,25 2,60 4,3 61,38 3,20 5.2
4 Sardynka w oleju 8 36,44 3,75 10,3 36,83 2,42 6,6
5 Sardynka w oleju , Issa” 8 6,17 0,58 9.4 6,30 0,61 9,6
6 Sardynka w oleju 8 16,81 2,25 13,4 17,99 1,73 9,6

X - §rednia arytmetyczna, SD — odchylenie standardowe, V% — wspotczynnik zmiennoéci
+ - metody dajg istotnie réine wyniki (obciagzone bledem systematycznym)

Uzyskane wyniki wskazuja, ze mozna uznac obie metody za réwnorzedne. Tylko
w jednym przypadku otrzymano istotnie rézniacy si¢ wynik obcigzony bledem
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systematycznym (wzgledna r6znica migdzy Srednimi w tym przypadku wynosita 9,9%).
W pozostalych przypadkach réznice miedzy metodami okazaly si¢ nieistotne.

WNIOSKI1

1. Fluoryzujacy zwiazek histaminy z aldehydem ortoftalowym mozna oznaczaé
ilodciowo na jednopromieniowym spektrofotometrze fotoelektrycznym Spekol-10,
firmy Carl Zeiss Jena wyposazonym w przystawke do pomiaréw fluorescencji, typu
FK, stosujac dlugos¢ fali wzbudzenia A =365 nm i filtr GVK 48. Limit wykrywalnosci
metody w badanych warunkach wynosi 1 mg histaminy w 100 g probki ryb lub
przetworéw rybnych (0,02 pg/1 cm? roztworu badanego).

2. Fluorymetryczna metoda oznaczania histaminy wykorzystujaca aparat Spekol-

-10 z przystawka typu FK moze byé zalecana w rutynowej kontroli zawartosci
histaminy w konserwach rybnych.

M. Fonberg-Broczek, D. Sawilska-Rautenstrauch, B. Windyga

THE SPECTROFLUOROMETRIC METHOD FOR HISTAMINE DETERMINATION
IN CANNED FISH PRODUCTS ON SPECTROPHOTOMETER SPECOL 10
WITH FK EQUIPMENT FOR SPECTROFLUOROMETRY

Summary

The content of histamine in canned fish products was determined by fluorometric method
recommended by AOAC with final determination of fluorescence on spectrophotometer Spekol 10
with FKC equipment of wave excitation for maximum of emission: 1=365 nm, filter GVK - 48).

The method makes possible quick, reproducible, and sensitive determination (limit of detection:
1 mg/100 g of product) of histamine in canned fish products, on simple equipment available in every
laboratory of count Sanitary Stations.
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