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STRESZCZENIE

Aminy biogenne wystepujgce w Zywnosci, szczegolnie w przetworach rybnych i serach, mogq stanowic zagrozenie dla
zdrowia konsumenta, monitorowanie ich poziomu w srodkach spozywczych jest ciggle aktualne. Celem pracy byto ozna-
czenie zawartosci amin biogennych w serach dojrzewajgcych, dostepnych w sprzedazy detalicznej na rynku warszawskim
metodq wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz (RP-HPLC) oraz walidacja tej metody i
metody spektrofluorymetrycznej wykorzystanej do oznaczania amin biogennych w roku 1995. Parametry walidacji metody
RP-HPLC dla histaminy, tyraminy, putrescyny i kadaweryny miescily si¢ w zakresie: granica wykrywalnosci (LOD) od 0,7
mg/kg do 1,3 mg/kg; granica oznaczalnosci (LOQ) od 1,4 mg/kg do 2,6 mg/kg, odzysk 92-111%, natomiast parametry
walidacji metody spektrofluorymetrycznej dwoch amin: histaminy i tyraminy miescily si¢ w zakresie: LOD od 2,4 mg/kg
do 3,18 mg/kg, LOQ od 4,8 mg/kg do 6,38 mg/kg, odzysk 94 - 106,5%. Uzyskane wyniki oznaczonych amin biogennych
w probkach badanych serow wskazujq, ze tyramina i putrescyna sq gtownymi aminami wystepujgcymi w grupie badanych
serow dojrzewajgcych. Suma wszystkich oznaczonych amin w probce nie przekraczata 264,4 mg/kg.

ABSTRACT

Biogenic amines occurring in foods, particularly fish products and cheeses, may pose a risk to consumer health, moni-
toring their levels in foods is still valid. The aim of this study was determination of biogenic amines in ripening cheeses
available at retail on the Warsaw market and validation of two methods for the determination of amines: high performance
liquid chromatography in reverse phase system (RP-HPLC) and spectrofluorimetric method in 1995 year. The parameters
validated RP-HPLC method for histamine, tyramine, putrescine and kadaweryne ranged.: limit of detection (LOD) of 0.7 mg/
kg to 1.3 mg/kg, the limit of quantification (LOQ) of 1.4 mg/kg to 2.6 mg/kg, the recovery of 92-111% and spectrofluorimetric
method validation parameters of two amines: histamine and tyramine in the range: LOD of 2.4 mg/kg to 3.18 mg/kg, LOQ
4.8 mg/kg to 6.38 mg/kg, recovery 94 - 106.5%. The results indicate that the main amines occurring in the group studied
ripened cheeses were tyramine and putrescine. The sum of all identified amines in the sample did not exceed 264.4 mg/kg.

WSTEP

Aminy biogenne, powstajace w zywno$ci w wyniku
dekarboksylacji wolnych aminokwasow, katalizowanej
przez enzymy bakteryjne, moga by¢ przyczyng zatruc¢
pokarmowych oraz alergii. Sery podobnie jak inna
zywnos$¢ wytwarzana droga fermentacji i dojrzewania
jest sprzyjajacym srodowiskiem do powstawania amin
biogennych, poniewaz pojawiaja si¢ nie tylko wolne

aminokwasy, bedace prekursorami amin, ale takze mi-
kroorganizmy wytwarzajace specyficzne dekarboksy-
lazy. W czasie dojrzewania sero6w warunki srodowiska,
pH, temperatura, wilgotno$¢ oraz wysoka zawarto$¢
biatka sprzyjaja zarowno namnazaniu mikroorgani-
zmow jak i aktywnosci ich enzymow [16].

Pierwsze badania amin biogennych w zywnosci
ograniczaty si¢ do oznaczen histaminy i tyraminy. W
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nastgpnych latach zwrdcono uwage na jednoczesne
wystepowanie w zywnosci takze innych amin, takich
jak putrescyna i kadaweryna. Uwaza si¢ ze, obecnos¢
tych amin moze potegowac toksyczne dziatanie hista-
miny. Spozycie zywnosci zawierajacej duze ilosci amin
biogennych, moze powodowaé podraznienie skory,
wysypke, biegunke, bol gtowy, spadek cisnienia, za-
burzenie oddychania, kotatanie serca a nawet objawy
wstrzasu anafilaktycznego. Dziatania te moga by¢ na-
silone u 0s6b przyjmujacych leki z grupy inhibitoréw
monoaminooksydazy (MAO) oraz u os6b z genetycz-
nym niedoborem dwuaminooksydazy (DAO), a takze
spozywajacych alkohol [9]. W 1964 roku w Holandii
po raz pierwszy udowodniono zatrucie serem Gou-
da, zawierajgcym histaming w ilo$ci 850 mg/kg [3].
W nastgpnych latach opisano wiele przypadkow zatrué
serami, w ktorych poziom histaminy wahat si¢ od 300
do powyzej 1000 mg/kg [20].

Tyramina czg¢sto obecna w serach dojrzewajacych,
moze rowniez wystepowac w ilosciach znaczacych
z punktu widzenia toksykologicznego [11]. Moze
by¢ ona przyczyng migrenowych bolow glowy oraz
wystepowania zatru¢ spowodowanych interakcja z
niektérymi lekami psychotropowymi. Spozycie serow,
zawierajacych nawet niezbyt wysoki poziom tyraminy
przez pacjentow otrzymujacych leki bedace inhibitora-
mi monoaminooksydazy, byto przyczyng wystapienia
u nich, podwyzszonego cisnienia krwi, a takze przeto-
mu nadcisnieniowego [2].

Poziom 1 sktad amin biogennych w serach moze
by¢ bardzo zréznicowany. Liczni autorzy wskazuja, ze
jest on uzalezniony od przebiegu procesu technolo-
gicznego, okresu dojrzewania i jako$ci mleka (paste-
ryzowanego i niepasteryzowanego) [4, 14]. W procesie
technologicznym wytwarzania serow, w celu redukcji
niepozadanej flory bakteryjnej stosowane sa kultury
startowe odpowiedzialne za prawidtowy proces fermen-
tacji, jednakze bardzo czesto jest to zwigzane z szybka
dominacja mikroflory niestartowej nad mikroflora
startowa. Mikroflora niepozadana cechuje si¢ zwykle
wysoka zdolno$cig do produkeji amin biogennych [5,
12, 22]. W ustawodawstwie unijnym limitowany jest
tylko poziom histaminy i dotyczy wytacznie produktéw
rybnych. Rozporzadzenie Komisji (WE) 2073/2005
dopuszcza obecno$¢ histaminy w produktach rybnych
w ilo$ci maksymalnej do 200 mg/kg oraz w produktach
poddanych przys$pieszonemu dojrzewaniu enzymatycz-
nemu maksymalnie do 400 mg/kg [15].

Celem pracy byto oznaczenie zawarto$ci amin
biogennych w serach dojrzewajacych, dostepnych w
sprzedazy detalicznej na rynku warszawskim metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwro-
conym uktadzie faz (RP-HPLC) i walidacja tej metody
oraz metody spektrofluorymetrycznej wykorzystanej
do oznaczania amin biogennych w roku 1995.

MATERIAL I METODY

Przygotowanie probek serow do analizy

Probki serow do badan pochodzity z obrotu detalicz-
nego. Przechowywano je w temperaturze 0°C - 49°Ciw
ciggu 5-ciu dni sporzadzano nawazki 5g (RP- HPLC)
Iub 10g (metoda spektrofluorymetryczna ), ktére pod-
dawano procedurze ekstrakcji i oznaczania amin.

Oznaczanie amin biogennych

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w odwroconym uktadzie faz oznaczano: histaming,
tyraming, putrescyne i kadaweryne w 17 probkach
seréw dojrzewajacych, natomiast metoda spektroflu-
orymetryczng oznaczono histaming i tyraming w43
probkach serow [7].

Metoda RP-HPLC

Aminy ekstrahowano z 5 g probki sera 0,2 M
roztworem kwasu nadchlorowego z dodatkiem 100 pl
wzorca wewnetrznego dichlorowodorku 1,3-diamino-
propanu, homogenizowano i odwirowywano w tem-
peraturze 4°C przy wysokich obrotach. Nastepnie do 2
ml probowki ze szczelnym zamknigciem przenoszono
100 pl supernatantu, 200 pl nasyconego roztworu Na-
,CO, 1400 ul acetonowego roztworu chlorku dansylu
[7,5 mg/ml], ogrzewano w temperaturze 60°C przez 15
minut, chtodzono do temperatury otoczenia, dodawano
100 pl L-proliny [100 mg/ml], mieszano i utrzymy-
wano w zaciemnieniu przez 15 minut. Po tym czasie
dodawano 500 pl toluenu, wstrzgsano w celu przepro-
wadzenia uzyskanych pochodnych z chlorkiem dansylu
do warstwy organicznej. Faze organiczng doktadnie
przenoszono do 2 ml probowki (czynno$¢ powtarzano
dwukrotnie), odparowano w delikatnym strumieniu azo-
tu, a pozostatos¢ rozpuszczano w 200 pl acetonitrylu.
Zawarto$¢ amin oznaczono metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w odwrdoconym uktadzie faz
(RP-HPLC). Rozdziatl amin prowadzono na kolumnie
Kromasil C,, w temperaturze 25°C.

Parametry metody dla poszczegolnych amin: gra-
nica wykrywalnosci (LOD), granica oznaczalnos$ci
(LOQ): histamina — LOD 0,7 mg/kg, LOQ 1,4 mg/kg;
tyramina — LOD 0,9 mg/kg, LOQ 1,8 mg/kg; putre-
scyna - LOD 0,9 mg/kg, LOQ 1,8 mg/kg; kadaweryna
—LOD 1,3 mg/kg, LOQ 2,6 mg/kg; odzysk w zakresie
92 - 111 %. Krzywa kalibracji wykonywano metoda
dodatku roztworu wzorcowego [1 mg/ml] do matrycy.
Odwazono 6 probek matrycy (sera) o masie 5 g i kolejno
dodawano odpowiednig objetos¢ roztworu wzorcowego
mieszaniny amin uzyskujac koncowe stezenia w probce:
1,56 ppm; 3,12 ppm; 6,25 ppm; 12,5 ppm; 25 ppm; 50
ppm, nastgpnie postepowano tak jak z probkami [8, 11].
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Metoda spektrofluorymetryczna

10 g badanej probki sera, homogenizowano z 60 ml
alkoholu metylowego, przenoszono do kolby pomiaro-
wej o pojemnosci 100 ml i ogrzewano w tazni wodnej
w temperaturze 60°C przez 15 minut. Po wyjeciu kolby
z tazni wodnej chlodzono do temperatury pokojowej i
uzupelniono do kreski metanolem.

Histamina - ekstrakt metanolowy oczyszczano
nanoszac na kolumne¢ wypetniong zywica Bio-Rad
AG 1 x 8,50 - 100 mesh, nastepnie oznaczano wedtug
metody AOAC 977.13.1997 [13]. Tyramina - ekstrakt
metanolowy nanoszono na kolumne wypetniong zywi-
ca karboksylowa IRC-50, 80 - 100 mesh. (Aktywacja
zywicy karboksylowej: zalewano zywice 40 % NaOH
(roztwor wodny) 1 pozostawiano na 3 godziny, po tym
czasie przeptukiwano zywice wodg destylowang do
uzyskania pH 7 1 nastepnie aktywowano roztworem
3 M HCI przez 1,5 godziny do pH 6,7). Kolumne
wstepnie eluowano 100 ml wody destylowanej. Eluent
odrzucono i prowadzono wlasciwg elucje roztworem
4 M CH,COOH, 50 ml eluentu zbierano do kolby
pomiarowej. Histaming, po oczyszczeniu ekstraktu
na kolumnie, oznaczano spektrofluorymetrycznie po
wytworzeniu kompleksu z aldehydem ortoftalowym.
Parametry walidacji metody dla histaminy: LOD 2,4
mg/kg, LOQ 4,8 mg/kg, odzysk 95,5% - 104%. Tyrami-
ng, po oczyszczeniu ekstraktu na kolumnie, oznaczano
spektrofluorymetrycznie po wytworzeniu kompleksu z
1-nitrozo-2-naftolem wg Vidal-Carou [21], w modyfika-
cji wlasnej. W probowce o objetosci 25 ml umieszczano
2 ml eluentu, dodawano 1 ml 1-nitrozo-2-naftolui 1
ml mieszaniny nitrozujacej - IM HNO, 1 2,5% NaNO,
przygotowanej odpowiednio wczesniej w proporcjach
(50:1) (v:v), mieszano i ogrzewano w zaciemnieniu
w tazni wodnej w temperaturze 60°C przez 1 godzine.
Po doprowadzeniu mieszaniny do temperatury poko-
jowej prowadzono ekstrakcje 10 ml 1,2-dichloroetanu,

energicznie wytrzasajac przez 1 minute i pozostawiano
do rozdzielenia faz. Gorng faze przenoszono doktadnie
do kuwety pomiarowej i wykonywano pomiar na spek-
trofluorymetrze Aminco-Bowman z lampa ksenonowg
przy dtugosci fali wzbudzenia — 465 nm i emisji — 545
nm. Parametry metody dla tyraminy: LOD 3,18 mg/
kg, LOQ 6,38 mg/kg, odzysk 94 - 106,5%. Krzywe
kalibracji histaminy i tyraminy wykonano wedtug
metody AOAC 977.13.1997 [13] oraz Wydawnictwa
Metodycznego PZH [6].

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 zestawiono wyniki oznaczania 4 amin
biogennych (histaminy, tyraminy, putrescyny i kadawe-
ryny) w probkach serow dojrzewajacych. Oznaczona
zawarto$¢ poszczegdlnych amin miescila si¢ w zakre-
sach: histaminy od < 1,4 do 30,6 mg/kg, tyraminy od
< 1,8 do 146,8 mg/kg, putrescyny od < 1,8 do 112,9
mg/kg, kadaweryny od <2,6 do 28,0 mg/kg. Zawartos¢
histaminy w ilo$ci ponizej 1,4 mg/kg stwierdzono w 11
probkach, tyraminy w ilosci ponizej 1,8 mg/kg w 1
probcee, putrescyny — ponizej 1,8 mg/kg w 2 probkach,
a kadaweryny w ilosci ponizej 2,6 mg/kg w 4 probkach.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze gldownymi aminami
wystepujacymi w grupie badanych seréw dojrzewa-
jacych byly tyramina i putrescyna. Suma wszystkich
oznaczonych amin w probkach badanych seréw nie
przekraczata 264,4 mg/kg.

W tabeli 2 podano zakresy zawarto$ci histaminy i
tyraminy w 43 probkach seréw dojrzewajacych twar-
dych i migkkich oznaczonych w 1995 roku metoda
spektrofluorymetryczng [7]. Sredni poziom histaminy
w serach twardych wynosit 35,6 mg/kg w zakresie od
4,8 do 157,0 mg/kg, a w serach migkkich 22,2 mg/kg w
zakresie od 4,8 do 77,0 mg/kg. Srednia zawarto$¢ tyra-

Tabela 1. Zawarto$¢ amin biogennych [mg/kg] oznaczona metoda RP-HPLC w 2009 r w serach dojrzewajacych pochodza-

cych z rynku warszawskiego

The content of biogenic amines [mg/kg] determined in 2009 by RP-HPLC in ripening cheeses originated from

the Warsaw market

Nazwa sera Ll?Zba Histamina Tyramina Putrescyna Kadaweryna Surpa
probek amin

Brie 1 1,6 9,9 10,0 <2,6 24,1
Camember 1 <14 <1,8 3,3 <2,6 9,1
Dorblu 1 30,6 7,2 6,4 11,5 55,7
Edamski 1 <l,4 60,5 82,4 <2,6 146,9
Fourme Damber 1 1,5 2,1 1,8 2,7 79
Gouda 3 <14 47,8 - 146,8 48,5-112,9 3,3-20,1 112,2 - 264,4
Lazur Blue 3 <14 16,2 - 57,2 <1,8-6,8 2,9-28,0 52,4-67,8
Mazdamer 2 1,4;2,8 118,4; 141,1 1,9;103.,3 12,1;3,3 135,2 ;249,1
Rocvour 1 <l,4 1,8 3,3 5,5 12,0
Rodamer 1 1,5 84,1 10,3 <2,6 98,5
Tylzycki 1 <14 132,1 99,5 4,3 237,3
Wedzony 1 3,6 88,7 <1,8 2,9 97,0
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Tabela 2. Zawartos$¢ histaminy i tyraminy [mg/kg] oznaczona metoda spektrofluorymetryczng w 1995 roku w serach doj-
rzewajacych twardych i migkkich pochodzacych z rynku warszawskiego wg [7]
The content of histamine and tyramine [mg/kg] determined in 1995 by the spectrofluorimetric method in ripening
hard and soft cheeses originated from the Warsaw market [7]

Produkt Ll?Zba Amina biogenna Zawarto$¢ Srednia Mediana
probek

histamina 4,8 -157,0 35,6 18,0

Sery tward 29 - > : : ’
ety twarde tyramina 7,5-575,0 198,3 15,0
histamina 4,8-77,0 22,2 16,6

S iekki 14 - : ; - ’
eIy migide tyramina 17,7337, 1412 135,0

miny w serach twardych 1 migkkich wynosi odpowied-
nio 198,3 mg/kg, w zakresie od 7,50 do 575,0 mg/kg
oraz 141,2 mg/kg w zakresieiod 17,7 do 337,5 mg/kg.

/ Tabela2 /

Dane pismiennictwa wskazuja, ze poziomy amin
biogennych w réznych gatunkach serow wahajg si¢
w bardzo szerokim zakresie od 0,1 do ponad 2500 mg/
kg [1]. Tak zréznicowane zawartosci amin zalezg od
procesu technologicznego, czasu i warunkow dojrze-
wania, a takze zanieczyszczenia mikrobiologicznego.

Standarova 1 wsp. [19] oznaczyli w serach pobra-
nych z rynku czeskiego zawarto$ci poszczegdlnych
amin: tyraminy - 1123, putrescyny - 591, kadawery-
ny - 1110 1 histaminy - 283 mg/kg. Wykryto rowniez
niewielkie ilosci sperminy, spermidyny, tryptaminy i
2-fenyloetyloaminy. Spanjer i van Roode [17] sugeruja,
ze taczna zawartos¢ histaminy, tyraminy, putrescyny i
kadaweryny w serach nie powinna przekracza¢ 900 mg/
kg. Rowniez European Food Safety Authority (EFSA)
zwraca ostatnio uwage w swoich zaleceniach na celo-
wo$¢ kontroli poziomu amin biogennych w niektorych
srodkach spozywczych, szczegdlnie w serach. Spozycie
50g sera o zawarto$ci okoto 1000 mg/kg amin biogen-
nych moze wywotaé niepozadane skutki zdrowotne.
EFSA sugeruje, ze istnieje potrzeba dokonania oceny
ryzyka oraz mozliwosci wprowadzenia gornego limitu
amin biogennych w zywnosci [ 18]. Osoby przyjmujace
leki z grupy inhibitoréw monoaminooksydazy (MAO)
powinny unikaé spozywania znacznych ilosci serow
dojrzewajacych zawierajacych tyraming, poniewaz
kumulacja tego zwiazku moze doprowadzi¢ do niebez-
piecznego wzrostu ci$nienia tgtniczego [2].

WNIOSKI

1. Metoda RP- HPLC jest metoda czuta, wykazujaca
wlasciwe parametry analityczne, umozliwiajaca
jednoczesne oznaczanie histaminy, tyraminy, pu-
trescyny 1 kadaweryny w serach.

2. Wyznaczone parametry walidacji metody spektro-
fluorymetrycznej wykazaty, ze metoda ta spetia
kryteria i moze by¢ stosowana do oznaczania hi-
staminy i tyraminy w serach.

W badanych probkach seréw 50 % stanowity probki
o zawartosci histaminy w zakresie od 10 do 100 mg/
kg, a 5% powyzej 100 mg/kg. Zawarto$¢ tyraminy
w zakresie od 10 do 100 mg/kg stwierdzono w
36,6% badanych probek, a w 50% powyzej 100 mg/
kg. W probkach serow, w ktorych aminy oznaczono
metodg RP-HPLC w 35,3% probek stwierdzono
zawartos¢ putrescyny i kadaweryny w zakresie od
10 do 100 mg/kg, a w 11,8% powyzej 100 mg/
kg. Kadaweryny w ilosci powyzej 100 mg/kg nie
stwierdzono.

Celowe jest kontrolowanie w serach dojrzewaja-
cych obecnosci histaminy, tyraminy, putrescyny i
kadaweryny jako wskaznikéw jakosci produktu.
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>, POLSKIEGO TOWARZYSTWA TOKSYKOLOGICZNEGO
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(I|_,| Jurata 19 - 22 wrzesnia 2011 r.

KOMUNIKAT 11

Szanowni Panstwo,

W imieniu Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego Komitet Organizacyjny ma zaszczyt
zaprosi¢ Panstwa do udziatu w Konferencji Szkoleniowo-Naukowej , Toksykologia w Stuzbie Zdrowia
Publicznego”, ktéra odbedzie sie w dniach 19-22 wrzesénia 2011 r. w Wojskowym Zespole
Wypoczynkowym ,JANTAR” w Juracie. Podczas Konferencji odbedzie sie X Walny Zjazd Delegatow
Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego. Patronat nad Konferencjg objat Narodowy Instytut
Zdrowia Publicznego - Panstwowy Zaktad Higieny.

Wazne Daty:

- rejestracja wraz z nadsytaniem streszczen do 15.03.2011 r.

- informacja zwrotna o zakwalifikowaniu doniesienia i formie prezentacji do 15.04.2011 r.

- wczesna optata konferencyjna do 29.04.2011 r., pézna rejestracja i ostateczny termin wnoszenia
optaty konferencyjnej (bez mozliwosci zgtoszenia doniesienia naukowego) do 15.06.2011 r.

- nadsytanie petnych tekstéw doniesien (do publikacji w monografii) do 16.05.2011 r.

- rezerwacja pokojéw i optata za zakwaterowanie i wyzywienie od 4.05. do 30.06.2011 r.

Karta zgtoszenia, wymagania dla streszczen i petnych tekstdw do monografii oraz peilny tekst
II Komunikatu sg dostepne na: www.pzh.gov.pl i www.pttox.lodz.pl.

Optaty konferencyijne:

Opfata konferencyjna obejmuje:

do po - udziat we wszystkich sesjach, materiaty
29.04.2011r. | 29.04.2011r. konferencyjne, certyfikat uczestnictwa,
Cztonkowie PTTox 480 PLN 530 PLN - spotkanie towarzyskie pierwszego dnia
Pozostali uczestnicy 530 PLN 580 PLN konferencji — ognisko i uroczysta kolacje,
- kawe i herbate w przerwach obrad

Numer konta bankowego, na ktére nalezy wnosic¢ optate rejestracyjng:
Oddziat Warszawski Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego

PKO BP S.A. VI Oddziat w Warszawie, ul Putawska 15, 02-515 Warszawa

Nr 33 1020 1068 0000 1702 0000 3210

Na wptacie prosze podac imie i nazwisko uczestnika oraz dopisek ,PTTox2011”

Zakwaterowanie:

Wojskowy Zespot Wypoczynkowy ,Jantar” (DW ,Delfin”)

ul. Wojska Polskiego, 84-141 Jurata

Dziat rezerwacji: +48 (58) 6754203; 6754228, fax. +48 (58) 6754262
e-mail: erochon@wzwijantar.net.pl

www.wzwijantar.pl

W imieniu Komitetu Organizacyjnego
prof. dr hab. Jan. K. Ludwicki



