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Do najbardziej toksycznych amin biogennych wystepujacych w zywnosci zali-
czana jest histamina. Jej obecnos¢ w produktach dla niemowlqt i matych dzieci
moze powodowac powstawanie procesu o podiozu pseudoalergicznym. Celem
pracy byla ocena zawartosci histaminy w gotowych produktach przeznaczonych
dla dzieci i niemowlqt zawierajqcych ryby.
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ryby, HPLC.
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Histamina (B-imidazolyloetyloamina) jest jedna z najbardziej toksycznych he-
terocyklicznych amin biogennych (1). W organizmie ludzkim powstaje w wyniku
dekarboksylacji (w obecnosci fosforanu pirydoksalu) aminokwasu — histydyny (2).
Egzogenna histamina spozyta z pozywieniem w niewielkiej ilo$ci jest rozktadana
przez odpowiednie enzymy — diaminooksydaze (DAO) oraz N-metylotransferazg
histaminy (HNMT) i wydalana z organizmu (3). Histamina w zywno$ci powstaje
gléwnie w wyniku dziatalnosci bakterii, zar6wno celowo dodanych jak i stanowia-
cych jej zanieczyszczenie (4). Najczestsze przypadki zatru¢ pokarmowych zwigzane
sa ze spozyciem ryb zawierajacych duze ilosci histaminy takich jak makrele, §ledzie,
tunczyki i sardynki (5) oraz seréw dojrzewajacych (6). Obecno$¢ histaminy w bardzo
szerokich granicach stwierdzono takze w napojach, owocach, alkoholu, czekoladzie,
sokach, warzywach oraz roslinach straczkowych (2,7,8). Pobranie z zywnoS$cia dawki
histaminy na poziomie 5-10 mg moze wywota¢ pseudoalergiczna reakcj¢ u ludzi
wrazliwych (9). W przypadku spozycia od 70 do 1000 mg histaminy w positku, do-
chodzi do zatrucia histaming (skombrotoksizm), prowadzacego u 0sob wrazliwych
nawet do $mierci (10). Maksymalna zawarto$¢ histaminy jest limitowana w rybach
i produktach rybnych i wynosi 200 mg-kg™" (11).

Zywno$¢ dla niemowlat i matych dzieci do lat 3 jest przeznaczona do spetienia
szczegodlnych potrzeb zdrowotnych niemowlat odstawianych od piersi oraz zdrowych
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matych dzieci w celu ich stopniowego przystosowania do zwyklej zywnosci (12).
Potencjalne niebezpieczenstwo moze wystapic¢ po spozyciu pokarmu zawierajacego
histaming juz w niewielkiej ilosci, ktéra moze dodatkowo aktywowac¢ jej uwalnia-
nie z komoérek tucznych i powodowac proces na podtozu pseudoimmunologicznym.
W przypadku wystapienia reakcji pseudoalergicznej u dziecka objawy najczgsciej
maja bardzo ostry przebieg i sa niebezpieczne dla zdrowia i zycia. Na rynku han-
dlowym dostgpnych jest wiele gotowych do spozycia dan dla dzieci i niemowlat
zawierajacych m.in. ryby. W literaturze brak jest jednak danych przedstawiajacych
zawartos$¢ histaminy w tych produktach.

Celem pracy byta ocena zawarto$ci histaminy w gotowych daniach zawie-
rajacych ryby przeznaczonych dla dzieci i niemowlat z zastosowaniem metody
RP-HPLC-FLD.

MATERIAL I METODY

Przeprowadzone badania dotyczyly 18 produktow dla niemowlat i matych dzie-
ci zawierajacych w swoim sktadzie ryby, w postaci gotowych dan w sloiczkach
(obiadki, zupka) dostgpnych na rynku detalicznym. Wsrdéd badanych dah znalazty
si¢ produkty zalecane dla dzieci w wieku od 4 miesiecy do 3 lat. Badane produkty
pochodzity od 4 wiodacych producentéw tego typu zywnosci w Polsce i opatrzone
byty deklaracjami o zawarto$ci procentowej i gatunku ryby.

Zawartos¢ histaminy oznaczono metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej w odwroconym uktadzie faz z detektorem fluorescencyjnym (RP-HPLC-FLD)
z zastosowaniem derywatyzacji pre-kolumnowej aldehydem o-ftalowym w obec-
nosci tiolu (OPA/2-ME), wedhug zwalidowanej wlasnej procedury badawczej (13).
Zastosowana metodyka badan charakteryzuje si¢ niska granica wykrywalnos$ci
w probkach (LOD) 10 pg-L~!, wspotczynnikami zmiennosci (CV) w zakresie 1,5
—4,6% (wyznaczone na podstawie analiz substancji wzorcowych wykonanych
w ciagu 5 kolejnych dni) oraz doktadnoscia, jako btad wzgledny (RE) —4,97%<RE-
<-0,09% (zaréwno dla wynikow otrzymanych na podstawie analiz wykonanych
w ciagu jednego dnia, jak i w ciagu 5-ciu kolejnych dni). Odzysk histaminy (93,9
— 120,7%) oszacowano na podstawie serii 6 pomiarow fortyfikowanej probki wa-
rzywno-rybnej. Do analiz wykorzystano chromatograf cieczowy Performance
(Schimadzu) w uktadzie dwukanatowym, wyposazony w autosampler i detektor
fluorymetryczny RF-20A pracujacy przy dlugosciach fali Ay,/Aey, = 330/440 nm.
Do rozdzialu zastosowano kolumng Gemini-NX (Phenomenex) 150%4,6 mm, 3 pm,
110 A poprzedzona pre-kolumna o tym samym wypetnieniu (4x3 mm). Faze ru-
choma stanowit acetonitryl:10 mM fosforan potasu pH 7,2 z 1% 2-oktanolu (70:30
v/v)/10 mM fosforan potasu pH 7,2 i przeptywie gradientowym przy predkosci
przeptywu V = 0,8 mL'min"!.

Homogenne probki (10,00 + 0,02 g) odwazano w dwdch rownolegtych powtorze-
niach i ekstahowano 0,4 M kwasem nadchlorowym. Nastepnie wirowano (5500xg)
w temp. 4°C przez 15 min. Tak przygotowane ekstrakty filtrowano z zastosowaniem
systemu filtracji Samplicity z filtrami Millex PTFE 0,2 um (Merck), do naczynek 1,5
ml. Nastepnie poddawano derywatyzacji gotowym roztworem OPA/2-ME (Sigma-
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-Adrich) przy pH=9 i po 2 minutach poddawano analizie. W celu analizy ilosciowej
histaminy w probkach wykonano krzywa wzorcowa na 5 poziomach stgzen, oparta
na zaleznos$ci stezenia histaminy od pola powierzchni otrzymanego piku. Uzyska-
ne wyniki poddano analizie statystycznej z zastosowaniem programu Statistica 10,
wykorzystujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji z testami post-hoc Tukeya dla
nieréwnej liczebnosci probek dla okreslenia istotno$ci réznic na poziomie p<0,05.
Normalno$¢ rozktadu sprawdzono przy pomocy testu Shapiro-Wilka, a zatozenia
jednorodnos$ci wariancji testem Browna-Forsythe a.

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Badane produkty zawieraly w swoim skladzie od 8 do 12% ryby, stanowiacej
dodatek do sktadnikow gtownych czyli warzyw, ryzu lub makaronu. Wigkszo$¢ z 18
probek stanowity produkty zawierajace tososia (28%), tunczyka (22%), dorsza, min-
taja, rybe morska (brak okreslenia gatunkowego) i pange z tososiem (11%), a takze
jedno danie zawierajace suma.

Uzyskane za pomoca metody RP-HPLC-FLD wyniki badan zawarto$ci histaminy
w 18 dostgpnych na rynku detalicznym gotowych daniach rybnych dla niemowlat
1 matych dzieci przedstawiono w tabeli .

Analiza badanych probek wykazala wystepowanie wolnej histaminy w produk-
tach dla dzieci i niemowlat na poziomie od <30 pg-kg™' (LOQ) do 429,1 pugkg.
Na podstawie wynikdéw jednoczynnikowej analizy wariancji dla okreslonych 6 grup
ryb wystepujacych w badanych daniach (toso$, tunczyk, ryba morska, dorsz, mintaj,
panga) wykazano z p<0,05, brak istotnych statystycznie r6znic migdzy wynikami
uzyskanymi dla produktow zawierajacych tososia, rybg morska, dorsza, mintaja oraz
pange (0,8508<p<0,9999). Natomiast dania dla dzieci i niemowlat z tunczykiem za-
wieraly histaming w ilo$ci statystycznie istotnie rozniacej si¢ (0,0002<p<0,0003) od
zawartosci tej aminy uzyskanej dla pozostatych grup ryb wystepujacych w badanych
produktach. Nalezy zwroci¢ uwagg, ze wszystkie analizowane dania z tuficzykiem
pochodzily od tego samego producenta.

Ze wzgledu na ograniczong liczbe badan prowadzonych w zakresie wyznacze-
nia poziomu toksyczno$ci histaminy, na podstawie poziomu niewywotujacego
dajacych si¢ zaobserwowac szkodliwych skutkow NOAEL (ang. No Observable
Adverse Effect Level) wyznaczono potencjalna sugerowana maksymalng dawke
jednorazowa ARfD=50 mg (ang. Acute Reference Dose) dla zdrowej osoby doro-
stej (3). Nie uwzglednia ona jednak grup wysokiego ryzyka takich jak niemow-
leta, dzieci, kobiety w ciazy czy osob starszych. W celu interpretacji uzyskanych
wynikow badan odniesiono si¢ wige do wartos$ci ArfD=5 mg, ktora przyjeto jako
sugerowana maksymalna dawke jednorazowa dla osoby wrazliwej (9), oszaco-
wujac % tej wartosci z uwzglednieniem zatozenia, ze spozyty zostanie 1 badany
produkt dziennie (obiadek lub zupka) przez dziecko lub niemowlg w zalecanym
przez producenta wieku oraz $redniej masie ciala dziewczynek i chtopcéw okreslo-
nej przez WHO (14) (tab. I). Oszacowane wartosci %ArfD mieszcza si¢ w zakresie
0,7-5,5% dla dan zawierajacych lososia, rybg morska, dorsza, mintaja oraz pangeg
oraz 8,4—15,6% dla produktow z tunczykiem.



S/BNPINIPUI BAISUSS 10§ 8SOP 8ou8Jajal 8lnoe | lamijzeim Aqoso ejp
emozeloups| exmep eujewAsyew euemosabns — Bw G=qiHY ‘/o48] G0‘0>d 8y} Je 8oURIUDIS [RISHEIS 8.8 JBJIS] JUBIBHIP YIM Pajousp uwinjod uj pajussa.d senjea | go'o>d siwoizod eu
a1uzoAisAles aiujosi 3is BIUZOJ WeIY| IWAUZOI BUOZOBUZO SIUWN|OY M IDSOLEM ‘UOHBIASD PIBPUE)S | SMOPIBPURIS 81Us|AYopO — S ‘auiwelsiy Joj HOT 8yl mojeq / Auiwessiy ejp DO leziuod

0L L e0C ¥ §'2E no-w 6 od 1| ‘zslop yghl 1 lwemAziem z zAJ yapelqo 4
wAmoiopiwod
e 9'c el‘, ¥ 8'68 no-w || od | | ‘soso}! g ‘ebued | aisos m jweyzoasnpy z [euzoibojoye Ijmopoy z eqhl v
0'g g'g e0'S ¥ 0'GEl no-w 2 od g ‘wns 0lg gAi 1 Buelsiws ‘wianjeuldzs az 1yzoasn|y v
1L FAl ex0€ > no-w ¢ od | | ‘soso} 1/ ‘ebued BgAl | wazAl ‘lweyeluwsIZ Z eYMmaydlew v
¥'8-921 1'8-9°¢cl q6'8L F 6'vPE ele| e-| L1 “YAzouny jwemAziem | wayAzoun) z uosexew 3apeigqo 2
26 00l q0'8 ¥ 2'90€ na-w ¢ od G0l ‘YAzouny yoeiopiwod m wanjAzouny z 14zoasnjy yopeiqo 2
JA(] 80 ex0E > no-w g od 8 ‘fejuiw eymayosew tuemolob z iyuhziel yapeigo L
LL Al ! ex0€ > no-w g od 8 ‘S0so} WIBISOSO} | WX Zoe|UWSIZ Z BYMaydJew €
60 0L ex0E > no-w g od 21 feuiw IwemAziem z exgAl BlIMONEBWS YapeIqo L
2z¢e £'c-9c el’L F L'L6 ele| g—| 8 ‘soso} WIBISOSO} | IWeYRIUWSIZ Z BYMaYdJew euemolob e
9°C 8¢ e80 F L9 no-w G| od 8 ‘s0so0} IweNyo.q | Bymaydlew ‘Walsoso} z uoteyew e
GC 8¢C e6V'8 ¥ 0'601} no-w g od 8 ‘s0s0} Byghi euieyiiep z puhziel yapeiqo L
€2 g2 e9C F LLL no-w || od 21 ‘eysiow eghl yoelopiwod m jwemAziem | BqAl z 1yzoasnpy e
12 0'e e0'L ¥ 6'16 no-w ¢ od L1 ‘zsiop gl Bureyijap z emAziem yapeliqo 4
24" 9'Gl 2’2l ¥ L'62y no-w g od 0L “Azouny exAzouny | mAziem z waiy exdnz 2
LL Al ex0E > no-w 2 od 21 ‘eysiow eqhi Iwenxoiq | eqAI Z 9||9yel|Be} uosesew e
6LE 62k ql‘8l F §'8/€ no-w 6 od G0t MAzouny Blupno 1 wezAi z yAzouny yepeiqo 2z
L'0- Lt 8‘0¢'t ex0€ > el g-| 8 ‘s0s0} WIBIS0S0} Z HZOelUWSIZ Yopelqo 3
e = A I S
e|p [euemooezso QiHy % Aulwelsiy osouemez Aueosjez

uaJp|Iyo BunoA pue sjuejul 10y papusiul s}onpoid Pooy Paseq-ysiy Ul SJUSIUOD BulWeIsIH | 8|qe ]
1091Zp yoArew | lepmowaiu e|p yoAkuozoeuzazid Aghi yohoklelaimez yoAzomAzods yoepnpoid m Aulwelsiy 10soliemez IIUAN | Bl qe L



Nr3 Zawarto$¢ histaminy w produktach dla niemowlat i matych dzieci 293

WNIOSKI

1. Najwicksza zawarto$¢ wolnej histaminy oznaczono w produktach dla dzieci i nie-
mowlat zawierajacych w swoim sktadzie tunczyka.

2. Uzyskane wyniki badan wskazuja na potrzebg wykluczenia tunczyka jako sktad-
nika dan przeznaczonych dla dzieci i niemowlat oraz prowadzenia dalszych ba-
dan ukierunkowanych na oceng ryzyka wystgpowania wolnej histaminy w tych
produktach.

A. Czajkowska-Mystek, J. Leszczynska

HISTAMINE CONTENT IN FISH-BASED FOOD PRODUCTS INTENDED
FOR INFANTS AND YOUNG CHILDREN

Summary

The aim of this work was to evaluate the histamine content in selected fish-based food products intended
for infants and young children using the RP-HPLC-FLD method. The obtained histamine content in 18
tested products was estimated in the range from <30 pg-kg™! (LOQ) to 429,1 ug-kg!. The highest hista-
mine levels were found in meals containing tuna. The level of free histamine in the tested samples was also
analyzed in relation to the acute reference dose (ArfD) estimated for sensitive individuals. The presence
of the acute reference dose on 0,7 — 5,5% of the ArfD per species like salmon, cod, pollock, pangasius and
other sea fish and 8,4 — 15,6% of the ArfD for tuna levels was shown.
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