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Sam envatting

D e snelle  screeningtest m aakt gebruik van H PTLC  K ieselgelp laten  m et ais 
loopm iddel benzeen/trie thylam ine (80/20). Ais extractiem iddel kan m ethanol, 
trichloorazijnzuur o f  perchloorzuur w orden gebruikt. H et geëxtraheerde histam ine 
wordt v o o ra f gedansyleerd . De ontw ikkelingstijd  bedraagt 20 m in. De identificatie 
geschiedt onder U V -lich t (366 nm ). De gevoeligheid van de m ethode is 5 m g/100 g, 
hetgeen voldoende is daar de w ettelijke lim iet 10 m g/100 g bedraagt. De test is 
bruikbaar zow el op onbehandelde ais op verw erkte vis (bv. in o lie  o f  saus).
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1. IN L E ID IN G .

T ijdens de opslag  van pelagische vissen, hoofdzakelijk  m akreelachtigen, 
kunnen bac te riën  het vrije  am inozuur histidine, dat in deze v issen  overvloedig  
voorhanden  is, door decarboxylering  in histam ine om zetten. D it is vooral het geval 
w anneer de v is gedurende een zekere tijd aan te hoge tem pera tu ren  w erd blootgesteld. 
H istam ine is tox isch  en de vorm ing van dit biogeen am ine d ien t dan ook verm eden te 
w orden door gepaste  voorzorgsm aatregelen tijdens de bew erk ing  en de opslag van de 
vis (Pan en Jam es, 1985).

H istam inevo rm ing  dient gecontroleerd te w orden. D e EU heeft in  een 
hyg iënerich tlijn  no rm en  vastgelegd voor de h istam ineconcen tratie  (zie bijlage). Op 
negen m onsters m ag  de gem iddelde concentratie de 10 m g/100  g niet overschrijden. 
Tw ee m onsters m ogen  m axim um  20 m g/100 g bevatten (EU , 1993).

V oor accura te  en reproduceerbare resultaten is v loeistofchrom atografie  
aangew ezen. H iervoor kan atm osferische scheiding op ko lom  gevolgd door 
derivatisering m et o-phtalaldehyde (OPA) w orden toegepast. D it is een van de 
officiële m ethoden  van  de AO A C (H elrich, 1990). M eestal ech te r w ordt hogedruk- 
chrom atografie  (H PL C ) gebruikt. H iervoor w ordt voor o f  na de scheiding van 
histam ine een  derivatisering  toegepast. In de m eeste gevallen  betreft bet hier 
dansylch loride (M ie tz  en K arm as, 1977), OPA  (V idal-C arou  et al., 1990) o f  
benzoylchloride (Y en en H sieh, 1991).

R ecen te lijk  w erd  ook de im m uno-enzym atische detec tie  van histam ine 
voorgesteld. C om m erc ië le  testkits zijn  hiervoor beschikbaar. D eze  m ethoden blijken 
evenw el nog  re la tie f  om slachtig  te zijn (Etienne et al., 1995)

V oor snel, oriënterend sem i-kw antitatief onderzoek kan dunnelaagchro- 
m atografie (D L C ) w orden  toegepast. N a scheiding m et d iverse  loopm iddelen w ordt 
h istam ine m eestal co lorim etrisch  m et ninhydrine ( L in et al., 1977 ; L ieber en Taylor, 
1978) o f  fluo rim etrisch  na derivatisering m et O PA  bepaald (A ures et al., 1968).

N agu ib  et al. (1995) stelden recentelijk een b id im ensionale  D C L-m ethode 
voor w aarbij h istam ine  en andere biogene am ines na derivatisering  m et dansylchloride 
zowel k w a lita tie f  ais kw an tita tie f snel en eenvoudig konden w orden  bepaald. E r werd 
besloten  deze techn iek  op haar bruikbaarheid ais sem i-kw antita tieve screening-test te 
onderzoeken  en w aar nod ig  aan te passen.

2. M A T E R IA A L  E N  M E T H O D E N

2.1 R e a g e n tia  :

E xtractie : m ethano l p .a ., trichloorazijnzuur (TCA ) 7,5 %  (m /v ) o f  perchloorzuur 
(PCA ) 6 %  (m /v).

D erivatisering  : 50 m g dansylchloride (5-d im ethy lam ino-l-nafta leensu lfony lch lo ride) 
in 10 ml aceton  oplossen.
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H istam inestandaard : S tockoplossing : 165,7 m g histam inehydrochloride in  100 ml 
w aterstofchloride 0,1 M  oplossen. W erkoplossingen : verdunningen m et gebruikte 
extractiem iddel m aken.

Loopm iddel : benzeen/triethylam ine 80/20

D LC -platen : H PTLC platen  10 x 10 cm Kieselgel 60 (M erck)

2.2. E x tra c tie  v a n  h is ta m in e  :

M et m ethanol :

D it is de extractietechniek die in de A O A C -m ethode m et 
kolom chrom atografie w ordt gebruikt (Helrich, 1990). V ijf  g vis w ordt m et 30 ml 
m ethanol gehom ogeniseerd en 15 m in bij 55°C in w arm w aterbad verw arm d. N a 
filtratie w orden aan 1 ml extract 1 ml buffer pH  9 en 2 ml dansylchloride-oplossing 
toegevoegd. Er w ordt dan 1 uur bij 55°C in een droogstoof verw arm d. O p te m erken 
valt dat aangezien glas h istam ine adsorbeert, p lastic buizen dienen te w orden  gebruikt.

M et trichloorazijnzuur :

T ien g vis w ordt m et 30 ml TCA -oplossing van 45°C in een p lastic  bekertje 
gehom ogeniseerd. N a  filtratie w orden aan 1 ml extract 80 pi natrium hydroxide 4 M , 1 
ml buffer pH  9 en 2 m l dansylchloride-oplossing toegevoegd. De rest van de 
procedure is zoals bij de m ethanolm ethode.

M et perchloorzuur :

Zelfde procedure ais voor TC A . Er w ordt evenwel 150 pi natrium hydroxide 1 
M toegevoegd (pH 9 controleren).

2.3. D u n n c la a g c h ro m a to g ra f ie  :

V ijf  pi w ordt op de concentratiezone van de plaat aangebracht. H istam ine- 
standaarden overeenkom end m et 5 en 10 m g/100 g w orden eveneens gespot. N a 
drogen w ordt de p laat in de chrom atografietank gedurende 20 m in ontw ikkeld  en 
opnieuw  gedroogd. D e identificatie gebeurt onder U V -licht (366 nm ).

3. R E S U L T A T E N  E N  D IS C U S S IE

3.1 E x tra c tie p ro c e d u re

N aguib  et al. (1995) passen  een extractie m et trichloorazijnzuur (TC A ) toe. 
Hierbij w ordt aan vis na hom ogenisatie  m et TC A  en filtratie natrium hydroxide en 
natrium chloride toegevoegd. H istam ine w ordt vooraf m et bu tanol/ch loroform  en 
heptaan geëxtraheerd voor de dansylering. Alhoewel bruikbaar, w erden  toch 
regelm atig m inder goede scheidingen bekom en, vooral m et v is in  olie o f  saus. Een 
vereenvoudiging van de techn iek  waarbij na hom ogenisatie m et TC A  de pH  m et 
buffer op 9 w erd gebracht, g a f  betere resultaten.

A is extractiem iddel w erd ook  PCA i.p.v. TCA uitgetest. D e resu lta ten  w aren 
dezelfde ais voor TCA.
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De ex tractie  m et m ethanol bleek eveneens bevredigend te w erken (zie 3.4). 
Het voordeel van  deze techn iek  is dat bij bevestigend onderzoek  m et de AOAC- 
m ethode (H elrich , 1990) m et hetzelfde extract verder kan w orden  gewerkt.

3.2. Dansylering

V oor het toevoegen  van  dansylchloride dient de pH  te w orden gecontroleerd. 
Deze m oet 8,8 - 9 bedragen. Bij grotere afw ijking w ordt geen  kleur (fluorescentie) 
bekom en.

3.3. DLC-platen

Silicagel H P T L C -platen  bleken scherpere en snellere scheidingen te geven dan 
de norm ale p laten  die door N aguib  et al. (1995) w erden gebruikt. De looptijd bedroeg 
20 i.p.v. 35 m in. D eze laatste  kunnen evenwel ook w orden aangew end.

3.4. Scheiding van h istam ine (fig. 1)
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Fig. 1. Dunnelaagchromatogrammen met vis en histamine
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M et de drie ex tractiem iddelen  geeft dansylchloride een vlek  op de startlijn en bij R f  
0,55. PCA, T C A  en natrium hydrox ide  geven geen vlek. M et de m ethanolextractie 
geeft histam ine een sterk  gele v lek  bij R f  0,25. M et TCA en PC A  is dit ook het geval 
m aar er kom en tw ee zw akke v lekken  bij (R f 0,15 en 0,32). De blanco geeft alleen de 
dansylchloridevlekken. H istid ine, m et verw ante chem ische structuur, geeft geen vlek 
en stoort aldus niet.

V is geeft een du idelijke  v lek  op R f  0,15 en en m et TC A  o f  PCA m eestal een 
aantal lichte v lekken tu ssen  R f  0,07 en 0,20, zeer w aarschijnlijk  veroorzaakt door 
verbindingen m et am inogroep  (bv. vrije  am inozuren).

W anneer aanw ezig , is h istam ine duidelijk te detecteren v anaf een concentratie 
van 5 m g/100 g. D eze detec tiegrens ligt vrij hoog, m aar gezien de w ettelijke norm en 
respectievelijk 10 en 20 m g/100  g bedragen is deze concentratie ruim  voldoende om  
verdachte m onsters te kunnen  opsporen. H et ju iste  gehalte aan histam ine dient dan 
eventueel m et andere techn ieken  (bv. H PLC ) te worden bepaald.

3.5. T o ep assin g  op v is s e r ijp ro d u c te n

De m ethode w erd  op een aantal visserijproducten uit de handel toegepast. 
Deze waren :

- diepgevroren vis :

m akreel en haring

- ingeblikte vis :

sardienen en ansjov is in o lijfo lie  en in niet gespecificeerde plantaardige olie, 
m akreelfilets in o lijfolie, so jao lie  en tom atensaus, haringfilets in m osterdsaus, tonijn  
in eigen nat en in  p rovencaalse  saus.

N ergens w erd h istam ine  gedetecteerd. Bij toevoeging van 5 m g/100 g 
histamine w erd een du idelijke  v lek  bekom en (fig. 1). M et m ethanol w as deze iets 
zwakker dan m et TC A  o f  PC A .
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BIJLAG E

Richtlijn van de R aad van 22 ju li 1991 to t vaststelling van gezondheidsvoorschriften  
voor de productie en het in  de handel brengen van visserijproducten (91/493/E E G ), 
gew ijzigd door R ichtlijn  9 5 /7 1/EG van 22 decem ber 1995, art. 1.6.

B ijlage - H oofdstuk V : G ezondheidscontrole en controle op de productie-eisen

II. Speciale voorw aarden

1. O rganoleptische controles

A is op grond van de organoleptische beoordeling enige twijfel bestaat over de 
versheid van de visserijproducten, kunnen chem ische o f  m icrobiologische controles 
w orden uitgevoerd.

3. Chem ische controles

A. Er w orden m onsters genom en die in een laboratorium  w orden onderzocht, 
teneinde de volgende param eters te controleren :

a. ...

b. H istam ine

Per partij m oeten negen m onsters w orden genom en :

- de gem iddelde concentratie m ag niet hoger zijn  dan 100 ppm ;
- bij ten hoogste tw ee m onsters m ag de concentratie m eer dan 100 ppm , doch  niet 
m eer dan 200 ppm  bedragen;
- bij geen enkel m onster m ag de concentratie m eer dan 200 ppm  bedragen.

Deze m axim um concentraties gelden alleen voor vissoorten  die behoren  to t de 
fam ilies Scombridae, Clupeidae, Engraulidae en Coryphenidae. De vissen van  deze 
fam ilies die een enzym atische rijping in  pekel hebben ondergaan, m ogen  echter 
hogere h istam ineconcentraties bevatten, die evenwel het dubbele van bovengenoem de 
waarden n iet m ogen overschrijden. De onderzoeken m oeten worden verrich t m et 
behulp van w etenschappelijk  erkende m ethoden die hun deugdelijkheid  hebben  
bewezen, zoals de H PLC (hogedruk-vloeistofchrom atografie).




