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Histamina w serach — potencjalne zagrozenie?

Histamine in cheeses — a potential danger?
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STRESZCZENIE

Sery naleza do produktéw o wysokiej zawarto$ci ttuszczu, biatka i innych zwiazkéw nieorganicznych. Sa wyrobem
spozywczym, ktory moze rézni¢ si¢ jednostkowo w zaleznosci od swojego pochodzenia, warunkow wytwarzania,
flory mikrobiologicznej i aktywnosci enzymatycznej. Wszystkie te parametry mogg oddziatywaé na skuteczno$¢ anali-
tyczng, w konsekwencji stanowigc utrudnienie w 0znaczaniu stezenia histaminy w serach. Do gléwnych czynnikow
wplywajacych na powstawanie w produktach spozywczych amin biogennych, w tym histaminy, naleza: obecno$¢
bakterii (LAB), kultury starterowe, dostgpno$¢ wolnych aminokwaséw, okres dojrzewania sera, aktywno$¢ proteoli-
tyczna, pH, temperatura i stezenie NaCl. Nie wykazano korelacji pomiedzy niekorzystnymi skutkami a zawarto$cia
amin w zywnosci. Mozna przypuszczaé, ze st¢zenie histaminy powyzej 100 mg/kg w produktach spozywczych nie jest
zalecane. Dzigki $cistym rezimom technologicznym podczas produkeji zywnoS$ci czesto$¢ zatru¢ pokarmowych hista-
ming, wynikajacych z zanieczyszczen bakteryjnych, jest sporadyczna.
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ABSTRACT

Cheeses are complex products with high content of fat, protein and other inorganic compounds. It is a food product,
which may differ because of their origin, the manufacturing conditions, the microbiological flora and enzymatic activi-
ty. All these parameters can affect the efficiency analysis, which in turn may constitute an impediment to the determi-
nation of the cheese histamine concentration. The main factors influencing the formation of biogenic amines, including
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histamine, are: bacteria presence (LAB), starter cultures, the availability of free amino acids, a cheese puberty, a prote-
olytic activity, pH, temperature and the concentration of NaCl. The comparison of the relationship between the nega-
tive effects and the content of amines in food showed no dependency. It can be assumed that the histamine content
higher than 100 mg/kg in food products is not recommended. Thanks to strict technological regimes — during food
production — the frequency of a histamine food poisoning (resulting from bacterial contamination) is sporadic.

KEY WORDS
cheese, histamine, food poisoning

WSTEP

Aminy biogenne to zwiazki organiczne o niskiej ma-
sie czasteczkowej, wystepujace naturalnie w zywnosci
zawierajace] biatka 1 wolne aminokwasy. Powstaja
w wyniku dekarboksylacji aminokwaséw obojetnych
i zasadowych badZ transaminacji aldehydow i keto-
néw. Aminy biogenne wystepuja w wielu artykutach
spozywczych, w ktérych w procesie produkcyjnym
wykorzystywany jest proces fermentacji, np. w wi-
nach, serach. Mozna je réwniez znalezé zaréwno
w produktach sfermentowanych (ryby, migso, mleko)
jak i niesfermentowanych (owoce). Ze wzglgedu na
budowe chemiczng aminy biogenne dzielg si¢ na aro-
matyczne, alifatyczne i heterocykliczne. Klasyfikacjg
amin biogennych, ze wzgledu na struktur¢ chemiczna,
przedstawiono w tabeli I.

Jedng z istotnych amin biogennych wykrywanych
W zywnosci jest histamina (B-imidazolyl-etyloamina,
CsHgNs). Powstaje z L-histydyny przy udziale dekar-
boksylazy histydynowej (HD) w obecnos$ci fosforanu
pirydoksalu (PLP) [1]. Wyrdznia si¢ trzy $ciezki kata-
bolizmu histaminy. W ponad 70% pod wptywem
N-metylotransferazy histaminowej (HMT) przechodzi
w N-tele-metylhistamine, ktéra nastgpnie pod wpty-
wem oksydazy monoaminowej B (MAO-B) i oksyda-
zy diaminowej (DAO) przeksztatcana jest w aldehyd
N-tele-metyloimidazolooctowy, a ten przy udziale
dehydrogenazy aldehydowej (ALO) przeksztalca si¢
w kwas N-tele-metyloimidazolooctowy [2]. Druga
$ciezke metabolizmu histaminy stanowi deaminacja
oksydacyjna przy udziale DAO do aldehydu imidazo-
looctowego, przeksztatcanego pod wptywem dehy-
drogenazy aldehydowej (ALDH), oksydazy aldehy-

Tabela I. Klasyfikacja amin biogennych
Table I. Classification of biogenic amines

dowej (ALO) i oksydazy ksantynowej (XO) do kwasu
imidazolooctowego [2]. Reakcja rozpadu histaminy
katalizowana przez N-acetylotransferaz¢ (NAT) do N-
-acetylohistaminy oraz N,N-dimetylohistaminy sta-
nowi trzeci tor katabolizmu histaminy [2].

Za poczatek badan nad histaming przyjmuje si¢ rok
1907, kiedy to Windaus i Vogt dokonali syntezy tego
zwigzku. Kilka lat pozniej Barger i Dale wyizolowali
2-(1 H-imidazol-4-etyloaming) z grzybow. W kolej-
nych pracach z tego okresu wykazano obecnos$¢ hi-
staminy w osrodkowym uktadzie nerwowym oraz
tkankach obwodowych kregowcow [3,4,5]. W organi-
zmie czlowieka jej najwicksze stezenie stwierdzono
W plucach, skorze, blonie $luzowej nosa i zotadka.
Magazynowana jest gtbwnie w ziarnistosciach bazofi-
16w i mastocytow, a w $cianie zoladka wystepuje
W komorkach enterochromatofilnych (EC) i komor-
kach podobnych do komorek enterochromatofilnych
(ECL) [5].

Histamina wywiera dziatanie biologiczne poprzez
interakcje z czterema rodzajami receptorow Hy, Hy, Ha
oraz H,. Receptory histaminowe to receptory blonowe
zwigzane z biatkiem G. Efektem pobudzenia recepto-
réw histaminowych jest zwigkszenie stezenia cAMP
w komorce poprzez stymulacje receptora H,, nato-
miast stymulacja receptora H; prowadzi do zahamo-
wania produkcji cAMP. Pod wptywem dziatania hi-
staminy na receptor H, wzrasta stezenie jonOw wapnia
wewnatrz komorki [6]. Kwas aspartamowy jest ami-
nokwasem wchodzacym w sktad wspomnianych re-
ceptorow. Pozycja tego konserwatywnego aminokwa-
su determinuje pozniejsze polgczenie histaminy i jej
antagonistow z poszczegdlnymi receptorami. Kwas
aspartamowy w receptorze H; identyfikowany jest
w pozycji 107, w receptorze H, w pozycji 98,
a w receptorach Hs i H, odpowiednio w pozycjach 114

Alifatyczne Heterocykliczne
Aromatyczne - — — -
monoaminy poliaminy imidazolowe indolowe
Tyramina metyloamina kadaweryna histamina serotonina
Dopamina dimetyloamina putrescyna tryptamina
Adrenalina trimetyloamina spermidyna spermina

Noradrenalina
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i 94 [6,7]. W tabeli Il przedstawiono zalezny od loka-
lizacji efekt histaminowy.

Celem obecnej pracy byto przedstawienie przegladu
aktualnego pi$miennictwa na temat zawartosci hista-
miny w serach.

Tabela Il. Efekt pobudzenia poszczegélnych rodzajow receptorow
histaminowych
Table Il. Effect of stimulation individual types of histaminergic receptors

Tabela lll. Stezenia histaminy w serach
Table lll. Histamine content in cheeases

Typ Lokalizacja Efekt Pobut_iza]qcy
receptora histaminy
naczynia krwiono$ne wzrost przepuszczalnosci
naczyn
miesnie gtadkie skurcz mieéni gtadkich oskrze-
uktadéw pokarmowego i i jelit
H4 i oddechowego
o$rodkowy uktad sekrecja $luzu na btonach
nerwowy $luzowych
regulacja taknienia, regulacja
rytmu snu i czuwania
zotadek zwiekszenie wydzielania soku
zotgdkowego
H serce dodatni efekt ino- i chronotro-
2 powy mig$nia sercowego
osrodkowy uktad zwrotne uwalnianie histaminy
nerwowy
przew6d pokarmowy hamuje czynno$¢ skurczowa,
i wydzielanie w przewodzie
pokarmowym
Hs o$rodkowy uktad kontrola syntezy i uwalniania
nerwowy histaminy

regulacja uwalniania neuro-
przekaznikow

Stezenie
Rodzaj sera histaminy Metoda Pismiennictwo
(mglkg)

Biaty ser z mleka 50 HPLC ]
owczego
Bialy ser z mleka 88,4 HPLC [10]
koziego 117 HPLC 1]
Bia%yl ser z mleka HPLC [12]
krowiego
Parmezan 18 232 UPLC 8]
miesiecy 28,55 HPLC [13]
Parmezan 24 796 UPLC 8]
miesiace
Grana Padano 237 UPLC 8]
Feta 84,6 RP-HPLC [14]

235 UPLC
Ementaler 196 UPLC [8]
Cheddar 254 UPLC [8]
Gouda - UPLC [8]
Edam 32 UPLC [8]
Gorgonzola 237 UPLC 8]
Pecorino 655 HPLC 1]

90 HPLC [15]
Camembert 6,1 UPLC 8]
Roquefort 9,9 UPLC [8]

komorki szpiku
Ha kostnego
obwodowe leukocyty

indukcja chemotaksji

kontrola uwalniania IL-6

Oznaczanie histaminy w pokarmach

Stosuje si¢ wiele metod wykrywania i oznaczania
amin biogennych w produktach spozywczych. Hista-
mina nie wykazuje zdolnosci do naturalnego pochta-
niania promieniowania UV i fluorescencji, stad wigk-
szo$¢ metod wymaga, aby badane probki zostaly od-
powiednio przygotowane przed oznaczeniem (homo-
genizacja, wirowanie, filtrowanie, derywatyzacja). Do
analizy amin uzywa si¢ réznych odczynnikow che-
micznych, tj. aldehydu o-ftalowego (OPA), izotiocy-
janianu fenylu, chlorku dabsylu czy chlorku dansylu.
Do oznaczenia histaminy stosuje si¢ przede wszystkim
rozne techniki chromatograficzne, tj. chromatografig
cienkowarstwowa, gazowa, cieczowg, a takze metode
elektroforezy kapilarnej [8]. Ponizsza tabela prezentu-
je stezenie histaminy oznaczone w wybranych typach
serow z wyszczegdlnieniem metody oznaczenia (tab.
).
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HPLC - high performance liquid chromatography — wysokosprawna chro-
matografia cieczowa

UPLC - ultra high performance liquid chromatography — ultrasprawna
chromatografia cieczowa

RP-HPLC - reversed phase HPLC - wysokosprawna chromatografia
cieczowa z odwrocong fazg

Histamina w serach

Sery nalezg do produktéw o wysokiej zawartoSci

thuszczu, biatka i innych zwigzkéw nieorganicznych.

Sa wyrobem spozywczym, ktory moze rdzni¢ sie¢

W zalezno$ci od pochodzenia, warunkow wytwarza-

nia, flory mikrobiologicznej i aktywnos$ci enzyma-

tycznej. Wszystkie te parametry moga by¢ przyczyna

utrudnien w oznaczaniu st¢zenia histaminy w serach

[16].

Do gtownych czynnikow wptywajacych na powsta-

wanie amin biogennych, w tym histaminy, nalezg:

— obecno$¢ bakterii, m.in. bakterii kwasu mlekowe-
go (LAB),

— kultury starterowe,

— dostgpnos¢ wolnych aminokwasow,
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— okres dojrzewania sera,

— aktywnos¢ proteolityczna,

- PH,

— temperatura,

— stezenie NaCl [16,17,18,19].

Bakteriami zdolnymi do wytwarzania histaminy sa
gtoéwnie Gram-ujemne bakterie z rodziny Enterobac-
teriaceae [16,17,18,19]. W produktach fermentowa-
nych (ser, wino) histamina jest produkowana gtownie
przez Gram-dodatnie bakterie kwasu mlekowego
(LAB) z rodzaju Enterococcus, Lactobacillus, Leuco-
nostoc, Lactococcus i Steptococcus [17,18,19]. Moga
pochodzi¢ z mleka uzywanego do produkcji sera,
dosta¢ sie jako zanieczyszczenia lub zosta¢ celowo
dodane, jako kultury starterowe [17,19]. Mleko pod-
dane pasteryzacji, baktofugacji lub dziataniu wysokie-
go ci$nienia zawiera znaczgco mniejsze ilosci kolonii
bakteryjnych [18]. Wyniki pracy Joostena i wsp. wy-
kazuja, ze mozliwe jest zapobieganie powstawaniu
histaminy w serach, dzigki uzyciu odpowiednich bak-
teriocyn [20].

Produkcja niektorych gatunkow serow wymaga wyko-
rzystania kultur bakteryjnych, aby zachowa¢ standar-
dowa jako$¢ produktu finalnego. Jednak niektore
uzyte do tego celu szczepy LAB, przede wszystkim
powszechnie stosowane szczepy Lactobacillus i Lac-
tococcus, moga przyczyni¢ si¢ do zwigkszania zawar-
tosci amin biogennych w serach [17,20,25]. Ryzyko
kumulacji histaminy i innych amin mozna zminimali-
zowac, stosujac jako kulture starterowa dobrze scha-
rakteryzowane szczepy bakterii, nieposiadajace enzy-
moéw niezbednych do produkcji amin. Stgzenie hista-
miny zawartej w serach mozna takze redukowaé po-
przez dodanie do kultur starterowych bakterii zdol-
nych do degradacji amin biogennych. Linares i wsp.
proponuja w produkcji sera zastosowaé Brevibacte-
rium linens — szczep zdolny do katabolizmu histaminy
[17].

Obecnos¢ opisanych wyzej mikroorganizmoéw nie jest
jedynym czynnikiem decydujacym o wytwarzaniu
amin biogennych. Synteza amin biogennych przez
bakterie mozliwa jest rowniez przy spelnieniu dodat-
kowych warunkow, takich jak dostgpnos¢ wolnych
aminokwasow oraz korzystnych warunkoéw $rodowi-
skowych dla aktywnosci dekarboksylaz [21]. Wolne
aminokwasy, bedace podstawowym surowcem do
produkcji amin biogennych, generowane sa podczas
hydrolizy kazeiny w trakcie dtugiego okresu dojrze-
wania sera [22]. Okres ten stanowi wiec jeden z klu-
czowych czynnikdw wplywajacych na st¢zenie amin
biogennych w serach. Wykazano, iz st¢zenie histami-
ny jest proporcjonalne do okresu dojrzewania serow
[17,23]. Sery dlugodojrzewajace zawieraja wyzsze
stgzenia amin biogennych niz sery o krotkim okresie
dojrzewania [9,17,22,23,24,25].

Wykazano ponadto zalezno$¢ pomiedzy zawarto$cig
histaminy a badana czg¢$cia sera (trzon, czg¢$¢ srodko-

wa 1 skorka). Najwigksze stezenie stwierdzono
w skorce, a w kolejnych badanych warstwach bylo
ono nizsze [26,27]. Dowiedziono, ze profil aminowy
sera wykazuje typowe zmiany zachodzace w trakcie
dojrzewania, a rodzaj i zawarto§¢ amin biogennych
moga by¢ roézne i zalezne od wielu czynnikow [14].
Stezenie histaminy w tym samym serze, o podobnym
okresie dojrzewania moze by¢ roézne rdéwniez ze
wzgledu na pore roku. Wyzsze stgzenia histaminy
odnotowano w serach przygotowywanych wiosng
[28].

Korzystnymi warunkami do produkcji amin biogen-
nych przez LAB jest srodowisko o niskim pH. Wyni-
ka to z faktu, iz jest to czynnik niezb¢dny do aktywa-
cji niektorych dekarboksylaz produkowanych przez
bakterie LAB [12,17]. Co wigcej, kwasne $rodowisko
aktywuje geny kodujgce aminokwasowe dekarboksy-
lazy, ktorych ekspresji nie wykazywano w §rodowisku
o pH obojetnym [29].

Kluczowym parametrem powodujagcym gromadzenie
amin biogennych podczas dojrzewania i przechowy-
wania jest temperatura. W wigkszosci przypadkow
wytwarzanie amin biogennych wzrasta wraz ze wzro-
stem temperatury stosowanej przy produkcji sera.
Dojrzewanie i przechowywanie sera w temperaturze
5°C obniza stezenie histaminy w serach [17,19,27].
Szczep Streptococcus thermophilus syntetyzuje mniej-
sze ilo$ci histaminy w serze przechowywanym w tem-
peraturze 4°C. Mniejsze stgzenia histaminy mozna
thumaczy¢ obnizong aktywnoscig dekarboksylazy hi-
stydynowej w tej temperaturze, a nie zmniejszong
populacja bakterii lub zmniejszong ekspresja gendw
dekarboksylazy histydynowej (hdcA, hdcB i hdcP)
[30].

W procesie produkcyjnym sera chlorek sodu stosowa-
ny jest do kontroli wzrostu patogenéw podczas fer-
mentacji i okresu dojrzewania serow. Konsekwencja
dodawania soli zmniejszajacej wzrost populacji bakte-
rii, w tym potencjalnych producentéw amin biogen-
nych, jest obnizenie st¢zenia amin w finalnym pro-
dukcie [17]. Wysokie stezenie soli (na poziomie 5%)
skutkuje obnizeniem st¢zenia histaminy w serach.
Mechanizm tego efektu moze by¢ rézny. Stgzenie soli
w serach moze stanowi¢ inhibitor wzrostu bakterii
zdolnych do syntezy amin biogennych, a takze aktyw-
nosci dekarboksylazy histydynowej, albo wptywac
wylacznie na funkcjonowanie enzymu [31].

Bezpieczne dawki histaminy w produktach
spozywczych

Ze wzgledu na potencjalne ryzyko, jakie moze stwa-
rza¢ histamina zawarta w pokarmach, w wigkszosci
krajéw ustalono jej bezpieczne stgzenia w zywnosci.
W USA maksymalna zawarto$¢ histaminy wynosi
500 mg/kg, a ,ostrzegawcza” 50 mg/kg. Unia Euro-
pejska ustalita zawarto$¢ ostrzegawcza na poziomie
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100-200 mg/kg. Wspomniane parametry odnoszg sie
tylko i wylacznie do owocoéw morza [32]. Zgodnie
z Amerykanska Agencja ds. Zywnoéci i Lekow (FDA)
ryby zawierajace ponizej 10 mg/kg histaminy sa do-
brej jakosci [32]. Dyrektywa Komisji Europejskiej
ustalita bezpieczne granice mikrobiologiczne zawarto-
$ci histaminy w rybach na poziomie 100—200 mg/kg
w $§wiezych produktach i 200-400 mg/kg w pozosta-
lych produktach rybnych (rozporzadzenie EC/2073/
/05) [9]. Powstawanie amin biogennych w trakcie
produkcji i dojrzewania produktow fermentacji zastu-
guje na duzg uwage, co potwierdza projekt Aminy
Biogenne Tradycyjnej Fermentowanej Zywnosci Re-
gionéw Europejskich (Siodmy Program Ramowy).
Celem tego projektu bylo ustalenie, ktére mikroorga-
nizmy sg dekarboksylazo dodatnie, oraz badanie wa-
runkéw mogacych zmniejszy¢ poziom amin biogen-
nych w trakcie obrobki sfermentowanej Zzywnosci
i napojow [9]. Dostepne publikacje wykazujg brak
jednomys$lnosci wsrod badaczy, co do zakresu tzw.
bezpiecznej zawarto$ci histaminy w pozywieniu.
Bunkowa i wsp. w swojej pracy sklaniaja si¢ ku
stwierdzeniu, ze bezpieczna sumaryczna koncentracja
histaminy, tyraminy, putrescyny i kadaweryny nie
powinna przekraczaé 900 mg/kg [14,27]. W pracy
Onal zaznaczono, ze spozycie od 8 do 40 mg histami-
ny wywotuje objawy lekkiego zatrucia, za$ od 40 mg
do ponad 100 mg prowadzi do silnego zatrucia [33].
Z innych badan wynika, ze 75 mg czystej histaminy
moze powodowaé natychmiastowe i opdznione obja-
wy zatrucia u 50% badanych. Mozna przypuszczac, ze
zawarto$¢ histaminy powyzej 100 mg/kg w produk-

tach spozywczych nie jest zalecana [22]. Z drugiej
strony, badajac zwigzek pomigdzy niekorzystnymi
skutkami i zawarto$cig amin w zywnosci, nie wykaza-
no zaleznosci, ktore pozwolityby na sformulowanie
zalecen dietetycznych dotyczacych amin. Dzigki $ci-
stym rezimom technologicznym podczas produkcji
zywnosci czesto$¢ zatru¢ pokarmowych histamina,
wynikajacych z zanieczyszczen bakteryjnych, jest
sporadyczna. Oksydacyjna deaminacja, metylacja,
acetylacja i transglutaminacja zachodzace w zotadku,
jelitach 1 watrobie stanowia skuteczne $ciezki degra-
dacji amin [34]. Wystgpienie objawoéw alergii pokar-
mowej po spozyciu histaminy obecnej w serach spo-
wodowane jest prawdopodobnie czynnikami hamuja-
cymi oksydacj¢ aminowsa (alkohol, stres) lub deficy-
tem wewnatrzkomérkowego DAO [33,34].

Przemyst spozywczy potrzebuje szczegdtowych
i czutych metod wykrywania amin biogennych, w tym
histaminy, ze wzglgdu na ich potencjalne dziatanie
toksyczne. Niezbedne sg szybkie i niezawodne metody
stuzace monitorowaniu probek zywnosci. Analiza
amin biogennych w artykutach spozywczych ma zna-
czenie nie tylko ze wzgledu na ryzyko zatrué, lecz
takze jako wyznacznik jakosci zywnosci [33]. Hista-
mina, podobnie jak kadaweryna, putrescyna i tyrami-
na, jest wskaznikiem psucia si¢ zywnosci i czg¢sto
traktuje si¢ ja jako jeden z biowskaznikéw stuzacych
do kontroli jakosci podczas procesow produkowania
Zywnosci 1 jej transportu. Obecno$¢ amin biogennych,
w tym histaminy, daje informacje na temat $wiezosci
i jako$ci sera [19,32,35].
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