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蛤鱼等在贮藏期间组胺的形成及其

测定法的探讨

俞鲁礼 黄金陵 张利民

(上海水产大学)

提 要 本文研究了贻鱼在贮藏期间组胺的形成
,

并探索了不同鱼种在不同贮藏条件下

组胺形成的规律
。

采用离子交换树脂进行前处理
,

以偶氮试剂为显色剂进行比色测定
。

该方法

具有前处理效果好 回收率高
,

操作简便的优点
。

实验结果表明
,

温度升高会加快组胺的形成

速度
,

贻鱼在 oo C条件下贮藏可大大降低组胺的形成
。

鲜度好的则其组胺形成较慢
。

根据贮藏

的温度和时间等条件可推算出其组胺的含凰
,

这对于判断鱼品质量和防止组胶中毒有一定 的

实用价值
.

生题词 组胺
,

鱿鱼
,

偶氮试剂

组胺 (E st ‘In 谊。 ) 是鱼体中的游离组氨酸
,

它是在组氨酸脱浚酶的催化下发生脱竣

反应形成的一种胺类
。

食用时会引起中毒现象
。

日前越来越多的人认为组胺有必要作为

鱼类质量鉴定指标
,

特别对于一些青皮红肉鱼类 (如鳍科)
,

往往在未达到腐败 (以挥发性

盐基氮为鲜度指标 ) 时其组胺含童已超出规定范围
。

同时又因组胺在新鲜鱼 肉中几乎没

有痕迹
,

对热的稳定性好
,

不易挥发
,

故用于某些鱼类 以定量组胺作为质量检查
,

具有一定

的可靠性和实用意义
。

组胺在贮藏期间的形成与鱼种
、

温度
、

时间有关
。

这对于合理选择易产生组胺的鱼类

的贮藏温度和时间
,

据此推测其组胺含量
,

都具有一定的实用性
。

目前国内在这方面的工

作基本上还是 空自
。

最近英国人 A
,

E
.

Ri 七ch ie 等 已成功地应用 L o ca r te 氨基酸自动分析

仪对大西洋给鱼的非挥发性的二胺和多胺的形成进行了研究
。

在此资料的基础上
,

作者

试图用常规方法对我国多获性的贻鱼在贮藏期间组胺的形成进行了一些探讨
。

采用离子

交换树脂柱进行前处理
,

以偶氮试剂为显色剂进行比色测定
。

该方法的特点是
:

前处理

效果好
,

回收率接近 1 00 多
,

比目前国内应用最多的有机溶剂进行前处理优越得多 (有机

溶剂的同收率仅 70 形左右)
,

另外操作简便易行
。

为了说明间题
,

作者还用同法对马纹鱼

和鳗鱼在贮藏期间组胺的形成进行对比检测
。

材 料 与 方 法

实验用鱼

蛤鱼
、

马纹鱼
、

海鳗取千上海鱼市场的冰鲜货
,

鲜度较好
。
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试 剂

组胺标准液浓度为 加9 2心
,

ZN , 。
.

4 N , o
,

ZN 的醋酸缓冲浪(p丑 二 4
.

6 )
,

o
.

ZN , IN 盐酸
。

10 男

N a 0 H 溶液
。

1
,

6 N 碳酸钠溶液
。

偶氮试剂甲液(。
,

5 9 对硝基苯胺
,

加浓盐酸 5血
,

加水至 2 00 血
,

微热

熔解
。

)偶氮试剂乙液(。
.

69 亚硝酸钠加水溶解至 10() m l
,

需新鲜配制
。

) 使用前准确将 5砚 甲液缓慢加

入置于冰溶中的 如In l 乙液中
。

仪器设备

电冰箱(L B J : 一5 型)
,

烘箱(10 1性型 )
,

恒温箱 (J罗
: 一型 )

,

匀浆机(OY 一 300
‘

型 )
,

分光光度计(72 型 )

离子交换柱(10 火 20 Om m )
。

树脂柱的准备

以 2沁加llt
一2 26 型(致酸型)1 oo

~么犯 目的树脂
,

置于烧杯中加入约五倍的 IN 盐酸搅拌加 分钟
,

静

止后 弃去上清浓
,

反复二
、

三次
,

再用去离子水洗至中性
,

湿法装往(高度 6
.

阮祖 )
,

交换前用 。
.

2 N 的醋

酸缓冲液平衡
。

鱼肉 T C A 提取液的制备

采取 2馆 鱼醉犷加 刁Co l 去离子水
,

用匀浆机匀浆 6 分钟
,

再加 叨即1 10 男TCA 熔浓匀浆 1 分钟
,

静

止 2 小时后过滤(鱼肉水分在 8 0粥时则滤液 1血 相当 于 0
.

2 0 8 9 鱼肉 )
。

应用树脂柱分离组胺

取鱼肉 T C人 提取液 10 耐
,

用 10芳的 Na OH 溶液调 至中性
,

加 1仓阻1 0
.

4N 醋酸缓冲液混合上柱后

用0 Z N 醋酸缓冲液洗去杂质
,

再用。
.

2 N 盐酸将交换上去的组胺洗脱下来
,

用 1
.

5N 取刃O 。
调至中性

.

定容为 肠ml 待测
。

标准曲线的绘制

将标准组胺液〔lm g / lm l) 用去离子水准确稀释1 00 倍至组胺浓度为 1伽g 了m l
,

分别取 。
,

1
,

2
,

3
,

4
,

氏

m l 的量加入 6 支豁tn l 比色管中(此时各比色管中的组胺

含盈分别为 O
,

10
,

2 0
,

3 0
,

4 0
,

6伽 g )
,

同时在各管中再加入

2
.

5司
, 7

.

6血 5落N 婉C O : , 7
甲

sm l 偶氮试剂
,

并定容摇匀后

于 4 80 m p 的波长下进行比色
。

绘制标准曲线如图 1.

洲诩
飞‘吕忿

3002a0

0.0.众‘口暇已七。名碱

0
.

10 0

0 10 20 3 0 姗 即

组胶 H ist习n l
讹 (月) 了

图 1 组胺的标准曲线

乃 9 1 5恤 n d a rd c u r v e o f 主巨吕ta m 如 .

组胺含最的显色测定

取 红还1 (夕值视组胺含置而定) 经上柱处理 的鱼 肉

TC人 提取液于 25面 比色管中
,

其他步骤同 前
,

同时做一

平行实验
,

并用去离子水做一空白
,

据所得值从标准曲线

上查出W值
,

代入公式计算之
。

鱼肉中组胺含里的计算公式
:

恻架赛

。。、
一 七 2

簇黔 *
式中

波长(研恤v e le n g 云五)
: 4习D 功 p子

比色皿(OO 10 u r d i”h )
: 2 .

,

—
比色测定时所取的经上柱处理 的 TC 人

检 查

(a ) 回收率的浏定

一
每 100 9 鱼肉所含组胺的 m g 数

。

下『

一
比色测定的 E 值对应于标准曲线上的 组胺

t
。

提取液的 m1 数
。

(1
.

2 为校正值 )



4 期 俞鲁礼
、

黄金凌等
:

贻鱼等在贮藏期间组胺的形成及其测定法的探讨 3 生9

在 肠川 比色管中加入 歹耐
,

经上柱处理加有标准组胺浓的鳗鱼 现人 提取液(浓度为 口)
,

显色比

色步骤同前
。

同时傲一平行实验
,

以经过上柱处理未加标准组胺液的鳗鱼 T CA 提取液 红 In l 做一空白
。

所得消光值查标准曲线得W 值
,

根据公式(A )和(B )可得其回收率 (结果见表1 )
。

表 1

T 妞悦e l
_

R 压加 of

标准组胺的回收率
一

畏
· ‘。o形

(B )
r e c o , e ry o f . ta n d a 班 h城

a坦恤.

抓抓m l)))
!

222

}
111

。。(林g /
1刀里))) 6

.

70777 4OOO

评评(朴g ))) 1 1
.

444 4 0
‘

111

,, (二 ,
}}}

。9
,

。

}}}
10 0

,

郎郎

由此结果可以看出
:

在较高或较低含且 时
,

组胺的回收率都较好
,

基本上接近 100 澎
。

在

这两者浓度之间进行测定是比较可靠的
。

但

是在此需指出
:
当上柱鱼肉 T CA 提取液中

的组胺含盆大于或接近本树脂柱 的 交换容

盈时
,

以及在显色时含量太低
,

都会引起检

测的准确度的降低
。

(b ) 组胺与其它偶 氮反应的阳性物质分 离情况

在新鲜鱼肉中的偶氮反应阳性物质有组氨酸与酪氮酸及其类似物等
,

随着腐败而形成的酪胺及 其

类似物也是偶氮反应的阳性物质
。

前人用纸层析证明在此p H 下
,

酪胺和酪氨酸及其它类似物不会被交

换
,

其它杂质影响也极小
。

为了进一步证实组胺与组氨酸在此 p H 下能得到彻底分离
,

进行了如下实

脸
.

在 岛血 比色管中加入 1过 经上柱处理加有组胺和组氨酸的标准鳗鱼 T CA 提取液 (‘ 为 4印g 组

胺加 40 卜g 组氨酸了通)进行测定
,

并做平行实验和回收率测定的空自实验
。

得吸光度查得其W 为40
.

2
,

回

收率为 勺= 100
,

5 %
:

由此可见组氨酸的去除是彻底的
。

(的 与其它 方法比较

为了进一步证实本方法可靠性
,

将所得结果与采用的对氨基苯磺酸法的结果进行了比较和验证
,

两

种方法基本符合
。

实 验 结 果

始鱼在 2 5℃ <烘箱 )贮藏中组胺的变化结果列于表 2 中
,

由于所用鱼样不够新鲜
,

故

基点已有组胺出现
。

从表中我们可以看出
,

前 20 小时组胺形成不是太快
,

其数量只增加了

3 倍左右 ; 而 20 小时后组胺形成加速
,

到 40 小时比基点高出近 1 00 倍
,

故曲线陡峭
。

见图

2 。

贻鱼在 。
‘

C贮藏中组胺的变化结果列于表 3 中
,

与 2 5a C (烘箱 )贮藏的蛤鱼采用同一

基点
,

但与其相比组胺的形成较慢
,

无突变
。

见图 3
。

表 2 蛤鱼
、

马绞鱼25
’

烘箱贮藏组胺的形成

T a b 加 2 T h e fo r过e d h妇t a m in o a , m 助k o re l a n d 盆 e o 书陀b 仑护。”忿。护。“ ,

拉班Ph
o 林 主“ k e娜 in 25

’

C o v e n

时时间(小时))) 000 2 000 4 000 4 888

TTT im e
(五。u 拍)))))))))))

始始鱼(m g /l 00 9 ))) 2
,

即即 9
.

6000 2昭昭 3跳跳
(((~

k er e l)))))))))))

马马鼓鱼(m g /l oo 伏))) 1
.

印印 1
.

8000 器
‘

4 000 肠
.

333

(((
; 。口, 名ber 。”书。r

如珍丽灿沙邢翻 )
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加劝
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占

什n
�咋�n乙乞。。之助云矽u�uJ叮�们至

姿
翻 珊

您
_ _

翻 几V

。
卜瑞哟黔弋二犷该洲 六寸一亨一舒喂冲斌尸

’

贮藏时问 。

恤罗 址式屹 〔址 ) 贮藏时问 s t o r a g o h劲己 ( d ay )

图 2 始鱼
、

马鱿鱼在 2 5
。

(烘箱 )贮藏组胺形成曲线 图 5 始鱼 oo C贮藏中组胺的形成曲线

及 9 2 F o r n 〕访g

~
已时 碗协皿初

e 朋 l刀合c k e r e l 及9 3 For 血
n g e u r v o of h加切迎山”

酗 d 傲”功be r o I O 0 r o u 昌丑互ph o 工血 公p七初 肠 ,O ove
。 朗幽

。k暇1 ke Pt 垃 。
.
0

廷表 3 始鱼 。℃ (冰箱)贮藏组胺的形成
T a b le 3 T h e fo r功ed H 坛ta m 认。 as m a习ke re l k e Pt in 0

.

C iC . 一box

时时间〔日 ))) 000 333 666 777 999 1111

TTT 如
。
(山y )))))))))))))))

蛤蛤鱼 m g / 10 0 999 2
‘

888 3
.

444 7
,

000 巧
.

222 胜
.

000 粉
,

ggg
UUU 〕蕊k e丈6 111111111111111

马鱿鱼在 2 5℃ <烘箱 )贮藏中组胺的变化结果列于表 2 中
,

其基点由于鲜度的影响也

含有微量的组胺
,

但其变化与始鱼相比要缓慢得多
,

40 小时只增加了 12 倍 (相当于基

点 )
。

见图 2
。

�

仔

钱。。岌山经�
中���任-�崖蒸

坐 10

洲

8 16

贮藏时间

Z4

S t o ra罗

32 40

ti m e (址
‘

)

图 4 马纹鱼2 5
”

C (恒温箱 )贮藏组胺的形成曲线

萝褚 4 F。二加 g 孤rve 时 五油恤皿还。 朋 s cD o b盯二。犷。. .

丽夕h此沁 助P七i n 25
a

C 牡拍r ln o到透t
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马蛟鱼在 2 5
0

0 <恒温箱 )贮藏中组胺变化结果列于表 4 中
,

由于鲜度较好基点无组胺

检出
,

而且组胺的形成也不是太快 ; 同样条件下贮藏的鳗鱼变化也较缓慢
。

马鱿鱼在 00 0 贮藏中组胺变化结果
,

由于鲜度较好
,

基点几乎不含组胺
,

11 天后其组

胺变化也是很微小
。

表 4 马敏鱼 25o C (恒温箱 )贮藏组胺的形成

了认b le 4 T h e fo r坦. d h姗咖纽。 邹 , 心。二卜必尹~
o 犷
佩

s 。落p 人。 , 1 0 k e Pt in 邓
.

th e

巾毗at

时时间(小时 ,, 000 888 1 666 2 444 3 222 4 000

马马鱿颤m g /1 00 9 ))) OOO 000 O
,

秘秘 O
‘

6 000 1 3
+

999 注7
.

333

讨 论

甲
、

测定法的条件控制

(a ) 柱分离的条件
:
根据离子交换树脂的分离原理

,

即在一定的 p且 条件下
,

对物质

的交换能力的强弱有一定的选择性
。

在 pH 二 4
·

6 情况下
,

仅有组胺以阳离子形式参与交

换的能力最强
,

所以在上柱及交换的过程中都需严格控制 pH ; 否则会引起交换过程中组

胺的交换能力降低
。

同时在用 pR 为 4
.

6 的 0
.

2 万醋酸缓冲液洗涤柱子时
,

应控制好其

流速及用量
,

一般流速在 3 m l/ 功饥
,

用量在 1 00 一 1 20 m l较佳
。

流速太大用量太少都不

易将杂质除去 ; 流速太小
,

用量太大则易将组胺洗下
,

且时间也加长
。

(b ) 显色剂的配制条件
:

当甲液和 乙液混合时会发生下列反应
.

N E
, ·

E Q

十 H N仇
一

N 板N
.

认 + 且皿

一
习N O

: 十 N a仅

这里应强调指出
:
第一

,

亚硝钠不能过量
,

否则过剩的亚硝酸在显色时易与组胺作用
,

发生放氮反应
。

第二
,

盐酸要稍过量
,

可 防止重氮盐与未作用的对硝基苯胺产生偶合作用
。

为了防止亚硝酸钠的过量
,

在配制时可用淀粉一K l试纸测定
。

另外
,

重氮盐不稳定
,

必须

置于冰浴中配制
。

伪) 组胺显色时间的控制
:

显色的过程实际是组胺与重氮盐的偶合过程
。

CB

—
O一CH ,

一CH
,

N 只
,

祷
R
去

\。H Z
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C

—
C一CH

盛
H
去

\ c H 厂

·
Cll, “
形

“一“《二多
一N
o=+

“ C ,

有色化合物

由于生成 的有色化合物要经过一段时间刁
‘

能达到完全
,

而月
.

该物质不稳定
,

为此
,

我

们绘制了发色时间变化的动态曲线
,

实验结果如 下
:

表 S E 与时间的变化

T a b l。 弓 T he e h a n 朗5 o f E r el毗。d to th . 。

双 m i及 )

皿

「0.42
。

}
’

0.4 弱
1

’3
{

1 5
{

O
甲

奶5 【 O
甲

叨6 } O
,

4 60 1 0
,

4阶

E (4习D栩户)

0
.

5 00卜

从图 5 曲线中可 以看出
:

比色测定的最佳时

间为 9一 1 3 分
。

0
.

瑶40

0
.

420

10 巧 ZOT 哎In 盈主2
.

)

图 5 发 色的动态曲线

卫
’

19 5 场
二aJ : 11。 。u

附
o f

。〔一1: , r 血
v e lo Pln c , 1七

组服呈 (JV )
=
加 环雪

波 民(w a 丫。 lo n g 比 )
: 4韵 m 卜

L认色皿(。
。加u r d止七 )

: 2 e m

二
、

贮藏实验的推论

(的 我们从图 2 曲线可 以看出
:

在 2 5o C <烘

箱 )较高温度贮藏下
,

红色肉的贻鱼其组胺的变化

速度要比 白色肉的马鱿鱼快得多
,

白色 肉的鳗鱼

贮藏试验结果也表明组胺变化速度较慢
。

马绞鱼

贮藏在 2 5
O

C <烘箱)条件下 4 8 小时以后其组胺的

含童仅为 59
.

3 m g / 1。。g
,

故不必担心其组胺的形

成速度是否大于几肉的腐败速度
。

而同样温度下

贮藏的蛤鱼 48 小时后其组胺含址竞高达 3 2理 m g

/ 1 00 9 ,

这说明在较高温度下贮藏红色肉鱼类
,

以

组胺含量作为质量指标比 以其他指标来评价质量

更为合理
。

目前国内这类问题并没有得到 重视
,

故引起中毒的事故常有发生
。

诩460

(b ) 蛤负在 oa c 温度下贮藏的组胺形成速度较慢
,

贮藏 n 天后其含量才达到 33
.

9

m g / 1。。g
。

故无须考虑其组胺的形成速度是否会超过腐败的速度
。

与 2 5
‘

C (烘箱 ) 较高

温度下贮藏的蛤鱼组胺形成速度相比要小得多
。

见图 2
、

3
。

因此
,

在较低温度下保藏红

色肉的负类来防止组胺形成是确实可行的
。

贮藏温度的差异
,

’

可以增减组胺的形成量
。

在

较高温度下贮藏的红色肉鱼类的组胺形成必须引起高度重视
。

原因我们可以这样认为
:

红

色肉鱼类的肌肉较脆弱
,

细菌易侵入
,

且血红蛋自含量高
,

以及嗜温性微生物 比嗜冷性微

生物对组氨酸的作用能力强
,

微生物木身的组氨酸脱胶酶在较适宜的温度下活力较强而

造成的
。

另外
,

白色肉鱼类的实验结采也表明
:

温度的差异也会引起贮藏中组胺形成量的

增减
。

(c ) 从图 2 和图 4 可 以看出
,

不同鲜度的同一种鱼类
,

在相近的温度下贮藏
,

由于鱼体

污染程度及组胺含最的基点不同
,

组胺的形成情况也有区别
。

在 2 宁C (恒温箱 ) 贮藏的马

鱿鱼较为新鲜
,

组胺形成较慢
,

在 2 5o C (烘箱 )贮藏的马绞鱼
,

由于鲜度的影响
,

组胺的形
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成相对较快
。

它的规律是鱼类鲜度的降低会导致组胺形成的加速
。

这是与鱼体中易产生

组胺微生物的污染程度有关
。

通过这些实验我们认识到
:

在生产实际中
,

对于红色肉鱼类来说
,

根据其贮藏温度

及时间条件
,

可以推算出组胺含量
,

判断质童情况
,

以及尽快诊断组胺中毒
,

有着一定的实

用价值
。
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